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ABSTRAKT

Stucastou mojej prace bolo vypracovanie literarnej reserSe, v ktorej som sa ve-
noval vplyvu fotoperiody, intenzity svetla, fytohormonov (hlavne auxinov, cytokininov
a strigolaktonov) a d’alsich faktorov na vetvenie stoniek rastlin hrachu. Vlastny experi-
ment bol zamerany na zistenie vplyvu roznych dizok diia (8 hodin, 16 hodin, 24 hodin)
na vetvenie stonky hrachu. Analyzovali sa intaktné rastliny, rastliny dekapitované nad
3. nodom a rastliny dekapitované nad kliénymi listami. Pocitali sa Gisté prirastky dizky
vetvi po dobu 5 dni a nasledne boli zostrojené grafy a bola vykonana Statisticka analyza.
Z rastlin boli odobrané vzorky, ktoré boli vyuzité v ndslednych analyzach génovej ex-
presie. K tomuto ucelu bola pouzita metdéda semikvantitativnej RT-PCR s naslednym

vyhodnotenim intenzity expresie s agarézového gélu.

Krucové slova: apikalna dominancia, axilarny pucik, fotoperioda, vetvenie stonky, Pi-

sum sativum L.

ABSTRACT

The part of my thesis was to make literary research about influence of photope-
riod, light intensity, phytohormones (mainly auxins, cytokinins and strigolactones) and
other factors on shoot branching in pea. The experiment was focused on finding the
influence of different day lengths (8 hours, 16 hours, 24 hours) on shoot branching in
pea. In experiment intact plants, plants decapitated above 3™ node and plants decapi-
tated above cotyledons were analyzed. Increases in length of the branches were ob-
served for 5 days. Graphs and statistical analysis were generated from the data. After
that, samples from plants were taken. These samples were used in semiquantitave RT-

PCR with analysis of intensity of gene expression from agarose gel.

Key words: apical dominance, axillary bud, photoperiod, shoot branching, Pisum sati-

vum L.
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1 UVOD

Hlavny aspekt postembryonalneho vyvoja rastlin je formovanie sekundarnych
osi rastu: vegetativnych vetvi, vetvi stikvetia, alebo kvetov.

Mnozstvo rastlinnych foriem pozorovanych v prirode je dosledkom aktivit roz-
licnych meristémov pocas postembryonalneho vyvoja. Pri semennych rastlinach pri-
marna os rastu, spolu s primarnym vyhonkom a koreiom apikalnych meristémov, je
zaloZzena v embryondlnom vyvoji. Po¢as post embryondlneho vyvoja, sekundarne osi
rastu vznikaju z laterdlnych (axilarnych) meristémov, ktoré st v uzlabiach listovych
zarodkov. Vo vegetativnom vyvoji, axilarne meristémy zahajuji formaciu niekol’kych
listovych zarodkov, z ktorych vzniké axilarny pucik. Tieto puciky sa stanu
dormantnymi po urcita dobu, alebo budu pokracovat’ v raste (Schmitz, Theres, 2006).
Vetvenie je vysoko regulovany proces, ktory zahfiia mnoZstvo vyvojovych drah zapoje-
nych v regulacii rastu axilarnych meristémov (Janssen et al., 2014). Regulacia vetvenia
je dolezita pre rastlinnu adaptaciu, prezitie a konkurencieschopnost’. Poskytuje rastline
flexibilitu pri reakcii na enviromentalne faktory ako napriklad svetlo alebo bylinozrav-
ce, zatial’ ¢o optimalizuje jej zdroje (Ferguson, Beveridge, 2009). Potladenie rastu puci-
kov inhibi¢nymi t¢inkami primarneho rastového vrcholu sa nazyva apikalna dominan-
cia (Schmitz, Theres, 2006).

Apikalna dominancia je definovana ako kontrola vykondvana zakoncenim vy-
honku axilarnych pucikov, zatial’ ¢o korelativna inhibicia zahfiia potlacenie rastu ostat-
nymi rastacimi pudikmi alebo vyhonkami. Uroven, signalizacia a tok rastlinného hor-
monu auxinu v stonkach a pucikoch je zapojena v tychto procesoch (Ferguson, Beve-
ridge, 2009).

Apikalna dominancia je typicka pre mnoho odrdd hrachu (Pisum sativum), kde
uplné potlacenie rastu pucikov je pozorovatel'ne pocas vegetativneho vyvoja. Odstrane-
nim rastového vrcholu zmierfiuje inhibiciu, umoziuje tak rast postrannych pucikov.
Dekapitécia tiez redukuje trovenn endogennej indol-3-octovej kyseliny (IAA), bioaktiv-
nej formy fytohormoénu auxinu. Aj ked’ IAA dokazZe potlacit’ vetvenie po dekapitécii,

Casto nie je schopnd Uplne zastavit’ rast postrannych pucikov.



2 CIEDL

Ciel'om prace bolo zhodnotenie vplyvu fotoperiody na charakter vetvenia ston-
Ky rastlin hrachu siateho (Pisum sativum L.). K experimentom bola vyuzita odroda Pa-
loma, ktora sa vyznacuje zvySenym vetvenim intaktnych rastlin z bazalnych nodov. Boli
vyuzité 3 modelové systémy: intaktné rastliny, rastliny dekapitované nad 3. nodom,
u ktorych bol sledovany rast axilarnych pucikov 1., 2. a 3. nodu a rastliny dekapitované
nad kliénymi listami, u ktorych bol sledovany rast kotyledonarnych pucikov.

Experimenty boli vykonavané v riadenych kultivaénych podmienkach v 3 sve-
telnych rezimoch, liSiacich sa intenzitou a spektralnym zlozenim svetla: Standardné zia-
rivkové osvetlenie, LED diodové osvetlenie biele, ¢ervené/modré s prevazujicou Cerve-
nou zlozkou a ¢ervené/modré s prevazujucou modrou zlozkou spektra. Pod vyssie uve-
denymi typmi osvetlenia boli rastliny pestované v rezime kratkeho dna (8 hod. svetlo/16
hod. tma), dlhého dna (16 hod. svetlo/8 hod. tma) a nepretrzitého osvetlenia.
U vybranych experimentalnych variantoch bola taktiez Studovana expresia vybranych
génov v axilarnych pucikoch, konkrétne génu PsSPIN1, ktory suvisi s polarnym transpor-
tom auxinu, génu PsBRC1, ktory funguje ako svetlom regulovany represor rastu axilar-
nych pac¢ikova génu PSDRM1, ktory je markerom inhibovaného stavu axilarnych puci-

kov.
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3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 Vplyv fytohormonov na rast pucikov

3.1.1 Vplyv auxinu

Auxin bol prvy fytohormén spojeny s regulaciou vetvenia a jeho ucinky boli
pozorované uz pred viac ako 100 rokmi. (Ongaro, Leyser, 2008) Prirodzené auxiny
predstavuje mala skupina Struktirne podobnych latok — kyselina indol-3-octova (IAA),
kyselina indol-3-maslova (IBA), kyselina 4-chlérindol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina
fenyloctova (PAA).

IAA je syntetizovana v mladych rychlo sa deliacich bunkach — v apikalnom me-
ristéme stonky, v mladych listoch aj v meristémoch korenia. Vysoké hladina auxinu je
tieZ v embryach a vyvijajucich sa semenach a plodoch (Pavlova, Fisher, 2011).

Hypotéza transportu IAA hovori, Ze apikdlna dominancia je urCena priamo to-
kom IAA v rastline. Apikalny alebo axilarny meristém moéze rast’, ked’ je IAA aktivne
exportovana bazipetdlne, o sa nazyva polarny auxinovy transport. Polarny auxinovy
transport zahiiia niekol’ko proteinov, ktoré prenasaji IAA z bunky do bunky. Tok 1AA
je diktovany pomocou IAA efluxnych nosicov, obzvlast PIN-FORMED1 (PIN1), ktoré
generuju jednosmerny tok hormoénu bazipetdlne z apexu cez stonku. Pacik musi expor-
tovat’ IAA do polarneho auxinového toku hlavnej vetvy, aby mohol pucik zah4jit’ rast.
IAA preneseny z hlavného rastového vrcholu kona ako kriticky regulator rastu puciku,
brani prietoku IAA z puciku, a tym zabranuje rastu puciku. Ked’ je tato prekazka zmier-
nena (ak je Groven IAA zniZena alebo pocet IAA prenasacov zvySeny), bude export
IAA zahajeny a tym dosiahnuty rast puaciku. Blokovanie transportu auxinu z jedného
vyhonku zastavi jeho rast a podpori rast druhého. Aj vo vyhonkoch s dobre zavedenymi
cievnymi spojeniami to moze suvisiet’ so schopnostou auxinového toku z vyhonku pri-
tahovat’ Ziviny alebo signaly, a preto ostat’ konkurencieschopny s ostatnymi vyhonkami
(Ferguson, Beveridge, 2009).

Na stimulovanie rastu pucikov sa ¢asto pouZziva dekapitacia rastliny a aplikacia
inhibitorov transportu auxinu. Dekapitacia je vSak extrémna, zahfiia odstranenie rastlin-
né¢ho pletiva, o postihuje rézne signdly iné ako IAA, anaruSuje rastlinny turgor

a vztahy medzi zdrojom a sinkom (Ferguson, Beveridge, 2009).
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Bol zisteny vplyv svetla na auxinova signalizaciu pri kontrole rastu pucikov.
U pucikov Arabidopsis, fytochrom B pozitivne reguluje expresiu TAAL (Tryptophan
Aminotransferase of Arabidopsisl) génu, ktory koduje enzym dolezity v biosyntéze
auxinu, ktorého expresia koreluje s rastom pucikov. U meristémov rajéiaku (Solanum
lycopersicum) svetlo reguluje lokalizaciu PIN1 proteinu na plazmatickej membrane
a iniciaciu rastu primordii. Svetlo d’alej nadreguluje organogenézu pocas rastu pucikov
u krikov ruze. Hromadenie auxinu v predlzujucich sa organoch semenackov pocas SAS
(shade-avoidance syndrome) je spdsobené nizkym pomerom R:FR, a mutacia TAAL

sposobuje stratu tejto odpovede (Leduc et al., 2014).

3.1.2 Vplyv cytokininov

Cytokininy st obecne definované ako latky, ktoré maji podobné biologické
ucinky ako zeatin (chemicky trans-6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-enylamino) purin). Boli
objavené v 50. rokoch minulého storocia a su nevyhnutné pre delenie buniek. Cytokini-
ny sa tvoria hlavne v korefiovom apikalnom meristéme. Dalej si syntetizované
v embryach, v mladych listoch, v plodoch avSade tam kde sa bunky delia.
Z korenového apikalneho meristému st cytokininy (hlavne trans-zeatin) transportované
xylémom spolu s vodou a mineralnymi latkami do nadzemnych ¢asti (Pavlova, Fisher,
2011).

Cytokininy ovplyviiuju radu fyziologickych procesov v rastlinach. Zasadny vyz-
nam maju hlavne pri deleni buniek. Stimuluji funkciu vegetativnych stonkovych meris-
témov, ovplyvituji velkost' koretiovych meristémov a diferenciaciu vodivych pletiv
v predlzovacej zone korena. Urychl'uju diferenciaciu chloroplastov pri deetiolacii, sti-
muluju syntézu fotosyntetickych pigmentov a proteinov fotosystému I a Il. Cytokininy
tiez pOsobia na transportné procesy v rastline, atrahuju asimilaty aj aminokyseliny. Od-
d’al’'uji senescenciu listov, spomal’'uji odburavanie chlorofylu, inhibuja tvorbu supero-
xidu a hydroxylovych radikalov, ¢im znizuji oxidaciu membranovych lipidov
a stabilizuju tylakoidy (Pavlova, Fisher, 2011).

