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Streszczenie

Niechemiczna metoda regulowania pokroju roslin rabatowych

Tigmomorfogeneza jest zjawiskiem, ktore jest stabo zbadane. Stres dotyku wywotuje
kaskade zmian molekularnych, biochemicznych oraz morfologicznych w ro$linach,
powodujac podobne efekty jak chemiczne regulatory wzrostu. Odpowiedz rosliny jest
jednak zalezna od rodzaju bodzca dotykowego (wiatr, szczotkowanie, nacisk, wibracje
lub potrzasanie), jego czestotliwosci 1 czasu trwania, a takze od gatunku, a nawet jej

odmiany.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie indukcji skarlania mechanicznego na architekture,
kwitnienie oraz parametry fizjologiczne i molekularne wybranych gatunkéw roslin
ozdobnych. Badania obejmowaty analiz¢ wptywu intensywnosci stresu mechanicznego
na dynamike wzrostu roslin, poziom fitohormonoéw (IAA, GA3z, GAs) oraz aktywnos¢
enzymow oksydacyjnych (IAAO, POX). Ponadto, przeprowadzono oceng ekspresji
genow TCH, kodujacych syntezg¢ kalmodulin (CaM72, CaM53 i1 CaMS81) oraz
zwigzanych z homeostazg auksyn (GH 3.1).

Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze stres dotyku istotnie wplywa na procesy
wzrostowe, ograniczajac wysokos¢ roslin 1 modyfikujac poziomy hormondéw wzrostu.
Zaobserwowano roéwniez roéznice w reakcjach odmian roslin oraz korelacj¢ pomigdzy
intensywno$cia bodzca a ekspresja gendéw zwigzanych z odpowiedzia na stres

mechaniczny.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze skarlanie mechaniczne moze
by¢ stosowane jako ,,substytut” retardantow chemicznych w kontrolowaniu wzrostu

Petunia xatkinsiana.

Stowa kluczowe: tigmomorfogeneza, skarlanie mechaniczne, fitohormony, geny TCH,

regulacja wzrostu roslin, Petunia xatkinsiana



Abstract
Non-chemical method of regulating the habit of bedding plants

Tigmomorphogenesis is a phenomenon that is poorly studied. Touch stress induces
a cascade of molecular, biochemical and morphological changes in plants, producing
similar effects to chemical growth regulators. However, the plant's response depends on
the type of tactile stimulus (wind, brushing, pressure, vibration or shaking), its

frequency and duration, as well as the species and even the cultivar.

The purpose of this study was to investigate the induction of mechanical scarification on
the architecture, flowering, and physiological and molecular parameters of selected
ornamental plant species. The study involved an analysis of the effect of the intensity of
mechanical stress on plant growth dynamics, levels of phytohormones (IAA, GA3z, GAs)
and activity of oxidative enzymes (IAAO, POX). In addition, the expression of TCH
genes encoding calmodulin synthesis (CaM72, CaMS53 and CaM81) and those related to

auxin homeostasis (GH 3.1) were evaluated.

The results obtained indicate that touch stress significantly affects growth processes,
limiting plant height and modifying growth hormone levels. Differences in the
responses of plant varieties and a correlation between the intensity of the stimulus and

the expression of genes related to the response to mechanical stress were also observed.

Based on the results, it can be concluded that mechanical stimulation can be used as

a ,,substitute” for chemical retardants in controlling the growth of Petunia xatkinsiana.

Keywords: tigmomorphogenesis, mechanical stimulation, phytohormones, TCH genes,

plant growth regulation, Petunia xatkinsiana
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Lista skrotow

AUX1 — Auxin Efflux Carrier 1, no$nik biatka auksyn

Ca?*~ wolne jony wapnia

CAD - dehydrogenaza alkoholu cynamylowego

CaM53, CaM72, CaM81 — CalModuline, geny kodujace biatka kalmodulin
CCC - Cycaocel, chlorek chlormekwatu

CKs — cytokininy

CML — Calmodulin-like proteins, biatka podobne do kalmoduliny

GAs — kwas giberelinowy

GAs — gibereliny

GH 3.1 — Gretchen Hagen 3, gen kodujacy enzym syntetazy amidowej, odpowiedzialny
za homeostaze auksyn

IAA — endogenny kwas indolilo-3-octowy

IAAO — oksydaza kwasu indolilo-3-octowego

LAX1 — Like-Auxl 1, homolog no$nika biatka auksyn

PAL - fenyloalaninoamoniakoliaza

PBZ — paklobutrazol

PIN1 — PIN-FORMED 1, bialko transportujace auksyny
POX/POD — aktywno$¢ peroksydazowa

RAM — Root Apical Meristem, merystem wierzchotkowy korzenia
ROS - reaktywne formy tlenu

SAM - Shoot Apical Meristem, merystem wierzchotkowy pedu
SM - skarlanie mechaniczne

s.m. — suchej masy

TCH — Touch-induced genes, geny indukowane dotykiem
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PRZEGLAD LITERATURY

1.  Tigmomorfogeneza (stres mechaniczny, stres dotyku)

Tigmomorfogeneza to zjawisko, ktore wcigz pozostaje stabo zbadane,
a dostepna literatura na ten temat jest ograniczona. Najwicksze zainteresowanie tym
zagadnieniem miato miejsce w latach 70. i 80. XX wieku. Po raz pierwszy zostato
opisane w 1973 r. przez Mark’a Jaffe (Jaffe 1973) a inspiracja dla jego badan bylo
opracowanie sporzadzone przez Karola Darwina, ktory w swoich pracach sugerowal, ze
ros$liny reaguja na bodzce mechaniczne a stres moze mie¢ istotny wpltyw na wzrost
1 rozwoj roslin (Darwin i Darwin 1880).

Termin ,tigmomorfogeneza” opisuje adaptacyjng kaskad¢ reakcji rosliny
(molekularna, biochemiczna, biofizyczna, fizjologiczng oraz anatomiczng) indukowana
przez bodziec mechaniczny (Kouhen i in. 2023). Wciaz jednak brakuje kompleksowych
badan, ktére by w pelni wyjasnialty mechanizmy oraz skutki tego zjawiska dla rozwoju
roslin, co sprawia, ze jest to obszar wymagajacy dalszych badan. W konteksScie
rosngcego nacisku na zréwnowazone rolnictwo oraz wycofywanie chemicznych
regulatorow wzrostu przez Uni¢ Europejska (European Commission 2020), temat ten
nabiera szczegélnego znaczenia. Mechaniczne bodzce, ktére indukuja zmiany
molekularne, biochemiczne 1 morfologiczne w roslinach, moga stanowi¢ realng
alternatywe dla tradycyjnych metod kontrolowania wzrostu z uzyciem ro6znych
regulatorow. Dlatego istnieje pilna potrzeba dalszych badan, ktore poglebia wiedz¢ na
temat mechanizméw rzadzacych tigmomorfogeneza i1 mozliwosci jej zastosowania
w praktyce ogrodniczej, co jest szczegollnie istotne w obliczu wspotczesnych wyzwan
ekologicznych i ekonomicznych.

BodZce fizyczne odbierane przez roSliny sa zréznicowane. Zgodnie
z nomenklaturg opracowang przez Mitchella i Myers’a (1995), reakcje roslin na
oddziatywanie bodzca dotykowego, mozemy podzieli¢ na tigmotropizm oraz
tigmonastie. Tigmotropizm to reakcja rosliny na bodziec o dziataniu kierunkowym,
ktorych skutkiem jest zahamowanie lub zmiana wzrostu tylko z jednej strony (Telewski
2012). Przyktadem takiej reakcji jest owijanie si¢ wasOw czepnych roslin pnacych
woko6t podpdr (Sparke 1 Wiinsche 2020). Tigmonastia jest to reakcja rosliny na bodziec

mechaniczny, ktora przebiega autonomicznie, od kierunku bodzca, i obejmuje wysoce
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wyspecjalizowane modyfikacje organdéw roslinnych (Monshausen i in. 2008).
Przyktadem jest mechanizm zamykajacy liscie putapkowe np. u Dionaea muscipula
czy Drosera capensis (Markin i Volkov 2012).

Reakcja roslin na bodziec mechaniczny zalezna jest od czestotliwosci, rodzaju
oraz intensywnosci dziatania bodzca, a takze niejednokrotnie gatunku lub odmiany
ro$lin (Jaffe 1 Forbes 1993; Braam 2005; Wang i in. 2024a). U ro$lin wyzszych z reguty
odpowiedz na wystepujacy bodziec jest dlugofalowa i opiera si¢ na szeregu zmianach
na poziomie molekularnym, biochemicznym oraz morfologicznym (Jaffe 1973; Braam

1990; Braam 2005; Chehab i in. 2012; Monshausen i Haswell 2013; Moulia i in. 2015).

2. Reakcja roslin na stres dotyku

Reakcje roslin na stres dotyku sg istotnym ogniwem aklimatyzacji/adaptacji do
zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych. Odpowiedz ros$lin na stres mechaniczny
moze by¢ zaskakujgco szybka, a pierwsze oznaki moga pojawi¢ si¢ w przeciggu kilku
sekund od wystgpienia stresora (Telewski 2021). Szybkosci reakcji rosliny mozna
podzieli¢ na krotko i1 dlugoterminowa. Badania nad reakcjami dlugoterminowymi
dostarczaja informacji o dynamice wzrostu mierzonej w przedziale od tygodnia do
miesigca, natomiast badania krétkoterminowe traktuja najczgsciej o reakcji rosliny
z precyzyjng rozdzielczoscig czasowa 1 zakresem od kilku sekund do kilku dni.
Zarowno krotko- jak i dlugoterminowe odpowiedzi ro$lin na stres mechaniczny sa
kluczowe dla ich przetrwania w zmiennych warunkach §rodowiskowych. W odpowiedzi
na krotkotrwate bodzce, ros§liny uruchamiajg natychmiastowe reakcje na poziomie
biochemicznym 1 molekularnym, ktére moga obejmowa¢ zmiany np. w transporcie
jondéw wapnia 1 innych, aktywacje gendéw zwigzanych ze stresem oraz modyfikacje
struktur komoérkowych (Kouhen 2023). Natomiast dilugotrwale narazenie na stres
dotyku prowadzi do trwalych zmian w budowie ros$lin, takich jak zwigkszona
lignifikacja $cian komorkowych czy zmiana charakteru wzrostu. Te wieloaspektowe
odpowiedzi roslin pozwalajg im na optymalizacje swoich funkcji zyciowych 1 lepsze
przystosowanie do trudnych warunkéw Srodowiskowych. Istnieje jednak wiele
niewiadomych, wynikajacych z braku kompleksowych badan nad wigkszoscia

gatunkoéw roslin, co ogranicza zrozumienie reakcji roslin na stres dotyku.
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Warto podkresli¢, iz wigkszo$¢ dostepnych badan nad odpowiedzig roslin
zielnych na bodziec mechaniczny opiera si¢ na badaniach przeprowadzonych na
Arabidopsis thaliana (Johnson 1 in. 1998; Uchida 1 in. 2002; Kimbrough 1 in. 2004;
Montgomery i in. 2004; Kimbrough i in. 2004; Paul-Victor i in. 2011; Louveaux 1 in.
2016; Zhou i in. 2017; Bornke 1 in. 2018; Mousavi i in. 2021; Matsumura i in. 2022;
Sutevski i in. 2023). Pomimo szerokiego zastosowania tej rosliny w licznych badaniach,
nie zawsze otrzymane wyniki majg przetozenie na reakcje innych gatunkow. W zwigzku
z tym, istnieje potrzeba prowadzenia badan na réznych gatunkach, aby lepiej zrozumiec
mechanizmy tigmomorfogenezy w kontek$cie szerszego poznania strategii

adaptacyjnych roslin oraz jej zastosowania w ogrodnictwie.

2.1. Odpowiedz na poziomie budowy morfologicznej i anatomicznej

Pierwszym wyraznym efektem dzialania stresu mechanicznego na wzrost rosliny
jest zahamowanie wzrostu (Coutand i in. 2010). Zmiana charakteru wzrostu roslin w
wyniku dziatania bodZca stresu mechanicznego byta przedmiotem wielu badan na
gatunkach roslin uprawnych (Jaffe 1973; Latimer 1991; Coutand 1 in. 2000; Paul-Victor
1 Rowe 2011), ozdobnych (Autio 1 in. 1994; Smith 1 Ennos 2003; Anten 1 in. 2005) oraz
na drzewach (Telewski 1 Jaffe 1986; Jafte 1 Forbes 1993; Watt 1 in. 2005; Gardiner 1 in.
2016). Powszechie znang reakcja tigmomorfogenetyczng jest zahamowanie wydtuzania
pedow potaczone ze zwigkszeniem jego $rednicy (Telewski i Jaffe, 1986; Braam 1 Davis
1990; Braam 2005; Anten 1 in. 2005; Hamant 2013). Stres mechaniczny powoduje
znaczne ograniczenie wzrostu u Helianthus annus (o 14%), Euphorbia pulcherrima
(o 11%), Scaevola aemula (o 39%), Ocimum basilicum (o 31%), Aster dumosus
(0 25%), Serianthes nelsonii (0 17%) czy Pelargonium sp. (0 21%) (Autio 1 in. 1994;
Bornke 1 Rocksch 2018; Marler 2019). Ros$liny poddawane stresowi dotyku stajg si¢
mniejsze, a ich pedy grubsze (Monshausen 1 Gilroy 2009). Zatrzymanie wzrostu
obserwuje si¢ miedzy trzecig a szOsta minutg po zastosowaniu bodzca mechanicznego
(Jaffe 1 in. 1976; Jaffe i in. 1985; Peacock 1 Berg 1994; Young i in. 1997; Coutand
2000). Czas potrezbny na zatrzymanie wydtuzania pedéw jest Scisle zalezny od
badanego gatunku rosliny np. dla Solanum lycopersicum wzrost zostal zahamowany po
godzinie od zadzialania bodzca (Coutand i in. 2000). Zahamowanie wzrostu w wyniku
pocierania, u mtodych ro$lin Cucumis sativus, zostalo odnotowane po 1 dniu od

rozpoczeciu stymulacji, natomiast u Mimosa pudica dopiero po 15 dniach (Jaffe 1973).
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W przypadku Bryonia dioica  wzrost zostal zahamowany po 3 minutach po
zastosowaniu bodzca mechanicznego. Po zatrzymaniu wzrostu, nie zaobserwowano
dalszego wydluzania przez okoto 2,5-3,5 godziny. Po tym czasie obserwowano
ponowny wzrost pedu, ale na znacznie obnizonym poziomie. Zdaniem Telewskego 1 in.
(2021), wzrost zostaje wznowiony po ok. 30-60 minutach od zakonczenia stresu.
Modyfikacja wzrostu roslin jest reakcja adaptacyjna do =zaistniatych warunkow
srodowiskowych (Telewski 1 Jaffe 1986). W badaniach na Phasoleus vulgaris
zaobserwowano, ze zmniejszone wydluzanie miedzywezli byto spowodowane zaréwno
zmniejszonym wydtuzaniem komorek epidermy oraz komoérek kory jak i mniejsza
liczba komorek migkiszowych towarzyszacym wigzkom przewodzacym i w rdzeniu
pedu (Biro 1 in. 1980). Zwiekszona S$rednica todygi wnikata ze zwigkszonej $rednicy
komorek kory oraz zwigkszonej produkcji wtornego ksylemu. W odpowiedzi na bodziec
mechaniczny u Zea mays, Liquidambar styraciflua, Ficus costaricensis, Apium
graveolens, Helianthus annuus, Petunia xatkinsiana zaobserwowano tworzenie si¢
tkanki wzmacniajacej w pedach (Whitehead i Luti 1962; Biddington 1986; Jaffe i in.
2002; Chehab 1 in. 2009). Jednakze w przypadku niektérych gatunkow (Solanum
lycopersicum, Festuca arundinacea, Phaseolus vulgaris, Capsella bursa-pastoris,
Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana), dzialajacy bodziec spowodowat zwigkszona
elastycznos¢ tkanek (Biddington 1986; Niklas 1998; Anten 1 in. 2005; Wang 1 in. 2008).
W doswiadczeniu na Helianthus annuus wykazano, ze sztywnos¢ 1 zwigkszona
wytrzymato$¢ lodygi wystepuje podczas jej dotykania (Smith 1 Ennos 2003). Natomiast
zastosowanie strumienia powietrza powoduje zwiotczenie lodygi 1 wigksza jej
elastycznos$¢ niz u roslin kontrolnych.

Tigmomorfogeneza jest procesem ztozonym. Pomimo, Ze zjawisko jest uwazane
za uniwersalne, odpowiedz u roslin drzewiastych oraz zielnych jest zupeknie inna.
W przypadku roslin drzewiastych, odpowiedz rosliny czesto powoduje zmiany w
strukturze drewna oraz charakterze przyrostu wtdrnego, co prowadzi do bardziej
ztozonych modyfikacji na poziomie architektury calej rosliny (Telewski 1 in. 1996;
Telewski 1 Pruyn 1998; Badel i in. 2015; Gardiner i in. 2016). Ro$liny te moga
reagowa¢ na bodZce mechaniczne poprzez zwigkszenie grubosci pnia, co stanowi
adaptacje pozwalajaca na wiekszg odpornos¢ na sity zewnetrzne, takie jak wiatr. Wzrost
moze by¢ bardziej kompaktowy, z mniejsza liczbg pgddéw bocznych, mniejszg
powierzchnig lisci/igiet oraz gestszym ulistnieniem (Telewski i Jaffe 1986; Niklas 1996;
Telewski i Pruyn 1998; Wu 1 in. 2016). Larson (1965) odnotowal wzrost liczby
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2.1. Odpowiedz na poziomie budowy morfologicznej i anatomicznej

grubosciennych cewek w drzewach poruszajacych si¢ pod wplywem wiatru
w poréwnaniu z drzewami nie poddanymi stresowi. Z kolei u Liquidambar styraciflua
dtugos¢ 1 srednica elementdw naczyniowych oraz dlugo$¢ widkien drzewnych ulegly
zmniejszeniu po poddaniu roslin wymuszonemu ruchowi (Neel 1971) .

Obserwuje sie, ze po ustaniu wzrostu na dtugos¢, nastgpuje szybkie zwigkszanie
srednicy rosliny, jako nastgpstwo stresu dotyku (Coutand 2010). W przypadku topoli,
zaobserwowano, iz wzrost $rednicy miodych lodyg trwal od 2 do 3 dni. Nastepnie
zaobserwowano spadek tempa wzrostu na szeroko$¢ oraz powrot szybkosci wzrostu do
warto$ci przed dotykiem. Zdaniem Telewski i in. (2021) rozrastanie si¢ roslin na
szeroko$¢, odbywa si¢ od 6 do 24 godzin od wystapienia bodzca stresowego. Brak jest
jednak wiekszej liczby badan w tym zakresie, aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki.

Stres mechaniczny oddzialuje nie tylko na architekture calej rosliny,
ale modyfikuje wyglad lisci (Johjima i in. 1992; Zajaczkowska in. 2024). W badaniach
Liu i in. (2016), Markovi¢ i in. (2016), Zajaczkowska i in. (2024) zaobserwowano, ze
w nastepstwie dziatania stresu dochodzi do modyfikacji wloskow wydzielniczych.
W badaniach Liu i in. (2016) zaobserwowano, ze wtoski na lisciach Arabidopsis
thaliana mogag dziala¢ jako przelacznik mechanosensoryczny, przeksztalcajac bodzce
mechaniczne w sygnaty fizjologiczne, gtownie poprzez nacisk wywierany na podstawe
wloskow wydzielniczych (np. wywieranej przez owady). Dodatkowo autorzy
zaobserwowali spadek stezenia wapnia w $cianach komorkowych wiloskéw pod
wptywem dotyku.

W  przypadku doswiadczenia na pomidorze zaobserwowano znaczne
zmniejszenie powierzchni lisci, ich liczby oraz obnizenie suchej masy, w nastgpstwie
dotykania wierzchotka pedow (Johjima i in. 1992). W badaniach na Urtica dioica
zaobserwowano zmian¢ geometrii liScia na skutek kierunkowego bodzca dotyku
(Zajaczkowska 1 in. 2024). W badaniach Anten 1 in. (2010), stwierdzono, ze u Plantago
major dotyk powoduje tworzenie lisci z dtuzszymi ogonkami lisciowymi, blaszki
lisSciowe sa wydtuzone i ciensze. Jednak w tym samym dos$wiadczeniu zauwazono, ze
zastosowanie podmuchu wiatru, jako bodZca mechanicznego, powoduje odwrotny efekt,
do tego otrzymanego przez dotyk. W badaniach Cipolliniego (1997) na Phaseolus
vulgaris stwierdzono zwigkszenie grubosci blaszki liSciowe] w nastepstwie stresu
mechanicznego. Zdaniem Anten i in. (2010), odmienne reakcje adaptacyjne roslin sg
zwigzane z rodzajem bodZca mechanicznego. Zaréwno zwigkszenie jak i zmniejszanie

grubosci blaszki liSciowej ma za zadanie zmniejszy¢ prawdopodobienstwo uszkodzenia
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ro$liny na skutek silnych napr¢zen. Zdaniem Gardinera i in. (2016), zmniejszenie
powierzchni lisci jest reakcja adaptacyjng rosliny, w celu zmniejszenia oporu na czynnik
mechaniczny i1 zapobiegnigciu ewentualnym uszkodzeniom (wytamaniu czy wyrwaniu).
U roslin zielnych, reakcje na bodzce mechaniczne sg zazwyczaj prostsze i bardziej
skoncentrowane na bezposrednich modyfikacjach wzrostu, takich jak hamowanie
wydluzania pedow, zwigkszenie liczby pedoéw bocznych czy zmian w budowie lisci
(Telewski 1 Jaffe 1986; Johjima 1 in. 1992; Braam 2005; Hamant 2013; Gardiner i in.
2016).

Stres jest czynnikiem zaburzajacym proces kwitnienia u roslin (Wada i in. 2010,
Blanvillain 1 in. 2011; Pieterse 2012; Riboni i in. 2014; Rasool i in. 2015; Kazan
1 Lyons 2016; Takeno 2016). Przyspieszenie Iub zahamowanie kwitnienia
indukowanego stresem jest odpowiedzig adaptacyjng rosliny w nastepstwie
wystepujacego stresu (Vernieri i in. 2006; Morel i in. 2012). Reakcja na stres jest
zalezna od rodzaju bodzca, gatunku ros$liny, a nawet odmiany (Wada i Takeno 2010;
Takeno 2012; Takeno 2016). Wedlug Telewskiego (2021), tigmomorfogeneza jest
zjawiskiem zmniejszajacym potencjal reprodukcyjny roslin poprzez zmniejszenie liczby
kwiatow oraz opOznienie kwitnienia. Te wyniki zostaly potwierdzone
w do$wiadczeniach m.in. Braama (2005), Chehaba i in. (2012) czy Grahama 1 Wheelera
(2017). W doswiadczeniu nad Capsicum annum 'California Wonder', zaobserwowano
zmniejszenie liczby kwiatow o 10 szt./ rosling oraz odnotowano zdecydowanie
pozniejsze kwitnienie niz u roslin kontrolnych (Graham 1 Wheeler 2017).

Stres mechaniczny wptywa takze na architekture systemu korzeniowego
(Johjima 1 in. 1992; Gartner 1994; Gardiner i in. 2016; Sparke i Wiinsche 2020).
Kluczowym czynnikiem wplywajacym bezposrednio na te zmiany jest srodowisko
glebowe (rodzaj gleby, dostgpno$¢ prochnicy czy liczba przestworéw glebowych).
Darwin byl pierwszym badaczem, ktory zaobserwowat wptyw stymulacji mechaniczne;j
na wzrost korzeni (Darwin 1880). Przymocowal maty kawatek miki do jednej strony
wierzchotka korzenia grochu, a jej dotyk powodowat odginanie si¢ korzenia w kierunku
przeciwnym do materialu. Zdaniem Ennos’a (1993), korzenie pierwszego rzedu sa
skuteczne w zakotwiczaniu matych roslin oraz matych drzew. Glowng strategig
przeciwstawiania si¢ ewentualnym perturbacjom jest tworzenie gltgboko zakorzenionych
korzeni bocznych, dzigki czemu wigksza objetos¢ gleby ulega podtrzymaniu, a masa
korzeniowa jest trudna do oddzielenia od gleby. U ro$lin zielnych, zaobserwowano

zwigkszenie liczby oraz grubosci korzeni bocznych pierwszego rzgdu na skutek
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regularnego jednokierunkowego poruszania cze$ci nadziemnych (Goodman i Ennos
1998; Richter i in. 2009).

Przedstawione powyzej wyniki podkres§laja zlozonos$¢ reakcji adaptacyjnych
roslin na stres mechaniczny oraz ich zalezno$¢ od innych czynnikow srodowiskowych.
Poglebianie wiedzy na temat reakcji ro§lin na rézne bodzce mechaniczne pozwoli nie
tylko lepiej zrozumie¢ ztozone procesy fizjologiczne i biochemiczne, ktére podlegaja
regulacji, ale rowniez moze mie¢ praktyczne zastosowanie. Identyfikacja i zrozumienie
tych mechanizmoéw moze prowadzi¢ do opracowania nowych strategii regulacji funkcji

ros$lin w warunkach stresu srodowiskowego.

2.2. Odpowiedz na poziomie hormonalnym i enzymatycznym

Auksyny odgrywaja wazng role¢ w procesach aklimatyzacji metabolicznej
ro$lin w odpowiedzi na stres mechaniczny (Mitchell 1977; Erner 1 Jaffe 1982; Sanyal
i Bangerth 1998; Morita i Tasaka 2004; Esmon i in. 2006; Chehab i in. 2009; Sparke i
in. 2020; Telewski 2021). Stres dotyku powoduje zmniejszenie zawartosci kwasu
indolilooctowego (IAA) w roslinach Plantago major, Solanum lycopersicum,
S. tuberosum, Cyclanthera brachybotrys 1 Phaseolus vulgaris (Erner 1 Jaffe 1982;
Onoda 1 Anten 2011; Markovic 1 in. 2016). Zdaniem Tanimoto (2007) wspoidziatanie
auksyn oraz giberelin jest kluczowe dla wzrostu wydtuzeniowego pedow.

Badania fizjologiczne wskazuja na wazng role giberelin (GAs) w wydtuzaniu
migdzywezli (Sun 2008; Prusinkiewicz i1 in. 2009; Tian i Jiao 2015; Rinne 1 in. 2016;
Binenbaum i in. 2018; Serova 1 in. 2019). Stres mechaniczny prowadzi do zmniejszenia
zawartosci GAi, GAs, GAs oraz GAs (Suge 1978; Takahashi 1 Suge 1980; Lange
1 Lange 2015). W badaniach Lange i Lange (2015) na mutantach Arabidopsis z utrata
funkcji sygnalizacji giberelin (GA:1, GAs, GA4 oraz GA7) udowodniono, ze hormon ten
pelni kluczowa role w tigmomorfogenezie ros$lin. W badaniach Wang 1 in. (2024a)
dowiedziono, ze w kontroli zawartosci GA4, w wyniku dzialania stresu dotyku,
kluczowa role pelnig etylen oraz kwas jasmonowy. Jednak nie jest znane, czy istnieje
interakcja migedzy sygnalizacja kwasem jasmonowym (JA) i GAs w tigmomorfogenezie

(Wang i in. 2024a).
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W badaniach na Arabidopsis thaliana (Suge 1978) zaobserwowano spadek, po

okoto miesigcu, zawarto$ci GAs, w nastepstwie stresu mechanicznego. Do obnizenia

poziomu bioaktywnego GAs, dochodzi migdzy innymi w wyniku akumulacji jadrowych

biatek DELLA (Zentella i in. 2007; Qianyu i in. 2021). Gdy GAs wiaze si¢ ze swoim

receptorem (GID1), ten jest aktywowany, umozliwiajac

rozpoznanie biatek DELLA. Po

utworzeniu kompleksu GIDI-GA-DELLA jest on lokalizowany przez ligaze¢ SCF

(SLY1), wyzwalajac ubikwitynacj¢ DELLA i degradacje¢ przez proteasom 26S. (Ryc.1)
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Rycina 1. Model szlaku sygnalizacyjnego GAs.

Likwidowanie represji przez DELLA stymuluje wzrost

roslin. DELLA (bialko petniace rolg inhibitora w szlaku

sygnalizacji giberelinowej), GID1 (GA insensitive dwarfl;
receptor GA), SCF (SLY1, Skpl-cullin-F-box, kompleks
biatkowy regulujacy degradacj¢ bialek poprzez przytaczenie

ubikwityny), Ub (ubikwityna; biatko pelnigce rolg

znacznika, umozliwiajace proces ubikwitynacji),

Proteosome 26s (zlozona struktura biatkowa bedaca
kluczowym komponent uktadu degradacji biatek). Zrodto:

Salazar-Cerezo i in. (2018).

