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VYRASTANIE AXILARNEHO PUPENA PO DEKAPITACII U HRACHU
MOZE BYT PODMIENENE KANALIZACIOU AUXINU

Medved’ova Z1, Balla J* 2 Prochazka St

ICEITEC - Central European Institute of Technolo§§endel University in Brno,
Zemsdélska 1/1665, 613 00 Brno, Czech Republic

’Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy,eilel University in Brno,
Zemsdélska 1/1665, 613 00 Brno, Czech Republic

E-mail: zuzana.medvedova@mendelu.cz

ABSTRACT

Initiation of bud outgrowth in ped{sum sativurL.) after release from the apical dominance by
removal of the dominant apex is accompanied byrpolain transport. Following decapitation the
axillary buds establish directional auxin export bybcellular polarization of PIN1 auxin
transporters. Competition between two lateral awdarces after removal the primary source and
application of auxin efflux inhibitor, and furtheame, influence of length of the decapitated stem
stump on gene expression in axillary buds was studipplication of auxin efflux inhibitor (NPA,
TIBA) to the second axillary bud of decapitated npdareduces bud outgrowth. Inhibition of
outgrowth of the second axillary bud in these @acaused outgrowth of the first bud. This
competition between the second and first axillangdis associated with changes in expression
profiles of AUX1, PIN1 andDRM1genes. These results support the competitive icatiah theory,

by which canalization of auxin from the lateral Bugource is possible only if the primary source is
removed or weakened. Length of the decapitated steimmp may affect timing of changes in
expression oAUX1, PIN1 andDRM1 genes in the second axillary bud and hence thadiof bud
outgrowth initiation after removal of the dominaapex. The signal for axillary bud outgrowth
therefore could be the auxin decrease or deplétitime stem.
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uvoD

Rastlinny hormén auxin je nevyhnutny pre ovylyvanie réznych vyvojovych procesov
v rastlinach a podstatn Glohu ma i v apikalnej ohamcii. Apikalna dominancia je fyziologicky
jav charakterizovany ako nadvliada vrcholu stonkyl pastrannymi pupeni, ktorym zabrauje
vo vyrasteni (Cline, 1997). Pre udrzanie apikaldeminancie je nevyhnutny polarny transport
auxinu, ktory je produkovany z &ej casti v apikalnej oblasti rastliny a transportovangtonke
bazipetalne (Ongaro a Leyser, 2008). Polarny tmmspuxinu je v bunkéach sprostredkovany
pomocou proteinovych prend@sa AUX1 a PIN1, ktoré su v rastlinach hractRisum sativunt..)
kédované génnmPsAUX1a PsPIN1 AUX1 protein umoituje vstup auxinu do bunky, PIN1 protein
naopak zabezgaje vystup auxinu z bunky (Vieten et al., 2007)¢@n smerovanie auxinového
toku je podmienené predovSetkym subcelularnou ipkeibu PIN1 proteinu (Wisniewska et al.,
2006). Auxinovy tok repolarizuje bunky v smere jgiradenia a formuje nové vaskularne spojenia
pozd? tychto buniek (Sauer et al., 2006).

Pokid’ st zaloZzené dva zdroje auxinu, dochadza medzi kirmkompeticii, pdom jeden zdroj
moze inhibova tvorbu kandlu pre auxin zo zdroja druhého¢ora je zaloZzena tedria kompetitivnej
kanalizacie. U rastlin, ktoré maja vyvinuta silnpil@lnu dominanciu, pritomnésprimarneho
auxinového zdroja zahmaje paas vyvoja rastliny exportu a kanalizacii auxinuse@undarneho
zdroja. Kanalizacia auxinu z axilarneho pipelebo z lateralneho zdroja auxinu je mozna len
v pripade, ak je primarny zdroj odstranéngslabeny (Balla et al., 2011). Po odstranenidpiho
vrcholu dekapitaciou dochadza k vyrastaniu axil@mngupéov. Pupene sl po vystupe z inhibicie
schopné syntetizovavlastny auxin,éim sa stavaju jeho novym zdrojom. Tento proces je
sprevadzany zmenou v expresii génov akd§PIN1 a PsAUX1 kédujicich prenaga auxinu

i zmenou v expresii gérfeisDRM1 ktory je spojeny s dormantnym stavom pigpéStafstrom et al.,
1998). Vyrazny auxinovy export, ktory vznikne na zékladelapizacie PIN1 transportnych
prenaseov formuje auxinové transportné kanaly a nasledrskuarne zvéazky, ktoré su potrebné
pre suUstavny rast pujie (Balla et al., 2011).