Cytokininy su jediné zndme hormoény, ktoré stimuluju rast picikov. Znizuju ex-
presiu BRC1 a pdsobia protikladne ku auxinom a strigolaktonom pri apikalnej dominan-
cii. Ak je apikdlna dominancia poruSend, hladina cytokininov v stonke sa zvysi
a rovnako aj v puc¢ikoch lebo novosyntetizované cytokininy st transportované zo stonky

do pucikov. Cytokininy tiezZ podporuju syntézu auxinov a ich export do pucikov, a tym
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indukujt ich rast. V pucikoch cytokininy kontroluji organogenézu apikalneho meristé-
mu aelongaciu vytvaranych organov (Leduc et al., 2014). Malo je poznatkov
0 interakcii medzi cytokininmi a fotokontrolou rastu pacikov. Pri hrachu, ak su etiolo-
vané epikotyli, ktoré nesu axilarne puciky ponorené do roztoku sachardzy a vystavené
cervenému svetlu, aplikacia cytokininov zvysi rast pucikov a zvysi inkorporaciu sacha-
roézy do pucikov. U Arabidopsis bola organogenéza apikalného meristému inhibovana
v tme, ale absencia svetla bola vyvazena cytokininmi. Tieto dve zistenia popisuji moz-
né intrakcie medzi cytokininmi a svetelnou signalnou drahou pri kontrole aktivity api-
kalneho meristému a raste pucikov ( Leduc et al., 2014).

Niektoré patogénne baktérie alebo hmyz vylucujii vol'né cytokininy alebo silne
aktivujt ich biosyntézu v rastline, a tym indukuju delenie buniek a vznik charakteristic-

kych Struktuar napriklad tumorov (Pavlova, Fisher, 2011).

3.1.3 Vplyv strigolakténov

Strigolaktony su rastlinné metabolity odvodené od karotenoidov, ktoré sluzia
ako signalne molekuly endogénne ako fytohormony. Boli objavené ako stimulanty kli-
Cenia u Striga lutea. St zapojené v réznych rastovych procesov ako rast korenov, for-
movanie postrannych korenov, predlZzovanie korenov, predlZzovanie stonky, expanzia
listov a vetvenie (Waldie et al., 2013). Dalej bolo zistené, Ze pdsobia ako signaly pre
symbiotické interakcie s albuskularnymi mykorhiznymi hubami (Umehara et al., 2008).

Strigolaktony inhibuji rast pucikov. Predpoklada sa, ze strigolaktony pdsobia
ako druhy posol pri posobeni auxinu, a tak sa podielaju na inhibicii rastu pucikov (Bre-
wer et al., 2009). Experimenty u Pisum, Arabidopsis a Petunia naznacuju, ze strigolak-
tony su transportované z korena do vyhonku, ale nie naopak (Waldie et al., 2013). Sig-
nalna draha zahtiia D14/D88/HTD2 gény u ryze a Petunia hybrida DAD2 gén kdodujace
o/p hydrolazu, ktora moze sluzit’ ako receptor pre molekuly strigolaktonov. Tato o/f
hydrolaza interaguje s F-box proteinom MAX2 a patriacemu do SCF komplexu, ktory
spdsobuje proteolyzu pozitivnych vetviacich integratorov. MAX2 tiez pravdepodobne
podporuje expresiu negativnych vetviacich integratorov, ako napriklad BRC1. Pomerne
malo je momentalne poznatkov o vplyve svetla na strigolaktonovi drahu a nasledny
dopad na rast pucikov (Leduc et al., 2014). Detailna charakterizacia strigolaktonovych
mutantov po dobu viacerych rokov vyustila do zistenia dvoch mechanizmov pre ¢inok

strigolaktonov. Strigolaktonové signaly posobia cez transkripénu nadregulaciu urcitych
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génov. Strigolaktony systematicky spustaju odstranovanie PIN1 auxinovych efluxnych
proteinov z plazmatickej membrany (Waldie et al., 2013). U hrachu kratka fotoperioda
u rmsl/rms2 mutantov spdsobuje vetvenie bazalnych nodov zatial’ ¢o dlha fotoperidda
sposobuje vetvenie nodov blizSich k rastovému vrcholu. Tieto zistenia predpokladaju

vztah medzi fotoperiddou a strigolaktonmi (Leduc et al., 2014).

3.2 Mutanti s potlac¢enou apikalnou dominanciou

3.2.1 Ramosus

Ramosus (rms) gény u hrachu (Pisum sativum L.) kontroluju syntézu a vnimanie
signalu inhibujuceho vetvenie, produkovaného v stonke a korenoch. Aplikacia auxinu
ovplyviiuje expresiu rms génov. Rast pucikov a dizka vetvi st zosilnené pri dekapitova-
nych rms-mutantov v porovnani S intaktnymi rastlinami. (Ferguson, Beveridge, 2009)
Niekol’ko rms mutantov ma strigolaktonové vady, naruSené hladiny cytokininov
V xyléme a zniZenl odpoved’ na auxin pri dekapitovanom vrchole. Ale ptciky na izolo-
vanych nodoch (explantatoch) rms rastlin reaguji na auxin normalne. Pritomnost’ alebo
absencia priloZzenych koreiov ma za nasledok transkripéné a hormonélne rozdiely
Vv pucikoch a pletivach stonky a méze spdsobovat’ rozdielnu odpoved’ na auxin. Dekapi-
tované rastliny aj explantaty vykazuji rovnaku regulaciu génov pre biosyntézu cytoki-
ninov, zvySenu uroven cytokininov a znizenu regulaciu auxinovych transportnych gé-
nov (Young et al., 2014).

Rmsl mutant je hypersenzitivny na exogénne cytokininy a tato hypersenzitivita
je marena pridavkom strigolaktonov. Cytokininova a strigolaktonova reguldcia vetvenia
sa zda byt’ integrovana cez opacné akcie expresie TCP transkrip¢ného faktoru Teosinte
Branched1(TB1) / BRANCHED1 (BRC1) v puc¢ikoch. Cytokininy st negativny regula-
tor a strigolaktony pozitivny regulator pre PsBRCI. Strigolaktony tiez vplyvaji na tro-
ven cytokininov, vyrazne redukuji obsah cytokininov v xyléme strigolakton-defektnych
mutantov. Rms2 mutant je vynimkou , vykazujic zvySeny obsah cytokininov v xyléme
spojeny s nizkou génovou expresiov v biosyntéze striglokatonov .

Strigolaktonovy mutanti vykazujii vyrazne zniZeni odpoved’ na auxin
v inhibovani vetvenia u dekapitovanych rastlin (Young et al., 2014). Rms rastliny vyka-
zujh rast pacikov napriek pritomnosti rasticich rastovych vrcholov. Pri absencii funk-

¢nej RMS drahy, samotnd apikalna dominancia nie je schopnd inhibovat’ rast bazalnych
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pucikov. Ale RMS/strigolaktonova cesta potrebuje na svoju funkciu apikélnu dominan-
ciu, lebo dekapitacia rastlin zakladného fenotypu redukuje expresiu RMS1 a RMS5 gé-
nov a redukuje hladiny IAA a tym vedie k rastu pu¢ikov (Ferguson, Beveridge, 2009).

3.2.2 More axillary branching

Rastliny dosahuji pozoruhodnu plasticitu v architektire vetvenia pomocou regu-
lacie aktivity sekundarnych meristémov leziacich v uzl'abi kazdého listu. Aktivita
axilarnych meristémov a vetvenie rastliny st regulované sietou hormonalnych signalov
pohybujucich sa skrz rastlinu. Kazdy axilarny meristém ma rovnaky vyvojovy potencial
ako primarny apikalny meristém a preto sekundarne vyhonky mézu vzniknat z aktivity
axilarnych meristémov. Rast sekundarnych vyhonkov je vSak regulovany v rannych
Stadiach ako maly pucik (Bennet et al., 2006 ).

MAX mutanti u Arabidopsis thaliana maju fenotyp so zvySenym vetvenim spo-
sobeny regulaciou apikdlnej dominancie. Tieto recesivne mutacie sposobuju pred€asny
a zvySeny rast postrannych vyhonkov v kombinacii s jednoduchymi pleiotropickymi
efektami. Nie si ziadne znacné rozdiely v mnozstve regulatorov vetvenia auxinov
a cytokininov. Experimenty s reciprokym krizenim naznacujt, ze niekolko génovych
produktov, ktoré zodpovedaji za tieto mutacie (napriklad MAX1, MAX3,MAX4), st
zapojené v syntéze nového mobilného signalu, ktory sa méze pohybovat’ akropetdlne
z korenov alebo stonky do $tepov na potlacenie vetvenia (Schmitz, Theres, 2006).
MAX1 posobi dolu praidom MAX3 a MAX4 v biosyntéze signalu. MAX4 a MAX3
koduja rozdielnu karotenoidy Stiepiacu dioxygenazu, co naznacuje, Ze signal je odvode-
ny od karotenoidov, a MAX1 koduje cytochrom P450 rodiny. MAX2 koduje F boxpro-
tein bohaty na leucin, ktory pdsobi lokalne vo vyhonku, a preto posobi ako transdukcia
signalu v pac¢iku. MAX cesta interaguje s auxinom lebo max4 mutantné paciky su
odolné vo¢i inhibi¢nym ucinkom apikdlneho auxinu. MAX cesta moze teda pdsobit’ ako
druhy posol pre auxin v regulacii rastu pucikov. Napriek tomu, Ze auxin podstatne sti-
muluje expresiu RMS1 v stonkach hrachu, nema ziadny efekt na expresiu MAX4,

Podl'a jednej z hypotéz max cesta pdsobi nezdvisle na auxinovej signaliza-
cii a miesto toho pracuje na regulacii auxinovej transportnej kapacity v hlavnej stonke,
a tym ment silu sinku v stonke pre auxin odvodeny z pucikov.

Mutécie v MAX génoch vylstuji v zvySené vetvenie rastliny a max4 puciky st

rezistentné voc¢i apikalnemu auxinu. V rozvetvenych max mutantoch je zvysena kapaci-
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ta transportu auxinu, a tym je zvySena akumulacia PIN1 v stonke. Ak je auxinovy trans-
port obnoveny do zakladnych trovni, bud’ farmakologicky s NPA alebo geneticky
spinl mutantom, zakladné vetviace urovne si obnovené a auxinova odpoved
v pucikoch je tiez obnovend. Zvysena transportna kapacita auxinu v stonke sposobuje
zvySené vetvenie pomocou mechanizmu, ktory nevyzaduje priamo AXRI-

sprostredkovant auxinovu signalnu drahu (Bennet et al., 2006).