(Fleet 1 Sun 2005; Harberd i in.,
2009; Gao i in. 2011; Wallner
i in. 2016). Usunigcie biatek
DELLA powoduje ogromne
zmiany w ekspresji genow
i prowadzi tym samym do
wydluzenia komorek. Biatka te
réwniez

moga czeS$ciowo

regulowaé¢ wzrost 1 rozwoj
roslin poprzez oddziatywanie
szlakami

z réznymi

sygnalizacyjnymi, takimi jak te

zZwigzane z kwasem

abscysynowym, cytokinami,
etylenem, brassinosteroidami
oraz kwasem jasmonowym.
Po ekspozycji roslin
na stres abiotyczny, dochodzi
do zahamowania wzrostu, co
czgSciowo  jest
przez biatka DELLA (Achard
1 1in. 2006; Achard i in. 2008b;

Magome i in. 2008). U siewek

regulowane

Arabidospis thaliana ekspozycja na zasolenie wywolala redukcje endogennych

bioaktywnych GAs (Achard i in. 2008a; Magome i in. 2008), oraz jednoczesng
akumulacjg biatek DELLA (Achard i in. 2006). Wiele badan taczy funkcje tych biatek z
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ograniczonym wzrostem, w warunkach stresu abiotycznego, oraz pozytywnym
wpltywem na zwigkszenie tolerancji na stres (Magome 1 in. 2004; Achard
1 in. 2008b; Fukao i Bailey-Serres 2008). W wyniku akumulacji biatek DELLA
zaobserwowano zmniejszenie tempa tworzenia lisci, opdznienie czasu kwitnienia oraz
spowolnienie rozrostu korzeni (Achard i in. 2006). Brak jest szerszych badan
dotyczacych powigzania sygnalizacji GAs z tolerancja ro$liny na stres, poza dobrze
poznang rolg giberelin w regulacji zawartosci reaktywnych form tlenu (ROS) (Achard
iin. 2008a).

Podczas stresu mechanicznego dochodzi takze do zahamowania wydtuzania si¢
pedow, co jest wynikiem wzrostu aktywnosci oksydazy kwasu indolilooctowego
(IAAO), liazy amoniaku fenyloalaniny (PAL), dehydrogenazy alkoholu cynamylowego
(CAD) lub peroksydaz (POX), zwigzanych z obrong przed ROS (Cipollini 1998;
Karami i Saidi 2010). Zaréwno PAL jak i CAD s3 elementami szlaku enzymatycznego
odpowiedzialnego za biosynteze lignin. POX rowniez odpowiada za lignifikacje
1 suberynizacj¢ $cian komoérkowych, co prowadzi do spowolnienia wydluzania si¢
komorek (Quiroga i1 in. 2000; Gladala—Kostarz 2019). Zwiekszona aktywno$¢ tych
enzymoOw 1 powstawanie zdrewnialej tkanki uznaje si¢ za niespecyficzng odpowiedz
obronng rosliny w odpowiedzi na bodziec mechaniczny (Sparke i in. 2020). W wyniku
stymulacji mechanicznej dochodzi rowniez do zwigkszenia aktywnosci kwasu
1-aminocyklopropanokarboksylowego, kluczowego enzymu w szlaku biosyntezy
etylenu (de Jaegher i in. 1987).

Cytokininy (CKs) odgrywaja natomiast wazng role w lagodzeniu uszkodzen
ro$lin spowodowanych stresami abiotycznymi (Ullah i in. 2018; Keshishian i in. 2018;
Prerostova i in. 2018; Liu i in. 2020). Oprocz stymulacji podziatow komorkowych,
cytokininy sa réwniez odpowiedzialne za starzenie si¢ roslin, poprzez hamowanie
rozktadu chlorofilu, kwaséw nukleinowych, bialek oraz innych zwigzkéw, oraz
redystrybucje niezbednych aminokwasdéw, hormondéw 1 soli nieorganicznych do réznych
czesci rosliny (Ullah 1 in. 2018). W badaniach Beyla i Mitchell (1983) zaobserwowano
zwigkszong zawarto$¢ cytokinin w soku ksylemowych todygi Helianthus annuus,
natomiast niskg zawarto§¢ w lisciach roslin stresowanych mechanicznie. Na poziomie
molekularnym zmiany stezenia cytokinin wplywaja na reakcje rosliny na stres,
najprawdopodobniej poprzez zmian¢ produkcji ROS. Rosliny traktowane cytokining

(lub mutanty ze zmieniong produkcja lub degradacja cytokininy) wykazuja zaburzenia
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homeostazy ROS, co moze mie¢ wpltyw na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych
(katalaza, peroksydaza askorbinianowa), peroksydacj¢ lipidow oraz ekspresje gendow
zaangazowanych w fotosyntez¢ 1 odpowiedz rosliny na stres abiotyczny (Zavaleta-
Mancera i in. 2007; Nishiyama i in. 2011; Lubovska i in. 2014; Xu i in. 2016; Skalak
iin. 2016).

Szczegoétowe badania dotyczace zmian zawartosci cytokinin pod wplywem
stresu mechanicznego s3 ograniczone. Zdaniem Liu i in. (2020), wszystkie stresy
abiotyczne hamujg wzrost roslin i1 indukujg produkcje ROS, co wskazuje na,
podobienstva mechanizméw wywotywanych dzialaniem réznych stresow. Na
podstawie dostepnych danych dotyczacych roli cytokinin w reakcji roslin na rézne
stresy abiotyczne, mozna przypuszczaé, ze ich mechanizmy dzialania réwniez w
przypadku stresu mechanicznego moga by¢ podobne. Zatem cytokininy moga réwniez
uczestniczy¢ w adaptacji roslin do stresu dotyku, regulujac produkcje ROS, poprzez
aktywacje¢ ukladu antyoksydacyjnego i nastepnie tagodzac skutki stresu. Ponadto, ich
rola w redystrybucji metabolitow oraz hamowaniu proceséw starzenia mogtaby réwniez
odgrywaé kluczowa funkcje w adaptacji ro$lin do dlugotrwatego dziatania bodZcéw
mechanicznych. Jednakze na poparcie tych hipotez, konieczne jest przeprowadzenie

szczegdlowych badan.
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3. Odpowiedz na poziomie molekularnym-geny TCH (Touch)

Badania na Arabidopsis thaliana dostarczytly istotnych informacji o sposobach,
reakcji, roslin na réznorodne bodzce srodowiskowe, takie jak dotyk, wiatr, woda czy
zmiany temperatury (Braam i in. 1990; Braam 1992; Antosiewicz i in. 1995; Xu i in.
1995; Polisensky i Braam 1996). Geny indukowane dotykiem TOUCH (TCH) zostaty
odkryte przypadkowo przez Braama i Davisa (1990). Przeprowadzony przez nich
eksperyment wykazal, ze pewne geny ulegaja gwaltownemu wzrostowi ekspresji
podczas zastosowania pozornie nieszkodliwych bodzcéw mechanicznych (Braam i
Davis 1990). Nastgpnie zaobserwowano, ze ekspresja genéow TCH jest réwniez
indukowana przez bodzce, ktdre nie wydajg si¢ mie¢ wtasciwosci mechanicznych, takie
jak ciemno$¢ czy szok temperaturowy. Regulacja opisanych przez nich genow jest
zatem niezwykle zlozona, a ich indukcja moze zachodzi¢ nie tylko w wyniku bodzcow
mechanicznych, ale takze hormonalnych (Braam i in. 2000; Lee i in. 2005).

Produkty genow TCH odgrywaja kluczowa rol¢ w adaptacji ro$lin do
srodowiska. TCHI jest odpowiedzialny za synteze kalmodulin (ang. Calmodulin, biatko
kalmodulina), a TCH2 1 TCH3 koduja biatka CML (ang. Calmodulin-like proteins),
natomiast TCH4 jest zwigzany z synteza endotransglukozylazy/hydrolazy ksyloglukanu
(XTH22). Kalmoduliny sg zaangazowane w wewnatrzkomorkowy przekaz sygnatow z
udzialem wapnia (Ca?"), co moze umozliwia¢ wzmocnienie odpowiedzi komoérek na
stres mechaniczny (Braam 1 in. 1996). Geny TCH, takie jak TCH1, TCH3 czy TCH4,
ulegaja przejsciowe] nadekspresji juz w kilka minut po wystagpieniu bodzca (Braam 1
Davis 1990; Braam i in. 1996).

W badaniu Antosiewicz i in. (1995), zaobserwowano, ze stymulacja wiatrem
powoduje ekspresje biatka TCH3, a najwyzszg jego zawartos¢ stwierdzono w centralnej
czgsci merystemu wierzchotkowego, w primordiach lisciowych oraz wewnatrz
kambium naczyniowego. Sygnatem uaktywniajacym geny TCH2, TCH3 oraz TCH4,
jest zwickszajacy sie poziom wolnych jonéw wapnia (Ca*") w cytoplazmie (Braam i in.
1992). Rozpoczecie ekspresji genow TCH obserwuje si¢ juz 10-30 min od wystgpienia
stresu, natomiast powrot ekspresji do wyjsciowego poziomu po 1-2 h od jego
wywolania (Telewski in. 2021).

Jones 1 Mitchell (1989) zaobserwowali czg¢sciowe zahamowanie reakcji
tigmomorfogenetyczne] u Glycine max w wyniku zastosowania inhibitorow

kalmoduliny. Wyniki te sugeruja zatem, ze funkcja kalmoduliny jest przynajmniej
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cze$ciowo wymagana do zahamowania wzrostu po zastosowaniu stresu dotyku. Wg. Ko
1 in. (2004), ekspresja genu TCH2 jest indukowana w migdzywezlach pedow nie
narazanych na bodziec zewngtrzny, co sugeruje, ze rosngca roslina sama generuje
bodzce wewnetrzne a biatka wigzace wapn mogg przekazywacé ten sygnat. Zdaniem
autorow mozliwe jest, ze gen ten odgrywa role w przekazywaniu sygnatu w momencie
formowania wtérnego ksylemu. Dane te wskazuja, ze ekspresja TCH moze by¢ nie
tylko regulowana w odpowiedzi na zewngtrzne zaburzenia mechaniczne, takie jak
dotyk, ale takze przez sity mechaniczne, ktore ujawniajg si¢ podczas normalnej
morfogenezy roslin (Xu i in. 1995; Braam 2000).

W przypadku Arabidopsis thaliana tigmomorfogeneza jest regulowana przez
ztozong sie¢ sygnalizacyjng skladajaca sie¢ z ponad 3000 gendéw (ponad 11% gendw
A. thaliana) (Wang 1 in. 2024b). Pierwsze zmiany w poziomie ich ekspresji zachodza
juz 5 min od wystapienia bodzca dotyku. U A. thaliana ponad 2,5% z 589 genow
zaangazowanych w tigmomorfogenezg, pod wplywem dotyku zwicksza przynajmniej
dwukrotnie aktywno$¢ (Lee 1 in. 2005). Natomiast w badaniach Braama i Davisa
(1990), u roslin 4. thaliana ,,stresowanych ciemnoscia”, po 30 minutach od rozpoczecia
stresu, zaobserwowano 10-100 krotny wzrost ekspresji genow TCH. U ponad potowy
wszystkich genow A. thaliana indukowanych dotykiem obserwuje si¢ rowniez wzrost
ekspresji w wyniku stresu ciemnosci (Lee 1 in. 2005). Regulacja ekspresji genéw TCH
zostata dodatkowo powigzana z sygnalizacja jasmonianowa (JA) (Hamant i in. 2017).
Mechanostymulacja wigze si¢ tutaj z uruchomieniem szlakow sygnalizacji JA jako
czesci regulacji funkcji kambium, ktora indukuje produkcje JA 1 ekspresje genow
biosyntezy JA (Sehr i in. 2010). Zatem rozwdj wiedzy o genach TCH pozwala lepiej
zrozumie¢ szlaki sygnalowe umozliwiajace ros§linom przystosowanie si¢ do

dynamicznie zmieniajacych si¢ warunkéw otoczenia.
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Retardanty wzrostu (ang. plant growth regulators, PGRs) sa grupa regulatorow
roslinnych szeroko stosowanych w rolnictwie oraz ogrodnictwie w celu kontrolowania
wzrostu roslin poprzez zahamowanie elongacji pedow, a jednoczesnie wspieranie
rozwoju generatywnego, takiego jak kwitnienie czy owocowanie (Pateliya i in. 2014;
Koutroubas i in. 2015; Kasem 1 in. 2015; Rademacher 2016; Koutroubas 1 Damalas
2016). Historia stosowania retardantéw wzrostu si¢ga potowy XX. wieku, kiedy to po
raz pierwszy wprowadzono $rodki chemiczne majace wpltyw na procesy wzrostu roslin
(Rademacher 2016). W 1950 r. jednym z pierwszych zastosowanych retardantéw
wzrostu byl chlorek chlormekwatu (CCC, Cycocel), wykorzystywany w celu
zwigkszenia odpornos$ci zb6z na wyleganie (Fletcher 1 Kirkwood 1982). Zastosowanie
CCC hamowato elongacj¢ pedow oraz zwigkszato ich stabilno$¢ (Rademacher 2000).
W przypadku upraw Brassica napus stosowanie retardantow nie tylko ograniczylo
dlugos$ci pedow, ale rowniez wplyne¢to na rozklad biomasy, zwigkszajac rozrost systemu
korzeniowego (Miliuviene i in. 2004; Mihaylov 2024).

Retardanty wzrostu znajduja szerokie zastosowanie roéwniez w uprawach
sadowniczych, gtownie w celu regulacji wzrostu wegetatywnego, poprawy plonowania
oraz zwigkszenia odpornosci drzew owocowych na warunki stresowe. Substancje
aktywne takie jak proheksadion wapnia czy paclobutrazol (PBZ) sa wykorzystywane do
ograniczenia wzrostu pedow, co ulatwia pielegnacje, poprawia dostep Swiatta wewnatrz
korony oraz sprzyja lepszemu zawigzywaniu owocoOw (Rademacher 2000). Retardanty
sa rowniez stosowane w celu zwiekszenia efektywnosci fotosyntezy poprzez
zwigkszenie stosunku lici asymilacyjnych do masy drewna. Badania wykazaty,
ze zastosowanie proheksadionu wapnia w sadach jabloniowych zmniejsza ryzyko
wylegania drzew oraz poprawia jako$¢ owocow dzigki zwiekszonej akumulacji
weglowodanow w owocach (Rademacher 1 in. 2004; Kashirskaya i in. 2021).

Retardowanie chemiczne odgrywa kluczowa role podczas produkcji roslin
rabatowych oraz doniczkowych (Pobudkiewicz i Nowak 1994; Pobudkiewicz 2014).
Odpowiednia kontrola pokroju rosliny jest niezwykle wazna zaréwno z perspektywy
estetycznej jak 1 funkcjonalnej. W przypadku ro$lin rabatowych, zbyt intensywny

wzrost, wybujato$¢ oraz nieregularny ksztatt wptywaja negatywnie na odbiér wizualny
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ros$liny. Wedtug Henschke i in. (2013) wyglad ro$liny oraz jako$¢ s3 determinantami,

ktorymi kieruje si¢ konsument podczas zakupu ro$lin. Sprzedawcy detaliczni oraz

konsumenci ch¢tniej kupuja rosliny ktére sg zwarte 1 dobrze zaggszczone (Bergstrand
2017).

Retardanty wzrostu maja za zadanie zapobiega¢ podziatom komdrkowym oraz
wzrostowi w obszarze ponizej wierzcholka, ale nie maja wplywu bezposrednio na
tkanki merystematyczne (Latimer i Whipker 2019). Najczesciej dziatanie PGR odbywa
si¢ poprzez zahamowanie produkcji giberelin (blokowanie szlaku biosyntezy giberelin,
przez zahamowanie aktywno$ci enzyméw odpowiedzialnych za ich synteze),
co wplywa na ograniczenie tempa wzrostu rosliny (Baiién i in. 2005; Warner 1 Erwin
2005). W badaniach Bosch 1 in. (2016) na Physalis angulata zauwazono, ze im wyzsze
stezenie PBZ, jednego ze stosowanych w produkcji roslinnej retardantu, tym silniejszy
efekt zahamowania wysokosci ro§lin. Jednakze przy wysokim stezeniu preparatu
(150 mg L") ro$liny wykazujg oznaki fitotoksycznoéci oraz nie wydaja owocow.
Badania Hamza i in. (2007) na Pelargonium zonale, potwierdzily, ze zastosowanie
retardantow chemicznych wplywa na zwigkszenie liczby pedow bocznych,
zmniejszenie $rednicy kwiatdw, zmniejszenie liczby kwiatdow w kwiatostanie oraz
op6znienie kwitnienia. Zastosowanie CCC spowodowalo zmniejszenie wysokosci roslin
srednio o 26%, a PBZ o 45%. Ponadto badacze zauwazyli istotny wpltyw rodzaju
stosowanych retardantow, liczby zabiegéw retardowania chemicznego w sezonie, na
badane parametry. Nieco inne wyniki otrzymali Pobudkiewicz i Maciorowski (2015).
Badali oni wplyw flurprimidolu na dwoch odmianach Pelargonium xhortorum.
Zaobserwowali, ze ro$liny retardowane chemicznie byly nizsze (§rednio o 45%
w stosunku do kontroli), ale retardant nie miat wptywu na przewodnictwo szparkowe,
szybkos$¢ transpiracji, liczbe dni kwitnienia, powierzchnig lisci, Swiezg oraz suchg mase¢
kwiatostanu oraz liczbe kwiatostanow. W badaniach Taherpazira i Hashemabadiego
(2016) na Zinnia elegans, zauwazono zalezno$¢ miedzy wielko$cia doniczek
a retardantem (CCC). Przy wickszej doniczce (14-16 cm) oraz wysokiej dawce
preparatu (1000 ppm), otrzymano rosliny wysokie z duza liczba kwiatow. Ponadto
stezenie retardantu nie miato wplywu na $rednice kwiatow oraz okres kwitnienia.

Oprocz zaspokajania potrzeb konsumenta, podczas produkcji wazne sg rowniez
inne aspekty niskich oraz kompaktowych roslin. Z punktu widzenia logistyki, zbyt
wybujata roslina jest zdecydowanie trudniejsza w transporcie, tatwiej jest ja uszkodzic¢

oraz poczatkowo stwarza do$¢ duzg trudnos¢ w sadzeniu oraz pielggnacji (Bergstrand
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2017). Stosowanie przez producentdw retardantow wzrostu, pozwala na dostosowanie

wzrostu i pokroju rosliny do okreslonych standardow podwyzszajac tym samym jej

warto$¢ handlowa. Ponadto mniejsza roslina pozwala na wyprodukowanie wigkszej

ilosci roslin na tej samej powierzchni, co ma pozytywny przekltad na rentownosc
produkc;ji.

Rosngca $wiadomos$¢ ekologiczna oraz liczne regulacje prawne, zwigkszaja
nacisk na zrownowazone praktyki ogrodnicze (Bergstrand 2017). Kluczowym krokiem
w produkcji stato si¢ poszukiwanie alternatywnych rozwigzan regulowania pokroju
ro$lin rabatowych, tak aby mozliwie w jak najwigkszym stopniu zrezygnowac ze
stosowania chemicznych $rodkéw. Wprowadzenie strategii "od pola do stotu”
(ang. from Farm to Fork) przez Komisje Europejska w 2020 roku podkresla
konieczno$¢ redukcji stosowania chemicznych $rodkow w  rolnictwie w celu
zwigkszenia zrownowazenia produkcji zywnosci oraz ochrony zdrowia ludzi
i $rodowiska (European Commission, 2020). Strategia ta zaklada ograniczenie
stosowania chemicznych regulatoréw wzrostu, ktore moga wptywaé na jakos¢ gleby,
biordéznorodno$¢ 1 bezpieczenstwo zywnos$ci. Alternatywne technologie, takie jak
mechaniczne regulowanie wzrostu, biostymulatory czy metody inzynierii genetycznej,
sg kluczowe dla realizacji celow strategii, poniewaz pozwalaja zmniejszy¢ zaleznos¢ od
chemicznych $rodkéw 1 ograniczy¢ ich negatywny wpltyw na Srodowisko. Wspieranie
takich technologii wpisuje si¢ w zatozenia Europejskiego Zielonego Ladu i dazen do
neutralnosci  klimatycznej, zgodnie z wizja zréwnowazonego systemu rolno-
spozywczego (European Commission, 2020).

Poczatkowo badania nad stresem mechanicznym w roslinach, jako alternatywa
dla retardantow chemicznych, byly intensywnie prowadzone w latach 70. i 80. XX
wieku. (Turgeon 1971; Hammer i in. 1974; Jaffe 1976; Beyl i Mitchell 1977; Takaki
1977; Wheeler 1 Salisbury 1979; Biddington 1986). Jednak w miar¢ uptywu czasu,
sceptycyzm zwigzany z trudnoscig uzyskania spdjnych wynikow oraz wygoda
1 skuteczno$¢ chemicznych regulatorow wzrostu spowodowaty zahamowanie dalszych
prac w tej dziedzinie. Niemniej jednak, poczawszy od poczatku XXI wieku,
zainteresowanie mechanizmami stresu mechanicznego zostalo ponownie podjete,
gtownie w odpowiedzi na rosngce obawy dotyczace negatywnego wptywu chemicznych
substancji na $rodowisko i zdrowie czlowieka. (Tatineni i in. 2000; Singh i in. 2000;

Rademacher i Bucci 2002; Silva i in. 2003).
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Odpowiedz ro$lin na stres mechaniczny jest zréznicowany i moze si¢ r6éznié
w zalezno$ci od gatunku rosliny oraz rodzaju zastosowanego bodzca mechanicznego,
co wpltywa na ostateczne efekty adaptacyjne i wizualne (Jaffe 1973; Telewski 1 Jaffe
1986; Latimer 1991; Autio 1 in. 1994; Coutand i in. 2000; Braam 2005; Monshausen i
Gilroy 2009; Hamant 2013; Bornke i Rocksch 2018; Marler 2019). Rozne formy stresu
mechanicznego, takie jak zginanie, potrzasanie, zranienie, dotyk, wiatr, czy uderzenia,
wywotujg odmienne odpowiedzi fizjologiczne i biochemiczne w roslinach, co sprawia,
ze zjawisko to jest jeszcze bardziej skomplikowane 1 wymaga dalszych badan (Kouhen i
in. 2023).

Zmiany morfologiczne zachodzace pod wplywem wiatru byly pierwszym
bodzcem badanym w kontekScie stresu mechanicznego (Jaffe 1976, Jaffe 1985).
Ze wzgledu na charakter bodzca, zdecydowanie wigksza cze$¢ publikacji na ten temat
dotyczy drzew i krzewow (Gardiner i in. 2016). W przypadku badan na roslinach
zielnych, w wyniku dziatania wiatru, gléwng reakcja jest zahamowanie wzrostu,
elongacji pedéw, relokacje biomasy do korzenia oraz zwigkszenie $rednicy lodygi
(Whitehead 1962; Jaffe 1985; Niklas 1998; Moulia i in. 2006; Telewski 2006; Coutand
2010; Gardiner i in 2016).

Zastosowanie wiatrakow w szklarniach jest obecnie uznawane za jedng
z najbardziej ekonomicznych i prostych metod poprawy warunkow uprawy roslin.
Mechaniczne oddziatywanie wiatru ma istotny wpltyw na wzrost i pokroj roslin, co
czyni go potencjalng alternatywa dla chemicznych regulatorow wzrostu. Jednakze
stosujac to rozwigzanie nalezy pamig¢ta¢ o wplywie wiatru na modyfikacje
mikroklimatu w szklarni (np. obnizenie temperatury, zmniejszenie wilgotnosci
powietrza czy zwickszenie tempa transpiracji) (Anten 1 in. 2006). Wyniki badan
wskazuja, ze skuteczno$¢ tego rozwigzania jest silnie zalezne od gatunku rosliny,
predkosci wiatru oraz czasu trwania ekspozycji (Tab. 1). Szczegdlty dotyczace wptywu
wiatru na wyglad réznych gatunkéw, w kontek$cie alternatywy dla stosowania
retardantow chemicznych, zostaly zestawione w Tabeli 1, ktéra podsumowuje
réznorodno$¢ reakcji roslin na ten rodzaj bodZca mechanicznego oraz réznorodno$é

metod badawczych stosowanych w eksperymentach.
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Tabela 1. Wptyw wiatru na wyglad rosliny oraz kwitnienie

Gatunek Efekt Parametry Zrodlo
stymulacji
dotykowej roslin
Sinapis alba Obnizenie ilosci liSci oraz 2,2 i 6,0 m s! | Retuerto i
biomasy; przez 42 dni Woodward (1992)
skrocenie todygi
Rosa sp. Brak wptywu na pokroj; Od 0,08 do 0,35 | Mortensen i
opOznienie kwitnienia m-s!, brak | Gislered (1997)

danych o czasie
trwania

Plantago major

Zmniejszenie powierzchni
blaszki lisciowej;
skrocenie ogonkow
lisSciowych

0,2 lub ok. 23
m-s !, 24 h/dobe

Anten i in. (2010)

Impatiens
walleriana
‘DeZire’

Im wyzsza predkos¢ tym
nizsze rosliny

4.5 m-s™h
sekwencja 5 min
dziatania na 10

min przerwy przez
24 h

Spadek ogolnej swiezej
masy roslin

powyzej 0,8 m-s™,
sekwencja 5 min
dzialania na 10
min przerwy przez
24 h

ms

Andersson (2011)

Petunia hybrida | Brak wptywu na wysokos¢ | 4,5
‘Tidal Wave’ sekwencja 5 min
dzialania na 10
min przerwy przez
24 h
Solanum Zahamowanie wydtuzania | 8 m-s™!, przez 24 | Van Gaal i Erwin
lycopersicum todygi h (2005)

Wplyw na architekture
ro$liny porownywalny do
zastosowania retardantu
chemicznego (Diniconazol)

2 ms', 10 h
dziennie przez 20
dni

Hwang i in. (2019)

Spowolnienie tempa
wzrostu,

wzrost masy korzeni o ok.
35%

0,6 ms', co 30
min, czas trwania
5 min

Liiin. (2020)

Redukcja wzrostu o 33%

17,1 m-s™, przez
14 dni

Sparke i in. (2022)

Uszkodzenie lisci oraz
pedéw bocznych

2 ms', brak

danych

Liui1in. (2023)

Spowolnienie tempa
wzrostu pedow oraz lisci;
Stymulacja wzrostu korzeni

3 m-s, 30 min/15
dni

Yang 1 in. (2024)
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Kolejnym efektywnym rozwigzaniem w regulowaniu pokroju roslin jest

zastosowanie mechanicznych bodzcow takich jak bezposrednie potrzasanie lub wibracje.

Szczegbdly dotyczace wpltywu wibracji 1 potrzgsania na rézne gatunki roslin oraz

zastosowanych metodologii badawczych zostaly przedstawione w tabeli ponize;j.

W Tabeli 2 przedstawiono zaréwno potencjat tej metody, jak i réznice w odpowiedzi

poszczeg6lnych gatunkéw na ten rodzaj bodzca mechanicznego.