Polarny transport auxinu moézetb§pecificky blokovany kyselinou 2,3,5-trijodbenzoav(TIBA)
alebo 1-N-naftylftalamovou (NPA). Inhibitory pol&mo transportu auxinu st dolezity nastroj
pre Stadium jeho funkcie vo vyvoji rastli#n bolo sledované i v tejto praci. NaruSuju vystugiau

z bunky bez toho aby interagovali so samotnymi §$eimi (Geldner et al., 2001).
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MATERIAL A METODIKA

Pre jednotlivé experimenty boli pouzité sedem dafésrastliny hrachu siatehBiéum sativuni..)
odroda Vladan dopestované v podmienkach klimabakteplote 20/18 °C a fotoperidode 16/8 hod
(dei/noc). Na druhy axilarny pupiebola nanesena 1% kyselina 1-N-naftylftaldmova (NBlkbo

1% kyselina 2,3,5-trjodbenzoovou (TIBA) v lanoli) paste v zavislosti na experimente.
Po aplikacii NPA/TIBA boli rastliny dekapitované him nad oSetrenym puip@m. Pre stanovenie
expresie génov transportnych proteinov auxinu bdbberané oSetrené druhé axilarne pupene
a neoSetrené prvé axilarnéasovych intervaloch po aplikacii NPA/TIBA a dekauoi.

Vplyv dizky ponechanej dekapitovanej stonky, a tym aj vagnénia auxinu zo stonky na zmenu
expresie transportnych proteinov auxinu v axildmnpepeoch bol tiez sledovany na rastlinach
hrachu. Pre prvy variant boli rastliny dekapitovatesne nad druhym axilarnym puijoen

a pre druhy variant boli rastliny dekapitované 6nmmad druhym axilarnym pupem. Pre
stanovenie génovej expresie boli odoberané druli@rae pupene u obidvoch variantasovych
intervaloch po dekapitécii.

V zavislosti na experimente bola z axilarnych pigeedekapitovanych rastlin za pouzitia produktu
RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Nemecko) izolovawélkovd RNA. RNA bola metédou
dvojkrokovej semikvantitativnej RT-PCR najprv rexmmou transkripciou prepisand na cDNA.
Prepis izolovanej celkovej RNA na cDNA a nasledn@plifikacia PCR produktu bola vykonana
pomocou kitu Enhanced Avian HS RT-PCR Kit (SigmakAdh, USA). Pre vlastn PCR boli
pouzité Specifické primery sledovanych gériesAUX1, PsPINJaPsDRM1 PCR produkty boli
rozdelené pomocou agar6zovej elektorforézy a elkieogramy produktov PCR boli vyhodnotené
pomocou poitatového programu. Vlastné experimenty boli vykonanétyroch opakovaniach.
Ziskané priemerné hodnoty expresie génov v jedryotii casoch boli normalizované na expresiu
konstitutivneho géntPsB-tubulin a vysledné hodnoty boli pregitané na percenta tahujice sa
na expresiu kontrolnych rastlin jednotlivych vatian Statisticky signifikantné rozdiely boli
identifikované pomocou t-testa£0,05* aoa=0,01**).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade izolovanej RNA bolo zistené, Zze po dglik 1% NPA na druhy axilarny pupe
dochadza vtomto pupeni k miernejSiemu poklesu esipr v porovnani s neoSetrenym prvym
pupgiom. V priebehu 6 hodin od dekapitacie klesne hladiPsDRM1 mRNA 20-krat

a po 12 hodinach je takmer nedetekokrade(Stafstrom et al., 1998)lapriek tomu, Ze rastliny boli
dekapitované, v oSetrenych druhych pigmh bola expresi®®sDRM1zaznamenana vo vSetkych
¢asovych intervaloch po odstraneni apikalneho vich@br. 1A). Vyrazny pokles v3ak bol
sledovany v neoSetrenych prvych axilarnych pioph, v ktorych expresia klesla nulovym
hodnotam. Podobny expresny proRsDRM1 bol zisteny i u rastlin, u ktorych bola na druhy
axilarny pupé aplikovana 1% TIBA. TIBA viedla k vyraznejSiemukpesu expresiePsDRM1

v prvom neoSetrenom pupeni v porovnani s papez rastlin oSetrenych NPA (obr. 1B).
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Obr. 1: Expresia génu PsDRM1 v neoSetrenom prvoithram pupeni a v druhom pupeni
oSetrenom 1% NPA (A) alebo 1% TIBA (B).