3.3 Vplyv Zivin na rast pucikov

Cukry reguluju rast pu¢ikov U mnohych druhov. U ruzovitych puciky reaguji na
svetlo zvySenim expresie dvoch génov zapojenych do metabolizmu cukrov: RhVI1 (Ro-
sa hybrida vacuolar invertase 1), ktory riadi elonga¢nu aktivitu a silu sinku rasticich
organov; a RhSUC2 (Rosa hybrida sucrose transporter 2), ktory katalyzuje aktivne do-
davanie sachar6zy do pucikov. Cukry interaguji so svetlom na podporu expresie RhVI1
a rastu pucikov. Tieto zistenia a fakt, ze palatindza (nemetabolizovatelny anal6g sacha-
rozy) dokaze napodobnit’ ucinok sachardzy, naznaCuji kooperativny u¢inok svetla
a disacharidovej signdlnej drédhy v sprostredkovani rastu pucikov a expresii génov.
Predpoklada sa aj rola d’alSich signalnych drah v uc¢inku svetla na rast pacikov. Vel'mi
zname cukorné signalne proteiny ako SnrK1, Hexokindza a TOR kindza. Vyvoj novych
vetvi vyzaduje okrem cukrov aj dusik (Leduc et al., 2014). Dusik m6ze zvysit’ syntézu
cytokininov v korenoch. Cytokininy mo6zu nasledne putovat’ pomocou transpiracného
pradu do celej rastliny a podporovat’ rast vetvi (Leyser, 2009). Dusik mbéze pochadzat
z N rezervnej mobilizacie alebo z aktualneho prijmu dusika a asimilacie. Proporcie me-
dzi zdrojmi dusika sa liSia pocas rastu pucikov a zavisia na druhu rastliny a ro¢nom ob-
dobi (Leduc et al., 2014). Nedostatok dusika pravdepodobne redukuje vetvenie tym, Ze
redukuje zasobovanie rastliny cytokininmi z korena a zaroven zvySuje mnoZzstvo auxinu

transportovaného z rastového vrcholu (Leyser, 2009).

3.4 Vplyv svetla na rast pucikov

Fotoperioda je mnoZstvo svetla a tmy v dennom cykle, ktory trva 24 hodin.
V okoli rovnika je fotoperidda konStantnd 12 hodin svetla a 12 hodin tmy, ale kvoli

sklonu zemskych osi proti sinku, pri pohybe od rovniku smerom k pélom sa dizky svet-
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la a tmy periodicky menia a stavaji sa nerovnymi ¢astami 24-hodinového cyklu. Roz-
diely v dizke dia a noci sa stavaju tym viac extrémne, &im blizsie ku polom sa dosta-
neme, kde fotoperidda 24 hodin svetla alebo 24 hodin tmy nastava niekol'kokrat do ro-
ka. Rotacia Zeme okolo Slnka spdsobuje zmenu diZky diia a noci pocas roka (okrem
oblasti rovnika) s dlh§imi diiami v letnom obdobi a krat§imi v zimnom. Cyklus zmien
vo fotoperiode je rovnaky z roka na rok (Jackson, D. S., 2008).

Fotoperidéda kontroluje mnoho vyvojovych odoziev u zZivocichov, rastlin aj hib.
Odozva na fotoperioédu sa vyvinula, lebo dizka dia je spolahlivy indikator roénych ob-
dobi, umoznuje teda, aby boli vyvojové udalosti naplanované tak, aby sa odohrali
v konkrétnych prirodnych podmienkach. Velky posun bol zaznamenany v pochopeni
molekuldrnych mechanizmov zapojenych do odpovede na fotoperiodu u rastlin. Tieto
mechanizmy zahriiuji detekciu svetelného signdlu v listoch, zahajenie cirkadiannych
rytmov a produkciu mobilného signalu, ktory je preneseny skrz rastlinu. Napriklad na-
casovanie rozmnoZovania na jar, aby malo zranite'né potomstvo maximalny mozny ¢as

na vyvoj, kym pridu kruté podmienky zimy, vylsti vo vy$§iu mieru preZitia potomstva.

Pozname tri hlavné typy odpovede na fotoperidodu:
1) kratkodenné rastliny (SDP - short-day plants), ktorych odpoved’ je
zahajena, ak je fotoperioda kratgia ako kriticka dizka diia
2) dlhodenné rastliny (LDP - long-day plants), ktorych odpoved je za-
hajena, ak fotoperidda prekroé¢i kriticka dizku dia
3) neutralne rastliny (DNP- day-neutral plants), ktoré nereaguju na foto-

periodu.

Kriticka dizka dia je bod, pri ktorom sa fotoperidda meni z neinduktivnej na induktiv-
nu, a hodnoty kritickej dizky diia st rozdielne medzi druhmi aj medzi rastlinami rovna-
kého druhu. Nie je pravda, ze SDP rastliny kvitna len pri kratkych fotoperiodach a LDP
len pri dlhych fotoperiodach. Niektoré SDP rastliny ako napriklad Xanthium struma-
rium ma dlha kriticka dizku dia (asi 15,5 hod) a preto moze kvitnat a pri dlhych diioch
a niektroré LDP rastliny ako napriklad Lolium perenne majt kratku kriticka dizku dia
a dokazu kvitnat’ aj pri kratkych dnoch (9 hod) (Jackson, D. S., 2008).

U hrachu linie s odpovedou na fotoperiodu maju ovela vicsSiu tendenciu

Kk produkcii postrannych vetiev ako linie, ktoré st neutralne. Je to sposobené vySSim

17



tokom zivin v bazipetalnom smere u linii s odpoved’ou na fotoperiédu. Schopnost’ rea-
govat’ na fotoperidodu u hrachu je sposobena pritomnostou dominantnych génov Sn
a Dne a aktivita Sn Dne systému je znizena pri dlhych dioch. Podmienky dlhych dni
znizuju vyskyt postrannych vetiev u fotoperiodickych genotypov a rast tychto sekun-
darnych stonick méze byt uplne potlaceny v niektorych pripadoch. Prihrachu nody
ktoré nesti kvetenstvo bezne neprodukuji postranné vyhonky (Arumingtyas et al.,
1992).

Fotoperiodickd kontrola je enviromentalny faktor, ktory indukuje formovanie
a dormanciu puc¢ikov u mnohych vytrvalych druhov. U okrasnej rastliny Rhododendron
catawbiense je vetvenie modifikované fotoperiodou. Distalne vetvy jednovetvovych
rastlin su tvorené pri dlhych dioch (16 hodinové dni), zatial’ ¢o bazdlne vetvy nerasta.
U kratkych dni (8 hodinové dni) sa rastovy potencial distalnych pucikov rapidne znizu-
je. Znizuje sa apikalna dominancia, ¢im rastici apex udrzuje puciky lokalizované na
rovnakej osi dormantné. Pri nezahradnickych druhoch ako Arabidopsis thaliana, zvyso-
vanie frekvencie striedania tmy a svetla (7hod/7hod) vyrazne inhibuje vytvaranie axi-
larnych puacikov. U hrachu (Pisum sativum L.) kratke fotoperiédy (8 hodin) zvySuju
tvorenie bazalnych vetvi.

U mnohych druhov je rast pucikov ovplyvneny intenzitou svetla. U bylinnych
druhov, ako napriklad Lolium perenne alebo Triticum aestivum, nizka intenzita svetla
sposobuje zniZzené odnozovanie, zatial' o vysoka intenzita svetla stimuluje vetvenie
u krikov a stromov, ako napriklad Abies balsamea, Picea abies ¢i Pinus sylvestris. Ab-
solitna nutnost’ svetla pre rast pucikov bola zistena pri ruzi a hrachu. Pri ruzi temnota
uplne inhibuje organogénnu aktivitu apikalneho meristému a rozsirenie listov potreb-
nych pre rast. Intenzita svetla neovplyvnuje len potencial jednotlivych pucikov vyrast,
ale ovplyviiuje aj rastovy gradient v mladych vetvach (Leduc et al., 2014).

Spektralne zloZenie svetla je pre rastlinu dolezity zdroj informacii o prostredi,
Vv ktorom rastie. Vnimanie zlozenia svetla umoZiuje rastlindm vycitit’ pritomnost’ inych
rastlin v ich okoli, rovnako ako tief, striedanie dila a noci a ro¢né obdobia. Tieto infor-
mécie im pomahajii vo vyvoji, poméahaji im detekovat’ zmeny v dizke dni a pripravit’ sa
tak na drastické zmeny podnebia ako napriklad nizke teploty v zime. VSetky tieto signa-
ly méZu menit’ schopnost’ pucikov rast. Vel'mi zndmy pripad je vyvojova odpoved’ rast-
lin na podmienky tiefia. Rastliny bojuju o svetlo a vyvinuli si stratégiu nazyvanu ,,syn-

drom vyhybania sa tieniu® - SAS (shade-avoidance syndrome). SAS je charakterizovany
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redukovanou schopnostou axilarnych pucikov vyrast. Rastlina tak dokaze presunut’
vsetky zdroje do hlavnej stonky a zaistit' tak jej rast a orientdciu listov proti svetlu
a zabezpecCit’ skoré kvitnutie. Skoré kvitnutie méze podporovat’ vetvenie u niektorych
druhov. SAS je spusteny, ak rastliny zachytia nizky pomer ¢erveného R (Red) svetla ku
FR (Far-red) a redukovanu intenzitu modrého svetla v okoli. Ak su ¢ervené a modré
vlnové dizky absorbované okolitymi rastlinami pre asimilaciu prostrednictvom fotosyn-
tézy a fotomorfogenézu a odrazanie FR Ziarenia ich zelenymi tkanivami znizuje pomer
R:FR a intenzitu modrého svetla v spektre tak rastliny dokazu vycitit’ konkurenciu me-
dzi susednymi rastlinami skor ako vlastnu pritomnost’ tiefia. Nizky pomer R:FR spdso0-
buje znizené vetvenie u mnohych kultarnych plodin ako napriklad Hordeum vulgare,
Lolium multiflorum ¢i Brassica juncea. Vplyv modrého svetla na rast pacikov zavisi od
druhu rastliny. Modré svetlo stimuluje rast pucikov napriklad u pSenice (T. aestivum)
alebo u rastlin rodu Rosa, zatial’ ¢o pri zemiaku (Solanum tuberosum) rast pucéikov in-
hibuje. Vplyv modrého svetla sa moze liSit’ aj medzi r6znymi formami v ramci druhu,

ako napriklad pri raj¢iaku (Leduc et al., 2014).

3.5 Fotoreceptory zapojené do kontroly vetvenia

3.5.1 Fytochromy

Fytochromy su fotosenzory cCervenej oblasti spektra. Boli preukdzané
u semennych, vytrusnych rastlin aj zelenych rias. Su pritomné vo vsetkych organelach
rastliny vratane korenov.

Proteinové zlozky fytochromov sa nazyvaju apoproteiny. Jeden apoprotein viaze
jeden chromofor - fytochromobilin. Jeden protein s chromoforom tvori monomér
a fytochromy su funkéné ako diméry. Apoproteiny st kddované v jadre a syntetizované
V cytoplazme. Konvencne sa fytochromy delia na dva zakladné typy — typ latyp Il .
Fytochrémy typu I maji apoproteiny A a fytochromy typu II maji apoproteiny B,C,D,E
a mozu tvorit’ heterodiméry (Pavlova, Fisher, 2011).