Tabela 2. Wplyw wibracji na wyglad oraz kwitnienie ro$lin

op6znienie dojrzewania
kwiatow oraz owocow

Gatunek Efekt Parametry Zrédlo
stymulacji
dotykowej roslin
Chrysanthemum Zmniejszenie wysokosci | 1 raz dziennie przez | Hammer i in. (1974)
morifolium ro$lin 0 20-30%; 30s
wigksza liczba krotszych
migdzywezli.
Chrysanthemum Zmniejszenie 3 razy dziennie przez 5 | Beyl i Mitchell
morifolium ‘May | wydtuzenia min (czas trwania oraz | (1977)
Shoesmith’ mi¢dzywezli; intensywnos$¢  stresu
wicksza liczba pedow | dostosowywany do
bocznych fazy rozwoju rosliny)
Helianthus annuus | Zahamowanie  wzrostu | 2 razy dziennie przy | Beyliin. (1983)
‘Sungold Double’ | pedow; 225 do 250 obr./min na
zmniejszenie blaszki | platformie wibracyjnej,
lisciowej; czas trwania 23 dni
redukcja suchej biomasy
Capsella  bursa- | Skrocenie oraz | | minutowa wibracja | Niklas (1998)
pastoris pogrubienie todyg; dziennie przez 49 dni

Coleus blumei

Zmniejszenie wysokosci
ro$lin o 31%;
wlasciwosci
mechaniczne todygi
ulegly pogorszeniu wraz
ze zwigkszaniem = si¢
czasu trwania drgan oraz
czestotliwosci

czgstotliwose drgan
12,5 Hz przez 10 min

Safaei i in. (2019)

Bezposredni kontakt z ro$ling, taki jak dotykanie czy zginanie czg$ci

nadziemnych, ma najwigkszy potencjal w generowaniu stresu mechanicznego

w produkcji roslinnej. Tego typu bodziec wywotuje zmiany w morfologii i fizjologii

roslin, ktére moga by¢ wykorzystane w kontrolowaniu ich wzrostu 1 pokroju. Kluczowe

znaczenie dla efektow stresu mechanicznego maja rodzaj zastosowanego bodzca,
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czestotliwos$¢ stymulacji oraz czas jej trwania (Jaffe 1 Forbes 1993; Braam 2005; Wada

1 Takeno 2010; Takeno 2012; Takeno 2016; Wang i in., 2024a). Materiatem uzytym do

generowania bezposredniego stresu dotyku w produkcji moze by¢ papier (Pontinen 1 in.
1992; He 1 in. 2009), tektura (Latimer 1990), materiat (Anten i in. 2010; Zhdanov 1 in.
2022), drewniana belka (Keller i Stellen 1995) czy folia polietylenowa (Paul-Victor

i Rowe 2011). W Tabeli 3 przedstawiono szczegoty eksperymentéw, w tym

roznorodno$¢ zastosowanych bodzcow, czestotliwosci i1 czasu trwania stresu oraz ich

efektow w przypadku réznych gatunkow roslin.

Tabela. 3 Wptyw bezposredniej stymulacji dotykowej na pokroj oraz kwitnienie roslin

Gatunek Efekt Parametry Cytowanie
stymulacji
dotykowej roslin

Brassica oleracea | Zmniejszenie roslin; 40 razy na minutg, | Biddington

var. botrytis zwigkszenie powierzchni | przez 21 dni 1 Dearman (1985)

Lactuca L.

Apium graveolens
‘Lathom
Blanching’

lisci
brak uszkodzen
mechanicznych

Brassica oleracea
var. botrytis

Zmniejszenie wysokosci
roslin;

zmniejszenie
powierzchni pierwszego
liscia

1,5 min dziennie

Pontinen i in. (1992)

Phaseolus Skrocenie miedzywezli; | 1 raz dziennie przez 5 | Takano i in. (1995)
vulgaris zgrubienie todygi dni
Viola tricolor Zmniejszenie od 10 do 20 dotknig¢ | Garner 1 Langton
wydtuzenia ogonkow | dziennie, 1 lub 2 razy | (1996)
lisciowych od 25 do | dziennie
30%; (brak roznic miedzy
brak uszkodzen roéliny; | kombinacjami)
brak wplywu na
kwitnienie
Cucumis  sativus | Zahamowanie  wzrostu | 10 dotknig¢ na dzien | Bjorkman (1999)
‘Turbo’ (siewki) (po 4 dniach stresu); przez 10 dni
brak wplywu na

powierzchni¢ liscieni 1
lisci wlasciwych;

20 dotknig¢ dziennie
powoduje znaczne
uszkodzenie roslin;
zalecane jest stosowanie
10 dotknig¢ dziennie
rano, przez 6 dni, aby
zmniejszy¢  wzrost 0
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25%
Nicotianum Pogrubienie oraz | 1 raz dziennie przez 26 | Anten i in. (2006)
tabacum skrocenie miedzywezli | dni
Arabidopsis Skrocenie pedow | 2 razy dziennie | Braam i Davis (1990)
thaliana kwiatostanowych; sita dotyku ok. 4 g-cm™

opoznienie tworzenia

pedow

kwiatostanowych;

zwigkszona srednica

rosliny;

skrocenie ogonkow

lisSciowych

50%  krotsze  lodygi | 4 razy dziennie przez 4 | Paul-Victor i Rowe

kwiatostanu; h, 37 dni (2011)

75% mniej elastyczne;

70% mniej wytrzymale

(kruche);

mniejsza $rednica rosliny

Zmniejszenie  dlugosci | 3 razy dziennie przez 7 | Verhertbruggen 1 in.

lodygi kwiatostanu o | dni (2013)

65%:;

zwigkszenie  sztywno$¢

pedow
Solanum Zmniejszenie liczby | 2 razy dziennie przez | Johjimaiin. (1992)
lycopersicum lisci; 18 dni

zmniejszenie ich

powierzchni

Zmniejszenie wysokosci
odmiany ‘Celebrity’ o
26% a ‘Jet Star’ 0 31,5%

2 razy dziennie po 40
dotknig¢  przez 5
tygodni

Schnelle i in. (1994)

Zahamowanie
wydhuzania miedzywezli
o ok. 33%;

Lignifikacja Scian
komoérkowych o ok. 3%

1 raz dziennie przez 10
sekund

Saidi i in. (2009)

Capsicum annum
‘California
Wonder’

Zmniejszenie wysokosci;
rosliny stresowane
wytwarzaly wigksze
owoce, ale w mniejszej
liczbie

2 razy dziennie przez |
h

Graham 1 Wheeler
(2017)

Generowanie stresu mechanicznego, W  postaci potrzgsania  roslin,

bezposredniego dotyku czy stosowania wibracji, stanowig obiecujgca alternatywe dla

chemicznych metod skarlania ro§lin w ogrodnictwie. Badania wykazuja, ze tego typu

bodzce moga wplywac¢ na morfologi¢ i wzrost roslin, prowadzac do podobnych efektow

jak retardanty wzrostu,

takich jak zahamowanie elongacji

pedéw, skrocenie

miedzywezli czy pogrubienie todyg. Zastosowanie mechanicznego stresu umozliwia
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bardziej ekologiczne i zrownowazone zarzadzanie rozwojem roslin, jednak kluczowe
znaczenie ma dobor odpowiednich parametrow takich jak intensywnos¢, czas trwania

1 czgstotliwos$¢ bodzca, ktore roznie wpltywaja na rézne gatunki roslin.
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CEL BADAN I HIPOTEZY BADAWCZE

Glownym celem podjetych badan bylo zbadanie wpltywu skarlania
mechanicznego na architekturg, kwitnienie oraz parametry fizjologiczne i molekularne
wybranych gatunkéw roslin ozdobnych, na przyktadzie Petunia xatkinsiana.

W ramach celu gtownego realizowano kilka celow szczegotowych, ktorych
wyniki zostaty opublikowane. Byly to (w nawiasie podano oznaczenie publikacji):

. Okreslenie wptywu intensywnosci skarlania mechanicznego na stopien
zahamowania dynamiki wzrostu badanych roslin, zawarto$ci egzogennego IAA, GA;,
giberelin ogdlnych oraz aktywno$ci enzymatycznej peroksydazowej i oksydazy IAA
u Petunia xatkinsiana (publikacja A, B, C);

. Ocena wplywu skarlania mechanicznego na zaburzenia syntezy i/lub transportu
endogennych auksyn (publikacja A);

. Analiza ekspresji wybranych genéw TCH oraz gendéw zwigzanych z homeostaza
auksyn, w zalezno$ci od intensywno$ci 1 dlugosci trwania stresu skarlania
mechanicznego oraz ich korelacji z odpowiedzia morfologiczng 1 fizjologiczna
badanych petunii (publikacja B);

. Poréwnanie odpowiedzi fizjologicznej dwoch odmian petunii ogrodowej na

skarlanie mechaniczne (publikacja C).

Hipotezy badawcze

Na podstawie postawionych celow oraz kwerendy literatury przedmiotu
postawiono nastgpujace hipotezy badawcze:
1) Stres mechaniczny moze by¢ stosowany jako substytut retardowania chemicznego;
2) Zahamowanie wzrostu na skutek skarlania mechanicznego moze by¢ spowodowane
zmniejszong syntezg endogennych auksyn, GA3, zahamowania transportu IAA,
zwigkszong aktywnoscig peroksydazowa lub oksydazy [AA;
3) Stres mechaniczny moze zmniejsza¢ liczbg kwiatow 1 wplywaé¢ na zmniejszong
synteze giberelin og6lnych skarlanych roslin;
4) W =zaleznosci od intensywnosci 1 dlugo$ci trwania stresu mechanicznego
uruchamiane sg poszczegdlne grupy genéw TCH oraz genéw zwigzanych z homeostaza
auksyn, ktorych ekspresja moze by¢ skorelowana z odpowiedzig morfologiczng i

fizjologiczng badanych roslin.
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Szczegdlowy opis materiatow 1 metod wykorzystanych do przygotowania
niniejszej dysertacji zostal przedstawiony w publikacjach wchodzacych w jej sktad
(publikacje A — C). W dalszej cze$ci przedstawiono skrotowy opis materiatow 1 metod

oraz uktad i plan realizacji badan.

5.1 Material roslinny

Badania prowadzono w latach 2019 - 2022. Materiat ro§linny stanowila petunia
ogrodowa Petunia xatkinsiana, w 2 odmianach kompaktowych o czerwonych kwiatach
'Dark Red' i 'Table White' o bialych kwiatach, oraz 2 silnie rosnagcych 'Pegasus® Velvet
Picotee' o glgboko purpurowych kwiatach z biatymi brzegami i 'Pegasus® Burgundy
Bicolor' o jasnofioletowych kwiatach z bialymi wstawkami (zdjecia 1-4). Rosliny do
badan pochodzily z firmy Volmary Polska w Gawartowej Woli (centralna Polska) jako
4-tygodniowe ukorzenione sadzonki na poczatku sezonu wegetacyjnego (luty —
marzec). Rosliny przesadzono do doniczek produkcyjnych P11 (Srednica 11 cm) do
substratu skladajacego si¢ z wysokiego torfu (50%), wtokien drzewnych Ecofibrex®
(20%) 1 kory (30%), o pH 5,5 (Lasland, Polska) i umieszczono w szklarni Szkoty
Gloéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie na stotach zalewowych z systemem
odptywowo-naptywowym (95 x 480 cm) przy gestoéci 15 roélin na 1 m2 Srednie
temperatury nocne/dzienne wynosilty odpowiednio 18°C i 22°C, a wzgledna wilgotnos¢
powietrza  75%, kontrolowana przez  komputer  klimatyczny  HortiMax

Z oprogramowaniem Synopta — HortiMax.
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Zdjecie 1. Petunia *atkinsiana 'Dark Red'. Zdjecie 2. Petunia *atkinsiana "Table

Zdjecie wlasne

) White' .Zdjecie wlasne

Zdjecie 3. Petunia *atkinsiana 'Pegasus® Velvet Zdjecie 4. Petunia Xatkinsiana 'Pegasus®
Picotee'. Zdjecie wlasne Burgundy Bicolor'. Zdjecie whasne

W trakcie badan ro$liny byly regularnie nawozone 0,2% nawozem plynnym
Cristalon™ Gena (EC 1,2 mS-cm™) za pomoca dozatronu Dosatron D25RE2 (Royal
Brinkman, Polska). PH i przewodnictwo elektryczne (EC) podioza monitorowano dwa
razy w tygodniu za pomocg pH-metru HI 99,121 (Hanna Instruments, Polska)
1 konduktometru Gro Line HI 98,331 (Hanna Instruments, Polska). Aby unikna¢
niedoboru zelaza w wierzchotkach roslin, co dwa tygodnie stosowano 0,02% Rexolin X

60 zgodnie z zaleceniami producenta (Yara, Polska) jako aplikacj¢ dolistna.
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W celu przedtuzenia dtugosci dnia do 16 godzin (6:00 rano — 22:00) w uprawie
petunii, uzyto wysokocisnieniowych lamp sodowych o mocy 600 W
(okoto 110 umol-m?2-s1). Dodatkowe o$wietlenie dodawano, gdy poziom globalnego
promieniowania stonecznego spadat ponizej 400 W-m2 (stale przez 16 godzin w lutym

oraz marcu i w razie potrzeby w kwietniu).

5.2 Uklad i zakres doswiadczen

W pierwszym sezonie doswiadczen (rok 2019), w kazdym traktowaniu (rosliny
kontrolne oraz skarlane 40, 60 i 80x) znajdowalo si¢ po 10 roslin. Pomiary
biometryczne oraz pobieranie materiatlu roslinnego do analiz odbywato si¢ w 4
terminach: To- poczatek eksperymentu, T1-7 dni po rozpoczgciu SM, T2-21 dni po
rozpoczeciu eksperymentu, T3-42 dni po rozpoczgciu eksperymentu (koniec procesu
SM), oraz Ts-65 dni po rozpoczeciu eksperymentu (23 dni po wylaczeniu SM, aby

sprawdzi¢ zachowanie roslin)(schemat 1).

2019
(badania pilotazowe) Odmiany:
40%,60%,80x
T, T, Petunia x atkinsiana ~ Petunia x a{kinsiana
Rozpoczecie ‘Dark Red’ ‘Velvet Picotee’

dos$wiadczenia (21 dni) Wylaczenie

% /@:: % ,E:ii maszyny
® 6 o o o

1 T; T,
(7 dni) (42 dni) (65 dni
- 3 tyg po
%/E %’E ) zakonczeniu
IF-’zsne'\Z:/ak:)iometryczne % Skarlania)

A

Retardowanie chemiczne /E

Schemat 1. Uktad do$wiadczenia w badaniach pilotazowych, 2019 r. Zrédto: wykonanie wiasne

Od drugiego sezonu doswiadczen, w kazdym traktowaniu znajdowato si¢ 90
ro$lin. Pomiary biometryczne oraz pobieranie materialu ro§linnego do analiz odbywato
si¢ w 5 terminach: To-poczatek eksperymentu, T1-7 dni po rozpoczeciu SM, To-14 dni
po rozpoczeciu eksperymentu, T3-30 dni po rozpoczeciu eksperymentu, T4-56 dni po

rozpoczeciu eksperymentu (koniec procesu SM), oraz Ts-71 dni po rozpoczeciu
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eksperymentu (15 dni po wylaczeniu SM, aby sprawdzi¢ zachowanie roslin)(schemat
2). Do pomiaréw biometrycznych rosliny podzielono na trzy bloki po 15 ro$lin kazdy.
Te same rosliny byly badane w kazdym terminie. Miedzy T2 a Tz przez 10 dni badano
wzrost roslin kontrolnych i poddanych SM 160 razy dziennie, korzystajagc z metody

fotografii poklatkowej (Materiatly Uzupetniajace — publikacja A).

2020 - 2022 %
80x,120x)160x Odmiany: v
T, T, T, Petunia x atkinsiana Petunia xatkinsiana
Rozpoczecie (14 dni) (56 dni) Spe(;;::ngundy ‘Table white’

doswiadczenia

WS
O ® © ©

T, = % . T;
- T s Wylgczenie
\% (7 dni) B é , ; é () maszyny (71 dni- 15 dni

SVEE W g)

(30 dni) po zakonczeniu
skarlania)
Legenda: = 5
Pomiary biometryczne % Retardowanie chemiczn@ é Pobranie materiatu do imunolokalizacji % \ é
endogennych auksyn (2021) i

Pobranie materiatu do Fotografia poklatkowa (2021) 7 Pobieranie materiatu do badan genow
analiz biochemicznych i TCH (2022)

Schemat 2. Uktad do$wiadczenia w badaniach whasciwych 2020-2022. Zrédlo: wykonanie

wlasne

5.3 Skarlanie mechaniczne (SM)

Pilotazowe badania dotyczace skarlania mechanicznego przeprowadzono
w roku 2019 na dwoch odmianach petunii ogrodowej opisanych szerzej w publikacji C.
Aparat skarlajacy, bedacy wowczas pierwowzorem obecnej wersji maszyny, sktadat sie
z czterech sekcjach paskow agrowldkniny zamontowanych na ramie napedzanej
silnikiem elektrycznym. System byl zaprogramowany na czgstotliwo$¢ 40, 60 lub 80
cykli dziennie. Dane szczegdtowe dotyczace pracy aparatu skarlajacego opisano
w publikacji C. Stymulacji mechanicznej byly poddawane wylacznie wierzchotki
wzrostu pedow, ale zarowno wierzchotki, jak 1 korzenie poddano analizie
biochemicznej. Decyzja ta byta podyktowana faktem, ze korzenie moga reagowac na
stres szybciej 1 silniej niz wierzchotki pedéw (Potocka i Szymanowska-Putka 2018). Po
zakonczeniu skarlania, ro$liny obserwowano jeszcze przez ok. 15 dni w celu analizy

dynamiki wzrostu po ustaniu stresu dotyku.
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Od sezonu 2020 konstrukcja maszyny zostala zmodyfikowana — stata sie
bardziej kompaktowa i lzejsza w porownaniu do poprzedniej wersji. Ponadto
zwigkszono liczbg cykli do 80, 120 i 160x dziennie. Caly cykl skarlania trwat $rednio
56 dni (publikacja A, B). Po ustaniu skarlania rosliny byty dalej oceniane przez kolejne
15 dni (do 71. dnia eksperymentu). Rosliny kontrolne rosty w tym samym czasie bez

stresu dotyku.

5.4 Retardowanie chemiczne

Rosliny retardowane chemicznie podzielono na trzy bloki po 5 ro$lin kazdy (15
ro$lin w kombinacji). Zostalty one ponumerowane i stuzyt wytacznie do pomiarow
biometrycznych. Wybrany zostal preparat B-nine 85 SG, marki Arysta LifeScience
Netherlands B.V., ktorego substancja aktywng jest daminozyd (zwiazek z grupy
hydrazydow). Zabieg wykonywany byl za pomoca opryskiwacza recznego Marolex
Hobby ciecza robocza o stezeniu 0,1% (100 g $rodka w 100 1 wody). W 2019 r. (badania
pilotazowe) zabieg byl wykonywany 4-krotnie: 06.03, 20.03, 18.04 i 25.04. W
kolejnych sezonach (2020-2022) zabieg wykonywano 5-krotnie: 23.02, 04.03, 18.03,

30.03 1 16.04. Preparat =zastosowano zgodnie =z zaleceniami producenta.

5.5 Pomiary biometryczne i analizy biochemiczne

5.5.1. Pomiary biometryczne
Przeprowadzono nastepujace pomiary biometryczne:
a) dhugos¢ todygi mierzona od poziomu podioza do wierzchotka rosliny (dtugosci
stuzyty do obliczania przyrostow miedzy poszczegdlnymi terminami) (publikacja A, B,
C
b) liczba otwartych kwiatow (publikacja B,C).

Pomiary biometryczne byly wykonywane na 15 ponumerowanych ros$linach,
konsekwentnie podczas wszystkich powyzszych termindéw (schemat 1-2). Rosliny

wybrane do pomiarow nie stuzyly do analiz biochemicznych.
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5.5.2 Analizy biochemiczne

Do analiz biochemicznych zbierano 1,5 cm wierzchotki pedow (SAM) lub
korzeni (RAM) z 9 roélin (podzielonych na trzy bloki po trzy rosliny) w kazdej
kombinacji i kazdym terminie (fgcznie 45 roslin na traktowanie). W przypadku analiz
biochemicznych na korzeniach, ze wzgledu na malg ilo$¢ materiatu roslinnego, w
terminie) oraz 4 (56 dni po rozpoczeciu eksperymentu), nie wykonano czeséci analiz.
Probki do wszystkich analiz zbierano natychmiast po zakonczeniu szczotkowania oraz
zamrazano w cieklym azocie (W -196°C).

Sucha masa zostala okreS$lana przez wysuszenie trzech probek 1 g kazda

w temperaturze 105 °C do momentu uzyskania statej wagi.

5.5.2.1 Zawarto$¢ IAA (publikacja A,B,C)

Wolne endogenne IAA zostalo wyekstrahowane za pomoca 80% metanolu
1 oznaczone spektrofotometrycznie za pomoca odczynnika Salkowskiego (Gang 1 in.
2019) przy 520 nm (AOE Instruments UV-1600, Tajwan), zgodnie z krzywa
standardowg IAA (10-100pg-ml™) i wyrazone jako pg IAA -g1 s. m.

5.5.2.2 Zawartos¢ giberelin ogdélnych (publikacja B)

Calkowitg zawarto$¢ GA oznaczono zgodnie z metoda Grahama i Thomasa
(1961). Metoda ta jest skuteczna w oznaczaniu endogennych soli potasowych GAsz, GA1
i soli potasowej kwasu giberelinowego. Metoda ta nie oznacza auksyn i cytokinin.
Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy 430 nm za pomocg instrumentu
UV1600 (AOE Instruments, Szanghaj). Proba kontrolng byla woda destylowana.
Zawarto$¢ catkowitych GA oznaczono zgodnie z krzywa dla GAs 1 wyrazono

an-g'1~s.m.

5.5.2.3 Zawartos¢ GAs (publikacja A)

Kwas giberelinowy (GAz) zostat oznaczony zgodnie z procedurg opisang przez
Sharma 1 in. (1998) oraz zmodyfikowany dla tkanek petunii przy dtugosci fali 254 nm
zgodnie z krzywa kalibracyjng dla GAs. Dla kazdej z kombinacji wykonane zostaty trzy
powtorzenia. Kontrole zerowa stanowit 5% HCI. Zawarto$¢ ogdlnych giberelin zostata

wyrazona w ng GAsz-g *s. m.
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5.5.2.4 Aktywnos$¢ peroksydazowa (POX) (EC 1.11.1.x ); (publikacja A, C)

Aktywnos¢ peroksydazowa zostata okreslona zgodnie z opisem w publikacji C
w nastepujacy sposob: 500 mg tkanki zostato zhomogenizowanych w 3 mL buforu
fosforanowego sodowego o stezeniu 0,1 M (pH 7,0) (Merck, Niemcy), a nastgpnie
odwirowanych przy 20 000 obr. min™ przez 15 minut w temperaturze 4 °C. Mieszanka
do oznaczenia zawierata 3 mL pirogallolu 0,5 M (Warchem, Polska), 0,1 mL ekstraktu
enzymatycznego i 0,5 mL 1% H20, (Warchem, Polska). Aktywno$§¢ zostata
oszacowana spektrofotometrycznie przy 430 nm (AOE Instruments UV-1600, Tajwan)

1 wyrazona w jednostkach (U) na g s. m.

5.5.2.5 Aktywnosé oksydazy IAA(IAAO) (EC 1.2.3.7 ); (publikacja B, C)

Aktywnos$¢ oksydazy IAA okre§lono zgodnie z Zhang (2011). Absorbancje
mierzono przy 530 nm za pomocg spektrofotometru UV1600 (AOE Instruments,
Szanghaj). Dla kazdej kombinacji wykonano trzy powtorzenia. Wyniki wyrazono w ug-
IAA na g !'s. m. na godzing. Zaklada si¢, Zze 1 jednostka (1U) oksydazy IAA ulega
degradacji w ciggu 1 godziny.

5.6 Immunohistochemia nosnikow auksyny (publikacja A)

Immunolokalizacja biatlek AUX1, LAX1 1 PIN1 zostala przeprowadzona na
podtuznych odcinkach pedéw (SAM) oraz pakow bocznych 1 cm ponizej SAM, a takze
na wierzchotkowych czgs$ciach korzeni (RAM). Przeciwciata anty-Arabidopsis-PIN1,
AUX1 1 LAX1 (AGRISERA, Szwecja) takze rozpoznane jako homologiczne biatka
u petunii, ktére prawdopodobnie sg funkcjonalnymi ortologami na podstawie
podobienstwa ekspresji i sygnatu lokalizacyjnego do Arabidopsis. Przeciwciata
1 rozcienczenia uzyte w badaniu to 1:100 dla pierwszorzgdowych przeciwciat oraz
drugorzedowy anty-krdliczy FITC (dlugos¢ fali wzbudzenia 490 nm) (1:500,
AGRISERA, Szwecja). Probki obejrzano pod mikroskopem epifluorescencyjnym Zeiss
AxioScope A. Obrazy zostaly zarejestrowane za pomocg cyfrowej kamery Zeiss Axio

Cam MRm z oprogramowaniem AxioVision (wersja 4.8.2).

5.7 Barwienie safraning i fioletem krystalicznym (publikacja A)

Przygotowano podiuzne przekroje probek SAM i RAM o grubosci 10 pm za

pomocg mikrotomu obrotowego. Probki zostaty zabarwione w 0,1% wodnym roztworze
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safraniny (safraniny O, Merck, Niemcy) przez 30 minut, a nast¢pnie przeptukane trzy
razy po 10 minut kazde w cieptej wodzie o temperaturze 37 °C. Nastepnie preparaty
zostaly wysuszone w piecu i1 zabezpieczone w oleju immersyjnym (Merck, Niemcy) do
mikroskopii fluorescencyjnej. Sekcje barwione safraning byty pobudzane przy 488 nm.
Dla obserwacji anatomicznych komorek kolenchymy i sklerenchymy, probki
byty przygotowywane zgodnie z metodami przygotowania do mikroskopii elektronowej
(Robinson 1 in. 1987). Potgrube (3 um) przekroje byty barwione w 0,1% wodnym

roztworze fioletu krystalicznego (Earchem, Polska) 1 suszone w temperaturze 70 °C.

5.8 Ocena ekspresji wybranych genow TCH (publikacja B)

Pobieranie materialu do analizy ekspresji genéw przeprowadzano w 2022 r.
Materiat roslinny zebrano w 4 terminach: 7 i 14 dni po rozpoczeciu eksperymentu, 56
dni po rozpoczeciu eksperymentu (koniec procesu SM) i 71 dni po rozpoczgciu
eksperymentu (15 dni po wylaczeniu SM, aby sprawdzi¢ zachowanie ros$lin)(schemat 2,
5.2. Uktad doswiadczenia) (publikacja B).

Ekspresja wybranych genow TCH zostatla okreslona za pomoca ilosciowego
PCR w czasie rzeczywistym. Materiat roslinny zostat pobrany w 4 terminach: 7 dni po
rozpoczeciu stresu dotykowego, 14 dni po rozpoczgciu eksperymentu, 56 dni po
rozpoczeciu eksperymentu (zakonczenie procesu stresu dotykowego) oraz 71 dni po
rozpoczeciu eksperymentu (15 dni po zakonczeniu stresu dotykowego). Pobierano
merystemy wierzchotkowe pedow o dlugosci 1,5 cm. Materiat pobierano z 9 roslin
(podzielonych na trzy bloki po trzy rosliny w kazdym zabiegu) do sterylnych probowek.
Materiat natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Analiza zostala przeprowadzona
w 2022 roku.

Catkowite RNA wyizolowano przy uzyciu zestawu Direct-zol RNA MiniPrep
Plus z odczynnikiem TRI (Zymo Research, Irvine, CA, USA), a nastepnie poddano
dzialaniu DNazy I (Thermo Fisher Scientific). Czysto§¢ RNA oceniano za pomoca
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA). Czystos¢ RNA
sprawdzono metodg PCR 1 qPCR na kontroli RT. cDNA zsyntetyzowano przy uzyciu
zestawu NG dART RT (EURx). Ilosciowe RT-PCR przeprowadzono w trzech
powtorzeniach przy uzyciu QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems)
z Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), ze

starterami wymienionymi na rysunku uzupeiniajagcym (Tabela S3, publikacja C).
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Startery zostaty zweryfikowane pod katem specyficzno$ci pojedynczego produktu i ich
skuteczno$ci w zakresie od 90 do 105%

Warunki cyklu PCR w czasie rzeczywistym byty nast¢pujace: 3 min denaturacja
w 95°C i 40 cykli amplifikacji (10 s w 95°C, 45 s w 55°C). Krzywe topnienia produktu
zostaty wygenerowane po PCR w celu zapewnienia czystosci produktow amplifikacji.

Normalizacj¢ przeprowadzono dla ekspresji genu PhCYP. Do obliczenia
wzglednej ekspresji genow zastosowano metode Pfaffla, a test randomizacji
z domyslnymi 10 000 losowymi realokacjami w celu przetestowania istotnosci
statystycznej obliczonych stosunkéw ekspresji probki do kontroli przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania REST 2009 (Qiagen) (Pfaffl i in. 2002). Rdznica migdzy
srednimi ekspresjami zostala uznana za istotng przy p < 0,05. Wzgledne wartosci
badanych genéw w roslinach stresowanych odnoszono do warto$ci w ro$linach

kontrolnych (nie stresowanych).