V pripade génuPsPIN1 bol zaznamenany len mierny narast expresie vesgth pup#och
1% NPA, prtom sa expresia po 12 hodinadch od aplikacie NPAkapmlcie z#&ala znizovéa.
Naopak v neoSetrenych pufeeh bol zisteny podstatne vySSi narast exprEsiIN1 (obr. 2A).
Vzhradom na to, Ze auxin sdm o sebe spolu s bunkowifi§ggmi faktormi pozitivne ovplyiiuje
transkripciuPIN (Vieten et al., 2005), v aktivovanom pupeni doct## transportu auxinu, a tak
aj k zvySovaniu expresi€’sPIN1 Aj ked’ takto vyznamny rozdiel v expresPsPIN1 medzi
oSetrenym aneoSetrenym ptpm Vv porovnani sNPA nebol sledovany po aplikacii
TIBAivtomto pripade bola expresia v oSetrenompgni na nizkej Grovni a nedochadzalo
k vyznamnému narastu (obr. 2B).

250
300 + * — 2.pUpE ——e— 2.pupei
200 —8— Llpupei
X 250 A —=— Lpupe =
:‘ %150
= 2
= i a
T 200 € 100
Y =
o 8
© 150 - g 50
[%]
2 0
; 100 A 0 05 1 3 6 12 24 48
B €as [h]
50 4

Obr. 2: Expresia génu PsPIN1 v neoSetrenom prvornfaraem pupeni av druhom pupeni
oSetrenom 1% NPA (A) alebo 1% TIBA (B).

Rovnako ani v expresii gén®sAUX1 v druhych axilarnych pumech oSetrenych NPAS
TIBA nedochadzalo po dekapitacii rastlin k vyznampé narastu. U rastlin, u ktorych bola
aplikovand NPA bol v neoSetrenych prvych pigeh zisteny staly narast expresie (obr. 3A).
U variantu s TIBA podobne ako v pripade géRePIN1 nebol zaznamenany vyrazny narast
expresidPsAUX1v prvom pupeni, avSak ani v druhom pupeni (oby. 3B
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Obr. 3: Expresia génu PsAUX1 v neoSetrenom prvoitaraem pupeni av druhom pupeni
oSetrenom 1% NPA (A) alebo 1% TIBA (B).

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze v skory&sovych intervaloch po dekapitacii génova expresia
nespdsobuje jednoz¥ral aktivaciu oSetreného ani neoSetreného fmipEistena expresia génov
v axilarnych pupgoch vSak poukazuje na to, Ze medzi prvym adruhyopamm ako
potencialnymi zdrojmi auxinu dochadza po dekapitéeikompeticii. Na zaklade toho je mozné
predpokladg, Ze aj po aplikacii NPA alebo TIBA na druhy axiigrpupé je do neho preneseny
signal o odstraneni primarneho zdroja auxinu (aperunako ako aj do pupa prvého. Aj ke’ by
oSetreny druhy pugiemohol by tymto signélom aktivovany k rastu, NRATIBA v iom inhibujd
polarny transport auxinu, a tym aj podstatne repiukyrastanie oSetreného puiaev neskorsich
¢asovych intervaloch po dekapitacii. V doésledku talozhadza k vyrastaniu prvého neoSetreného
pupeia, ktory sa stava novym primarnym zdrojom auximtoTe v sUlade s tedriou kompetitivnej
kanalizacie. Po dekapitacii sa zvySuje hladina gadoej IAA v axilarnom pupeni u hrachu medzi
2 az 6 hodinami (Balla et al., 2002), gmin auxin je dostatmy signal pre indukciu expresie
PIN1 a polarity v kompetentnych pletivach, ktoré rsasledne diferencuji na nové vaskularme
spojenia poztt PIN1 zn&eného auxinového kanalu (Sauer et al., 2006). Niéslalochadza

k spojeniu nového auxinového zdroja s centralnyrdiwon systémom stonky, @om tvorba
novych auxinovych kandlov je spojena so zmenamxpvesii transportnych auxinovych proteinov
ako je PsPIN1 aPsAUX1 (Balla et al., 2011). NPA i TIBA blokuje tok auxina tym aj
diferenciaciu vaskularnych elementov (Yoshida gt2405).