Fytochrom B (PHYB) je zapojeny v odpovedi na svetlo pri raste pucikov napri-
klad u Arabidopsis alebo pri ¢iroku. U tychto druhov mutanti so stratou funkcie PHYB
vykazuju zniZené vetvenie v porovnani so zékladnym fenotypom, preto sa predpoklada

podporny efekt fytochromu B na rast pucikov. Pri Arabidopsis, nizky pomer R:FR spo-
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sobuje rovnaké znizenie vetvenia ako mutacia v PHYB. To naznacuje, ze PHYB pdsobi
na snimani R:FR a ze vysoky pomer R:FR podporuje vetvenie. Pri ¢iroku doplnkové FR
svetlo v pozadi bieleho svetla redukuje rast picikov rovnako ako phyB-1 mutanti (Le-
duc et al., 2014).

Vplyv fytochromu A (PHYA) zavisi na druhu rastliny. Pri ryzi mutacia vo
PHYA nespdsobuju ziadne rozpoznatené zmeny fenotypu v porovnani so zakladnym
fenotypom. U hrachu phyA mutéacia spdsobuje zvySenie vetvenia. Pri kultivare ,,Tor-
sdag®, ak rastliny rasti pri normalnej fotoperiéde alebo pri dlhej fotoperidode, Ziadne
postranné vetvy sa netvoria. Mutacia vo fytochrome A vSak sposobi vyrastane mnohych
vetiev pozdiZ celej hlavnej vetvy. Tento fenotyp bol pozorovany aj u rastlin so zaklad-
nym fenotypom, ktoré rastli pri kratkej fotoperiéde. Pri dlhej fotoperiéde s FR bohatym
spektrom, PHY A sa stava primarnym fytochrémom zodpovednym za detekciu FR boha-
tych vinovych dizok pri detekcii dizky diia.

Podl'a doterajSich vysledkov fytochrémy kontroluji rast pucikov pomocou vni-
mania dizky diia a pomeru R:FR, takze rastliny maji informacie o budtcich tienovych

podmienkach (Leduc et al., 2014).

3.5.2 Kryptochromy

Kryptochromy su d’alsie dolezité fotoreceptory, ktoré sa podiel’aja na kontrole
svetla pri vyvoji rastliny prostrednictvom vnimania modrého svetla (Leduc et al., 2014).
Kryptochromy st receptory modrého svetla. Bezné su u rastlin, ale preukazané boli aj
u rias. Arabidopsis ma podl'a su¢asnych poznatkov dva kryptochrémy — kryptochrom 1
(CRY1) kryptochrom 2 (CRY?2). Kryptochrémy st funkéné ako homodiméry. Proteiny
viaZzu v Znacne konzervovanej oblasti N-domény nekovalentne dva chromofory — FAD
a pterin. C-domény su variabilnejSie a nes signal pre lokalizaciu v jadre a zaist'uji
schopnost’ interakcie s d’al$imi proteinmi (Pavlova, Fisher, 2011).

Mutanti so stratou funkcie kryptochromov boli ziskani u niekol’kych druhov na-
priklad u Pisum sativum ¢i Arabidopsis thaliana. Napriek tomu nebol zdokumentovany
ziaden dopad cry mutacie na rast pacikov. Napriek tomu zvysena expresia CRY2
u raj¢iaku spdsobuje potlacenie apikalnej dominancie, a tym padom rast axilarnych me-
ristémov a vznika rozsiahly vetviaci fenotyp (Leduc et al., 2014).

Zda sa, ze vetvenie je pod kontrolou kryptochromov u paradajky. CRY2 pravde-

podobne podporuje rast pi¢ikov a CRY1 stimuluje rast vyvijajicich sa axilarnych ve-
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tiev. Takéto vysledky vsak neboli pozorované u Arabidopsis CRY1 alebo CRY2 expre-
sorov. Takze sa musi jednat’ 0 rozdielnu kontrolu vyvoja pomocou CRY u tychto dvoch
druhov (Leduc et al., 2014).

3.6 Génova expresia u inhibovnych axilarnych pucikov

3.6.1 PsBRC1

Sucasné Studie preukazali, Ze gény thl a BRC1 st zapojené v tienom indukova-
nej odpovedi na regulaciu vetvenia. U Arabidopsis je BRC1 nadregulovany v axilarnych
pucikoch rastlin, ktoré rastu vo vysokej hustote a je pre nich ddlezité v tychto podmien-
kach potlacit’ vetvenie. NavySe BRC1 a BRC2 mo6zu odli$ne prispievat’ na odpoved’ po-
tlaCenia vetvenia a pdsobit cez rozne drahy rastlin Arabidopsis rastucich
Vv podmienkach staleho tiena. Tient indukuje fotosynteticka aklimatizaciu, ktora zahina
zmeny Vv expresii génov a metabolizme.

U viacsiny rastlin je hlavnou odpoved'ou na SAS potlacenie vetvenia. Bolo preu-
kazané, ze vystavenie rastliny svetlu z nizkym pomerom R:FR svetla po kvitnuti sposo-
buje potlacenie vetvenia a BRC1 je potrebny na potlacenie rastu pucikov v tychto pod-
mienkach. Jedna z teérii tvrdi, Ze v axilarnych pucikoch je mRNA génu pre BRC1 (nie
v8ak pre BRC2) akumulovana hned’ po vystaveni rastliny podmienkam tiena (Gonzalez-
Grandio et al., 2013).

Predpoklada sa, ze BRC1 je zapojeny v strigolaktonovej signalnej drahe pri po-
tlaCeni rastu pucikov. Pri oSetreni rastliny strigolaktonmi rapidne zvysi expresia
PsBRCL1 v axilarnych paéikoch. Transkripcia PSBRC1 sa naopak zniZi pri aplikacii cy-
tokininov na axilarne puciky. Tieto vysledky poukazuju na to, Ze cytokininy kontrolujua
expresiu PSBRC1 nezavisle na strigolaktonovej drahe. PSBRC1 moze teda interagovat’
so strigolaktonovou a cytokininovou drahou na transkripénej trovni (Braun et al.,

2012).
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3.6.2 PsDRM1

Gény DRM1 a DRM2 su spojené s dormanciou u axilarnych pucikov u rastlin
hrachu. PSDRM1 gén je ovela lepsi marker dormancie ako PSDRM2. Sekvencia
PSDRM1 ma otvoreny ¢&itaci ramec a koduje 111 aminokyselin. Dizka ¢cDNA je 554
parov baz. Mnozstvo mRNA PSDRM1 sa znizi asi 20x 6 hodin po dekapitécii a po 12
hodinéch je uz signal nedetekovatelny.

Expresia PSDRML1 je tiez spojena s nerastucimi alebo ,,zrelymi* stadiami u kore-
nov a stoniek. Na priklad signal PSDRM1 nie je detekovany v koreniovych vrcholoch
ktoré obsahuju populaciu deliacich sa buniek, ale bol detekovany v zrelych korenovych
pletivach kde je delenie buniek vzacne. Z toho vyplyva, ze PSDRM1 je primarne

exprimovany v nerastucich pucikoch, korenoch a stonkach (Stafstrom et al., 1998).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Experimentalny material

Pre experiment bol vyuzity hrach odrody Paloma. Osivo pre experimenty
laskavo poskytla prof. Christine Beveridge z univerzity v Queenslande. Toto osivo bolo
pre experimentalne Ucely niekol'kokrat premnozené. Odroda Paloma je vyhodna
(na rozdiel od odrdd hrachu tradi¢ne vyuZzivanych na Ustave biologie rostlin k §tadiu
apikalnej dominancie) tym, ze vetvi pri beznych kultiva¢nych podmienkach z bazalnych
internodii a zaroven je v dostupnej literature uvadzana ako odroda citliva k fotoperiode
vo vztahu k vetveniu stonky (Arumingtyas et al., 1992).

V predbeznych testoch bola vyuzivana odroda hrachu Torsdag, ktora mala podla
niektorych autorov vetvit’ pri podmienkach kratkeho diia v niektorych nodoch. To vSak

v experimentoch nebolo pozorované.

4.2 Metodika

4.2.1 Vysev rastlin

Semena boli najprv ponechané 24 hodin vo vode aby doslo k ich nabobtnaniu.
Potom nasledoval vysev do perlitu. Rastliny boli v perlite ponechané po dobu 7 dni, aby
doslo k ich vykli¢eniu. Nasledne boli rastliny premiestnené do zivného roztoku a
prenesené na prislusny svetelny rezim (fotoperioda, spektralne zloZenie svetla), kde boli
Kultivované po dobu 7 dni pred za¢iatkom merania axilarov. Ako zdroj mineralnej vyzi-

vy bol vyuzity Richterov zivny roztok (Richter, 1926).

4.2.1.1 Kultivacné podmienky
Rastliny boli kultivované pri teplote 22 ° C cez deii a 18 ° C v noci pri relativne;j
vzdusnej vihkosti 60%.
Skumané boli 3 varianty: Kratky den - 8 hodin svetlo, 16 hodin tma
Dlhy deti — 16 hodin svetlo, 8 hodin tma

Nepretrzité osvetlenie — 24 hodin svetlo
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Rastliny boli kultivované v dvoch roznych klimatizovanych komorach (Climacell).

1. Climacell 707 — v tomto pripade boli rastliny kultivované pri Ziarivkovom osvetleni

(Sylvania Lux Line Plus Cool White F15W/840, GE) s PPFD 186 pmol.m?.s™

Testovali sa tri experimentdlne varianty: Intaktné rastliny
Rastliny dekapitované nad 3. nodom

Rastliny dekapitované nad klicnymi listami

2. Climacell 707 evo — v tomto pripade boli rastliny kultivované pri LED diédovom

osvetleni v troch r6znych variantach s rozdielnym spektralnym zloZenim svetla

a) Cervend zlozka (100 %), Modré zlozka (50 %), FR (10 %), PPFD 34 pmol.m?.s™
(Cervené svetlo)

b) Cervena zlozka (50 %), Modra zlozka (100 %), FR (10 %), PPFD 54 pmol.m?.s™
(modré svetlo)

c) Biele svetlo (100 %), PPFD 328 pmol.m?s™

Testovali sa dve experimentalne varianty: Intaktné rastliny

Rastliny dekapitované nad 3. nodom

4.2.2 Meranie Cistého prirastku

Po tom, ¢o boli rastliny kultivované (7 dni v prisluSnom svetelnom rezime), sa
preslo k meraniu postrannych vetvi. Boli merané vetvi prvého, druhého a tretieho nodu.
Bolo vykonané nulté meranie, pri ktorom sa uréila po¢iato¢na dizka vetvi. Po tom boli
vetvy kazdy defi po dobu 5 dni premerané a vypo¢ital sa &isty prirastok dizky ako podiel
prislusnej dizky axilaru v dany den a po¢iatoénej dizky axilaru (nulté meranie). V ramci

kazdej varianty bolo meranych 10-12 rastlin.

4.2.3 Odber vzoriek

Tri dni po presadeni a preneseni kli¢nych rastlin do prislusnych svetelnych
podmienok boli z intaktnych rastlin, pestovanych v kimacelli s LED diédovym osvetle-
nim, odobrané vzorky axilarnych pucikov druhého nodu na analyzy génovej expresie.

Pre kazdl experimentalnu variantu boli odobrané puciky z 10-11 rastlin. VVzorky boli
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nasledne zmrazené v tekutom dusiku. Experimenty boli vykonané v jednom biologic-
kom opakovani a v jednom technickom opakovani.