5.9 Analizy statystyczne

Dane zostaly zanalizowane za pomoca ogo6lnego programu modelu liniowego
Statgraphics Centurion XIX 2019 (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA,
USA) (Licencja do uzytku domowego doktorantki). ANOVA 1 zostala uzyta do
pomiaré6w wzrostu pedow 1 analiz biochemicznych, a $rednie zostaly poréwnane za
pomoca testu zakresu wielokrotnego LSD lub Tukey—Kramera na poziomie istotnosci
p = 0,05. Do oceny liczby kwiatow postuzono si¢ nieparametrycznym testem Manna-
Whitneya dla porownan dwugrupowych. Natomiast $rednie z traktowan oraz dni stresu
porownywano przy pomocy testu Friedmana, a istotne réznice analizowano za pomoca
testu post hoc Conovera.

Korelacje miedzy zmiennymi oceniano za pomocg wspOlczynnika korelacji
Pearsona (r). Analizy korelacji przeprowadzono za pomoca programu Statgraphics
Centurion XIX 2019, przy ustalonym poziomie istotnosci p < 0,05. Wspodlczynniki
korelacji w zakresie od -1 do 1 interpretowano w nastepujacy sposob: wspotczynnik
bliski 1 wskazuje na silng dodatnig korelacje, bliski -1 wskazuje na silng ujemna
korelacje, a bliski 0 oznacza brak korelacji. Wyniki korelacji zostaly zawarte

w dodatkowym materiale (tablica dodatkowa S1 i S2, publikacja C).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki zaprezentowano w nawigzaniu do hipotez badawczych wyszczegdlnionych

powyzej.

1) Stres mechaniczny moZe by¢ stosowany jako substytut retardowania

chemicznego:

Ze wzgledu na rozny charakter wzrostu roslin pod katem uprawianych odmian, do

badan wybrano petunie z grupy silnie rosngcych oraz o umiarkowanym wzroscie.

Petunia 'Dark Red' — nalezaca do grupy odmian stolowych, o umiarkowanym
wzroscie (Publikacja C).

Po 7, 42 oraz 65 dniach (3 tygodnie po zakonczeniu skarlania) od rozpoczgcia
eksperymentu, rosliny kontrolne (nie skarlane) byly najwyzsze, a najnizsze byty rosliny
poddane stresowi dotyku 80 razy dziennie (publikacja C). Po 42 dniach od rozpoczgcia
stresu, rosliny dotykane 80 razy byty nizsze od roslin kontrolnych o 39,80% (publikacja
C). 3 tygodnie po zaprzestaniu stresu dotyku, obserwowano przyrost roslin kontrolnych
na poziomie, 4,74 cm, podczas gdy u roslin poddanych stresowi obserwowano przyrost

odpowiednio o 8,12 cm, 8,62 cm 1 11,44 cm przy 40, 60 1 80 cyklach.

Petunia 'Pegasus ® Velvet Picotee' oraz 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'
nalezgce do grupy odmian silnie rosnacych (publikacje A, B i C)

W przypadku odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' we wszystkich dniach
pomiaréw rosliny poddane skarlaniu mechanicznemu byly znaczaco nizsze niz
kontrolne, z wyjatkiem 21. dnia stresu (publikacja C). W 42. dniu eksperymentu, u
roslin skarlanych 40 razy dziennie obserwowano zahamowanie wzrostu o 13,00%, 60
razy o 21,00%, a 80 razy o 43,50% w stosunku do roslin kontrolnych. U odmiany
'"Pegasus® Special Burgundy Bicolor' najwicksze roéznice w intensywnos$ci przyrostu
roslin na dlugo$¢ zaobserwowano po 30 1 56 dniach od rozpoczgciu stresu dotyku
(publikacja A,B). U tej odmiany najintensywniejszy wzrost pedow zaobserwowano
u roslin kontrolnych (odpowiednio 5,63 i1 $rednio 10,50 cm — dane usrednione z
publikacji A i B), a najmniej intensywny w roslinach stresowanych 160 razy dziennie
(odpowiednio 3,82 i 7,91cm — dane usrednione z publikacji A 1 B). U obydwu odmian

zaobserwowano, ze im wyzsza byla liczba cykli skarlania, tym wieksze zahamowanie
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wzrostu obserwowano. U odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' po zaprzestaniu stresu
dotyku, rosliny skarlane wciaz byty znaczaco nizsze niz kontrolne (publikacja C). Z
kolei w przypadku odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor', obserwowano
intensywny wzrost roslin skarlanych na dtugos¢, ktéry badz statystycznie przewyzszat,

badz byt rowny sile wzrostu roslin kontrolnych (publikacja A,B).

Porownanie skarlania mechanicznego oraz retardowania chemicznego (dane

niepublikowane)

Petunia 'Table White' nalezaca do grupy odmian stolowych, o umiarkowanym
wzroscie

Na podstawie danych zawartych w tabeli 4, w 7. dniu do$wiadczenia
najnizszymi roslinami byly te stresowane mechanicznie 80x dziennie oraz kontrolne
(odpowiednio: 2,97; 3,27 cm). Najwyzszymi roslinami byty te retardowane chemicznie
(4,13 cm). Po 14 dniach od rozpoczgcia do§wiadczenia widoczne byly wyrazne réznice
miedzy kombinacjami. Ro$liny stresowane 80% dziennie byly najnizszymi roslinami

sposrod badanych (5,00 cm).

Tabela 4. Wysokos¢ petunii 'Table White' w zaleznosci od rodzaju skarlania, jego intensywnosci
oraz dlugosci trwania stresu. (cm)

Dni Kontrola Skarlanie mechaniczne Retardowanie | Srednia
chemiczne
80x 120x 160x

0 2,40 Fb 1,87 Fc 2,53 Fab | 2,67 Fab | 2,97 Fa 249 F

7 3,27 Ec 2,97 Ec 3,47 Ebc | 3,93 Eab | 4,13 Ea 355E
14 5,80 Db 5,00 Dc 6,37 Dab | 6,47 Da | 6,13 Dab 595D
30 11,77 Ca 8,30 Cc 10,00 Cb | 10,00 Cb | 9,73 Cb 9,96 C
56 22,00 Ba 12,67 Bb 13,80 Bb | 13,53 Bb | 13,27 Bb 15,05 B
71 26,93 Aa 19,67 Ab 19,93 Ab | 19,67 Ab | 17,93 Ac 20,83 A
Srednia 12,03 a 841 ¢ 935b 9,38 b 9,03 be

Dane analizowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy ANOVA 1, dla poszczegdlnych terminow, test
post hoc LSD. Srednie z traktowan oraz dni stresu poréwnywano przy pomocy dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA 2 z testem post hoc Tukeya. Srednie oznaczone ta samg litera nie réznig si¢ istotnie (p
= 0,05), przy czym ,,a” oznacza najwyzsza warto§¢. Wielkie litery oznaczaja wptyw dlugosci trwania
stresu (dni); mate litery rodzaj oraz intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie
chemiczne). Dane przedstawiono jako §rednie z 15 roslin. Pomiary wykonano w 2021 r.

W 56. dniu doswiadczenia zaobserwowano wyrazne roéznice migdzy kontrola,

roslinami  stresowanymi mechanicznie, a tymi po zastosowaniu retardantu
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chemicznegon(Tab.4). Zaréwno rosliny stresowane mechanicznie (80x, 120x, 160x) jak

i retardowane chemicznie mialy poréwnywalng wysoko$¢ (Zd;. 5).

; - 4 Retardowanie
kontrola 80x 120x 160x% chemiczne

Zdjecie 5. Petunia xatkinsiana 'Table White' w 56. dniu do$wiadczenia. Zdjecie wlasne

15 dni po zakonczeniu doswiadczenia (71 dzien) rosliny kontrolne bytly
zdecydowanie najwyzszymi ro$linami sposrod badanych (29,93 cm). Rosliny
retardowane chemicznie bylty najnizsze (17,93 cm).

Analizujac $rednie miedzy kombinacjami widoczne byto, ze zar6wno rosliny
stresowane mechanicznie, jak i te retardowane chemicznie, charakteryzowaly si¢
statystycznie zblizong wysokoscig (Tab.4).

Analizujac dynamike wzrostu petunii 'Table White' widoczne jest, ze migdzy 14.
a 30. dniem do$wiadczenia sg wyrazniejsze réznice we wzroscie migdzy kombinacjami
(Wyk. 1). W 30. dniu, rosliny stresowane mechanicznie, oraz te retardowane
chemicznie, charakteryzowaly si¢ podobng dynamika wzrostu, miaty zdecydowanie
mniejsze przyrosty niz rosliny kontrolne. W kolejnym terminie pomiarow (56 dzien)
trend ten ulegt jeszcze wickszemu uwypukleniu, poniewaz ro$liny stresowane
mechanicznie oraz retardowane, charakteryzowaty si¢ prawie trzykrotnie mniejszymi

przyrostami niz ro$liny kontrolne.
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Przyrosty %
12 v
Aa
10
8 Aa
c Ba Aa%ab
€ 6
CbhBbhBb BbBb Bb
4 Da Cb
g l
. ﬁ
Dni

kontrola m80x 120x m160x mretardowanie chemiczne

Wykres 1. Wptyw intensywnosci skarlania mechanicznego i chemicznego na przyrosty petunii
'"Table White' w kolejnych dniach stresu (cm)

Dane analizowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy ANOVA 1, dla poszczegolnych terminow, test
post hoc LSD. Srednie oznaczone ta sama litera nie r6znig si¢ istotnie (p = 0,05), przy czym ,,a” oznacza
najwyzszg wartos¢. Wielkie litery oznaczaja wplyw dtugosci trwania stresu (dni); mate litery rodzaj oraz
intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie chemiczne). Dane przedstawiono
jako $rednie z 15 roslin. Pomiary wykonano w 2021 r.

15 dni po =zakonczeniu stresu zaobserwowano, ze ro$liny retardowane
chemicznie oraz kontrolne, charakteryzowaty si¢ podobng niskg dynamika wzrostu w
odniesieniu do stresowanych mechanicznie (Wyk.1).

Traktowanie miato istotnie statyczny wplyw na $rednig liczbg kwiatow u petunii
"Table White' (Tab. 5). W 30. dniu do§wiadczenia, rosliny stresowane mechanicznie 120
oraz 160 x dziennie jak i te retardowane chemicznie, mialy najwyzszg liczbe kwiatow, w
odniesieniu do kontroli (odpowiednio: 5,00; 5,53; 5,00 szt./rosling).

W 56. dniu do$wiadczenia odnotowano podobng zaleznos¢ w liczbie kwiatow
migdzy kombinacjami. Rosliny stresowane najintensywniej (120x oraz 160x dziennie)
jak 1 te retardowane chemicznie, posiadaly Srednio najwyzsza liczbe kwiatow,
w odniesieniu do pozostatych kombinacji. Natomiast w 71. dniu do$wiadczenia, rosliny
retardowane chemicznie posiadaty najwickszg liczbe kwiatéw (49,27 szt./rosling).

Analizujac $rednig liczbe kwiatow w poszczegdlnych kombinacjach, widoczne
jest, ze ro$liny retardowane chemicznie posiadajg statystycznie najwicksza liczbe
kwiatow. Jednak mimo, ze rosliny skarlane mechanicznie posiadaly mniejszg liczbe
kwiatow, w odniesieniu do roslin retardowanych chemicznie, to ich liczba jest wyzsza

niz u ro$lin nie traktowanych (kontrolnych).
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Tabela 5. Liczba kwiatow uzyskanych na roslinach petunii 'Table White' poddawanych stresowi
mechanicznemu oraz chemicznemu, w poszczegdlnych dniach do§wiadczenia (szt./ro$ling)

Dni Kontrola Skarlanie mechaniczne Retardowanie | Srednia
80x 120x 160x chemiczne
30 0,40 Cc | 2,67Cb 5,00 Ca |5,53Ca 5,00 Ca 3,72 C
56 12,93 Bb | 16,60 Bb | 21,80 Ba | 23,73 Ba | 22,87 Ba 19,59 B
71 30,20 Ac | 37,07 Ab | 38,33 Ab | 32,20 Abc | 49,27 Aa 37,41 A
srednia | 14,51 ¢ | 18,78b 21,71b | 20,49 b 25,71 a

Dane analizowano przy pomocy testu Manna-Whitneya dla poréwnan dwugrupowych. Srednie z
traktowan oraz dni stresu poréwnywano przy pomocy testu Friedmana, a istotne rdznice analizowano za
pomoca testu post hoc Conovera. Srednie oznaczone ta samg litera nie roznia si¢ istotnie (p = 0,05), przy
czym ,,a” oznacza najwyzsza wartos¢. Wielkie litery oznaczaja wptyw dlugosci trwania stresu (dni); mate
litery rodzaj oraz intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie chemiczne).

Dane przedstawiono jako $rednie z 15 roslin. Pomiary wykonano w 2021 .

Petunia 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' nalezaca do grupy odmian silnie
rosngcych

W  przypadku petunii 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor', réwniez
zaobserwowano réznice w wysoko$ci miedzy traktowaniami (Tab. 6). W 7. dniu
do$wiadczenia, najnizszymi ro$linami byly te retardowane chemicznie (3,00 cm),
natomiast najwyzszymi skarlane 80x dziennie (3,60 cm). W 14. dniu, ro$liny kontrolne
oraz te stresowane 80X dziennie byly najnizszymi roslinami spos$rod badanych
(odpowiednio: 5,79; 5,50 cm). Najwyzszymi ros$linami, w tym terminie, byly
stresowane 160x dziennie ( 6,69 cm).

Tabela 6. Wysoko$¢ petunii 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w zaleznosci od rodzaju
skarlania, jego intensywnosci oraz dtugos$ci trwania stresu. (cm)

Dni Kontrola Skarlanie mechaniczne Retardowanie | Srednia
80x 120x 160x chemiczne
0 2,80 Eab | 2,33 Fc | 2,43 Fbc 2,90 Ea 2,67 Eabc 2,63 E
7 3,20 Eab | 3,60 Ea | 3,27 Eab 3,37 Eab 3,00 Eb 3,29 E
14 579Db |5,50Db | 6,11 Dab | 6,69 Da 6,04 Db 6,02 D
30 11,43Ca [ 9,80Cb |10,20Cb | 10,57 Cab | 10,83 Cab 10,57 C
56 22,13 Ba | 15,93 B¢ | 15,87 Bc 16,73 Bc 19,13 Bb 17,96 B
71 28,20 Aa | 21,60 Ac | 23,67 Abc | 24,67 Ab | 22,80 Abc 24,19 A
Srednia | 12,26 a 9,79 ¢ 10,26 bc 10,82 b 10,74 b Srednia

Dane analizowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy ANOVA 1, dla poszczegdlnych terminow, test
post hoc LSD. Srednie z traktowan oraz dni stresu poréwnywano przy pomocy dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA 2 z testem post hoc Tukeya. Srednie oznaczone tg sama litera nie roznig si¢ istotnie (p
= 0,05), przy czym ,,a” oznacza najwyzsza warto§¢. Wielkie litery oznaczaja wpltyw dlugosci trwania
stresu (dni); mate litery rodzaj oraz intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie
chemiczne).Dane przedstawiono jako $rednie z 15 roslin. Pomiary wykonano w 2021r.
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W 56. dniu do$wiadczenia, rosliny kontrolne nadal pozostawaly najwyzszymi
(22,13 cm). Wszystkie rosliny stresowane mechanicznie (80, 120 oraz 160x dziennie)
byly najnizsze w odniesieniu do pozostatych kombinacji (odpowiednio: 15,93; 15,87;

16,73 cm)(Zdj. 6).

Retardowanie

120x 160x chemiczne

kontrola 80x

Zdjecie 6. Petunia '"Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w 56. dniu do$wiadczenia. Zdjgcie

wlasne

15 dni po =zakonczeniu do$wiadczenia, zaro6wno ro$liny stresowane
mechanicznie jak 1 retardowane chemicznie byty statystycznie nizsze niz roSliny
kontrolne (Tab.6).

Analizujac $rednig wysokos¢ roslin w kombinacjach, widoczne jest, ze rosliny
stresowane mechanicznie oraz retardowane chemicznie charakteryzowaly si¢ podobna
wysokoscia 1 byly nizsze niz rodliny kontrolne (Tab. 6)

W przypadku dynamiki wzrostu petunii 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor',
wyrazne roznice mi¢dzy kombinacjami, widoczne byty juz po 7 dniach od rozpoczgcia
doswiadczenia (Wyk. 2). Najwigkszym przyrostem pedoéw charakteryzowaly si¢ rosliny
stresowane mechanicznie 80x dziennie (1,27 cm). W tym terminie, najmniejszg
dynamikg przyrostow charakteryzowaty si¢ rosliny retardowane chemicznie (0,33 cm).

W 14. dniu dos$wiadczenia, najnizszymi roSlinami byly te stresowane
mechanicznie z najmniejsza intensywno$cig (80x dziennie). Ro$liny stresowane
mechanicznie 120x, 160x dziennie oraz retardowane chemicznie charakteryzowaty si¢
podobng dynamika przyrostow (odpowiednio: 2,84; 3,32; 3,04 cm).

W 30. dniu eksperymentu, rosliny kontrolne charakteryzowaly si¢ zdecydowanie

najwicksza dynamika przyrostow pedoéw (5,65 cm). Rosliny stresowane mechanicznie
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oraz retardowane chemicznie, charakteryzowaly si¢ zblizong dynamika przyrostow
pedow w stosunku do kontroli.

W 56. dniu eksperymentu, roznice w dynamice przyrostow byly najlepiej
widoczne. Rosliny stresowane mechanicznie (80x,120x,160x) mialy najmniejsze
przyrosty, w odniesieniu do pozostatych kombinacji. Rosliny skarlane mechanicznie
miaty prawie dwukrotnie mniejsze przyrosty pedow (odpowiednio: 6,13; 5,66; 6,17cm)
w stosunku do kontroli (10,70cm).

W 71. dniu doswiadczenia, rosliny stresowane 120x oraz 160x
charakteryzowaly si¢ najdtuzszymi przyrostami pedoéw (odpowiednio: 7,80; 7,93 cm).
Rosliny retardowane chemicznie posiadaty zdecydowanie najkrotsze przyrosty w

odniesieniu do pozostatych traktowan (3,67 cm).

Przyrosty

10

AaAa

8
Ba
\CbchC Bab
DaCab | Cc
Dbc Da Data
Eagap
Ebc EbcEc

7

cm
o N O~ O

Dni

kontrola m80x 120x m160x mretardowanie chemiczne

Wykres 2. Wplyw intensywnosci skarlania mechanicznego i chemicznego na przyrosty petunii
'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w kolejnych dniach stresu (cm)

Dane analizowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy ANOVA 1, dla poszczegolnych terminow, test
post hoc LSD. Srednie oznaczone ta samg literg nie r6znig sig istotnie (p = 0,05), przy czym ,,a” oznacza
najwyzszg warto$¢. Wielkie litery oznaczajg wptyw dlugos$ci trwania stresu (dni); mate litery rodzaj oraz
intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie chemiczne). Dane przedstawiono
jako $rednie z 15 ro$lin. Pomiary wykonano w 2021r.

Liczba kwiatéw u petunii 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' zalezala od
traktowania (Tab. 7). Analizujac $rednig liczbe kwiatow, widoczne jest iz ro$liny
retardowane chemicznie posiadaly mniejsza ich liczb¢ niz pozostate rosliny w
doswiadczeniu (5,27 szt./rosling). Rosliny stresowane 120 oraz 160x dziennie
charakteryzowaly si¢ najwigcksza liczbg kwiatow wsérod wszystkich badanych
kombinacjach (odpowiednio: 17,33; 15,87 szt./rosling).
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Tabela 7. Liczba kwiatow uzyskanych na roslinach petunii 'Pegasus® Special Burgundy
Bicolor' poddawanych stresowi mechanicznemu oraz chemicznemu, w poszczego6lnych dniach

do$wiadczenia (szt./rosling)

Dni Kontrola Skarlanie mechaniczne Retardowanie | Srednia
80 x 120 x 160 x chemiczne
30 0,53 Cc 1,67 Cb 3,13 Ca 2,73 Cab | 0,00 Cd 1,61 C
56 8,73 Bc 12,67 Bb 19,60 Ba | 16,27 Bab | 1,93 Bd 11,84 B
71 24,07 Aa | 29,13 Aa 29,27 Aa | 28,60 Aa | 13,87 Ab 2499 A
Srednia | 11,11 b 14,49 ab 17,33 a 15,87 a 527 ¢ Srednia

Dane analizowano przy pomocy testu Manna-Whitneya dla poréwnan dwugrupowych. Srednie z
traktowan oraz dni stresu poréwnywano przy pomocy testu Friedmana, a istotne rdznice analizowano za
pomoca testu post hoc Conovera. Srednie oznaczone ta samg litera nie roznig si¢ istotnie (p = 0,05), przy
czym ,,a” oznacza najwyzsza wartos¢. Wielkie litery oznaczaja wptyw dlugosci trwania stresu (dni); mate
litery rodzaj oraz intensywno$¢ traktowania (kontrola, skarlanie mechaniczne, skarlanie chemiczne).
Dane przedstawiono jako $rednie z 15 roélin. Pomiary wykonano w 2021 r.

Podsumowujac, skarlanie mechaniczne znaczaco spowalnialo  wzrost
traktowanych ro$lin, wraz ze wzrostem intensywnos$ci stresu dotyku, co zostato
udokumentowane w zamieszczonych publikacjach. Dynamika zahamowania wzrostu w
trakcie skarlania oraz przyspieszenia wzrostu po zakonczeniu stresu, roznila si¢ w
zaleznosci od odmiany.

Skarlanie mechaniczne moze by¢ uzywane w komercyjnym ogrodnictwie do

kontrolowania wzrostu pedow roslin ozdobnych w sposob przyjazny dla srodowiska.

2) Zahamowanie wzrostu na skutek skarlania mechanicznego moZe byé
spowodowane zmniejszong syntezq endogennych auksyn, GAs zahamowania
transportu 1AA, zwigkszonqg aktywnoscig peroksydazowq Iub oksydazy IAA
(publikacje A,B,C).

Petunia 'Dark Red' — nalezaca do grupy odmian stolowych, o umiarkowanym

wzroscie (Publikacja C)

W publikacji C przedstawiono wyniki dotyczace zawartosci endogennego 1AA
oraz aktywnosci POD jedynie w stozkach wzrostu.

Zawarto$ci endogennego IAA (kwasu indoliloctowego) w stozkach wzrostu
pedoéw badanej odmiany zalezaly od dlugosci stresu, a w mniejszym stopniu od
intensywnos$ci stresu skarlania. Najnizsza zawarto§¢ IAA byla obserwowana po 7

dniach stresu, a najwyzsza po 71 dniach , trzy tygodnie po zaprzestaniu dotyku.
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We wszystkich kombinacjach aktywno$¢ peroksydazowa rosta wraz z czasem
trwania skarlania mechanicznego, jednak tempo wzrostu wydawalo si¢ zaleze¢ rowniez

od liczby cykli (publikacja C).

Petunie 'Pegasus ® Velvet Picotee' oraz 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'

nalezace do grupy silnie rosnacych (publikacja A,B, C)

Zawartos¢ oraz lokalizacja endogennego IAA

U odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' zawarto$¢ endogennego IAA rdznila si¢
w zalezno$ci od liczby cykli skarlania we wszystkich dniach obserwacji (publikacja C).
Zawarto$¢ IAA byta znaczaco wyzsza w 7. dniu u wszystkich roslin poddanych stresowi
dotyku w odniesieniu do kontroli.

W przypadku odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' okreslono
zawarto$¢ endogennego IAA zarowno w stozkach wzrostu pedow, jak i korzeni. Tutaj
zawarto$¢ IAA roznila si¢ zarbwno w wierzchotkach pedéw, jak 1 korzeniach,
niezaleznie od czasu trwania i1 intensywnosci stresu (publikacja A, B).

Ros$liny poddane stresowi w stozkach wzrostu pedow, miaty znaczaco nizsza
zawarto§¢ IAA w pordwnaniu do roslin kontrolnych po 14, 30 i 56 dniach od
rozpoczecia skarlania (publikacja A,B — pewne indywidualne roznice moga by¢
uzaleznione od warunkow pogodowych panujacych w sezonach, w ktorych prowadzono
obserwacje).

W stozkach wzrostu korzeni zawarto$¢ IAA rdznita si¢ w roslinach niezaleznie
od dtugosci trwania oraz intensywnosci stresu (publikacja A).

W  celu uzupelnienia danych uzyskanych za pomoca analizy
spektrofotometrycznej, u odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor',
przeprowadzono immunolokalizacj¢ w wierzchotkach wzrostu pedéw (SAM) 1 korzeni
(RAM) (publikacja A). Oceniano obecno$¢ biatek LAXI1, AUXI 1 PINI
wspomagajacych w sposob aktywny polarny transport auksyn.

Obecnos¢ LAX1, AUXI1 1 PINI wykryto w komoérkach merystematycznych
pakéw wierzchotkowych pedow oraz w pasmach prowaskularnych pedu glownego
zarowno w ro$linach kontrolnych, jak 1 w roslinach poddanych stresowi
mechanicznemu (publikacja A).

Sygnat immunolokalizacji nie zostal wykryty w pakach bocznych.

Obserwowano bardzo dobrze widoczny sygnal w gléwnym pedzie powyzej 1 ponizej
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pakow bocznych we wszystkich badanych roslinach. W wierzchotkach wzrostu korzeni
detekcja auksyn i ich intensywno$¢ byta podobna, niezaleznie od intensywnosci stresu
(dane niepublikowane). Wyrazny sygnat przeciwcial auksyn pochodzil z czesci
epidermalnej i tkanek przewodzacych korzenia. Podsumowujac, nie stwierdzono réznic
w transporcie auksyn mig¢dzy ro$linami kontrolnymi, a roslinami stymulowanymi

skarlaniem mechanicznym tak w stozkach wzrostu pedow, jak i korzeni.

Zawartos¢ GAs

Zawarto$¢ endogennego GAj3 badano jedynie u odmiany 'Pegasus® Special
Burgundy Bicolor'. W korzeniach badanych roslin zawartos¢ GAs byla zbyt niska, aby
ja zmierzy¢ (publikacja A). W merystemach wierzchotkowych pgedow zawarto§¢ GA3
roznita sie w zalezno$ci od intensywno$ci oraz trwania stresu mechanicznego

(publikacja A).

Aktywnos$¢ oksydazy IAA

W przypadku odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' aktywnos$¢ oksydazy 1AA,
w stozkach wzrostu pedow, wzrastata w kolejnych dniach obserwacji niezaleznie od
intensywnoéci skarlania (publikacja C). Srednio najwyzsza aktywno$¢ IAAO
obserwowano w ros$linach skarlanych 80x dziennie (publikacja C).

W przypadku odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w 14. dniu
eksperymentu zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci IAAO w ro$linach poddanych
stresowi dotyku w poréwnaniu do roslin kontrolnych (publikacja B). W 56. dniu
eksperymentu rosliny skarlane 80x dziennie mialy najnizsza aktywnos$¢ IAAO sposrod
wszystkich kombinacji. 15 dni po zakonczeniu eksperymentu (71. dzien) nie
stwierdzono istotnych statystycznie ro6znic w aktywno$ci I[AAO pomiedzy

poszczegbdlnymi traktowaniami.

Aktywnos¢ peroksydazowa (POX)

U odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' w stozkach wzrostu pedow, obserwowano
najnizsza aktywno$¢ POX u wszystkich stresowanych roslin $rednio 7 dni po
rozpoczeciu doswiadczenia (publikacja C). Najwyzsza aktywnos$¢ peroksydazowg w

roslinach kontrolnych odnotowano w 7. 1 65. dniu obserwac;ji.
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W przypadku petunii 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w stozkach wzrostu
pedow, w 7. dniu stresu aktywno$¢ POD byta najwyzsza u roslin stresowanych 120 oraz
160 razy dziennie (publikacja A). W 14. dniu stresu najwyzsza aktywnoscig POX
charakteryzowaly si¢ ro$liny stresowane 160 razy dziennie. W 30. dniu stresu,
aktywno$¢ peroksydazowa bylta najnizsza u roslin skarlanych 120 i 160 % dziennie. 15
dni po zakonczeniu stresu, u roslin stresowanych aktywno$¢ peroksydazowa byla
zdecydowanie najwyzsza w roslinach kontrolnych.

U odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' w 7. 1 14. dniu, w
merystemach  wierzchotkowych  korzeni, wysoka aktywno$¢ peroksydazowa
obserwowano u ro$lin stresowanych 80 i 160 razy (7 dzien) oraz u wszystkich roslin
stresowanych w 14. dniu (publikacja A).