Dekapitacia sposobuje rychly pokles expreBigPIN1 i PSAUX1 v stonke, o je spdsobené
vyprazdiovanim auxinu zo stonky a poklesom jeho hladinydslebku absencie jeho zdroja
(Hoshino et al., 2005Kitazawa et al., 2008). Po 4 az 6 hodinach od édstia apexu je
indukovany rast puge (Morris et al., 2005), ktory sa mdze tstaovym primarnym zdrojom
auxinu. Vzifadom na to, Ze auxin je v stonke transportovanfilogiou 1cm.hod., je mozné
po dekapitacii predpokladaychlejSiu aktivaciu axilarneho puipee u rastlin, ktoré maju apikalny
vrchol odstraneny tesne nad piipe, nez u rastlin, kde je ponechana 60 mm stotdkdnolo tiez
sledované v tejto praci. Po odstraneni apikalnebbolu bolo zaznamenané rychlejSie zniZzovanie
expresie génuPsDRML1 vo variante, v ktorom boli rastliny dekapitovangésrie nad druhym
axilarnym pup#om, nez vo variante, v ktorom bola ponechand 60 dekapitovand stonka
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(obr. 4A). Rozdiel medzi variantmi bol priblizneh®diny. Podobny rozdiel v expresii bol zisteny

i v pripade expresie génBsPINI pricom k rychlejSiemu néarastu expresie dochadzalo tlimas
dekapitovanych tesne nad piipen druhého nodu (obr. 4B). Vysledky ukazuju, Zz&kd
ponechanej dekapitovanej stonky nad pigpe moze ovplyvri rychlog’ zmien v génovej expresii
po odstraneni apikalneho vrcholu, a tym aj rychlagciacie rastu axilarneho pupe ktory z&ina
fungova ako novy primarny zdroj auxinu.
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Obr.4: Expresia génu PsDRM1(A) a génu PsPIN1(Bjilamnom pupeni dekapitovanych rastlin

ZAVER

Modelova rastlina hrach ma geneticky podmienenads#pikalnu dominanciu. Po dekapitacii
dochadza k vyrastaniu postrannych pipe ¢o je spojené i SO zmenou génovej expresie
v axilarnych pupgoch. Jeden z vyrastajlcich pupe prebera funkciu dekapitovaného apikalneho
vrcholu, stidva sa novym primarnym zdrojom auxinoaaaklade kompeticie brani transportu
auxinu zo sekundarneho zdroja auxinu.

Pokid’ bola pred dekapitaciou na druhy axilarny pupglikovana kyselina 1-N-naftyftalamova
(NPA) alebo kyselina 2,3,5-trijédbenzoova (TIBA)aaknhibitor polarneho transportu auxinu,
vyrastanie druhého axilarneho ptipebolo vyznamne redukované. Nasledne vSak bolowed
vyrastanie prvého axilarneho puige Tento proces bol spojeny so zmenami v expresiog
PsPIN1 i PsAUX1 kddujucich transportné pren&sa auxinu a génuPsDRM1 sdvisiacim

s dormantnym stavom pletiv v rastline. Vadom na to, Ze apikalny vrchol ako primarny zdroj
auxinu bol odstraneny a druhy axilarny piu@éko novy potenciélny primarny zdroj auxinu bol
v dosledku aplikacie NPA alebo TIBA inhibovany, filoprimarneho zdroja auxinu prebral prvy
axilarny pupé, ¢o je v sulade s tedriou kompetitivnej kanalizacigiau.

Zmeny v expresii génolPsPIN1, PsAUX1 PsDRM1v axilarnom pupeni po dekapitacii mézutby
ovplyvnené fFkou ponechanej dekapitovanej stonk§zka dekapitovanej stonky preto méZetma
vplyv aj na rychlos iniciacie rastu axilarneho pujeg ktory sa po odstraneni apikalneho vrcholu
stane novym primarnym zdrojom auxinu. Toto n&mjey Ze signalom pre vyrastanie piigendze
byt pokles koncentracie auxinu v stonke alebo jeh@azgnenie zo stonky.
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