4.2.4 lIzolacia RNA

4.2.4.1 Izolacia celkovej RNA 7 axilarnych pucikov

Prvym krokom bola homogenizéacia vzoriek v kvapalnom dusiku (navazka do
max. 100mg axilarnych pucikov). Samotna izolacia RNA a jej purifikacia bola
vykonana pomocou kitu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, GE). Na odstranenie zvyskov
genomovej DNA bol pouzity RNaseFree DNase Set (Qiagen, GE). Po precisteni boli
vzorky eluované z koloniek pomocou 40ul deionizovanej vody bez RNaz a boli usklad-
nené pri -70°C v hlbokomraziacom boxe MDF-U3286S (Sanyo, JPN). Pri manipula-
ciach s RNA boli pouzivané autoklavované Spicky a mikroskumavky.
Pracovalo sa v latexovych rukaviciach, ktoré boli oSetrené pripravkom RNase Zap

(Sigma, USA), aby bolo riziko kontaminacie vzoriek ribonukledzami minimalne.

4.2.5 Stanovenie vytaznosti RNA
Koncentracia RNA bola stanovena spektrofotometricky s vyuzitim pristroja

PicoDrop (Picodrop Ltd., UK) pri vlnovej dizke 260 nm.

4.2.6 Elektroforéza RNA
Denaturujuca gélova elektroforéza s farbenim pomocou fluorescen¢ného farbiva

etidiumbromidu bola pouzitd na overenie integrity izolovanej RNA.

4.2.6.1 Priprava agarozového gélu

Agarozovy gél bol pripraveny podl'a manudlu RNeasy Mini Handbook (Qiagen,
GE). Bolo pouzitych 1,2 g agardzy (Sigma, USA) a 10 ml pufru 10x FA gel buffer
(tab. 1.) a objem bol doplneny na 100 ml. Za stalého mieSania bola zmes zahriata
k varu. Po rozpusteny agardzy bol roztok mierne ochladeny a bolo pridanych 1,8 ml
37 % formaldehydu a 1,2 ul 10% roztoku etidiumbromidu. Pripraveny gél bol nasledne
inkubovany v 1x FA gel runnig bufferu pripraveného podla manudlu RNeasy Mini
Handbok (Qiagen, GE) (100 ml 10x FA gel buffer + 20 ml 37 % formaldehydu + 880
ml vody / 1 1 roztoku) po dobu 30 minut.
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Tab. 1 Zlozenie pufru 10x FA gel buffer

Komponent Potrebné mnoZstvo
3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina (MOPS) | 200 mM

Octan sodny 50 mM

EDTA 10 mM

Doplnit’ destilovanou vodou na objem 1000 ml, pH=7

4.2.6.2 Priprava vzoriek

Podl'a koncentracie RNA bol do mikroskimavky napipetovany taky objem
vzorky, ktory obsahuje 1 pg RNA. Nasledne bol pridany nanéasaci pufor 5x RNA loa-
ding buffer pripraveny podl'a manualu RNeasy Mini Handbook (tab. 2.) v pomere 1:4.
Tato zmes bola nasledne inkubovana 3-5 minut pri teplote 65°C. Vzorky boli potom

napipetované do nanaSacich jamiek na gély.

Tab. 2 ZlozZenie nandsacieho pufiru 5x RNA loading buffer

Komponent Zasobna koncentracia Potrebné mnozstvo
Bromfenolova modré | nasyteny vodny roztok 16 ul

EDTA (pH=8) 500 mM. 80 ul

Formaldehyd 37 % 720 ul

Glycerol 100 % 2 mi

10x FA gel buffer 10x 4 mi

Doplnit’ destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml

4.2.6.3 Vlastna denaturacna elektroforéza RNA

Elektroforetickd separdcia molekul RNA bola vykonand pomocou supravy pre
elektroforézu fy. OMNI-BIO (CZ) . V suprave bola zahrnuta forma na odlievanie gélu,
nadobu na elektroforézu, hrebienok na odlievanie nandsacich jamiek (10 zubov, Sirka
zubu 6 mm) a zdroj napitia typu P1. Rozmery gélu: 85x100 mm. Separacia prebichala
Vv 1x FA gel runnig pufry pri napéti 50-70 V. Gél bol nasledne nasnimani pod UV

ziarenim. Na elektroforeograme su ostro oddelené pruzky jednotlivych frakcii
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ribozomalnych RNA, z ktorych najzretelnejSie su 25S rRNA a 18S rRNA, ktoré tvoria
rozhodujuci podiel celkovej RNA.

4.2.7 RT-PCR
Amplifikacia cielovych mRNA bola vykonana metédou dvojkrokovej semik-
vantitativnej RT-PCR pomocou kitu Enhanced Avian HS RT-PCR Kit (Sigma, USA).

4.2.7.1 Reverznd transkripcia
V prvej faze bola vykonana reverzna transkripcia vSetkych mRNA. Pri tejto

reakcii boli vSetky molekuly mRNA prepisané do molekul prislusnych cDNA s vyuzi-
tim enzymu reverznej transkriptazy z viru vtacej myeloblastozy (AMV-RT). Pri re-
vernznej transkripcii bol vyuzity oligo (dT)23 primer, ktory sa viaze na polyadenylovy
koniec MRNA.Do mikroskimavky bol pridany pbjem vzorky obsahujuci 1 pug celkovej
RNA. ZloZenie reakénej zmesi pre prva fazu je obsiahnuté v tab. 3. Po napipetovani
vSetkych komponent boli mikrozkiimavky zvortexované (MS2 Minishaker, IKA, USA),
kratko scentrifugované a nasledne temperované v termocyclery Biometra T3 thermo-
cycler, GE na 70 °C po dobu 10 mintt. Pri tejto teplote dochadza k denaturacii sekun-
darnej Struktiry RNA.

Tab. 3 Zlozenie reakcnej zmesi pre prvu fazu RT-PCR

Komponent Zasobna koncentracia |Finalna koncentracia |Objem
(u)

Voda

(PCR reagent, Sigma, USA)

Templatova RNA 0,1 pg/ ul

Mix deoxyribonukleotidov | 10 mM kazdého dNTP | 500 uM kazdého dNTP |1
(Sigma, USA)

oligo (dT)zsprimer 0,5 ug/ ul 3,5uM 1
(Sigma, USA)

Celkovy objem reak¢nej zmesi: 10 pl

Nasledne boli vzorky schladené na I'ade a do mikroskiimavky boli pridané kom-
ponenty uvedené v tab. 4. Syntéza prvého retazca cDNA prebichala v termocyclery pri
teplote 45 °C po dobu 50 minut.
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Tab. 4 Zlozenie reakcnej zmesi pre druhu fazu RT-PCR

Komponent Zisobna koncentracia | Finalna Objem
koncentracia (nl)

Voda 6

(PCR reagent, Sigma, USA)

10x  buffer for AMV-RT |10x 1x 2

(Sigma, USA)

Inhibitor RNazy (Sigma, USA) |20 U/ ul 1 U/l 1

AMV-RT (Sigma, USA) 200/ Wl 1 U/l 1

Celkovy objem reakénej zmesi: 20 pl

4.2.7.2 Viastna PCR

0,5 pl roztoku cDNA ziskanej pri reverznej transkripcii spolu s komponentami

uvedenymi v tab. 5. Boli napipetované¢ do tenkostennych mikroskimaviek pre PCR

0 objeme 200 ul (Axygen, USA). Mikroskiimavky boli nasledne zvortexované a scentri-

fugované. Amplifikacia cielovych sekvencii bola vykonana v termocycleri pri teplot-

nom rezime uvedenom v tab. 6. Vzorky boli nasledne kratkodobo skladované pri teplote

6-8 °C.

Tab. 5 Zlozenie reakcnej zmesi pre viastni PCR reakciu

Komponent Zasobna Finalna Objem
koncentracia koncentracia (ul)
Voda 34,5
(PCR reagent, Sigma, USA)
5x Green GoTagq buffer|5x 1x 10
(Promega, USA)
Dimetylsulfoxid 2 % obj. 1
(Sigma, USA)
Mix  deoxyribonukleotidov |10 mM dATP, 10 mM (200 uM kazdého |1
(Sigma, USA) dCTP, 10 mM dDTT, |dNTP
10 mM dGTP
PCR primery 50 pM/ ul kazdy 1 pM/ pl kazdy 2
cDNA z RT reakce 1
GoTaq DNA polymeraza |5 U/ pl 0,05 U/ ul 0,5
(Promega, USA)
Celkovy objem reak¢nej zmesi: 50 pl
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Sekvencie pouzitych $pecifickych primerov:

PsActin-F  5-TGTCAGCCACACTGTCCCTATC-3'
PsActin-R  5-CAAGACGAAGGATGGCATGT-3'
Velkost' PCR produktu: 62 bp

Zdroj: (Die et al., 2010)

PsBRC1-F 5-AGGCAAGAGAAAGAGCAAGG-3
PsBRC1-R 5-TTGCATTGCTTTGAGTTTGA-3'
Velkost’ PCR produktu: 94 bp

Zdroj: (Braun et al., 2012)

PsDRM1-F 5-AACTCACCACCACCCTCAAAGATG -3
PsDRM1-R 5-GATGTAGACACGTGGCAGAAGATG-3'
Velkost’ PCR produktu: 352 bp

PsPIN1-F  5-CTGCGTCCGACAATATAGAT-3'
PsPIN1-R  5-AGTTATGCCACCAGCTAG-3'
Velkost’ PCR produktu: 182 bp

Tieto primery boli navrhnuté na Ustavu biologie rostlin.

Tab. 6 Reakcné podmienky PCR

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia | 94 3 min. 1
Denaturacia 94 45s

Annealing 55 30s 28

Elongacia 72 1min. 30s

ZavereCna elongacia |72 5 min. 1

4.2.1.3 Elektroforeticka separdcia PCR produktov

Amplifikované fragmenty ofarbené etidiumbromidom boli rozdelené pomocou

elektroforézy na 1,2 % agar6zovom gély o velkosti 85x100 mm(tab. 7.). Do nanaSacich

jamiek gélu bolo napipetovanych 18 ul PCR produktu spolo¢ne s 2 pl nandSacieho puru

29




Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega, USA). Elektroforéza prebiahala v prostredi
trisacetatového pufru (tab. 8.) pri napiti 70 V po dobu cca 1 hod. Na urcenie velkosti
amplifikovanych fragmentov bol pouzity velkostny marker 50 bp DNA ladder (Ther-
mo,USA). Po ukonceni separacie boli fragmenty vizualizované pomocu UV ziarenia
a nasnimané dokumenta¢nym systémom GDS 7500 (UVP, USA) s vyuzitim programu
Grab-IT 2,0 (UVP, USA). Intenzita fluorescencie amplifikovanych produktov bola na-
sledne vyhodnotena s vyuzitim programu GelWorks 1D Intermediate (UVP, USA). Zis-
kané hodnoty odpovedajuce hladinim mRNA jednotlivych génov v prislusnej vzorke

boli vyjadrené ako pomerna hodnota voci expresii konstitutivne exprimovaného génu.