Podsumowujac, w stozkach wzrostu pedow, w roslinach stresowanych 120 1 160
razy dziennie, najwyzsza aktywno$¢ peroksydazowa zaobserwowano w 7. dniu,
podczas gdy w stozkach wzrostu korzeni, we wszystkich badanych roslinach, w 14 dni

po rozpoczeciu stresu mechanicznego.

Obserwacje histologiczne (pedow i korzeni)

Obserwacje histologiczne pedow 1 korzeni odmiany 'Pegasus® Special
Burgundy Bicolor' przedstawiono w 7 dniu stresu dotyku, ze wzgledu na najwyzsza
aktywno$¢ peroksydazowa w merystemach wierzchotkowych pedow (publikacja A).
Obserwacje prowadzono na ro$linach kontrolnych oraz poddawanych stresowi
mechanicznemu 160 razy dziennie. W 7. dniu aktywno$¢ peroksydazowa byta
najwyzsza w pedach roslin poddanych stresowi 160 razy dziennie. Na przekrojach
podtuznych pedéw roslin kontrolnych nie stwierdzono obecnosci elementow
trachealnych w naczyniach ksylemu (publikacja A); w przeciwiefstwie do roslin
poddanych stresowi 160 razy dziennie, gdzie elementy trachealne byly wyraznie
widoczne w wigzkach. Obserwowano wyrazne komorki sklerenchymy w ro$linach
stresowanych, podczas gdy w ros$linach kontrolnych ich obecno$¢ byta nieznaczna
(publikacja A). W budowie anatomicznej korzeni nie obserwowano roéznic niezaleznie
od traktowania roslin (dane niepublikowane).

W konkluzji przeprowadzonych badan potwierdzono, ze dtugotrwata stymulacja
mechaniczna zatrzymuje dynamike wzrostu oraz syntez¢ IAA i GAs; w petunii.
Stymulacja mechaniczna nie zatrzymuje jednak transportu auksyn w kierunku

bazalnym. W badaniach udowodniono, ze jednym z czynnikow wplywajacych na
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wzrost petunii moze by¢ aktywno$¢ peroksydazowa, ktoéra odpowiada za lignifikacje i

suberynizacj¢ §cian komorkowych w todygach.

3) Stres mechaniczny moZze zmniejszac liczbe kwiatow i wplywaé na zmniejszong

synteze giberelin ogolnych skarlanych roslin

Petunia 'Dark Red' — nalezaca do grupy odmian stolowych, o umiarkowanym

wzroscie (Publikacja C)

Liczba kwiatow byta liczona po 42 oraz 65 dniach do$wiadczenia. W obu
terminach pomiaréw najwieksza liczba otwartych kwiatow charakteryzowaty si¢ rosliny

skarlane 80 razy dziennie, natomiast najmniejszg liczba rosliny kontrolne (publikacja
O).

Petunie 'Pegasus ® Velvet Picotee' oraz 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'

nalezace do grupy silnie rosnacych (Publikacja B, C)

Liczba kwiatow

U obu odmian liczba kwiatéw byla liczona w 42. oraz 65. dniu do$wiadczenia.
W przypadku odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee', w obu terminach pomiarow
najwigksza liczba kwiatow charakteryzowaty si¢ rosliny kontrolne (publikacja C).

U odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor', we wszystkich traktowaniach
obserwowano petlne kwitnienie w 30. dniu eksperymentu. W 56. 1 71. dniu
eksperymentu zaobserwowano wigkszg liczbe kwiatow u ro$lin stresowanych niz u

ro$lin kontrolnych.

Calkowita zawartos¢ giberelin

Calkowitg zawarto$¢ giberelin badano jedynie u odmiany 'Pegasus® Special
Burgundy Bicolor' (publikacja B). W 14. dniu eksperymentu rosliny poddane stresowi
wykazywaty statystycznie wyzsza zawarto$¢ giberelin ogdlnych w poréwnaniu do
roslin kontrolnych. W 56. dniu stresu rosliny kontrolne miaty statystycznie najwyzsza
zawarto$¢ giberelin ogo6lnych, natomiast najnizsza zawarto$¢ giberelin odnotowano u
ro$lin stresowanych 160 razy dziennie. W 71. dniu (15 dni po zakonczeniu stresu)
ro§liny poddane stresowi mialy wyzsza lub poréwnywalng calkowita zawarto$¢
giberelin w porownaniu z ro$linami kontrolnymi.

W dynamice kwitnienia wszystkich badanych grup roslin zaobserwowano

wplyw skarlania mechanicznego na liczb¢ kwiatow. Skarlanie mechaniczne
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spowodowato zwigkszenie liczby kwiatéw u odmiany 'Dark Red' i 'Pegasus® Special
Burgundy Bicolor', natomiast zmniejszenie ich liczby zaobserwowano u odmiany
'Pegasus ® Velvet Picotee', co moze by¢ indywidualng cechg danej odmiany (publikacja

B.,C).

4) W zaleinosci od intensywnosci i dlugosci trwania stresu mechanicznego
uruchamiane sq poszczegolne grupy genow TCH oraz genow zwigzanych z
homeostazq auksyn, ktorych ekspresja moze bycé skorelowana 7 odpowiedzig

morfologiczng i fizjologiczng badanych roslin (publikacja B).

Analizowano ekspresje¢ wybranych genéw TCH zwigzanych ze stresem dotyku,
w tym przypadku, skarlaniem mechanicznym ro$lin. Sg one odpowiedzialne migdzy

innymi za:

CaM72, CaM53 i CaM81- geny kodujace syntez¢ kalmodulin.
GH 3.1- Gretchen Hagen 3, gen kodujacy enzym syntetazy amidowej, ktory jest
odpowiedzialny za sprzgganie IAA 2z aminokwasami (Asparagina, Alanina,

Fenyloalanina), inaktywujac w ten sposéb wolne IAA

Obserwowano silng dynamike w ekspresji wszystkich badanych genow w
zaleznosci od intensywnos$ci oraz dtugosci trwania stresu dotyku. Szczegotowe dane

zostaly zawarte w publikacji B.

Korelacje parametrow biochemicznych i ekspresji genéow w roslinach

stresowanych 160 razy dziennie (dane usrednione ze wszystkich terminow)

Zaobserwowano bardzo silne korelacje zardwno dodatnie, jak 1 ujemne
pomiedzy parametrami biometrycznymi, a zmianami na poziomie fizjologicznym
1 molekularnym w roélinach stresowanych 160 x dziennie. Szczegoétowe dane zostaty
zawarte w publikacji B.

W roslinach stresowanych 160 razy dziennie zaobserwowano wysoka negatywng
korelacj¢ miedzy $rednig ekspresja genu GH3.1 a zawartoscig [AA (r = -0,803; p <
0,01) (publikacja B, Suppl. Tab. S2). Dodatkowo, zaobserwowano bardzo wysoka
dodatnig korelacje¢ miedzy ekspresja genu GH3.1 a aktywnos$cig oksydazy IAA (r =
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0,861; p<0,01), a takze negatywng korelacje¢ migdzy ekspresja GH3.1 a przyrostami
pedow (r =-0,969; p<0,01).

W roslinach stresowanych 160 razy dziennie zaobserwowano bardzo wysoka
dodatnig korelacje¢ miedzy genami GH3.1 a CaM81 oraz CaM53 (r = 0,959; 0,985;
p<0,001, odpowiednio) (publikacja B, Suppl. Tab. S2). Rozwazajac korelacje ekspres;ji
CaM81, CaM53 i CaM72 z dynamika wzrostu (catkowita wysokos¢ rosliny i przyrosty
pedow), stwierdzono, ze w roslinach stresowanych 160 razy dziennie, ekspresja CaM53
1 CaM81 nie wplywala na zahamowanie wzrostu (r = 0,851; 0,756; p<0,01,
odpowiednio). Jednakze, zaobserwowano silng negatywna korelacje migdzy CaM81 a

CaM353 a przyrostami pedoéw (odpowiednio r= -0,873; -0,911; p<0,01).
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1. Stres mechaniczny moze by¢ stosowany jako substytut retardowania

chemicznego

Czynniki srodowiskowe takie silny wiatr, deszcz, przeszkody mechaniczne,
moga wywota¢ u roslin specyficzne reakcje (Braam 2005; Chen i in. 2005; Chehab 1 in.
2006; Karban i Baldwin 2007; Chehab i in. 2008). U niektorych gatunkow (Dionaea
muscipula, Venus flytrap, Mimosa pudica, Samanea saman) reakcja na bodzce
mechaniczne jest bardzo szybka ze wzgledu na obecno$¢ wyspecjalizowanych komorek
czuciowych  (wloski czuciowe) (Braam 2005). OdpowiedZz roslin  bez
wyspecjalizowanych receptoréw jest wolniejsza, jednak bardziej kompleksowa
obejmujgca zmiany na poziomie molekularnym, fizjologicznym, anatomicznym oraz w
widocznej gotym okiem architekturze i pokroju roslin.

W badaniach pilotazowych przedstawionych w niniejszej dysertacji, najwigksza
redukcj¢ wzrostu wybranych odmian petunii ('Dark Red', 'Pegasus ® Velvet Picotee')
zaobserwowano u roslin skarlanych 80 razy dziennie w stosunku do kontroli, w 42. dniu
stresu dotyku (publikacja C). W ostatnim dniu stresu, odmiana 'Dark Red' byla o
39,80%, a 'Pegasus ® Velvet Picotee' o 43,50% nizsza w stosunku do ro$lin
kontrolnych. Trzy tygodnie po zaprzestaniu skarlania obie badane odmiany byly nizsze
od roslin kontrolnych.

Po wykonaniu badan pilotazowych zaobserwowano, ze odmiany nalezace do
grupy silnie rosnacych, intensywniej reaguja na stres dotyku podczas zmieniajacej si¢
liczby cykli (publikacja C). Odmiana 'Dark Red' o kompaktowym charakterze wzrostu
reagowala znacznie stabiej niz silnie rosngce odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee'
1 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'. Podobne wyniki zaobserwowano u innych
gatunkéw. Odmiany ogérka z naturalnie krotkimi migdzywezlami wykazywatly
mniejsza redukcje wzrostu niz odmiany z dtuzszymi migedzywezlami, w stosunku do
roslin kontrolnych (Latimer i in. 1991). Podobna reakcje zaobserwowano u pomidorow

(Johjima i in. 1992).
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2. Zahamowanie wzrostu na skutek skarlania mechanicznego moze by¢
spowodowane zmniejszona synteza endogennych auksyn, GAs, zahamowania

transportu IAA, zwiekszong aktywnoscia peroksydazowg lub oksydazy IAA

Zmiany w dlugosci pedu w odpowiedzi na bodziec dotykowy przypisuje si¢
gldwnie zaburzeniom w syntezie hormondw ro$linnych, takich jak auksyny, gibereliny,
cytokininy, oraz wzmozonej aktywno$ci enzymatycznej mig¢dzy innymi peroksydaz
1 oksydaz (Takahashi 1 Jaffe 1984; Chehab 2009).

Synteza oraz transport auksyny jest szczegoOlnie wrazliwy na bodzce
mechaniczne, przy czym wzmozony stres mechaniczny czgsto hamuje przeptyw
auksyny do obszaréw wzrostu, zmniejszajac wydtuzenie miedzywezli, a tym samym
wysoko$¢ rosliny (Sparke 1 Wiinsche 2020; Kouhen i in. 2023). W wyniku stresu
mechanicznego zaobserwowano spadek poziomu auksyn w stozkach wzrostu pedow
przestepu dwupiennego (Bryonia dioica) oraz wzrost ich poziomu u fasoli zwyczajnej
(Phaseolus vulgaris) (Erner i Jaffe 1982). Wzrost ten tlumaczono spowolnionym
transportem polarnym IAA z merystemow pedow w kierunku korzeni. W
doswiadczeniu Mitchell’a (1996) obserwowano zahamowanie transportu polarnego
auksyn w todygach grochu w wyniku stresu dotyku pedéw. W obecnym doswiadczeniu
ujetym w dysertacji, u odmiany 'Dark Red' poziom IAA wzrastal w czasie trwania
skarlania mechanicznego (publikacja C). Najwyzsze poziomy auksyny obserwowano u
roslin stresowanych 40 1 60 razy dziennie, a najnizsze w grupie kontrolnej oraz u roslin
skarlanych 80 X dziennie. Z kolei u odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' rosliny
skarlane 40 1 60 X dziennie mialy nizsza zawarto$§¢ IAA niz rosliny kontrolne oraz
stresowane 80 razy dziennie.

W  przypadku odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'  wyniki
niniejszego doswiadczenia wyraznie wykazaty, ze skarlanie mechaniczne wptywa na
synteze auksyn w stozkach wzrostu pedow badanych roslin w dluzszym okresie. W tym
przypadku nawet 30 dni po rozpoczgciu stresu. W 56. dniu stresu zawartos¢ 1AA u
ro$lin stresowanych nadal byta nizsza niz u roslin kontrolnych (publikacja A).

W doswiadczeniu Sarmast 1 in. (2014) na sansewierii gwinejskiej (S. trifasciata),
wykazano, ze czas trwania stresu oraz intensywno$¢ bodZzca mechanicznego maja
kluczowe znaczenie dla kondycji rosliny nawet 6 miesigcy po zakonczeniu stresu.
Zarowno po 48h jak i 6 miesigcach po zakonczeniu stresu widoczne sg wyrazne rdznice

w biochemii oraz anatomii ro$lin migedzy kombinacjami. W przypadku badan
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sktadajacych si¢ na niniejsza dysertacje, rowniez zaobserwowano wyrazny wplyw
intensywnos$ci stresu na réwnowage hormonalng roslin po jego zakonczeniu. Dane
przedstawione w publikacjach A 1 B, sktadajacych si¢ na niniejsza dysertacje, pokazuja,
ze 15 dni po zakonczeniu stresu mechanicznego, dochodzi do zahamowania zawarto$ci
IAA u roslin stresowanych, w stosunku do kontroli. Natomiast w do$wiadczeniu
opisanym w publikacji z 2020 r., trzy tygodnie po zakonczeniu stresu zaobserwowano
statystycznie wyzszg zawartoS¢ IAA u 'Pegasus ® Velvet Picotee' stresowanych
najintensywniej w stosunku do roslin dotykanych 40, 60 x oraz kontrolnych (publikacja
C). Rozbiezno$¢ w otrzymanych wynikach jest spowodowana réznymi testowanymi
czestotliwo$ciami stresu, terminem pomiaréw oraz odmianami o réznej sile wzrostu.

Brak jest danych literaturowych dotyczacych roznic w zawartosci IAA mig¢dzy
SAM a merystemem korzeniowym (RAM) (publikacja A). W biezacym badaniu
zawarto$¢ IAA byta znacznie nizsza w RAM niz w SAM we wszystkich badanych
ro$linach.

Jednym z celow badan niniejszej dysertacji bylo bezposrednie udzielenie
odpowiedzi na pytanie, czy stres mechaniczny hamuje syntezg lub transport auksyn w
petunii, wptywajac na architekture ro§lin. W tym celu przeprowadzono seri¢ badan
immunolokalizacyjnych. Najbardziej prawdopodobng droga transportu auksyny z SAM
do RAM (merystem korzeniowy) jest rozwijajacy si¢ floem, charakteryzujacy si¢
wysoka zawarto$cig auksyny. Obecnie wiadomo, zZe transport auksyn jest rowniez
wspomagany przez dedykowane biatka (Reinhardt i in. 2003; Leyser 2006; Sieburth 1
Deyholos 2006; Vanneste i1 in. 2009; Wang 1 Estelle 2014; Lavy 1 Estelle 2016). W
ro$linach z silng dominacja wierzchotkowa, wierzchotek pedu hamuje aktywnosé
pakéw bocznych, natomiast jego usunigcie inicjuje ich powstawanie. Dzialaniu temu
towarzyszy polaryzacja no$nikow PIN, co umozliwia eksport auksyn z pakdéw bocznych
do korzenia (Balla 2016). Badania przeprowadzone przez Balla (2016) na grochu,
wyraznie pokazuja, ze eksport auksyn z pgkow bocznych jest mozliwy tylko wtedy, gdy
pierwotne zrddlo auksyn zostanie usunigte lub ostabione. W badaniach umieszczonych
w niniejszej dysertacji, obserwowano obecno$¢ bialek LAXI1, AUXI1 i1 PIN1 w
komorkach merystematycznych pakow SAM oraz tkance przewodzacej pedu gldwnego,
podczas gdy sygnat immunolokalizacji nie zostal wykryty w pakach bocznych. Moze to
by¢ wskazowka do dyskusji, czy stres mechaniczny byt wystarczajaco silny, aby
zmniejszy¢ synteze auksyn, ale zbyt staby, by przerwa¢ ich transport bazypetalny, lub

czy inne czynniki fizjologiczne moga by¢ odpowiedzialne za transport auksyn i

58



DYSKUSJA

zapobieganie inicjacji pgkow bocznych. Wedtug Tanaka i in. (2006), auksyny moga
regulowa¢ biosyntezg cytokinin odpowiedzialnych za rozwdj pakow bocznych.
Wykazano, ze u grochu zwyczajnego synteza cytokinin moze by¢ regulowana przez
auksyny, ktore dzialaja poprzez represj¢ ekspresji genow kodujacych enzym
biosyntetyczny cytokinin (transferaze izopentenylowa adenozyno-5'-monofosforanu) w
pedzie (Tanaka i in. 2006). U ciecierzycy pospolitej, po dekapitacji, zaobserwowano
intensywny transport tego hormonu z korzeni do pgkéw oraz jego akumulacje w
wierzchotkowych czesciach pedu (Mader i in. 2003).

Wiadomo réwniez, ze stres mechaniczny aktywuje biosynteze cytokinin (Chehab
i in. 2008). Moze to wyjasnia¢ wigksza liczb¢ pedow bocznych w traktowanych
ro$linach obu odmian petunii podczas cyklu skarlania oraz ich zmniejszenie po
zaprzestaniu  tego  zabiegu. Wedlug danych literaturowych, czynnikiem
odpowiedzialnym za aktywno$¢ pakdéw bocznych po ustaniu dominacji wierzchotkowej,
jest poziom endogennych cukréw (Mason 1 in. 2014). Niewystarczajacy poziom cukrow
rozpuszczalnych moze by¢ kluczowym czynnikiem decydujacym o utrzymaniu
dominacji wierzchotkowej. Hipotezy te zaprzeczaja wynikom obecnych doswiadczen
wskazujacych na silne rozgatezienia boczne pedow badanych odmian petunii. Nie
badano zawartosci cytokinin w SAM petunii, ale wedlug Qiu 1 in. (2019), wysoka
zawarto$¢ cytokinin w pakach wierzchotkowych pgdow moze spowodowac aktywno$¢
pakoéw bocznych.

Konieczne jest dalsze badanie wptywu stresu mechanicznego na endogenne
zachowanie IAA w traktowanych roslinach, a takze zaleznosci migdzy innymi
hormonami, a ich transportem, aby w pelni wyjasni¢ wptyw stresu mechanicznego na
procesy fizjologiczne w ro$linach poddanych temu dziataniu. Zmiany te s3 czgsto
powigzane z modyfikacjami syntezy i1 dystrybucji auksyny, poniewaz hormon ten
odgrywa kluczowg rolg¢ w regulacji wzrostu ros§lin 1 ich reakcji na bodzce
srodowiskowe. Stres dotyku moze zmienia¢ szlaki auksynowe, prowadzac do
redystrybucji hormonu, co w konsekwencji modyfikuje wzorce wzrostu, zwlaszcza w
odniesieniu do wysokosci i liczby pedow (Erner i Jaffe 1982; Mitchell 1996; Stepanova
1 Alonso 2016). Wiele badan wskazuje jednak, ze wrazliwos$¢ rosliny na bodziec zalezy
od gatunku, wieku tkanki lub rodzaju czynnika mechanicznego (Biro 1 Jaffe, 1984;
Moulia i Coutand 2015; Sparke i in. 2020; Sparke i in. 2021).

IAA 1 GAs s3g silnymi regulatorami wzrostu organéw nadziemnych, a endogenne

poziomy tych hormonow, ilosciowo reguluja wzrost pedow jako akceleratory, tzn. im
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wyzszy poziom endogenny danego hormonu, tym silniejszy wzrost pedéw (Mori 1 in.
2005). Badania fizjologiczne ujawnity, ze gibereliny odgrywaja wazng role w
wydtuzaniu miedzywezli (Sun 2008; Prusinkiewicz 1 in. 2009; Tian i Jiao 2015; Rinne 1
in. 2016; Binenbaum 1 in. 2018; Serova i in. 2019). Nadal brakuje zrozumienia $ciezek
transdukcji sygnatow, ktére prowadza do aktywnosci GAs, a tym samym do wydtuzania
todyg i lisci w odpowiedzi na rézne czynniki Srodowiskowe.

Wedlug Tanimoto (2007), auksyny i1 gibereliny s3 najsilniejszymi czynnikami
przyspieszjagcymi wzrost pedow (Tanimoto i in. 2007). Sugerowano, ze transport auksyn
z wierzchotka pedu kontroluje wzrost korzeni, utatwiajac, dzicki posrednictwu
giberelin, destabilizacj¢ biatek DELLA (Ikeda i in. 2001; Richards i in. 2001; Fu i in.
2002; Fu 1 Harberd 2003; Matsuoka 2003; Alvey i Harberd 2005). W obecnych
badaniach stwierdzono, ze 30 dzien stresu byt kluczowym terminem do obserwacji
wyraznego zahamowania wzrostu u roslin poddanych SM oraz zawartos$ci IAA i GAz w
ro§linach, ktore byly stresowane 120 i 160 razy dziennie (publikacja A,B). Wciaz
pozostaje pytanie o aktywny transport auksyn z gléwnego paka pedu do korzeni. Z
literatury wynika, ze dekapitacja wywotuje spektakularny efekt, w ktorym transport
auksyn z gléwnego pedu jest szybko hamowany, a ich transport z pedow bocznych jest
aktywowany. Jedno z pytan w obecnej pracy brzmiato, czy SM moze zatrzymac syntezg
lub transport auksyn na wczesnym etapie stresu. W przeprowadzonym eksperymencie
wyjasniono, ze w warunkach SM synteza auksyn i1 giberelin jest hamowana podczas
dtugotrwatego stresu, a bazypetalny oraz aktywny transport auksyn nie jest hamowany
(publikacja A). Transport auksyn moze by¢ kontrolowany przez rézne typy biatek i
peptydow w ksylemie (Singroha i in. 2021). Szczegélnie godne uwagi sa biatka
arabinogalaktanowe (AGPs), ktoére prawdopodobnie dziataja jako molekuty sygnalne
podczas skarlania (Showalter 2001; Ellis 1 in. 2010). Biora one udziat w regulacji
rozwoju roslin 1 wptywaja na wilasciwosci §cian komoérkowych (Bossy 1 in. 2009;
MacMillan 1 in. 2010; Nguema-Ona 1 in. 2012; Seifert 2018; Liu i in. 2020; Seifert i in.
2021). To moze sugerowac, ze AGPs odgrywaja rowniez wazng role w modyfikacjach
scian komorkowych roslin poddanych SM. W obecnej pracy nie badano aktywnosci
AGPs w SAM ani RAM petunii. W literaturze brakuje danych na temat tego, czy SM
moze zwigksza¢ produkcje AGPs 1 wptywa¢ na modyfikacje §cian komérkowych w
roslinach.

Postuluje si¢, ze aktywnos$¢ oksydazy IAA moze pomaga¢ w regulacji

zawartosci IAA (Mohamed-Yasseen 1 Splittstoesser 1990; Li 1 in. 2009). IAAO jest
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zwykle zaangazowana w katabolizm auksyny i wykazuje negatywna korelacj¢ z
poziomami [AA, regulujac tym samym stezenie tego hormonu (Li i in. 2009; Liu i in.
2018). Wedtug wielu autorow (Jaffe 1 Forbes 1993; Saidi i in. 2009; Onoda i Anten
2011; Zhang 1 in. 2014; Markovic i1 in. 2016) redukcja wzrostu podczas stresu
mechanicznego jest wynikiem utleniana IAA oraz wzrostu aktywnosci IAA oksydazy i
innych enzymow (Cipollini 1998; Saidi i in. 2009).

U odmiany 'Pegasus ® Velvet Picotee' (publikacja C) aktywno$¢ oksydazy IAA
byta wyzsza w roslinach skarlanych niz w grupie roslin kontrolnych, czego efektu tego
nie zaobserwowano u petunii 'Dark Red'.

W przypadku petunii 'Pegasus® Burgundy Bicolor' stymulacja mechaniczna
wywotata obserwowalne zmiany zardbwno w zawartosci IAA, jak 1 aktywnosci IAAO,
przy czym odnotowano istotng negatywna korelacj¢ miedzy tymi dwoma parametrami
(publikacja B). Zalezno$¢ ta jest zgodna z wczesniejszymi badaniami, ktore pokazuja,
ze stymulacja mechaniczna zwigksza aktywno$¢ IAAO, prowadzac do obnizenia
poziomu auksyn i zahamowania wzrostu (Jaffe i Forbes 1993; Meng i in. 2019).

Stres mechaniczny, moze by¢ skutecznym aktywatorem peroksydaz w ro$linach
(Braam 2005; Saidi 1 in. 2009; Sarmast i in. 2014; Cook i1 Ross 2016). Wedlug
Normanly (1997), wzrost aktywnosci peroksydazowej wystepuje u roslin poddanych
stresowi mechanicznemu. Cook i Ross (2016) twierdza, ze indukcja POX zalezy od
intensywnos$ci stymulacji. U pomidora zwyczajnego aktywno$§¢ POX w pocieranych
miedzywezlach byta wyzsza juz po 24 godzinach stresu w porownaniu do kontroli
(Saidi 1 in. 2009). W badaniach znajdujacych si¢ w publikacjach A 1 C, u obu odmian
('Pegasus ® Velvet Picotee' oraz 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor') najwyzsza
aktywno$¢ POX zaobserwowano w 7 dniu, jednak intensywno$¢ stymulacji ogdlnie nie
miata wplywu na zwigkszenie lub zmniejszenie aktywnosci peroksydazowej, co jest
sprzeczne z obserwacjami Cook 1 Ross (2016). W badaniach przeprowadzonych u
'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' aktywnos$¢ peroksydazowa byta zmienna w SAM,
podczas gdy w RAM w 7. oraz 14. dniu skarlania mechanicznego zaobserwowano
wysoka aktywnos$¢ peroksydazowa w ro$linach stresowanych 80 i 160 razy (7 dzien)
oraz we wszystkich roslinach w 14. dniu (publikacja A).