Tab. 7 Zlozenie 1,2 % agarézového gélu pre elektroforetické rozdelenie PCR produktov

Komponent Potrebné mnoZstvo
Agaro6za (Sigma, USA) 0,69
IXTAE pufr 50 ml
Etidiumbromid (10% vodny roztok)” 0,6 ul

*Etidiumbromid bol pridany az po ochladeni gélu na cca 65 °C

Tab. 8 Zlozenie trisacetatového pufiu

Komponent Potrebné mnoZstvo
Tris baza (Serva, USA) 242 g

Ladova kyselina octova (Lachema, CZ) 57,1 ml

Na,;EDTA (500 mM.I", pH 8, Lachema, CZ) |100 ml

Doplnit’ destilovanou vodou na celkovy objem: 1000 ml

4.2.8 Statistické vyhodnotenie rastovych experimentov

Na vyhodnotenie rastovych experimentov bol vyuzity program MS Excel. Z ¢istych
prirastkov dizky vetvi bol vypogitany aritmeticky priemer, smerodajnd odchylka
a stredna chyba aritmetického priemeru. Z tychto hodnét boli zostrojené grafy a vyne-
sené chybové usecky. Na analyzu Statistickych rozdielov medzi jednotlivymi variantmi

bol pouzity Studentov t-test.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vyhodnotenie rastu pucikov

5.1.1 Pokusy so ziarivkovym osvetlenim
V prvych pokusoch sa skumal rast rastlin pod bielim svetlom. Testovali sa tri
varianty: Intaktné rastliny, rastliny dekapitované nad tretim nodom a rastliny

dekapitované nad klicnymi listami.

Vplyv fotoperiddy na rast axilarnych pucikov intaktnych rastlin
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Obr. 1 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu uin-

taktnych rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 1 v prvé dva dni nie je ziaden statisticky vyznamny rozdiel
V raste vetvi prvého nodu. V tretom a Stvrtom a piatom dni je rast pri Sestnasthodinovej
fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri osem a dvadsat’styrihodinovej fotoperio-

de.
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Obr. 2 Vplyv fotoperiody na priemerny prirastok dizky axildrnych picikov 2. nodu

U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 2 v prvy den je rast vetvi druhého nodu pri dvadsat’styriho-

dinovej fotoperdde Statisticky vyznamne vy$Si ako pri osemhodinovej fotoperiode.

V dalsich dioch nie je ziaden Statisticky vyznamny rozdiel v raste, ale mierne dominuje

rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode.
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Obr. 3 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych picikov 3. nodu u

intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.
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Ako vyplyva z Obr. 3 v prvy den je rast vetiev treticho nodu pri dvadsat’styriho-
dinovej fotoperiode Statisticky vyznamne vyss$i ako pri Sestnast’ a osemhodinovej foto-
periode. V druhom a tretom dni je rast pri osemhodinovej fotoperidde Statisticky vyz-
namne niz§i ako pri dvadsatStyrihodinovej fotoperiode. Vo Stvrtom dni nie je ziaden
Statisticky vyznamny rozdiel v raste. V piatom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode

Statisticky vyznamne niz§i ako pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode.

Vplyv fotoperiddy na rast axilarnych pucikov rastlin dekapitovanych nad 3. nodom
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Obr. 4 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axilarnych pucikov 1. nodu

U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli so zZiarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 4 v prvych dvoch diioch nie Ziadny Statisticky vyznamny
rozdiel v raste vetiev prvého nodu. V treti deni je rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode
Statisticky vyznamne vysSi ako pri osem a dvadsat$tyrihodinovej fotoperidde. Vo §tvr-
tom a piatom dni je rast pri dvadsat$tyrihodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne

niz8i ako pri Sestnasthodinovej fotoperiode.

Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri Sestndsthodinovej fotoperiode

cvwvr

vSak rast vyrazne nizs8i ako pri dekapitovanych. V poslednom dni vetvy rastlin pri osem

a dvadsat’$tyrihodinovej fotoperiode u intaktnych rastlin dorastli len do polovice dizky
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vetiev rastlin dekapitovanych. Pri Sestndsthodinovej fotoperidde bol tiez rast mierne

niz§i.
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Obr. 5 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych picikov 2. nodu

U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 5 v prvy den je rast vetiev druhého nodu Statisticky
vyznamne vys$i pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode. V druhy je rast pri dvadsat’sty-
rihodinove] fotoperidde Statisticky vyznamne vysSi ako pri Sestnasthodinove;.
V tretom dni je rast pri osemhodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne nizsi ako pri
Sestnast’ a dvadsat’styrihodinovej fotoperidde. Vo Stvrtom dni je rast pri osemhodinovej
fotoperiode Statisticky vyznamne nizsi ako pri dvadsat’styrihodinovej. V piatom dni uz
nie je ziaden Statisticky vyznamny rozdiel v raste, ale mierne dominuje rast pri Sest-

nasthodinovej fotoperiode.
Pri intaktnych rastlinach rovnako dominoval rast pri Sestndsthodinovej fotope-

ridde, rast pri zvySnych dvoch fotoperiddach bol vSak opacny. Pri intaktnych rastlindch

bol rast rovnako ako pri prvom node vyrazne niZsi ako pri dekapitovanych rastlinach.
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Obr. 6 Vplyv fotoperiody na priemerny prirastok dizky axildrnych picikov 3. nodu

U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 6 v prvy den je rast vetiev treticho nodu pri dvadsat’styriho-
dinovej fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri Sestnasthodinovej. V druhy deni
je rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne niz§i ako pri osem a
dvadsat’styrihodinovej fotoperiode. V treti deni je rast pri osemhodinovej fotoperiode
Statisticky vyznamne niz$i ako pri Sestndsthodinovej fotoperiode. Vo Stvrtom a piatom

dni nie je Ziaden Statisticky vyznamny rozdiel v raste.

Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode

vy

vyrazne nizsi ako pri dekapitovanych. Najvyraznejsi rozdiel bol pri osemhodinovej fo-
toperidde kde vetvy 3. nodu u dekapitovanych rastlin rastli nieckol’kondsobne rychlejSie

ako pri intaktnych rastlinach.
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Vplyv fotoperidody na rast kotylarnych puc¢ikoVv U rastlin dekapitovanych nad kliénymi

listami
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Obr. 7 Rast kotylarnych pucikov pri osemhodinovej fotoperiode.
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Obr. 8 Rast kotylarnych pucikov pri Sestndsthodinovej fotoperiode.
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Obr. 9 Rast kotylarnych pucikov pri dvadsatstyrihodinovej fotoperiode.

Ako vyplyva z Obr. 7 — Obr. 9 pri osem a Sestnasthodinovej fotoperiode bol

vyrazny rast dominujicich kotylarov zatial’ ¢o rast druhych kotylarov bol potlaceny. Pri
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dvadsat’styrihodinovej fotoperiode naopak nebol vyrazny rozdiel v raste medzi kotylar-

mi a obe sa viac menej vyvijali rovnako.
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Obr. 10 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky dominujiicich kotyldrnych

pucikov U rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 10 v prvych dvoch dnoch nie je Ziaden Statisticky vyznamny
rozdiel v raste dominujacich kotylarov. V treti den je rast pri dvadsatStyrihodinovej
fotoperiode Statisticky vyznamne niz§i ako pri osem a Sestnasthodinovej fotoperidde.
Vo Stvrtom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne vyssi ako pri
dvadsat’styrihodinovej. V piatom dni je rast pri dvadsat’styrihodinovej fotoperidéde Sta-

tisticky vyznamne niz8i ako pri osem a Sestnasthodinovej fotoperiode.
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Obr. 11 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky inhibovanych kotyldrnych

pucikov u rastlin pestovanych v Klimacelli so Ziarivkovym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 11 v prvych dvoch dnoch nie je Ziaden Statisticky vyznamny
rozdiel v raste inhibovanych kotylarov. V tretom dni je rast pri osemhodinovej fotope-
riode Statisticky vyznamne nizsi ako pri dvadsat’styrihodinovej fotoperidde. Vo Stvrtom

a piatom dni nie je Ziadne Statisticky vyznamny rozdiel v raste.

Vo vicsine merani nebol medzi jednotlivymi variantmi zaznamenany preukaza-
tel'ny rozdiel v raste inhibovanych kotylarov, aj ked’ je z vysledkov zrejmé opacna ten-
dencia oproti rastu dominujucich kotylarov. Rozdiely medzi dominujucimi a inhibova-
nymi kotylarmi pri jednotlivych fotoperiodach su teda sposobené hlavne zvySenou ras-

tovou aktivitou dominujucich kotylarov pri kratsich fotoperiédach.

5.1.2 Pokusy s LED diodovym osvetlenim

V tychto pokusoch sa skumal rast pod bielim, modrym a ¢ervenym osvetlenim.
Testovali sa dve varianty: intaktné rastliny a rastliny dekapitované nad 3. nodom.
Nasledne bolo este vykonané porovnanie rastu vetiev druhého nodu u intaktnych rastlin

pri bielom, modrom a ¢ervenom svetle.
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5.1.2.1 Pokusy pod modrym svetlom

Vplyv fotoperiédy na rast axilarnych pucéikov intaktnvych rastlin
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Obr. 12 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu
U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym modrym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 12 ani v jednom z piatich dni nie je Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev prvého nodu. Zo zaciatku mierne dominoval rast pri dvadsat’Styri-

hodinovej fotoperidde, ale v piaty dent uz dominoval rast pri Sestnasthodinove;.
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Obr. 13 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu
U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diodovym modrym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 13 v prvom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Statis-
ticky vyznamne vys$i ako pri Sestnasthodinovej fotoperidode. V druhom, tretom
a piatom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Staticky vyznamne vyssi ako pri
Sestnast’ a dvadsat’Styrihodinovej fotoperiode. Vo Stvrtom dni je rast pri osemhodinovej

fotoperiode staticky vyznamne vyssi ako pri dvadsat’Styrihodinove;.

4,00 -
E
£ 350 - * ——8/16
> —=li—16/8
S 300 /
= 24/0
8 250 /
>
~
2,00
=
2 150
g
£ 1,00
o
g 050
£
5 o000 ,
s 1 2 3 4 5

den

Obr. 14 Vplyv fotoperiody na priemerny prirastok dizky axilarnych picikov 3. nodu

U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diodovym modrym osvetlenim.
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Ako vyplyva z Obr. 14 v prvych troch dioch nie Ziaden $tatisticky vyznamny
rozdiel v raste vetiev tretieho nodu. Vo stvrtom dni je rast pri dvadsat’styrihodinovej
fotoperiode Statisticky vyznamne niz$i ako pri osem a Sestnasthodinovej fotoperidde.
V piatom dni je rast pri osemhodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri

Sestnast’ a dvadsat’styrihodinovej fotoperiode.

Vplyv fotoperiddy na rast axilarnych pacikov rastlin dekapitovanych nad 3. nodom
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Obr. 15 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu

U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym modrym osvetlenim.
Ako vyplyva z Obr. 15 v prvych dvoch dioch nie je Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev prvého nodu. V tretom, §tvrtom a piatom dni je rast pri Sestnast-

hodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri dvadsat’styrihodinove;.
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Pri intaktnych rastlin rovnako mierne dominoval rast pri Sestnasthodinove;j foto-
peri6de, medzi rastom pri osem a Sestnasthodinovej fotoperiode u intaktnych nebol
takmer ziaden rozdiel. Nebol pozorovany ani ziaden vyrazny rozdiel v raste akurat rast

pri dvadsat’Styrihodinovej fotoperidde u intaktnych rastlin bol mierne vyssi ako pri de-

kapitovanych.
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Obr. 16 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym modrym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 16 v prvom az $tvrtom dni dni je Statisticky vyrazne vyssi
rast vetiev druhého nodu pri osemhodinovej fotoperiode ako dvadsat’styrihodinovej
fotoperidode. V piatom dni je rast pri dvadsatStyrihodinovej fotoperiode Statistiky vyz-

namne niz$i ako pri osem a Sestnast’hodinovej fotoperiode.
Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri osemhodinovej fotoperiode

cvvr

vsak rast vyrazne niz$i ako pri dekapitovanych.
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Obr. 17 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 3. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym modrym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 17 v prvych dvoch dnoch nie je Ziaden Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev treticho nodu. Vo zvysnych dioch je rast pri osemhodinovej foto-

periode Statisticky vyznamne vyssi ako pri Sestnast’ a dvadsat’sStyrihodinovej fotoperio-

de.

Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri osemhodinovej fotoperiode. Pri

intaktnych rastlinach bol vSak rast vyrazne nizsi ako pri dekapitovanych.
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5.1.2.2 Pokusy pod bielim svetlom

Vplyv fotoperiédy na rast axilarnych pucéikov intaktnvych rastlin
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Obr. 18 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu
U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym bielim osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 18 v prvych Styroch diioch nie je Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev prvého nodu. V piatom dni je rast pri dvadsat’Styrihodinove;j

fotoperiode Statisticky vyznamne nizsi ako pri osemhodinovej fotoperidde.
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Obr. 19 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu

U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diodovym bielim osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 19 v prvych dvoch dioch nie je Ziadne Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev druhého nodu. V tretom a Stvrtom dni je rast pri dvadsat’Styriho-

dinovej fotoperiode Statisticky vyznamne niz$i ako pri Sestnasthodinovej fotoperiode.

V piaty den je rast pri dvadsat’styrihodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne nizsi ako

pri osem a Sestnasthodinove;j.
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Obr. 20 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildarnych pucikov 3. nodu u

intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diodovym bielim osvetlenim.
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Ako vyplyva z Obr. 20 v prvom dni je rast vetiev treticho nodu Statisticky vyz-
namne vys$i pri Sestnast’ hodinovej fotoperidde ako pri osemhodinovej fotoperidde. V
druhom dni nie je zZiaden Statisticky vyznamny rozdiel v raste. V tretom dni je rast pri
Sestnasthodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri osemhodinovej. Vo
Stvrtom dni je rast pri Sestnasthodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne vyssi ako pri
osem a dvadsat’styrihodinovej fotoperiode. V piatom dni nie je ziaden Statisticky vyz-

namny rozdiel v raste, ale mierne dominuje rast pri Sestnasthodinovej fotoperidde.

Vplyv fotoperiddy na rast axilarnych pacikov rastlin dekapitovanych nad 3. nodom
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Obr. 21 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych picikov 1. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym bielim osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 21 ani v jednom z piatich dni nie $tatisticky vyznamny
rozdiel v raste vetiev prvého nodu. Od druhého dna vSak mierne dominuje rast pri

osemhodinovej fotoperiode.
Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri osemhodinovej fotoperiode

cvvr

mierne niz§i ako pri dekapitovanych.
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Obr. 22 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym bielim osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 22 v prvom dni nie je Ziaden $tatisticky vyznamny rozdiel
Vv raste vetiev druhého nodu. V druhom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Statis-
ticky vyznamne vyssi ako pri Sestnast’hodinovej fotoperiode. V trefom dni nie je ziaden
Statisticky rozdiel v raste. Vo Stvrtom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Statis-
ticky vyznamne vyssi ako pri dvadsat’Styrihodinovej. V piatom dni je rast pri dvadsat-
Styri-hodinovej fotoperidde Statisticky vyznamne nizs§i ako pri osem a Sestndsthodinove;j

fotoperiode.
Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode

vV

vanymi rastliny nebol vyrazny rozdiel v raste.
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Obr. 23 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 3. nodu

U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym bielim osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 23 v prvom dni je rast vetiev tretieho nodu pri Sestnast’hodi-

novej fotoperidde Statisticky vyznamne vyss§i ako pri osemhodinovej. V druhom, tretom

a Stvrtom dni je rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne vyssi ako

pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode. V piatom dni je rast pri dvadsat’styrihodinove;j

fotoperiode Statisticky vyznamne nizsi ako pri osem a Sestnasthodinovej fotoperiode.

Pri intaktnych rastlin dominoval rovnako rast pri Sestnasthodinovej fotoperiode

vy

vSak vyrazne nizsi ako pri dekapitovanych rastlinach.
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5.1.2.3 Pokusy pod cervenym svetlom

Vplyv fotoperiédy na rast axilarnych pucéikov intaktnvych rastlin
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Obr. 24 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu

U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym cervenym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 24 ani v jednom z piatich dni nie je Statisticky vyznamny

rozdiel v raste vetiev prvého nodu. Od Stvrtého dna vSak mierne dominuje rast pri

osemhodinovej fotoperiode.
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Obr. 25 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu

U intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym cervenym osvetlenim.

Ako vyplyva z Obr. 25 v prvych dvoch dnoch nie je vidiet ziaden Statisticky

vyznamny rozdiel v raste vetiev druhého nodu. Vo tretom a stvrtom dni je rast pri

dvadsat’styrihodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne nizsi ako pri Sestndsthodinove;j

fotoperidode. V piatom dni je rast pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode Statisticky vyz-

namne niz8i ako pri osem a Sestndsthodinovej fotoperiode.
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Obr. 26 Vplyv fotoperiédy na priemerny privastok dizky axilarnych piicikov 3. nodu

u intaktnych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diéodovym cervenym osvetlenim.
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Ako vyplyva z Obr. 26 v prvych dvoch dnoch je rast vetiev treticho nodu pri
dvadsat’styrihodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne niz$i ako pri osem a
Sestnasthodinovej fotoperidde. V tretom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Sta-
tisticky vyznamne vy$$i ako pri dvadsatStyrihodinovej fotoperidde. Vo S§tvrtom
a piatom dni nie je ziaden $tatisticky vyznamny rozdiel v raste, ale mierne dominuje rast

pri osemhodinovej fotoperiode.

Vplyv fotoperiddy na rast axilarnych pucéikov rastlin dekapitovanych nad 3. nodom
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Obr. 27 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 1. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym cervenym osvetle-

nim.

Ako vyplyva z Obr. 27 ani v jednom z piatich dni nie je Statisticky vyznamny
rozdiel v raste vetiev prvého nodu. V tretom a vo Stvrtom dni mierne dominuje rast pri
dvadsat’Styrihodinovej fotoperidde. V piatom dni uZ mierne dominuje rast pri

osemhodinovej fotoperiode.

Pri intaktnych rastlinich tiez nie si vyznamné rozdiely v raste medzi jednotli-

vymi fotoperiédami. Ziaden vyrazny rozdiel nebol ani v dynamike rastu.
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Obr. 28 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 2. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym cervenym osvetle-
nim.

Ako vyplyva z Obr. 28 v prvom dni je rast vetiev druhého nodu pri osemhodi-
novej fotoperidode Statisticky vyznamne vyssi ako pri Sestndsthodinovej fotoperidde.
V druhom dni je rast pri osemhodinovej fotoperiode Statisticky vyznamne vyssi ako pri
Sestnast’ a dvadsat’Styrihodinovej fotoperiode. V tretom, Stvrtom a piatom dni nie je
ziaden Statisticky vyznamny rozdiel v raste, ale mierne dominuje rast pri osemhodinovej

fotoperiode.

Pri intaktnych rastlinach bol rovnako rast pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode

Vv

Vv raste pri dvadsat’Styrihodinovej fotoperidde medzi intaktnymi a dekapitovanymi rast-
linami. Pri osem a Sestnasthodinovej fotoperiode vSak vyraznejsSie rastli vetvy pri in-

taktnych rastlinach.
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Obr. 29 Vplyv fotoperiédy na priemerny prirastok dizky axildrnych pucikov 3. nodu
U dekapitovanych rastlin pestovanych v Klimacelli s LED diédovym cervenym osvetle-

nim.

Ako vyplyva z Obr. 29 ani v jednom z piatich dni nie je Statisticky vyznamny
rozdiel v raste vetiev tretiecho nodu. V prvych troch diioch mierne dominuje rast pri
Sestndsthodinovej fotoperiode. Vo Stvrtom a piatom dni uz mierne dominuje rast pri

osemhodinovej fotoperiode.
Pri intaktnych rastlinach bol rovnako rast pri dvadsat’styrihodinovej fotoperiode

Vv

vSak vyrazne vyssi.
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5.1.2.4 Porovnanie rastu intaktnych rastlin pri réznej vinovej ditke svetla
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Obr. 30 Vplyv spektrdlneho zloZenia svetla na priemerny prirastok dizky axildrnych
pucikov 2. nodu pri 8§ hodinovej fotoperiode.

Ako vyplyva z Obr. 30 v prvych Styroch dioch nie je $tatisticky vyznamny roz-
diel v raste vetiev druhého nodu. V piatom dni je rast pod ¢ervenym svetlom Statisticky

vyznamne vys$i ako pod modrym svetlom.

priemerny prirastok dizky axilarov[mm]

Obr. 31 Vplyv spektralneho zloZenia svetla na priemerny prirastok dizky axildrnych

pucikov 2. nodu pri 16 hodinovej fotoperiode.
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Ako vyplyva z Obr. 31 v prvy den je rast pod ¢ervenym svetlom S$tatisticky vyz-
namne vyssi ako pod modrym svetlom. V druhom, tretom a piatom dni je rast pod cer-
venym svetlom Statisticky vyznamne vys$$i ako rast pod modrym a bielym svetlom a rast
pod bielim svetlom je Statisticky vyznamne vys$si ako pod modrym svetlom. Vo Stvrtom
dni je rast bod modrym svetlom Statisticky vyznamne niz§i ako pod ¢ervenym a bielim

svetlom.
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Obr. 32 Vplyv spektrdlneho zloZenia svetla na priemerny prirastok dizky axildrnych
pucikov 2. nodu pri 24 hodinovej fotoperiode.

Ako vyplyva z Obr. 32 v prvych Styroch ditoch nie je Ziaden Statisticky
vyznamny rozdiel v raste vetiev druhého nodu. V piatom dni je rast pod modrym

svetlom Statisticky vyznamne niz$i ako pod bielim a cervenym svetlom.

5.1.3 Diskusia vysledkov rastovych experimentov

Podl’a niektorych zdrojov (Arumingtyas et al., 1992, Leduc et al., 2014) by rast-
liny hrachu (Pisum sativum L.) mali vetvit’ hlavne pri v podmienkach kratkeho dna (8
hodin svetlo, 16 hodin tma). Toto sa Ciasto¢ne podali preukazat’ aj v tychto experimen-
toch, hlavne pri experimentoch pod LED diddovym osvetlenim, ked’ze rastliny vetvili

najviac pri osem popripade pri Sestnasthodinovej fotoperiode.
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V pripade rastlin pestovanych pod bielim svetlom ziarivkového osvetlenia o niz-
Sej intenzite bol trend odlisny. U vacSiny experimentalnych variantov bola zaznamenana
najvyssia rastova aktivita pucikov pri Sestnasthodinovej fotoperiode.

Pri raste kotylarov bol trend opaény. Kratka fotoperidoda sposobovala zvysenie kompeti-
cie medzi kotylarmi. Pri nepretrzitej fotoperiode bol naopak rast oboch kotylarov bez
vyznamného rozdielu v raste.