W 14. dniu w pedach roslin skarlanych 160 razy dziennie aktywnos$¢
peroksydazowa byla najwyzsza (publikacja A). Interesujacym faktem jest, ze w SAM
najwyzszg aktywno$¢ peroksydazowa zaobserwowano w 7. dniu w roslinach

kontrolnych oraz skarlanych 120 i 160 razy dziennie, ale na przekrojach pgdéw roslin
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kontrolnych nie byly widoczne elementy trachealne wigzek naczyniowych, w
przeciwienstwie do roslin skarlanych 160 razy dziennie, gdzie elementy trachealne byty
wyraznie widoczne w wigzkach przewodzacych. Oczywiste jest, ze rosliny tworza
naturalng obrone¢ przed uszkodzeniami mechanicznymi poprzez produkcje lignin i1
suberyn w todygach (Gladala-Kostarz 2019). W roslinach pomidora aktywnos$¢
peroksydazowa znaczaco wzrosta w pocieranym migdzywezlu po zastosowaniu stresu
mechanicznego (Saidi 1 in. 2009). Wyniki obecnego badania s3 zgodne z
wczesniejszymi badaniami na temat roli peroksydaz w odpowiedzi na skarlanie
mechaniczne (Brunner i in. 2015). Zaskakujace jest, ze najbardziej intensywna
aktywno$¢ POX obserwowana byta w korzeniach, a dostgpnych jest niewiele danych na
temat sygnaldéw chemicznych pojawiajacych si¢ w nich w wyniku stresu
mechanicznego. Dotychczas badania poréwnujace reakcje korzeni i pedow na SM
koncentrowaly si¢ glownie na zmianach morfologicznych, anatomicznych i
cytologicznych oraz czynnikach molekularnych aktywujacych zmiany cytologiczne,
jednak brakuje danych dotyczacych fizjologicznej reakcji korzeni (Potocka i
Szymanowska-Putka 2018; Beier i1 in. 2020; Okamoto 1 in. 2021; Kouhen i in. 2023).
W obecnym doswiadczeniu nie badano, jak stres spowodowany skarlaniem
mechanicznym wpltywa na ROS oraz produkcje aktywnos$ci enzymatycznej
przeciwutleniaczy w pedach 1 korzeniach stymulowanych ro$lin. Jedna z hipotez
wyjasniajacych tak duza aktywno$¢ POX w korzeniach stymulowanych ro$lin na
wczesnym etapie trwania stresu mechanicznego moze by¢ jej produkcja w celu ochrony
rosliny przed stresem oksydacyjnym spowodowanym skarlaniem mechanicznym.
Hipoteza ta moze by¢ prawdziwa w tym przypadku, zwlaszcza ze nie zaobserwowano
zadnych roznic w budowie anatomicznej korzeni w ro$linach kontrolnych ani
poddanych stresowi mechanicznemu. Z drugiej strony wyniki badan Jacobsen i in.
(2021) dotyczace Arabidopsis pokazaty, ze geny sygnalizacyjne zwigzane z etylenem i
auksynami, a takze aktywacja transkrypcyjna ROS, byly cze$cia wczesnej reakcji
korzeni Arabidopsis na stres mechaniczny, co wyraznie pasuje do obecnej hipotezy

(Jacobsen i in. 2021).
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3. Stres mechaniczny moze zmniejsza¢ liczbe kwiatow i wplywaé¢ na zmniejszona

synteze giberelin ogolnych skarlanych roslin;

Zgodnie z badaniami Morel 1 in. (2012) oraz Vernieri 1 in. (2006), rosliny
dotykane produkowaty wigcej kwiatdw, chociaz ich $rednice byly mniejsze. Przeciwnie,
w eksperymencie przeprowadzonym w publikacji C, ros§liny poddane 40, 60 i 80
cyklom skarlania dziennie prowadzity do zmniejszenia liczby kwiatow, spadajac $rednio
z 36 do 21 szt./rosling, w przypadku Petunia *atkinsiana 'Pegasus® Velvet Picotee'.
Jednak w przypadku odmian 'Dark Red' oraz 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor'
reakcja byla odmienna: skarlanie zwigkszyto $rednio liczbe kwiatow z 11 w grupie
kontrolnej do 22 szt./rosling w grupie stresowanej 80 razy u petunii 'Dark Red'iz 11 na
15 szt./rosling, u odmiany 'Pegasus® Special Burgundy Bicolor' stresowanej 160 razy w
trakcie skarlania. Natomiast po 15 dniach od ustania stresu dotyku liczba kwiatow
zwigkszyta si¢ z 24 na 29 szt./rosling (publikacja B 1 C). Onguso i in. (2006) oraz Salehi
1 Salehi (2009) rowniez doniesli o braku wpltywu stresu mechanicznego na liczbe
kwiatow. W obecnym eksperymencie rosliny poddane stresowi zakwitly wczesniej i
wyprodukowaty wigcej kwiatow niz grupa kontrolna. Zjawisko to moze réwniez
dowodzi¢ indywidualnych cech rodzajow, a takze odmian. Reakcj¢ badanych petunii
mozna czg$ciowo przypisac roli giberelin w promowaniu kwitnienia. We wczesnych
stadiach stresu poziomy giberelin wzrosty, co sprzyjalo formowaniu kwiatéw
(publikacja B). Jednak przedtuzony stres dotykowy, jak zaobserwowano w dniu 56.,
prowadzil do znacznego zmniejszenia zawartoSci GAs w silnie zestresowanych
ro$linach. Na podstawie tych ustale mozna stwierdzi¢, ze spadek zawartosci giberelin

w dotykanych roslinach jest formg obrony przed stresem dotyku.

4. W zalezno$ci od intensywnos$ci i dlugosci trwania stresu mechanicznego
uruchamiane sa poszczegolne grupy genow TCH oraz genéw zwiazanych z
homeostaza auksyn, ktorych ekspresja moze by¢ skorelowana z odpowiedzia

morfologiczna i fizjologiczna badanych roslin.

Obok aktywnosci IAAO, gen GH3.1, ktory koduje enzym (syntetaze amidowq)
zaangazowany w koniugacj¢ auksyn, rowniez ulegt regulacji w odpowiedzi na stres
mechaniczny. Ekspresja GH3 jest zwigzana ze zwigkszong tolerancja na stres,

szczegoblnie u roslin narazonych na suszg, niskg temperature czy zasoleniem (Park 1 in.
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2007). Rodzina enzymoé6w GH3 jest znana z posredniczenia reakcji roslin na rdzne
czynniki stresowe poprzez regulacje homeostazy auksyn i koniugacj¢ wolnego IAA
z aminokwasami, co prowadzi do unieczynnienia auksyn (Park 1 in. 2007; Suza i
Staswick 2008). W biezacym eksperymencie zaobserwowano, ze stres dotyku wplywat
na wzrost ekspresji GH3.1, przy czym w traktowaniach ekspresja GH3.1 wykazywata
negatywng korelacje z zawarto$cia IAA 1 przyrostem pedoéw (publikacja B).
Obserwowano pozytywna korelacje ekspresji GH3.1 z aktywnos$cig IAAO.

Zwigkszona produkcja enzymu GH3, ktéry koniuguje IAA, byta zdecydowanie
zwigzana z hamowaniem wzrostu i $cisle powigzana ze zwigkszong odpornoscia na
stres skarlania. Poniewaz od 56. dnia eksperymentu rosliny uzyskaly homeostaze w
dynamice wzrostu, zmniejszona aktywno$¢ IAAO zwiazana z nizsza ekspresjag GH3.1
moze by¢ wyjasnieniem tego zjawiska (publikacja B). Sugeruje to, Ze potaczenie
zwickszonej oksydacji auksyn 1 koniugacji dziala jako mechanizm sprzezenia
zwrotnego, ktory moduluje poziomy auksyn w warunkach dlugotrwalego stresu,
przyczyniajac si¢ do hamowania wzrostu.

Ciekawym zjawiskiem jest to, ze 15 dni po ustaniu stresu rosliny poddane
dotykowi (szczeg6lnie te, ktore byly stresowane 160 razy dziennie) wykazaty
najwyzszy wzrost, co wskazuje na op6zniong kompensacyjng reakcj¢, prawdopodobnie
spowodowana nadprodukcja auksyn po zaprzestaniu stresu (publikacja B). Ten efekt
moze by¢ wynikiem strategii rosliny, ktora polega na nadprodukcji IAA w odpowiedzi
na dlugotrwaly stres, co umozliwia szybki wzrost po jego ustaniu. Stres abiotyczny, w
tym stres mechaniczny, powoduje nadprodukcje reaktywnych form tlenu (ROS)
(Smirnoff 1993). Nadprodukcja ROS w tkankach ro$linnych moze uszkodzi¢ blony
komorkowe, makromolekuly, wplyna¢ na metabolizm komoérkowy oraz odegra¢
kluczowa role w uszkodzeniach komorkowych (Ajithkumar i Panneerselvam 2014).
Glowne reaktywne formy tlenu generowane w komorkach ros§linnych w warunkach
stresowych to nadtlenek wodoru (H20) oraz rodniki ponadtlenkowe (O*). Ich
szkodliwe dziatanie jest zazwyczaj neutralizowane przez enzymy, takie jak katalazy i
peroksydazy produkowane przez ro$liny (Grellet Bournonville i Diaz-Ricci 2011). W
publikacjach A i C, zaobserwowano zwigkszone poziomy peroksydazy podczas stresu
mechanicznego, odgrywajacej role w hamowaniu syntezy [AA, a takze w lignifikacji
scian komoérkowych. Chociaz inne eliminatory wolnych rodnikdw w petunii nie byly
badane w warunkach stresu mechanicznego, mozna przypuszczac, na podstawie danych

literaturowych 1 wynikéw uzyskanych w obecnym eksperymencie, ze rosliny aktywnie
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bronity si¢ przed stresem oksydacyjnym (Szabados i in. 2010; Kavi i in. 2014).

Czy ekspresja genow zwiazanych z kalmoduling moduluje aktywacje GH3.1?

Stres inicjuje $ciezke transdukcji sygnatu, co prowadzi do zwigkszenia stezenia
jonow Ca** w cytosolu. Stezenie jonow Ca®" stymuluje aktywno$¢ kalmodulin
(Ca**/CaM) (Al.-Quaraan i in. 2015). W przeprowadzonym eksperymencie
zaobserwowano, ze po narazeniu rosliny na zimno lub hipoksje dochodzi do aktywacji
Ca?"/CaM. Wzrost ekspresji genéw zwigzanych z kalmoduling (CaM53, CaM72
i CaMS81) podczas stresu mechanicznego podkresla kluczowa role sygnalizacji
wapniowej w adaptacji roslin do bodzcow Srodowiskowych (publikacja B).
Kalmoduliny dziataja jako czujniki wapnia i mediatory, odgrywajac zasadniczg role w
regulacji procesow komodrkowych w warunkach stresu (Al-Quaraan 1 in. 2015).
W obecnym eksperymencie wszystkie trzy geny CaM wykazaty zwigkszong ekspresje
do 56. dnia skarlania, co wskazuje, ze ro$liny doswiadczaly znaczacego stresu,
niezaleznie od intensywnos$ci stymulacji mechanicznej (publikacja B). Jest to zgodne z
badaniami, ktore pokazuja aktywacje¢ szlakow kalmoduliny w odpowiedzi na rdzne
stresy abiotyczne (Cholewa 1 in. 1997).

W biezacym eksperymencie zaobserwowano silng korelacje migdzy ekspresja
genu GH3.1 a niektorymi genami CaM, w zalezno$ci od intensywnos$ci stymulacji
mechanicznej (publikacja B). Zmiana w korelacjach kalmodulina-GH3.1 w zaleznosci
od intensywnos$ci stresu sugeruje, ze rézne geny zwigzane z kalmoduling mogg by¢
aktywowane w odpowiedzi na rozne poziomy stresu mechanicznego. Moze to
sugerowac hierarchiczny mechanizm odpowiedzi, w ktorym CaM72 jest wystarczajaca
do regulacji homeostazy auksyn w umiarkowanym stresie, podczas gdy w warunkach
silniejszego stresu konieczne jest zaangazowanie innych kalmodulin, takich jak CaM53
1 CaM81 w celu utrzymania rownowagi auksyn 1 zapobiezenia zahamowaniu wzrostu.
Wzrost ekspresji kalmodulin w warunkach silnego stresu moze by¢ konieczny do
zarzadzania podwyzszonymi poziomami jondw wapnia wywotanymi silniejszym
bodzcem mechanicznym.

Interesujace jest to, ze nawet 15 dni po ustaniu stresu mechanicznego nadal
obserwowano wzrost ekspresji CaM53 1 CaM72, co sugeruje, ze rosliny nadal radzity

sobie z pozostatymi efektami stresu (publikacja B). To przedluzone zwigkszenie
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ekspresji moze wskazywaé na rozpoczecie procesu adaptacji po stresie, w ktérym
sygnalizacja wapniowa pozostaje aktywna, aby pomodc roslinie w regeneracji i
utrzymaniu homeostazy. Zgodnie z badaniami Brenya i in. (2022), w przypadku braku
stresu mechanicznego wigkszos¢ transkryptow wraca do podstawowego poziomu
ekspresji, chociaz niektore moga utrzymywac si¢, wykazujac zmieniong ekspresje
genow przez kilka dni po stymulacji. Konieczne sg dalsze badania, aby zrozumie¢, jak
dtugo geny zwigzane z kalmoduling pozostajg w stanie wzmozonej ekspresji po stresie i
czy przyczynia si¢ to do dtugoterminowej odpornosci roslin.

Sita stresu dotyku wyraznie wptyneta na ekspresje zarowno gendw zwigzanych
z kalmoduling, jak i GH3.1 (publikacja B). Rosliny poddane 160 dotknigciom dziennie
wykazaly wyzsze poziomy ekspresji GH3.1 oraz genéw kalmodulin CaM53 1 CaM81
w poréwnaniu do tych dotknigetych 80 razy dziennie. Sugeruje to, Ze intensywno$¢
bodzca mechanicznego odgrywa kluczowa role w okreslaniu stopnia reakcji na stres, a
bardziej intensywny stres prowadzi do wigkszej aktywacji zarowno szlakow

sygnalizacji wapniowej, jak 1 regulacji auksyn.
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W oparciu o przeprowadzone badania przedstawione w niniejszej pracy mozna
sformutowac nastepujace wnioski, ktére stanowiag odpowiedz na postawione hipotezy

badawecze:

1. Stres mechaniczny wplywa na dynamike wzrostu i moze by¢ stosowany jako

substytut retardowania chemicznego.

— Stres mechaniczny znaczaco spowalnia wzrost traktowanych roslin, wraz
z intensywno$cig stresu dotyku. Dynamika zahamowania wzrostu w trakcie
skarlania oraz przyspieszenia wzrostu po zakonczeniu stresu, rozni si¢

w zalezno$ci od odmiany.

2. Zahamowanie wzrostu na skutek skarlania mechanicznego moze by¢ spowodowane
zmniejszong synteza endogennych auksyn, GAj3, zahamowaniem transportu [AA,

zwigkszong aktywnoscia peroksydazowa lub oksydazy IAA.

— Dlugotrwata stymulacja mechaniczna zahamowuje dynamike¢ wzrostu oraz
syntez¢ IAA 1 GAs w petunii. Stymulacja mechaniczna nie hamuje jednak

transportu auksyn w kierunku bazypetalnym.

— Jednym z czynnikow wplywajacych na wzrost petunii moze by¢ aktywnosé
peroksydazowa, ktora odpowiada za lignifikacj¢ 1 suberynizacj¢ S$cian

komorkowych w todygach.

3. Stres mechaniczny moze zmniejszaé liczbe kwiatdow 1 wplywa¢ na zmniejszong

synteze¢ giberelin ogdlnych skarlanych roslin.

— Mechaniczne stymulowanie zwigksza liczbe kwiatdw u stresowanych roslin,
co niekoniecznie jest zwigzane z 0golng zawartoscig giberelin, natomiast moze

zaleze¢ od odmiany.
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4. W zaleznosci od intensywnosci i dlugosci trwania stresu mechanicznego uruchamiane
sa poszczegolne grupy genow TCH oraz genow zwigzanych z homeostaza auksyn,
ktorych ekspresja moze by¢ skorelowana z odpowiedzig morfologiczng i fizjologiczng
badanych roslin.
- Ekspresja badanych genow TCH nie jest istotnie skorelowana z odpowiedzig
fizjologiczng petunii na stres dotyku. Zalezy ona migdzy innymi

od intensywnosci stresu.

- Aktywacja genéw TCH takich jak kalmoduliny, moze modulowaé szlaki
zwigzane z synteza auksyn, co prawdopodobnie wpltywa réwnoczesnie

na ekspresje GH3.1 $ci$le powigzanego z dezaktywacja IAA.

5. Skarlanie mechaniczne moze by¢ wykorzystywane w komercyjnym ogrodnictwie

do kontrolowania wzrostu pedéw roslin ozdobnych w sposob przyjazny dla srodowiska.
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Abstract: Thigmomorphogenesis (or mechanical stimulation-MS) is a term created by Jaffe and means
plant response to natural stimuli such as the blow of the wind, strong rain, or touch, resulting in
a decrease in length and an increase of branching as well as an increase in the activity of axillary
buds. MS is very well known in plant morphology, but physiological processes controlling plant
growth are not well discovered yet. In the current study, we tried to find an answer to the question
if MS truly may affect auxin synthesis or transport in the early stage of plant growth, and which
physiological factors may be responsible for growth arrest in petunia. According to the results of
current research, we noticed that MS affects plant growth but does not block auxin transport from the
apical bud. MS arrests [AA and GAj synthesis in MS-treated plants over the longer term. The main
factor responsible for the thickening of cell walls and the same strengthening of vascular tissues and
growth arrestment, in this case, is peroxidase (POX) activity, but special attention should be also paid
to AGPs as signaling molecules which also are directly involved in growth regulation as well as in
cell wall modifications.

Keywords: thigmomorphogenesis; plant architecture; plant hormone synthesis; cell wall lignification

1. Introduction

Mechanical stimulation-MS is a term created by Jaffe (1973), and means plant response
to natural stimuli such as wind blow, strong rain, or touch, resulting in a decrease in length
and an increase in branching and in the activity of axillary buds [1]. Except for a few plant
species (e.g., Miniosa pudica and Dionaea muscipula), plants used to have a slow response
time to MS [2]. It has already been discovered that the youngest tissues are the most
responsible for MS. It is worth noting that differences in cultivar responses to touch are also
discussed [3]. Several hypotheses claim that MS causes an increase in radial expansion and
decreases plant growth on the cellular level by the arrest of auxin synthesis or transport,
decrease of gibberellin synthesis, and increase in peroxidase activity [4-8].

MS is very well known in plant morphology, but physiological processes controlling
plant growth are not well described yet. MS inducing a reduction in stem elongation of
young plants is the result of increases in the activity of indoleacetic acid (IAA) oxidase
and other enzymes such as phenylalanine ammonia-lyase or cinnamyl alcohol dehydro-
genase [9-11]. It is suggested that mechanical stimulation may reduce auxin synthesis
in a shoot apex and young leaves and/or its basipetal transport [12-15]. According to
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Jedrzejuk et al. [11], in petunia subjected to mechanical stimulation, auxin synthesis was
not arrested, but it was hypothesized that auxin transport may be interrupted [11]. Basipetal
auxin transport may be facilitated by auxin influx carriers (AUX1/LAX proteins) and by
efflux PIN and PGP protein families [16-18]. MS, as moderate stress, also may increase
peroxidase activity and decrease endogenous gibberellin content [19-27]. On the contrary,
peroxidases are responsible for cell wall lignification and suberization, which leads to an
arrestment of cell elongation [28-30].

In the current study, we try to find an answer to the question if MS truly may affect
auxin synthesis or transport in the early stage of plant growth as well as which physiological
factors may be responsible for growth arrest in petunia.

2. Results
2.1. Shoot Growth

The most significant differences in shoot growth of studied plants were visible on T3
(30 days after the experiment started) and T (56 days). The most intensive shoot growth
was observed in control plants (5.63 and 5.67 cm, respectively) and the least intensive in
plants stroked 160 times per day (3.82 cm in both terms). Shoot growth varied according
to the intensity of mechanical stress (Figure 1). On Ts (15 days after MS was turned off)
the most intense shoot growths were observed in plants stroked 120 and 160 times per day
(Figure 1).

o bbaa

ab bec
ab bec
a a aa A
c a bec iiii
L
1 Tll.]. | T T4 TS

mcontrol plants ®80x = 120x = 160x

e > Ea

Shoot growth in length (cm)
[

Figure 1. Shoot growth in petunia subjected to MS depending on stress intensity. Statistical analysis
was made in each term separately. A total of 15 plants in each block from each treatment were
measured in each of the five terms (o — 0.05). The lowercase letters present statistical differences
(a — 0.05) between the treatments.

2.2, IAA Content

IAA content varied in the shoot as well as root apices regardless of timing and intensity
of stress (Figure 2ab). In SAM (shoot apical meristem), the lowest IAA content was
observed on Ty (start of the experiment). On T} and T (7 and 14 days after the experiment
started), the IAA content varied depending on the intensity of stroking (Figure 2a), but it is
worth noticing that IAA content in plants treated with MS was always higher than in the
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control plants in Ty (Figure 2a). On Ty (30 days after the experiment started), the highest
IAA content was observed in control plants, while the lowest content was evident in plants
stroked 160 times per day. On the last day of the experiment (15 days after M5 was tumed
off), the highest IAA content was observed in control plants that were stroked 160 times

per day.
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Figure 2. {a) IAA content {ng-g~ ! DW) in the apical meristem of stems [SAM] and roots [RAM],
analyzed separately, of petunias subjected to MS depending on stress intensity. The specimen was
collected from 15 plants in each hlock from each treatment in each of the five terms (o — D05} (b) TAA
content (ngrg~ ! DW) in the apical meristem of stems [SAM] and roots [RAM], analyzed separately, of
petunias subjected to MS depending on stress duration. The specimen was collected from 15 plants

in each block from each treatment in each of the five terms (o —

statistical differences (o — 0.05) between the treatments.
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In RAM (root apical meristem), [AA content varied in plants regardless of MS length as
well as stress intensity (Figure 2a,b). On Ty, T;, and T3, there were no significant differences
between IAA content in control and plants subjected to MS. On T3, IAA content in plants
stroked 80 and 120 times per day was significantly higher than in control plants and those
stroked 160 times per day. The highest IAA content in control plants and those stroked
80 and 120 times per day, in SAM and RAM, was observed on T3 (Figure 2b).

2.3. Immunchistochemistry (gf Auxin Carriers

To complement the data obtained by spectrophotometric analysis, immunolocalization
was carried out in apical meristems of stems (SAM) and roots (RAM) of the studied
plant. Due to the most significant differences in auxin content between control and plants
subjected to MS on T (plants subjected to MS 120 and 160 times per day), and no differences
in auxin transport between both terms, immunodetection results were presented on T3, On
T3, LAX1, AUXI1, and PIN1 labeling was detected in meristematic cells of SAM buds as
well as provascular strands of the main stem in control plants as well as in plants subjected
to MS (Figure 3A,C,E,G,LK). The immunolocalization signal was not detected in axillary
buds (Figure 3B,D,EH,]). The immunolocalization signal was very well detected in the
main axis above and below dormant buds in all studied plants. In root apical meristems
(RAM), auxin detection and intensity were similar regardless of the treatment and labeling
and regardless of stress duration and intensity (data not presented). Clear auxin careers
signal was coming from the epidermis part and vascular tissues of the root. To conclude,
there were no differences in auxin transport in control as well as MS-stimulated plants.

&0pm

Figure 3. Auxin influx (LAX1 and AUX1) and efflux (PIN1) carriers immunoanalysis in stems
of control (A,B,EF,1]) and stroked 160 times per day (C,D,G HK L) plants. Red arrows present
LAX1, AUX1, and PIN1 antibody signals in SAM buds and provascular strands of the main stem
(A,CE,G,I,K) and no signal (blue arrow) in the axillary bud (B,D,F,H,J,L).
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2.4, Gibberellic Acid (GA3) Content

In roots, GA; content was too low to be measured. In SAM, GAsz content varied
depending on MS intensity and the duration of the stress (Figure 4a,b). On To, GAj3 content
was the highest in plants subjected to M5 80 times per day. On T3, the highest GA; content
was observed in control plants and those subjected to M5 80 times per day. The lowest GAy
content was observed in plants subjected to stroking 120 and 160 times per day, On Ts, GA3
content increased in plants stroked 120 and 160 times per day compared with T5, but it was
still significantly lower than in control plants, An interesting fact is that in plants stroked
80 times per day, GAj was the lowest on this term. When taking into consideration the
duration of MS stress, the highest GAz content was observed on Tz in controls and plants
stroked 80 times per day, whereas was observed on Ty in plants stroked 120 and 160 times

per day.
2.5. Peroxidase Activity

In SAM, on Ty and Ty, peroxidase activity was fairly high in plants brushed 120 and
160 times (T1) or only 160 times (T;) versus peroxidase activity in control plants. On Ty
peroxidase activity was the lowest in plants stroked 120 and 160 times per day. On Ts,
peroxidase activity was higher in all brushed plants than in controls (Figure 5a). On Ty and
Tz, in RAM, high peroxidase activity was observed in plants brushed 80 and 160 times (Ty)
and in all brushed plants on T;. On this term, the highest POD activity was 631.5 U, which
was two times higher than in control plants (Figure 5a,b). In 5AMSs, in plants brushed
1200 and 160 times per day, the highest peroxidase activity was observed on T, while in
RAMS, in all studied plants, on T,—14 days after MS started (Figure 5h).

2.6. Histological Determination of Cell Wall Lignification tn Vascular Bundles of Stems and Roots

Histological observations of stems and roots of examined plants were presented on Ty,
because of the highest POX activity in SAMs, Control and plants subjected to MS 160 times
per day were examined. On Ty, POX activity was the highest in stems of plants subjected
to MS 160 times per day, No tracheary elements of vascular bundles were detected on
longitudinal sections of stems in control plants (Figure 6 A-D); in contrast to plants subjected
to M5 1601 times per day, where tracheary elements were clearly visible in vascular bundles
{Figure 6E-H). We also checked the differences in collenchyma and sclerenchyma cells in
control and MS-subjected plants. We observed clear sclerenchyma cells in treated plants,
whereas this was not the case in the control plants (Figure 61 J). There was no difference in
root anatomy regardless of plant treatment (data not presented).
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Figure 4. (a) Gibberellic acid (GAz) content (ng-g" DW) in the apical merstem of stems [SAM],
analyzed separately, of petunias subjected to MS depending on stress intensity. The specimen was
collected from 15 plants in each block from each treatment in each of the five terms (o = 0.05).
(b} Gibberellic acid (GA3) content (ng-g" DW} in the apical meristem of stems [SAM], analyzed
separately, of petunias subjected to MS depending on stress duration. The specimen was collected
from 15 plants in each block from each treatment in each of the five terms (o — (1.05). The lowercase
letters present statistical differences (o — 0105) between the treatments.
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Figure 5. (a) POX activity (g purpurogalling ! DW) in the apical meristem of stems [SAM]
and roots [RAM] of petunias subjected o MS depending on stress intensity. The specimen was
collected from 15 plants from each treatment in each of the five terms; x — 0.05. (b) POX activity
{ng purpurogalling ! DW) in the apical meristem of stems [SAM] and roots [RAM] of petunias
subjected to MS depending on stress duration. The specimen was collected from 15 plants from
each treatment in each of the five terms; o — 0.05 The lowercase letters present statistical differences
{oc — (.05) between the treatments..
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Figure 6. Histological determination of cell wall lignification in vascular bundles of stems of P. afkin-
siana. (A-D)—longitudinal section of the stem of control plants. Tracheary elements are not visible
in vascular bundles. (E-H)—longitudinal section of the stem of plants subjected to MS 160 times.
Tracheary elements are clearly visible in vascular bundles. Arrow-tracheary elements. (1J)—cross-
section of the stems of control (I) and subjected to MS 160 times (J). Usually, plants subjected to
stress develop reinforcing tissue, such as collenchyma or sclerenchyma, resulting in the arrest of
developing growth. (I)—cross-section of the stem of control plants. Sclerenchyma cells are not visible.
(J)—cross-section of the stem of plants subjected to MS 160 times. Sclerenchyma cells are clearly

visible. Arrow—sclerenchyma cells.

3. Discussion

Plants may be sensitive to environmental factors such as strong wind and rain, ranging
from very rapid and intense to more moderate and slow [31-36]. Some responses of plants
to mechanical stimuli are very rapid due to the presence of specialized cells [33]. Plants
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without specialized sensory cells react slowly by changing morphology. According to
Biddington (1986), the most common feature of MS is a decrease in the elongation of shoot
growth and an increase in radial expansion [37]. These changes enable plants to withstand
mechanical stresses [38]. In the current study, petunias subjected to regular mechanical
stimulation 30 days after stroking started were 23 to 32% smaller. A previous study on
petunia also demonstrated a higher number of branching in two petunia cultivars exposed
to MS [11]. The phenomenon of an increase in the diameter of plants subjected to MS was
confirmed by the series of time-lapse photography series (Video S1).

The main factors taking part during the MS process are auxins, gibberellins, cytokinins,
peroxidases, and oxidases [39—44]. According to former research, mechanical stimulation of
soybean and pea plants reversed auxin-promoted shoot elongation [45,46]. Hofinger et al.
(1979) demonstrated that auxin, under natural conditions present in the lower internodes
of the wild cucumber, was absent after the MS of the plants [47]. In the current research, on
T> (14 DAS-days after MS), IAA content in SAM, in all plants subjected to MS, was higher
than in unbrushed plants from 72 to 127.8%, while on T3 (30 DAS), IAA content was lower
in all brushed plants versus controls. The difference in IAA content varied between 200 and
292 ug IAA-g~! DW. The current experiment clearly demonstrated that MS affected auxin
synthesis in the SAM of studied plants as late as 30 days after MS started. There is no data
confronting the difference in IAA content between SAM and RAM. In the current study,
much lower [AA content was observed in RAM than in SAM in all studied plants. The
auxin content in roots varied from 71 on Ty in all collected plants to 199 ug IAA-g ! DW
on T from plants stroked 80 times per day.

The main purpose of the current study was to directly answer the question of whether
MS arrests the auxin synthesis or transport in petunia, affecting the same plant architecture.
In this case, we decided to conduct a series of immunolocalization studies. The most
probable route of auxin transport to the RAM is the developing vascular tissue, which
is high auxin content reach. It is now well established that auxin transport is facilitated
by auxin influx and efflux carriers [45-53]. In the current study, we made a series of
observations on auxin transport through the LAX, AUX, and PIN protein groups. The
observations of active auxin transport were made on the specimen collected in the same
terms as for quantitative auxin measurements. At 30 days after the start of MS, we noticed
a much lower auxin content in SAM in all treated plants than in control plants, but we did
not observe a similar event in roots.

In plants with strong apical dominance, the shoot apex inhibits the activity of axillary
buds. Removal of the shoot apex initiates the activity of axillary buds. This activity
is accompanied by PIN carrier polarization, enabling auxin export from the auxiliary
buds [14]. Research conducted by Balla (2016) on pea clearly presented that auxin export
from axillary buds are only possible if the primary source of auxin is removed or weakened.

In the current study, on all terms of observations, LAX1, AUX1, and PIN1 labeling
were detected in meristematic cells of SAM buds as well as provascular strands of the main
stem in all studied plants, while the immunolocalization signal was not detected in axillary
buds. The immunolocalization signal was very well detected in the main axis above and
below dormant buds in all studied plants, but it was not detectable in stems below dormant
buds. This may be the clue to discuss if MS was enough strong to decrease auxin synthesis
but too weak to interrupt its basipetal transport. Or whether other physiological factors
may be responsible for auxin transport and prevention of axillary bud release. According
to Mason et al. (2014), the dogma of auxin-mediated apical dominance has persisted
largely that auxin is typically capable of inhibiting the later stages of bud outgrowth after
decapitation, and because it regulates the levels of other hormones known to affect shoot
branching [54]. However, by observing the earliest stages of bud release, it appeared that
auxin depletion was not sufficient to induce bud release after decapitation. The factor
responsible for axillary bud release from apical dominance was the level of endogenous
sugars. A non-sufficient level of soluble sugars may be a central point to the maintenance of
apical dominance. These hypotheses deny the results of the current experiment presenting
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an increase in plant diameter (see Video S1). We did not study cytokinin content in petunia
SAMSs; but according to Qiu et al. (2019), high cytokinin content in apical buds may trigger
the burst of non-dormant bud [55].

IAA and GA are strong growth regulators of aerial organs, and the endogenous levels
of these hormones quantitatively regulate the shoot growth as accelerators, i.e., the higher
the endogenous level the greater the shoot growth [56]. Physiological studies revealed
that GA plays an important role in internode elongation [12,15,27,57-59]. There is still a
lack of understanding of the signal transduction pathways that lead to GA activity and
thus to the elongation of stems and leaves in response to different environmental factors.
According to Tanimoto (2007), auxin and gibberellins are the strongest accelerators of shoot
growth [60]. It has been suggested that auxin transport from the shoot controls root growth
by facilitating the GA-mediated destabilization of DELLA proteins [61-67]. In the current
study, we noticed that T3 was the critical date to observe clear growth arrestment in plants
subjected to MS as well as IAA and GAj content in plants stroked 120 and 160 times per
day. There is still a question about the active transport of auxins from the shoot main bud
to the roots. According to the literature, decapitation produces a spectacular effect in which
the transport of auxins from the main shoot is rapidly inhibited and their transport from
lateral shoots is activated. In the current experiment, the effect of reduced synthesis of
auxins and gibberellins occurred after 30 days of stress. The main question we wanted
to answer in this study was whether MS may arrest auxin synthesis or transport at an
early stage of stress. The present experiment yielded a clear answer: under MS, auxin and
gibberellin synthesis is inhibited during prolonged stress, while basipetal auxin transport
is not inhibited.

Peroxidase-mediated oxidative decarboxylation is crucial for auxin arrest in plant
stems [68,69]. An increase in peroxidase activity that occurred in mechanically perturbed
plants was noticed by Hofinger et al. (1980) and Boyer et al. (1980) [47,70]. The results of
the research made in 2020 on petunia also showed higher activity of peroxidase in plants
subjected to MS reverse to controls. In the current study, peroxidase activity was variable in
SAM, while in RAM on T; and T, high peroxidase activity was observed in plants brushed
80 and 160 times (T;) and in all plants on T;. Histological observations of stems and roots
of examined plants were presented on T because of the highest POX activity in SAMs.
On Ty, in stems of plants subjected to MS 160 times per day, peroxidase activity was the
highest. Aninteresting fact is that in SAMs the highest peroxidase activity was observed on
Ty, but no tracheal elements of the vascular bundles were visible on longitudinal sections
of the stems in the control plants, opposite to plants subjected to MS 160 times per day,
where tracheary elements were clearly visible in vascular bundles and sclerenchyma cells.
It is obvious that plants create a natural defense against mechanical damage through the
production of lignins and suberins in stems [3(]. In tomato plants, peroxidase activities
significantly increased in the rubbed internode after mechanical stress application [10]. The
results of the current study are consistent with previous studies on the role of peroxidases
in the MS response of B. dioica and B. pilosa as well as in tomato plants [10,71]. In the
current study, an increase in POX levels in roots resulted in the development of tracheary
elements in petunia shoots. It is quite new that the most intense POX activity was observed
in roots, and there is not much data about chemical signals appearing in roots caused by
MS that have their effects on the stem. According to Potocka et al. (2018), surprisingly,
mechanical stimulation seems to have greater effects on root growth than on shoot growth,
which has been mainly studied [1,72-74]).

Results of the previous studies suggest that roots may have a larger response to MS
than shoots. One possibility is that the response to mechanical stimulation is a whole plant
response, but that the roots have a higher sensitivity to mechanical stimulation [72]. Until
now, research comparing root and shoot response to MS focused mainly on morphological,
anatomical, and cytological changes in roots or molecular factors activating cytological
changes, but there are not much data concerning physiological root response [72,75-77].
In the current study, we did not examine how stress caused by MS affects ROS as well as
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antioxidant enzymatic activity production in stems and roots of stimulated plants. One of
the hypotheses explaining such a large POD activity in roots of stimulated plants in the
carly stage of MS duration may be its production to prevent the plant against oxidative
stress caused by MS. This hypothesis may be true in this case, especially since we did not
observe any differences in root anatomy in either control or MS-subjected plants. On the
other side, the results of Jacobsen et al. (2021) on Arabidopsis showed that the signaling
genes linked to ethylene and auxin differential gradients, and transcriptional activation of
ROS, were all part of the early response of Arabidopsis roots to MS, which clearly fits our
hypothesis [78].

Basipetal auxin transport may be controlled by different types of proteins and peptides
in xylem sap [79]. Especially noteworthy are arabinogalactan proteins (AGPs), which
are probably active as signaling molecules during MS [80,81]. They are involved in the
regulation of plant development and affect cell wall properties [82-90]. In roots, AGPs
regulate their elongation and differentiation and may regulate the deposition of cellulose
microfibrils in shoots [91-94]. This may be a clue that AGPs, besides POX activity, also play
an important role in cell wall modifications of MS-subjected plants. In the current study,
we did not study the activity of AGPs in SAM or RAM of petunia. In any case, there are no
data in the literature on whether MS may increase AGPs production and affect cell wall
modifications in plants.

4. Conclusions

1. In the current research, we confirmed, that over a longer period of time, mechanical
stimulation arrests growth dynamics and auxin as well as gibberellins synthesis in
petunia.

Mechanical stimulation does not arrest basipetal auxin transport.

In the current research, we proved that one of the factors affecting the growth of

petunia may be peroxidase activity, which is responsible for cell wall lignification and

suberization in stems.

4. Inthe current research, we proved that petunia plants subjected to mechanical stress
160 times a day clearly reduced their growth while they increased their diameter,
which is an asset for the production of bedding plants such as petunia.

5. The increase in growth dynamics in petunias after the cessation of mechanical stress
is a clear physiological response of plants to return to a state of homeostasis.

6. Besides POX activity, AGPs may also play an important role in cell wall modifications
of MS-subjected plants.

7. In the current study, we did not study the activity of AGPs in the SAM or RAM of
petunia. In any case, there are no data in the literature on whether MS may increase
AGPs production and has the same effect on cell wall modifications in plants, so it
could be the next step to understand the physiological reaction of plants to MS.

we

5. Material and Methods

The experiments were conducted in 2019-2022. The plant material, Petunia x atkinsiana,
‘Pegasus” Special Burgundy Bicolor” with purple-white rays on the petals, was obtained
from the Volmary Polska Company, central Poland, Mazovia) as 4-week-old plantlets at the
beginning of February. The plants were placed in a greenhouse at the Warsaw University
of Life Sciences, Poland.

5.1. Experimental Design

MS of plants started on 22 February and stopped on 20 April. The whole experiment
started on 22 February and finished on 5 May. Between 20 April and 5 May, plants were
growing without MS to observe the dynamics of their growth without the stressor. MS
was provided by the brushing apparatus described in detail by Jedrzejuk et al. (2020) [11],
and constructed by University workers. Only shoot apices were subjected to mechanical
stimulation, but both shoot and root tips were subjected to biochemical analysis. This
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decision was dictated by the fact that roots may respond to stress faster and stronger than
shoot apices (according to Potocka et al. (2018]).

5.2. Biometric Measwrements and Biochemical Anafyses

There were 90 plants in each treatment. The average increase of studied plants
was measured between 22 Febmary and 5 Ma}r in 5 terms: Tgv—experimenl beginning,
Ty=—7 days after MS started, To—14 days after experiment started, T3—30 days after exper-
iment started Ty4—56 days after experiment started (end of MS process), and Ts—71 days
after experiment started (15 days after MS was turned off, to check plant behavior). For
biometric measurements, plants were divided into three blocks of 15 plants each. The same
plants were examined in each term. Between Ty and Ts, for 10 days the growth habit of
control and plants subjected to MS 160 times per day was examined by using the time-lapse
photography method (Supplementary Materials).

For biochemical analyses, 1.5 em stem apical meristem (SAM) or root fragments (RAM)
were collected from nine plants divided into three blocks of three plants in each treatment
and each term (total 180 plants) (three apices per plant per each replication) on the dates
as given above, excluding term 0 for roots (too low amount of plant material) and term
4 (56 days after experiment started in both). The exclusion of material collection on term
4, was dictated by plants being too large and flowering, which would have disturbed the
analyses. The specimen for all analyses were collected immediately after brushing was
stopped.

All analyses were made in nine replicates per treatment. The dry weight was deter-
mined by drying three 1-g samples al 105 “C until the weight was constant,

5.3. 1AA Content

Free IAA was extracted with 80% methanol and assayed spectrophotometrically with
the Salkowski reagent [582] at 520 nm (AOE Instruments UV-1600, Taiwan) and expressed
as g [AA per g DW [82].

5.4. GA; Content

Gibberellic acid was determined according to the method of Graham and Thomas
{1961) and modified for petunia tissues in the presence of absorbance measured spectropho-
tometrically at 430 nm according to the standard curve for GAz [83]. Total gibberellins
content was expressed in ng of GAz-g~! DW,

5.5. Peroxidase (POD) Activily

Peroxidase activity was determined as previously described by Jedrzejuk et al. (2020) [11].
The peroxidase activity was determined as follows: 500 mg of tissue was homogenized
in 3 mL of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) (Merck, Germany), and centrifuged
at 20,000 rpm for 15 min at 4 "C. The assay mixture consisted of 3 mL of 0.5 M pyrogallol
{Warchem, Poland), 0.1 mL of enzyme extract, and 0.5 mL of 1% H20, (Warchem, Poland).
The activity was estimated spec lrcnl:lht'.ltnmetr'ii::*.lI}-r at 430 nm (AOE Instruments UV-1600,
Taiwan) and expressed as units (L) per g" DW.

5.6, Imemunohistochemistry of Auxin Carriers

Immunolocalization of AUXT, LAX1, and PIN1 proteins, was performed on longitudi-
nal stem segments of the apex (SAM) and axillary buds 1 cm below SAM as well as apical
parts of roots (RAM). The anti-Arabidopsis-PIN1, AUXI1, and LAX]1 antibodies (AGRISERA,
Sweden) also recognized the homologous protein in petunia, which is presumed to be
functional orthologs based on expression similarity and localization signal to Arabidop-
sis. The following antibodies and dilutions were used 1:100 and anti-rabbit secondary
FITC (excitation wavelength 490 nm) conjugated antibody (1:500, AGRISERA, Sweden).
Samples were viewed under an epifluorescence microscope Zeiss AxioScope A. Images
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were acquired using a Zeiss Axio Cam MRm digital camera with the AxioVision Software
(Version 4.8.2).

5.7. Safranin and Crystal Violet Staining

Longitudinal sections of SAM and RAM samples were prepared at 10 pm thickness
using a rotary microtome. Samples were stained in 0.1% aqueous safranine (safranin O,
Merck, Germany) for 30 min and rinsed three times for 10 min each in warm water at
37 °C. Sections were then oven dried and mounted in immersion oil (Merck, Germany) for
fluorescence microscopy. Sections stained with safranine were excited at 488 nm.

For anatomical observations of collenchyma and sclerenchyma cells, samples were
handled according to the methods of preparation for electron microscopy [84]. Semi-thin
(3 um) sections were stained with 0.1% aqueous solution of crystal violet (Earchem, Poland)
and dried at 70 °C,

5.8. Statistical Analysis

Data were analyzed with the general linear model program Statgraphics Centurion
XIX 2019 (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, USA), ANOVA 1 was used for
measurements of shoot growth and biochemical analyses, and means were compared by
the LSD or Tukey-Kramer multiple range test at the significance level o = 0.05.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/ 10,3390 /molecules28062714 /51, Video S1: Supplementary material 1.
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The response of

Petunia x atkinsiana 'Pegasus
Special Burgundy Bicolor’ to
mechanical stress encompassing
morphological changes as well as
physiological and molecular factors

Natalia Kuzma®*", Magdalena Klimek-Chodacka?, Robert Budzyriski’, Rafat Baranski® &
Agata Jedrzejuk®

In 1973, Jaffe identified and characterized the phenomenon of thigmomorphegenesis, also referred
to as mechanical stress (MS) or mechanical stimulation in plants. Previous studies on petunia plants
demonstrated that MS significantly affects growth dynamics. As a response to MS, petunias exhibit
increased levels of indole-3-acetic acid (IAA) oxidase and peroxidase, although the active transport
of endogenous IAA remains unaffected. Furthermore, earlier research has shown that MS inhibits
the synthesis of IAA and gibberellin (GA,), with noticeable effects on the 14th day of mechanical
stimulation. The current experiment made on Petunia x atkinsiana 'Pegasus Special Burgundy
Bicolor' focused on evaluating the morphological and physiological responses to MS, along with the
expression of specific touch-responsive genes such as GH3.1, which is involved in auxin metabolism,
and calmodulins (CaMs), playing an important role in stress responses. GH3,1 expression was found
to be negatively correlated with IAA synthesis while positively correlated with GAs synthesis and IAA
oxidase activity. Variable expression patterns were observed in the calmodulins: CAM53 and CAM81
expression positively correlated with IAA synthesis and plant height, whereas CAM72 expression was
positively associated with GAs levels and IAA oxidase activity in plants touched 80x per day, but all
of them were negatively related to IAA content and shoot increment, while positively related to GAs
synthesis and |AA oxidase activity.

Keywords Touch stress, Thigmomorphogenesis, Auxin synthesis, Calmodulin, Gene expression

Under natural conditions, plants are exposed to touch stress caused by wind, rainfall, snowfall, and contact
with neighbouring plants'. The phenomenon of plant responses to such mechanical stresses was first described
by Jaffe?, and named thigmomorphogenesis. This refers to the ways in which plants adapt their growth and
development in response to mechanical stimuli, including touch stress, encompassing alterations in shoot
clongation, root development and their mechanical reforcement, branching patterns, flowering ete.%,

Plants subjected to prolonged touch stress undergo changes in their growth characteristics such as a reduction
in growth rate leading to compact growth, inhibition of internode elongation, and increased diameter!**19-1%,
However, the plants response depends the type of touch stimulus (wind, brushing, pressure, vibration, or
shaking), its frequency and duration, and its species, or even variety, specific*™'*!%1% Moreover, the age of the
tissue or organ on which mechanical stress acts is crucial. The younger the tissue or organ and the shorter the

*Department of Environmental Protection and Dendrology, Institute of Horticultural Sciences, Warsaw
University of Life Sciences, Noweursynowska 159, 02-776 Warsaw, Poland. “Department of Plant Biclogy and
Biotechnology, Faculty of Biotechnology and Horticulture, University of Agriculture in Krakow, Al. Mickiewicza
21, 31-120 Krakdw, Poland. *Department of Artificial Intelligence, Warsaw, Institute of Information Technology,
University of Life Sciences, Nowoursynowska 159, 02-776 Warsaw, Poland. ‘email: natalia_kuzma@sggw.edu.pl;
agata_jedrzejuk@sggw.edu.pl
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terminal internode, the greater the potential for growth inhibition under touch stress™. Young plants respond
more quickly, and when exposed to touch stress, they become maore resistant to physical stimulis through
shortening and thickening their stems'” """, In the experiment by Jedrzejuk et al.%, touching Petunia x atkinsiana
‘Pegasus Velvet Picotee' 80 times a day for a month resulted in a 43.2% reduction in plant size compared to
the control. According to'* "%, tomato growth under touch (wind) stress was stunted, and plants were 26-36%
shorter than controls. Growth inhibition in tomatoes under brushing was also observed in the experiments of
Duman and Diizyaman',

Growth inhibition is primarily associated with auxin synthesis*'****_ Auxins play crucial roles in various
growth and developmental processes, including cell elongation, differentiation, and regulating plant responses
to biatic and abiotic stresses™, Particularly, Indole-3-acetic acid (IAA), serves as a common substrate for
Gretchen Hagen 3 proteins (GH3)*". The GH3 protein family, including GH3.1, possesses auxin amino acid
synthase activity, converting active IAA into an inactive state by binding free IAA to amino acids***, Through
the treatments and degradation of the amino acid molecule and IAA, the plant can maintain homeostasis®, The
GH3.1 gene is responsible for the negative feedbuack regulation of IAA concentration®. Excessive IAA levels
lead to an upregulation of GH3 exp resulting in the storage or degradation of amino acid-bound IAA.
Upregulation of GH3 genes was observed in plants subjected to salt, heavy metal, cold, and drought stresses™-¥,
The decreased free IAA content and plant dwarfing was observed in transgenic rice plants upregulating the
OsGH3.1 gene of transgenic rice plants*. Upregulation of the GH3-13 gene in rice subjected to drought stress
reduced the level of free IAA and was an indicator of increased plant tolerance to stress™*', The effect of touch
stress on GH3 gene expression has not yet been shown.

The Inhibited plant growth is associated also with disruption of auxin synthesis and activation of IAA oxidase
(IAAO) and peroxidase {POD)*"!. IAAQ activity might play a pivotal role in controlling endogenous IAA
levels, and the relationship between the levels of IAA and IAAO activity is negatively correlated* *,

‘The interaction between [AA and gibberellins (GAs) has been also extensively studied ™%, It was shown that
auxins regulate GAs biosynthesis and signalling and both together, IAA and GAs, are responsible for regulating
the elongation of the shoot while GAs are mainly responsible for flowering® 5", Touch stress can lead to delayed
flowering and a fewer flowers, thereby impacting the adjustment of flowering dates and flower intensity™-*,
Auxins likely mediate the floral transition through a positive interaction with GAs signalling by modulating
GA levels or promoting DELLA protein degradation®®**!, In the recent experiment by Jedrzejuk'®, it was also
observed that prolonged touch stress caused by 120 and 160 touches a day resulted in the arrest of [AA and
gibberellic acid (GA,) in plants.

One of the first measurable changes under touch stress involves an elevation in intracellular Ca?* ions,
serving as a secondary transmitter of mechanical signals in plants responding to various abiotic factors™*,
Alterations in Ca®* levels are thought to establish a connection between the mechanical stimulus and plant
growth responses. Mechanical stimuli prompt the expression of diverse genes, including those encoding the
CALcium MODULationg protein (calmodulin; CaM) and CaM-related proteins'®®4! There is a common
g t that calmodulins play crucial roles in plant adaptation to stress and contribute significantly to plant
defense®-#,

Braam et al.'" discovered the existence of touch-induced genes (TCH), which encode for various proteins,
including CaM, CaM-related, and a xyloglucan endotransglycosylase. TCH1 encodes CaM, TCH2 and TCH3
encode CaM-related proteins'®*%_ An increased expression of these genes was observed 10-30 min after the
onset of touch stress, but the expression was not suppressed after 1 h'". The expression levels of TCH2 and
TCH4, encoding xyloglucan endotransglycosylase increased in inflorescence stems when increased weight was

pplied at the apex, lting in enhanced secondary growth®. Consequently, TCH regulation takes place not

solely in response to mechanical stimuli but can also be triggered by mechanical strains potentially produced
during morphogenesis® ", The unique regulatory property of the TCH proteins may clicit physiological and
morphological adaptations in plants in resp to envi tal factors‘g.

The purpose of the present work was to determine how touch stress affects the expression of selected
touch stress-related genes, responsible for the plant reaction, aspecially the growth and flowering dynamics of
Petunia x atkinsiara. Additionally, the study was designed to explore how touch stress affects these parameters
over time and with varying levels of intensity.

Materials and methods
Four-week-old seedlings of Petunia x atkinsiana 'Pegasus Special Burgundy Bicolor, with purple-white rays on
the petals, were obtained from Volmary Polska Company. In early February, the plants were planted into 11 cm
diameter pots into substrate dedicated for bedding plants and composed of high peat and wood fibers Ecofibrex,
pH 5.5 (Kronen, Poland). The plants were placed on a table with an ebb and a flow bench (95x 480 cm), in a
greenhouse at the Warsaw University of Life Sciences, Poland.

‘The average temperature during the day was 22 °C and at night 18 °C. The relative air humidity was 75%.
Conditions in the greenhouse were controlled by the HortiMax (Synopta software) climate computer.

Experimental design
Touch stress {mechanical stimulation) was applicd to plants by brushing them 80 or 160 times a day, using a
brushing instrument described in details previously®, for 56 days, from February 22nd till April 20th when the
brushing instrument was turned off. Plants were further evaluated for the next 15 days until the 71st day of the
experiment. The control plants were growing at the same time without brushing also for 71 days.

Evaluation of plant growth and flowering and sampling for biochemical analyses and determination of gene
expression were done five times during the experiment, at the beginning (day 0) and 7, 14, 56 and 71 days after
experiment started. Duc to small size of the terminal shoot frag; at the beginning of experi , IAA
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content, IAAQ activity and gene expression were not determined at day 0, In one vegetation season 90 plants were
used, 30 plants in each of three treatments (control, 80x and 1680 touching a day). The frequency of 80 and 160
touches per day was selected based on previous studies by Jedrzejuk et al.*', In earlier research, plants subjected
tor B0 touches per day exhibited the most pronounced response to the treatment compared to those receiving 40
or 60 teuches (see®). To further investigate the effect of touch intensity, subsequent experiments applied 80, 120,
and 160 touches per day. The 120-touch treatment was excluded due to inconsistent plant responses, whereas
plants exposed o 80 and 160 twuches per day demonstrated clear and measurable reactions Lo stress.

In each treatment, 15 random plants were labeled by consecutive numbers and consistently evaluated for
their growth and flowering in each of the indicated above five dates during the experiment, while the remaining
15 plants were sampled for analyses.

The experiments were conducted for 3 seasons (2020-2022) considered as independent replications. The
results of biometric measurements and analyses of 1AA content and IAAQ activity are means from 3 seasons.
The GAs content was determined in one season.

Biometric evaluation
The length of the main shoots of the plant was measured at each evaluation date and the increments between
consecutive dates were calculated, The mean shoot increment per plant was then calculated.

The number of fully open flowers was counted at the beginning of flowering e.g. in the 30th day of the
experiment, at the end of brushing (day 56), and at the end of the experiment (day 71].

Number of branches

Lateral shoots (side branches) were defined as shoots emerging from leaf axils along the main stem. Only shoots
exceeding [e.g., 1 om in length] were considered for counting. Each plant was inspected visually, and the number
of lateral shoots on the main stem was recorded manually. The counting was performed from the base of the
stem upwards, ensuring that no lateral shoots were missed. The count was done using a hand-held counter to
muaintain accuracy. The process was repeated for 15 plants per treatment, and the average number of lateral
shoots per plant was calculated. Replications were carried out to ensure statistical reliability.

Biochemical analyses
For biochemical analyses, 1.5 cm shoot terminal fragments of 1.5 cm in length, including the apical meristems,
were taken from three random selected plants at each observation date. The samples were frozen in liquid
nitrogen and stored at — 20 °C until analysis.

The dry weight (DW ) was determined by drying samples at 105 °C until a constant weight was obtained.

1AA content

The content of free TAA was determined according to a method with the Salkowski reagent Gang et al ™ and by
measuring absorbance at 520 nm using the Shimadien UV-1280 {Shimadsu, Japan} spectrophotometer. The TAA
content was expressed in ngg! DWW

IAAQ activity

The 1A A oxidase activity was determined according to Zhang™, Absorbance was measured at 530 nm using the
UV 1600 spectrophotometer (ACE Instruments, Shanghai). Three replicates were performed for each treatment.
Results were expressed in pg [AA per @' DW per hour. It is assumed that 1 unit [1U] of IAA oxidase degrades
inlh

General gibberellins content

Total GAs comtent was determined according to the method of Graham and Thomas™. The method is effective
in determining endogenous GA,, GA,, and GA potassium salts, The method does not determine auxins and
eytokinins. Absorbance was measured spectrophotometrically at 430 nm by using the UVI600 instrument
(ACE Instruments, Shanghai). The blank sample was distilled water. The content of total GAs was determined
aceording to the curve for GA and expressed in ng-g ! DW.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the General Linear Model program Statgraphics Centurion XIX 2019,
ANOWVA1L was used for biometric and biochemical analyses, and means were compared using the LSD test
Statistical analysis was made in each term separately. The significance level was a=10.05.

Correlations between variables were assessed using Pearson’s correlation coefficient (r). Correlation analysis
were performed using Statgraphics Centurion XIX 2019, with a significance level set at p<0.05. The results of the
correlation have been included in the supplrmrnlar}' Esupp]emelary Table 51 and 52).

Gene expression
Gene expression was determined by real-time quantitative PCR. Plant material was collected on 4 dates: 7 and
14 d:l}'s after the experiment started, 56 days after experiment started (end of M$ chegsj and 71 days after the
experiment started (15 days after MS was turned off, to check plant behaviour). 1.5 cm stem apical meristems
were taken. Material was collected from @ plants (divided into three blocks of three plants in each treatment) into
sterile cryoprobes. Samples were immediately frozen in Hquid nitrogen. The analysis was carried out in 2022,
Total RNA was isolated using the Direct-zol ENA MiniPrep Plus kit with TRI Reagent {Zyma Research,
Irvine, CA, USA) and followed by DNase | treatment (Thermo Fisher Scientific). RNA purity were estimated on
the NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA). RNA purity was checked by PCR and
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qPCR on the RT control. cDNA was synthesized using the NG dART RT kit (EURx). Quantitative RT-PCR was
performed in triplicate using the QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems) with the Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), with the primers listed in Supplementary Figure
(Table S3). Primers were validated for single product specificity and their effectiveness to range between 90 and
105%

Real-time PCR cycling conditions were as follows: 3 min denaturation at 95 °C and 40 cycles of amplification
(10 s at 95 °C, 45 s at 55 °C). Product melting curves were generated following PCR to ensure purity of the
amplification products.

Normalization was done to the expression of the PRCYP gene, The Pfafll method was applied to calculate
the relative gene expression and the randomization test with default 10.000 random reallocations to test the
statistical significance of calculated expression ratios of the sample to the control was performed using the REST
2009 (Qiagen) software”™. The difference between mean expressions was considered significant at p<0.05,

Results

Touch stress affected shoot growth but did not arrest a number of flowers

Touch stress significantly affected plant architecture and number of flowers (Figs. 1 and 2). The habitat of stressed
plants was more compact, with a higher number of later shoots compared to control. The shoots of stressed
plants were thicker (unpublish data).

In this study, the Petunia x atkinsiana 'Pegasus Special Burgundy Bicolor’ plants of all treatments reached
full flowering on the 30th day of the experiment. On this date, plants stressed with 160 xhad statistically the
highest number of flowers (ca. 3 flowers/plant) (Fig. 2). On the 56th day of the experiment, the differences in
flowering between the stressed and control plants was more significant. Plants stressed 80 and 160 times a day
had significantly more flowers (12.67 and 16.27, respectively) than control plants, At the last measurement date
(71st day of the experiment), there were also more flowers in stressed plants (ca. 29 flowers in both treatments)
than control plants (24 flowers/plant).