Co sa tyka experimentov pod LED diédovym osvetlenim, prakticky vo vietkych
riode, naopak najvysSia intenzita rastu bola u vacSiny variantov pri kratkej fotoperidde
8/16hod. Pestovanie pod bielim a modrym svetlom zvyraznilo rozdieli v raste axilarov
jednotlivych nodov pri porovnani rastlin pestovanych pod réznymi fotoperiodami. Na-
opak u rastlin pestovanych pod ¢ervenym svetlom bola reakcia na fotoperiodu vo vzta-
hu k vteveniu menej vyrazna. Dekapitacia rastlin pod bielim a modrym svetlom zvyraz-
nila rozdiely medzi variantmi s r6znou fotoperiodou. V pripade rastlin pestovanych pod
Cervenym svetlom vSetky ptciky rastli po vacsinu pokusnej periody s podobnou dyna-
mikou a rozdiely v raste boli va¢sinou nepreukazané.

Co sa tyka spektralneho zloZenia svetla tak nizke hodnoty &erveného svetla by
mali spdsobovat’ inhibiciu vetvenia (Leduc et al., 2014). To sa opat’ preukazalo v expe-
rimentoch, ked’ze rastliny najviac vetvili pod ¢ervenym svetlom a najmenej pod mod-
rym.

Malo sa vie o vplyve modrého svetla na vetvenie rastlin. U niektorych druhov
vetvenie inhibuje u inych naopak podporuje (Leduc et al., 2014). U rastlin Arabidopsis
a Rosa modré svetlo sposobuje rast pucikov (Girault, 2008). Ked’Ze v tychto experimen-
toch rastliny pod modrym svetlom vetvili najmenej moze to naznacovat, ze u hrachu

modré svetlo rast postrannych vetvi inhibuje alebo spomaluje.

5.2 Vyhodnotenie RT-PCR

Skumala sa expresia troch génov: PsSDRM1, PsBRC1 a PsPIN1 v axilaroch in-
taktnych rastlin pestovanych pri réznych fotoperiédach pod LED diédovym osvetlenim.
K experimentu boli vybrané axilary 2. nodu ktoeé¢ v predchadzajucich experimentoch
vykazovali najvyss$iu rastovu aktivitu. Gén PSDRM1 sa vyuZiva ako marker dominant-

ného/inhibovaného stavu pucikov a jeho expresia negativne koreluje s rastovou aktivi-
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tou pucikov. (Stafstrom et al., 1998) Gén PsBRCL1 je represorom rastu ptacéikov a jeho
expresia je regulovana svetelnymi podmienkami (Gonzalez-Grandio et al., 2013). Ex-
presia génu PSPINL1 suvisi s exportom auxinu s pucikov a tym padom aj s ich rastovou
aktivitou (Ferguson, Beveridge, 2009), (Lazar, Goodman, 2006). Vysledky boli prepoci-

tané na expresiu konstitutivne exprimovaného génu PSAct14.

120 -
m 8/16 hod.

100 - m 16/8 hod.
24 hod.

60 -

40 -

Relativna expresia PsDRM1 [%]

blue white red

Svetelny rezim

Obr. 33 Relativna expresia génu PsDRM1 pri réznych fotoperiodach pod modrym, bie-
lim a cervenym svetlom.

Ako vyplyva s Obr. 33 gén PsSDRM1 bol pod modrym svetlom najviac exprimo-
vany pri osemhodinovej fotoperiode a najmenej pri Sestnasthodinovej fotoperiode. Me-
dzi expresiou pri Sestnast’ a dvadsat’styrihodinovej fotoperiode vsak nebol velky roz-
diel.

Pod bielim svetlom bol opdt’ najviac exprimovany pri osemhodinovej fotoperio-
de a najmenej pri Sestnasthodinovej. Bol tu vsak zna¢ny rozdiel medzi expresiou pri
Sestnasthodinovej fotoperidde a zvySnymi dvoma fotoperiodami.

Pod Cervenym svetlom bola expresia najvyssia pri Sestnasthodinovej fotoperiode

evve
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Obr. 34 Relativna expresia génu PsBRCI pri roznych fotoperiodach pod modrym, bie-
lim a cervenym svetlom.

Ako vyplyva z Obr. 34 gén PSBRC1 bol pod modrym svetlom exprimovany naj-

viac pri Sestnasthodinovej fotoperidde a najmenej exprimovany pri osemhodinovej fo-

toperiode.

Pod bielim svetlom bola expresia najvyssia naopak pri osemhodinovej fotope-

riode a najnizsia pri Sestnadsthodinovej fotoperiode.

Pod cervenym svetlom bola expresia opét’ najvyssia pri Sestnadsthodinovej foto-

vej fotoperiode v§ak bol iba minimalny rozdiel.
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Obr. 35 Relativna expresia génu PsPINI pri roznych fotoperiodach pod modrym, bielim
a cervenym svetlom.

Ako vyplyva z Obr. 35 pod modrym svetlom nie st ziadne vyrazné rozdiely

v expresii génu PSPIN1. Najvyssia expresia je vSak pri dvadsatStyrihodinovej fotope-

vwe

vve

najvyssia pri osemhodinovej fotoperiode. Medzi expresiou pri Sestnast’ a dvadsat’Styri-
hodinovej fotoperidde vsak bol iba minimalny rozdiel.

Pod cervenym svetlom bola expresia najvyssia pri Sestndsthodinovej fotoperiode

evive

5.2.1 Diskusia vysledkov RT-PCR

Obecne je z vysledkov zrejmé, Ze expresia génu PSPIN1 je oproti ostatnym sve-
telnym rezimom, mierne zvySena pri kultivacii pod cervenym svetlom, hlavne pri Sest-
nasthodinovej fotoperidde, ¢o odpoveda aj predchadzajucim vysledkom merania dyna-
miky rastu axilarov. Rastliny kultivované pod ¢ervenym svetlom vykazovali najvyssiu
aktivitu vetvenia z druhého nodu Vv porovnani s ostatnymi svetelnymi rezimami.

Z vysledkov stanovenia expresie PSDRM1 je zrejmé, Ze bola pomerne vyrovna-
na u vacSiny variantov. VyraznejSie zniZzena expresia bola pozorovand len pod bielim

svetlom pri Sestnasthodinovej fotoperidde. V tychto kultiva¢nych podmienkach bol
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v rastovych krivkach zvySeny ndrast axilarov, u inych variantov vSak uroven expresie
neodpovedala vysledkom zistenim pri merani axilarov.

Expresia PsBRCL1 v axilaroch korelovala so zvySenou rastovou aktivitou paéikov
len v pripade rastlin pestovanych pod modrym svetlom pri osemhodinovej fotoperiode
a v pripade rastlin pestovanych pod bielim svetlom pri Sestnasthodinovej fotoperiode.
V tychto pripadoch bola expresia znizena, ¢o odpoveda zvySenému rastu tychto pucikov
v danych svetelnych podmienkach. U ostatnych variantov expresia tohto génu neodpo-
veda tomu, ¢o bolo pozorovani pri rastovych krivkéch.

Pre zhodnotenie génovej expresie boli vybrané rastliny, ktoré boli kultivované
V danom svetelnom rezime po dobu troch dni. Ciel'om bolo zistenie rychlych reakcii na
dané svetelné podmienky. Rastliny u ktorych bol sledovany rast axilarov rastli v danych
svtelnych podmienkach 7 dni pred zahajenim experimentu a d’alSich 5 dni v priebehu
experimentu. Je teda mozné, Ze k zmenam expresie génov dochddza az po dlhSom po-
sobeni daného svetelného rezimu. Okrem toho boli experimenty vykonané len v jednom
biologickom a jednom technickom opakovani. K definitivnym zaverom by bolo nutné

vykonat’ va¢si pocet biologickych opakovani tohto experimentu.
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6 ZAVER

V ramci literarnej reSerSe boli zhrnuté poznatky o fotoperiode a jej vplyve na vet-
venie rastlin hrachu. Boli zhrnuté poznatky o receptoroch ktoré prijmaju svetelny signal
a nasledne tak podmiefiuju chovanie rastliny v danych svetelnych podmienkach. Dalej
bol zhrnuty vplyv fytohorménov (auxinov, cytokininov a strigolaktonov) na vetvenie
atiez vplyv fotoperiody na produkciu a distribiciu tychto hormoénov. Néasledne boli
zhrnuté poznatky o génoch ktoré hraji vyznamnu rolu v regulacii vetvenia a to konkrét-
ne gény PSBRC1 a PsDRML1.

Prakticka ¢ast’ bakalarskej prace bola zamerana na porovnanie vplyvu troch svetel-
nych rezimov (8 hodin svetlo, 16hodin tma; 16 hodin svetlo, 8 hodin tma a 24 hodin
svetlo) na vetvenie rastlin hrachu. Dalej bol skimany vplyv spektralneho zloZenia svetla
na vetvenie rastlin hrachu. Testovalo sa vetvenie z prvého, druhého a tretieho nodu.

Pri pokusoch so Ziarivkovym osvetlenim sa testovali tri varianty (intaktné rastli-
ny, rastliny dekapitované nad 3. nodom. a rastliny dekapitované nad kli¢nymi listami.
Intaktné aj dekapitované rastliny vetvili najintenzivnejsie pri Sestnadsthodinovej fotope-
riode. Co sa tyka rastlin dekapitovanych nad kli¢nymi listami, tak dominantné kotylary
rastli najintenzivnejSie pri osemhodinovej fotoperidde . Pri 0sem a Sestnast’ hodinovej
fotoperiode bol vyrazny rast dominantnych kotylarov , zatial’ ¢o rast druhych pucikov
pol potlaceny. Pri dvadsat’styrihodinovej fotoperidde rastli oba kotylary viac menej
zhodne.

Pri pokusoch s LED diédovym osvetlenim sa skumali dve varianty (intaktné rastli-
ny a rastliny dekapitované nad 3. nodom) ktoré rastli pod bielim, modrym alebo cerve-
nym svetlom. Intaktné aj dekapitované rastliny rastuce pod modrym svetlom najinten-
zivnejSie vetvili z druhého a treticho nodu pri osemhodinovej fotoperidde a z prvého
nodu pri Sestnasthodinovej fotoperiode. Intaktné aj dekapitované rastliny rastuce pod
bielim svetlom najintenzivnejSie vetvili z prvého nodu pri osemhodinovej fotoperiode
a Z druhého a treticho nodu pri Sestndsthodinovej fotoperidode. Intaktné aj dekapitované
rastliny rastice pod ¢ervenym svetlom najintenzivnejsie vetvili pri osemhodinove;j foto-
periode. Co sa tyka vplyvu spektralneho zloZenia svetla tak rastliny vetvili najintenziv-
nejSie pod cCervenym svetlom anajmenej intenzivhe pod modrym svetlom.

V d’alSom kroku bola preskiimana expresia génov PSBRC1, PSDRM1 a PsPIN1

pod modrym, bielim a ¢ervenym svetlom. Expresia tychto génov nie uplne korelovala
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s vysledkami rastovych experimentov. Bolo to pravdepodobne spdsobené rozdielne
dlhym pdsobenim danych svetelnych podmienok na rastliny pri oboch experimentoch.

Na potvrdenie tychto zaverov by vSak bolo nutné vykonat’ viac biologickych opakovani

pri skimani génovej expresie.
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