‘The effect of mechanical stress (MS) on the number of branches was observed (Fig. 3). Thirty days after the
onset of MS, the highest number of branches was recorded in plants subjected to 160 touches per day, with an
average of 13,53 branches. Fifty-six days after the experiment began, plants exposed to touch stress exhibited a
significantly higher number of branches compared to the control group (Fig. 3). However, fifteen days after the
cessation of MS, no significant differences in branch numbers were observed across all treatment groups.

The effect of mechanical stress on plant growth dynamics was observed (Fig. 4). The first differences in plant
height were visible from the 7th day of the experiment (Fig. 4). On the 7th day of stress, plants touched 80 times
a day were shorter than the control, which was not seen in plants stressed 160 times a day. The increase in height
for plants touched 80 times a day was 1.66 cm, while in plants stressed most intensively (160 times) the increase
was almost twice as much (3.02 cm) (Fig. 5).

On the 14th day of stress, plants touched 80 times a day were the shortest compared to the other treatments
(Fig. 4). There were statistically significant differences in shoot increment between treatments (Fig. 5). The
smallest increment was observed in plants treated 160x per day (4.5 cm), while the increment In control plants
was the highest (5.21 cm).

On the 56th day of stress, the stressed plants were statistically shorter (ca. 22 ¢m) than the control plants
(26.9 cm) (Fig. 4). In addition, there were no statistically significant differences between those stressed 80 and
160 times a day. When analyzing the shoot increment, there was a statistically significant difference between all
examined plants (Fig. 5).

Fig. 1. Pefuma x atkinsiana 'Pegasus Special Burgundy Bicolor’ subjected to mechanical stimulation, on the
30th day of the experiment (beginning of full flowering). From left: control (without touch stress), 80 and 160
touches per day.
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Fig. 2. Effect of mechanical stress on flowering dynamics. Number of petunia flowers subjected to mechanical
timulation (MS) depending on the i ity of stress; subjected to control, 80 and 160 cycles per day of

mechanical stimulation, 30th day of the experiment (beginning of full flowering). 15 plants in each block

from each treatment were measured. The letters represent the statistical differences (a£0.05) between the

treatments: means labeled with the same letter do not differ significantly (P=0.05); a represents the highest

value. Data and standard error bars are rep ive of three independent replications, where each replication

is an average from each season (2020, 2021, 2022). Across all seasons, the data trends were consistent.
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Fig. 3. Effect of mechanical stress on the number of branches. 15 plants in each block from each treatment
were measured. The letters represent the statistical differences (a <0.05) between the treatments; means labeled
with the same letter do not differ significantly (”=0.05); a represents the highest value. Data and standard
error bars are representative of three independent replications, where each replication is and average from each
season (2020, 2021, 2022). Across all seasons the data trends were consistent.

On the 71st day of the experiment, plants stressed 160 times a day were the tallest among all treatments
(37 cm), while those touched 80 times a day were the shortest (30.1 cm). At the same time, there were also
statistically significant differences in shoot growth dynamics (Fig. 5).

IAA content, IAA oxidase activity, and GH3.1 gene expression
IAA content varied irrespective of stress duration and the intensity of stimulation (Fig. 6). Significant statistical
differences were observed on day 14 of the experiment. Stressed plants had significantly lower [AA content
relative to the control. Plants stressed 80 times a day had the lowest IAA content of all treatments (190.38
ngg"' DW), Fifteen days after the end of the experiment (71th day), no statistically significant differences were
observed between all treatments.

On day 14 of the experiment, a significant increase in [AAO activity was observed in stressed plants compared
to the control (Fig. 7). On the 56th day of the experiment, plants touched 80 times a day had the lowest IAAO
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Fig.4, Growth dynamics of stressed plants- Plant height [cm]. 15 plants in each block from each treatment
were measured. The letters represent the statistical differences (a <0.05) between the treatments; means labeled
with the same letter do not differ significantly (P=0.05); a represents the highest value. Data and standard
error bars are rep ive of three independent replications, where each replication is an average from each
season (2020, 2021, 2022). Across all seasons, the data trends were consistent.
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activity of all the treatments and at the same time low [AA content (Fig. 6). Fifteen days after the end of the
experiment (71th day), no statistically significant differences were observed between the treatments,

On the 14th day of the experiment, GH 3.1 was up-regulated under stress in each treatment (Fig. 8).
Simultaneously, on this date, plants subjected to 80 and 160 stress cycles per day exhibited higher IAA oxidase
activity than control plants (Fig. 7). On day 56 of the experiment, plants stressed 160 times a day showed up-
regulation of the GH3.1 gene. On day 71 of the experiment, plants stressed 160 times a day were characterized by
upregulation of the GH3.1, despite similar IAA oxidase activity as in the other treatments (Fig. 7) and a marked
difference in growth compared to the control (Fig. 4).

Total gibberellins content
The total of gibberellins exhibited variations based on the duration of stress and the treatment (Fig, 9).
On day 14 of the experiment, the stressed plants also showed a statistically higher total gibberellins content.
Plants stressed 80 per day had the statistically highest content of total gibberellins (11.04 ng.g sm.") (Fig. 10).
However, on day 56 of stress, an inverse relationship was observed. The control plants had the statistically
highest content of total gibberellins (9.64 ng.g s:m.”). The lowest content was recorded in plants stressed 160
times daily (5.48 ng-g s.m.”"). On day 71 (after the stress), the stressed plants had higher or comparable total
gibberellins content (8.93 and 7.61 ngg s.m.”, respectively) compared to the 1(7.86 ng-gs.m.”).
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independent replications, where cach replication is and average from cach scason (2020, 2021, 2022). Across all
seasons, the data trends were consistent.
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Fig. 7. IAAO activity (pug IAA-g ' DM:h ') of petunias subjected to MS depending on stress i ity duration

(analyzed separately). 15 plants in each block from each treatment were measured. The letters represent the
statistical differences (a5 0.05) between the treatments; means labeled with the same letter do not differ
significantly (P=0.05); a represents the highest value. Data and standard error bars are representative of three
independent replications, where each replication is an average from each season (2020, 2021, 2022). Across all
seasons, the data trends were consistent,

Calmodulin-encoding genes (CaM72, CaM53 and CaM81)
In the current experiment, the expression of three genes (CaM72, CaM53 and CaM81) encoding calmodulin
synthases was investigated. On the 7th day of stress, an increase in the expression of CaM53 and CaM8&1 was
observed in plants touched 80 times per day (Figs. 11, 12). In contrast, no expression of the CaMs tested was
observed in plants stressed 160 times a day.
After next 7 days, upregulation of the CaM72 and CaM53 gene was observed in all treatments (Figs. 10, 11).
Moreover, plants subjected to 160 touches per day showed an upregulation in CaM81 gene expression.
Following the 56th day of touch stress, all the examined calmodulin-encoding genes in all treatments
displayed upregulation (Figs. 10, 11, 12). Fifteen days after the machine was turned off, both the CaM72 and
CaM53 genes in all treatments were also observed to be upregulated (Figs. 10, 11).

Il Correlation of biochemical parameters and gene expression in plants stressed 160 times a
day

A strong correlation was observed between plant appearance and changes at the physiological and molecular
levels in plants stressed 160 times a day.
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GH31

In planm stressed 160 times a day, a high negative correlation was observed between GH3.1 and [AA content
{— 0,803 p<0.01) (Suppl. Tah. 52). Additionally, 2 very high correlation was observed in the GH3.1 gene and
IAA oxidase activity (0,861; P<0.01}, as well as a negative correlation between GH3.1 and shoot increments
(- 0.96%; P<0.01),

Calmodulins

In plants stressed 160 times a day, a very high positive correlation was observed between GH3.1 and Cabigl
as well as CaM53 (0.959; 0.985; p< 0001, respectively} (Suppl. Tab. 82). Considering the correlation of CaM81,
CaM33, and CaM72 expression with gmwth dynamics (total plam hcig]'ll. and shoot increments), it was found
that in plants stressed 160 times a day, CaM53 and CaM#&1 expression did not affect growth inhibition (0.851;
0.756; P=<0.01, respectively). However, a strong negative correlation was observed between CaM31 and CaM53
and shoot increments (— 0.873; - 0,911; P <001, respectively).

Discussion

Touch stress affects shoot growth but does not arrest the number of flowers

In response to the touch stimuli, there is an inhibition of growth rate, reduction in internode length, radial
growth and more compact growth habits! #2855 Accarding te Autio et al.”, stroking plants for as little as
60 min/day allows for a significant reduction in height. Petunia (Petunia ® atkinsiana) growth was reduced by
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18%, while Aster (Aster dumosus) by 25%. No such effect was noted in the dusty miller (Jacobaea maritima).
In the current experiment, after 56 days of stress, a reduction in petunia growth of 16.86% and 17.09% was
observed in plants subjected to 80 and 160 touches a day, respectively compared to the control, The experiment
by Autio et al ™ also indicated that the rate of plant response varied among species.

These changes are often linked to alterations in auxin synthesis and distribution, as auxin is crucial in
regulating plant growth and response to environmental stimuli. Touch stress can alter auxin pathways, leading to
a redistribution of the hormone and consequently modifying growth patterns, cspedally in hei;,hl and number
of branches®*7%, Several research indicates that the susceptibility of a plant to 2 sti
on the species, the age of the tissue or the type of mechanical factor'****._ Auxin synthesis and lnnsporl are
particularly sensitive to these mechanical cues, with increased mechanical stress often inhibiting auxin flow to
growing regions, thereby reducing internode elongation and plant hcight“"“ . There was a decrease in auxin levels
in Bryonia divica as a result of mechanical stress (brushing), and an increase was observed in Phaseolus vulgaris
asa result of brushing™. The increase in auxin levels was explained by slowed transport of IAA in internodes and
accumulation of IAA in the stem. In an experiment by Mitchell”, inhibition of polar auxin transport in stems
due to stem rubbing was observed in peas. In an experiment by Jedrzejuk et al’, Petunia oV, chnsus Velvet
Picotee’ stressed 80 times a day showed a high increase in endog IAA and a c hibition of
elongation growth, which was explained by a disruption of polar auxin transport rather than IAA synthesis. In
the current experiment, it was observed that the first differences in growth were visible as early as 7 days after the
onset of stress. On the 7th day of stress, plants touched 80 times a day were shorter than the control. Interestingly,
the growth dynamics of the most intensively stressed plants were twice as much as those stressed 80 times.
However, reduction in plant height as a result of mechanical stress and differences in growth dynamics compared
to unstressed plants were evident throughout the experiment (except on the 14th and 71st days). On the 14th day
of the experiment, no statistically significant differences were observed between the stressed and control plants,
However, differences in growth dynamics were apparent. Stressed plants exhibited the smallest growth rates
compared to the control. Jedrzejuk ct al.' reported similar findings, indicating no differences in shoot growth
for plants stressed on day 14th. The absence of statistically significant differences in growth on the 14th day of the
experiment, despite visible differences in growth dynamics, can likely be attributed to changes in endogenouse
auxin content and its regulation. According to the findings, IAA levels were significantly lower in stressed plants,
particularly in those touched 80 times a day, by day 14. This decrease in IAA could inhibit elongation growth,
but the reduction may not have been large enough to produce statistically significant differences in overall plant
height at that point, However, the growth dynamics differ because the plants were still responding to mechanical
stress by altering their hormonal balance. During mechanical stress increased activity of IAA oxidase, which
degrades [AA, slowing the growth of stressed plants was visible, compared to controls. This disruption in auxin
homeostasis may explain why stressed plants had reduced growth i without showing clear height
differences by day 14. Over time, these dynamics would become more pronounced, leading to more significant
growth differences later in the experiment.

‘The number of branches, fl and total gibberellin content were closely related and dependent on the
duration and intensity of touch stress stimulus, as indicated in the literature™'**#:%% According to Fu and
Harberd"™ and Paponov et al™, gibberellins and auxins. in response to stress conditions, work together to
stimulate DELLA accumulation and subsequently increase ROS uptake capacity and abiotic resistance. Touch
stress typically stimulates the production of lateral shoots while simultaneously inhibiting the elongation of the
main shoot. In the present experiment, by day 56, it was observed that stressed plants exhibited an increase in
the number of lateral shoots alongside a reduction in shoot elongation and a slowdown in growth dynamics.
This relationship can be explained by the interaction between auxins and gibberellins. On day 56, stressed plants
showed an increase in IAA synthesis (compared to day 14), while the content of total gibberellins decreased over
time (analyzing data from day 14 and day 56).

An increase in the number of lateral shoots often correlates with an increased number of flowers in stressed
plants® ™, According to Morel et al.** and Vernieri et al®, touched plants produced more flowers, although
their diameters were smaller. Conversely, in the experiment by Jedrzejuk et al’, plants subjected to 40, 60,
and 80 touches per day, led to a reduction in flower numbers, decreasing from 36 to 21 in Petunia x atkinsiana
‘Pegasus Velvet Picotee' However, in the same experiment, the ‘Dark Red' variety responded differently: stroking
increased the number of flowers from 11 in the control group to 22 in the group touched 80 times. In both
varieties, no significant impact of stress on flower diameter was observed (unpublished data). Onguso et al.** and
Salehi and Salehi®® also reported no impact of mechanical stress on flower number. In the current experiment,
stressed plants flowered earlier and produced more flowers than the control group. This phenomenon may
also prove the individual characteristics of genera, but also a variety. The resp of petunias can
be partly attributed to the role of gibberellins in promoting flowering In the early stages of stress, gibberellin
levels increased, promoting flower formation. However, prolonged touch stress, as observed on day 56, led to
a significant reduction in GA content in severely stressed plants. According to Colebrook et al* and Castro-
Camba ct al.¥’, reduced GA content enhances abiotic stress tolerance, while increased GA content diminishes it.
In current experiment increased GA content leading to increased number of flowers, may be positively found in
commercial horticulture,

According to Achard et al.**, DELLA proteins, key components of GA signalling, contribute to the growth
inhibition of stressed plants and enhance stress tolerance through a shared mechanism. Based on the findings of
Jedrzejuk et al. ', growth inhibition and reduced GA, content under touch stress are already evident by day 30.

In the current experiment, the content of total GAs was also decreasing alongside touch stress duration,
that was evident on day 56. Based on these findings, it may be claimed that decrease of GAs in stroked flowers
is a defence against touch stress. Therefore, future investigations should focus on tracking changes in DELLA
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protein content under touch stress at higher [requencies, and assessing the levels of free proling, and other
osmoprotectants involved in regulating cellular homeostasis.

What are the relations between IAA |:t:|r!1:o=r'ttr IAA oxidase activity and GH3.1 gene
expression in plants subjected to mechanical stimulation?

The alterations in shoot length in response to a touch stimulus are primarily attributed to disruptions in the
synthesis of plant hormoenes, such as auxinsg™ ", Stress conditions can affect both IAA oxidase activity and IAA
gene expression”’ ", It has been proposed that IAA oxidase (LA AD) activities may help regulate LAA content®* %,
TAAD is usually involved in auxin catabulism and negatively correlated with 1AA levels, thereby regulating the
concentration of LAA™. Several authors™ 1", claim that growth reduction during MS is a consequence of the
IAA oxidation and an increase in the IAA oxidase, as well as other enzymes activities'"" 1%

In the current experiment, mechanical stimulation led to observable changes in both IAA content and [AAQ
activity, with a significant negative correlation between these two parameters. On the 14th day of the experiment,
LAA content was reduced in stressed p|ﬂ.nts. parlitu|ur!y in those touched 80 times per dn}'. and this reduction
was associaled with an increase in IAAD activity, indicating thal auxin catabolism was actively contributing to
the regulation of growth under stress conditions. This relationship aligns with previous studies showing that
mechanical stimulation increases 14AAD activity, resulting in reduced auxin levels and growth inhibition™ 72194,
In research made by Jedrzejuk et al” in petunia Pegasus Velvet Picotee’ the IAA oxidase activity was higher in
brushed plants than in the controls during touch stress duration, This effect was not cbserved in petunia "Dark
Red

Alongside [AAD activity, the GH2.1 gene, which encodes an enzvime involved In auxin conjugation, was
also upregulated in response to mechanical stress. GH3 expression is associated with enhanced stress tolerance,
particularly in plants exposed to drought, cold, or salinity stress™ . The GH3 family of enzymes is known o
mediate plant responses to various stress factors by regulating auxin homesstasis through conjugation of free
IAA to amino acids, thus rendering it inactive®'", In the current experiment, it was observed that touch
stress affected GHA.1 upregulation, with both treatments yiclding o negative correlation with 1AA content and
shoot increment and a positive correlation with 1AAO activity, On the 14th day of M85, the negative correlation
between IAA synthesis and [AAO activity as well as GH3.1 upregulation, was observed, On theS6th day of the
experiment, upregulation of GH3.1 was observed only in plants subjected to 160 strokes per day. There was
significant difference in LAAQ activity and 1AA synthesis between contral and plants straked 160% per day.
Increased production of an IAA-conjugating GH3 enzyme was definitely associated with growth inhibition,
closely linked to increased stress resistance. Since 56 day of the experiment plants obtained homeostasis in growth
dynamics and thus, decreased 1AAO activity connected with lower GH3.1 expression may be an explanation.
This suggests that the combination of increased auxin oxidation and conjugation serves as a feedback mechanism
to modulate auxin levels under prolonged stress, contributing to growth inhibition.

Inlcre.stinglf. lSdil}':s after stress cessation, touched 'p].anls [espcc'm]ly those stroked 160 Hmes perd.ay} showed
the highest growth, indicating a delaved compensatory response, likely cavsed by overproduction of auxin after
stress removal. This rebound effect may result from the plant’s strategy of overproducing IAA in response to long-
term stress, allowing for rapid growth after stress is removed, Abiotic stress including MS, causes overproduction
of reactive oxygen species (ROS), detrimental to cell components'™. ROS overproduction in plant tissues may
damage membranes, macromolecules, affect cellular metabolism and play a crucial rele in cellular damage'™,
The main ROS generated in plant cells under stress conditions are hydrogen peroxide (H,0,) and superoxide
(0] radicals, Their deleterious effects are usually neutralized by enzymes such as catalases and peroxidases
produced by plants™. The main role of plant biostimulants in plant production is to improve plant metabolic
processes without changing their natural pathway and also by interacting with plant signaling cascades therehy
reducing negative plant reactions to stress'™. In previous experiments made by Jedrzcjuk et al.™'” on petunia,
increased peroxidase levels, during MS were observed, playing the role in arrestment of IAA synthesis, but also
defending leading to cellular walls lignification. Although other free radicals scavengers in petunia were not
tested in MS, it can be assumed, based on the literature data and the results obtained in the current experiment,
that the plants actively defended themselves against oxidative stress! T

Does calmodulin related genes expression modulate GH3.1 activation?

Stresses initiate a signal-transduction pathway, which contributes to increased cytosalic Ca®' that stimulates
Ca™ calmodulin-dependent activity (Ca™/CaM)'"™, In the experiment of Cholews et al.'™, it was observed that
after exposure of the plant te cold or hypoxia, activation of Ca**/CaM occurs. The upregulation of calmodulin-
related genes (CaM53, CaM72, and CaM81) during mechanical stress highlights the critical role of calcium
signaling in plant adaptation to environmental stimuli. Calmoduling act as caleium sensors and mediators,
playing a pivotal role in regulating cellular processes during stress’, In this experiment, all three calmeodulin-
related genes showed increased expression !:ry rja}' 56, 'md'iL'.'au'ng that the p]anls e:xpr_*rienced slgn'il'icanl siress,
rcg:l.rdl:e;s of the intensity of the mechanical stimulation. This inding aligns with studies that demonstrate the
activation of calmodulin pathways in response to various abiotic stresses, such as cold and h}fpnx‘is' 13,

In the present experiment, a strong correlation was observed between GH3,1 gene expression and some
calmaodulin genes, with patterns dependem on the intensity of mechanical stimulation. At 80 touches per day,
GHA.1 expression was significantly correlated with CaM72, suggesting that this calmodulin plays a critical role
in regulating GH3.1 under moederate stress. In contrast, under more intense stress (160 touches per day), GH3.1
expression was correlated with CaM33 and CaM81, indicating that these calmoduling are more active in plants
subjected ta higher stress levels. The variation in calmodulin-GH3.1 correlations based on stress intensity suggests
that different calmodulin-related genes may be activated in response (o varying levels of mechanical stress. This
could imply a hierarchical response mechanism, where CaM72 is sufficient to regulate auxin homeostasis under
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moderate stress, while more severe stress conditions require the involvement of CaM53 and CaM81 to maintain
auxin balance and prevent growth inhibition. The upregulation of these calmodulins under severe stress could be
necessary to manage the elevated levels of calcium ions triggered by the stronger mechanical stimulus.

Interestingly, even 15 days after the ¢ ion of mechanical stress, upregulation of CaM53 and CaM72
was still observed, suggesting that the plants continued to cope with the residual effects of the stress. This
prolonged upregulation may indicate the initiati of a post-stress adaptation process, where calcium signaling
remains active to help the plant and mai asis. According to Brenya et al."in the absence
of mechanical stress, most transcripts return to abasal expression level, although some can persist ta show a
modified gene expression for several days p imulation, Further i igati 1 10
how long calmodulin-related genes remain upregul:ted after stress and whether thls contributes to long-term
resilience in plants,

The strength of touch stress clearly influenced the expression of both calmodulin-related genes and GH3.1.
Plants subjected to 160 touches per day showed higher levels of GH:H and ca]moduhn gene expression
compared to those touched 80 times per day. This suggests that the i ity of the ical stimulus plays a
crucial role in determining the degree of stress response, with more severe stress leading to greater activation of
both calcium signaling and auxin regulation pathways.

Conclusions

Mechanical stimulation (MS) i es the morphology and physiological responses of Petunia 'Pegasus
Special Burgundy Bicolor’, mcludmg growth, branching, and flowering dynamlcs In this study. ﬂowenng
presents an unexpected outcome. Contrary to most literature, plants exposed to MS exhibited an

both the number of branches and flowers. Indole-3-acetic acid (IAA) content was positively correlated wnh
growth dynamics; however, no significant correlation was observed between total gibberellin (GA) content
and flowering.
The expression of studied TCH genes is not significantly correlated with petunia physiological data as a re-
sponse to touch stress. It also depends on stress impact.
Calmeodulin expression is mostly convergent with GH3.1 beginning of the 14th day of the experiment; the
correlation between GH3.1 and subsequent CaMs may differ depending on stress impact. It confirms the the-
sis that calmodulin activation may modulate auxin-related pathways, which include the expression of genes
like GH3.1.
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CAM53 0.658* |-0.496 (-0.914**|0.982** |-0.168 [(-0.421 [0.998** |-0.630* |1

Table 1. Correlation of biochemical parameters and gene expression in plants stressed 80 times a day.
*** Significant at 0.05 and 0.01 P levels, respectively; others are non-significant

Supplementary Information 2
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Table 2. Correlation of biochemical parameters and gene expression in plants stressed 160 times a day. *,** Significant at
0.05 and 0.01 P lewels, respectively; others are non-significant



PUBLIKACJA B
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Warszawa, 27.01.2025

Mgr inz. Natalia KuZzma

Katedra Ochrony Srodowiska i Dendrologii,
Instytut Nauk Ogrodniczych,

SGGW w Warszawie
natalia_kuzma@sggw.edu.pl

Rada Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam. ze w pracy Kuzma N., Klimek-Chodacka M.. Budzynski R..
Baraiski R.. Jedrzejuk A. (2025) The response of Perunia * atkinsiana Pegasus Special
Burgundy Bicolor' to mechanical stress encompassing morphological changes as well as
physiological and molecular factors. Scientific Research, 15,1-15, méj indywidualny udziat w
jej powstaniu polegal na pielggnacji roslin w szklarni, wykonaniu analiz biochemicznych i
pomiardw biometrycznych, napisaniu manuskryptu, wykonaniu analizy RT-qPCR oraz

wykonaniu analiz statystycznych, co stanowi 55% calej pracy.

Podpis

Natetls. Yozhms

123



PUBLIKACJA B
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Warszawa, 27.01.2025

Dr inz. Magdalena Klimek-Chodacka (prof. URK)
Katedra Biologii Roélin i Biotechnologii

Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa

magdalena klimek-chodacka@urk.edu.pl

Rada Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, #e w pracy Kuzma N., Klimek-Chodacka M., Budzyfiski R.,
Baranski R., Jedrzejuk A. (2025) The response of Petunia % atkinsiana 'Pegasus Special
Burgundy Bicolor' to mechanical stress encompassing morphological changes as well as
physiological and molecular factors. Secientific Research, 15.1-15, méj indywidualny udziat w
jej powstamiu polegal na pomocy w zaprojektowanin doswiadczenia RT-gPCR,
zaprojektowaniu starterow oraz analizie otrzymanych danych, co stanowi 15% catej pracy.

124



PUBLIKACJA B
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Warszawa, 27.01.2025

Mgr Robert Budzynski

Laboratorium Pomiaréw Akustycznych
Instytut Informatyki Technicznej
SGGW w Warszawic
robert_budzynski@sggw.edu.pl

Rada Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oéwiadczam, ze w pracy Kuzma N., Klimek-Chodacka M., Budzynski R.,
Baranski R., Jedrzejuk A. (2025) The response of Petunia * atkinsiana 'Pegasus Special
Burgundy Bicolor' to mechanical stress encompassing morphological changes as well as
physiological and molecular factors. Scientific Research, 15,1-15, méj indywidualny udzial w
jej powstaniu polegal na optymalizacji oprogramowania zwigzanego z dzialaniem maszyny

generujacej stres mechaniczny, co stanowi 5% calej pracy.

|
/))7&" j 7"L\’"
Podpis

125



PUBLIKACJA B
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Warszawa, 27.01.2025

prof. dr hab. inz. Rafat Baranski
Katedra Biologu Roslin 1 Biotechnologii
Wydzial Biotechnologii i Ogrodnictwa
rafal.baranski@uric.edu.pl
Rada Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Ninlgjszvm odwiadezam, ze w pracy Kuzma N., Klimek-Chodacka M., Budzynski R.,
Baoranski R, Jedzejuk A. (2025) The response of Petunia * atkinsiana 'Pegasus Special
Burzundy Bicolor' to mechanical stress encompassing morphological changes as well as
physiological and molecular factors. Scientific Research, 15,1-15, méj indywidualny udzial w
jei powsaaniu polegal na korekeji manuskryptu, wsparciu merytorycznym wykonywanych

analiz ¢PCR oraz analizie danych, co stanowi 15% calej pracy.

Podpis

126



PUBLIKACJA B
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Warszawa, 27.01.2025

dr hab. Agata Jedrzejuk (prof. SGGW)
Katedra Ochrony Srodowiska i Dendrologii.
Instytut Nauk Ogrodniczych,

SGGW w Warszawie

agata_jedrzejuk @sggw.edu.pl

Rada Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo
Szkoly Glownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Kuzma N., Klimek-Chodacka M., Budzyniski R.,
Baranski R.. Jedrzejuk A. (2025) The response of Petunia * atkinsiana 'Pegasus Special
Burgundy Bicolor' to mechanical stress encompassing morphological changes as well as
physiological and molecular factors. Scientific Research, 15,1-15, méj indywidualny udzial w
j&j powstaniu polegal na zaprojektowaniu doswiadczenia oraz analizie otrzymanych danych,

co stanowi 10% calej pracy.

Podpis

J/U?ofhfj‘@

127



PUBLIKACJA C

PUBLIKACJAC

Mechanical stimulation affects growth dynamics, IAA content and activity of POD and

TAA oxidase in Petunia *atkinsiana.

Jedrzejuk, A., Kuzma, N., Nawrot, K., Budzynski, R., & Ortowski, A.

Scientia Horticulturae, (2020). 274, 109661.

128



PUBLIKACJA C

Scientin Horticulturae 274 {2020) 109661

Contents lists available at Science[Mrect

Scientia Horticulturae

journal homepage: www._atsevior.comy/|ocatelsclhartl

FI SEVIER

Mechanical stimulation affects growth dynamics, IAA content and activity /%5

of POD and IAA oxidase in Petunia x atkinsiana

Agata Jedrzejuk ", Natalia Kuima *, Kamil Nawrot °, Robert Budzynski ', Arkadiusz Orlowski b

¥ Section of Qroamental Planks, Faculty of Horticalture ond Biotechnalingy, Warsaw University of Life Sciences - SGGW, Nowsurgmuowska 166, 02-787 Warsaw, Poland
" fnsitute af fnjormation Technalogy, Warsnw University of Life Sciences - S56W, Nownurgmowska 166, 02.787 Warnow, Poland

ARTICLE INFO ABSTRACT

Fgpmonky. Ornamental plants are bred and purchased for their aestherical features such as colorful fowers and leaves, as
’::;mmr:mhwm well as compact and ebegant stature. Petunia is ene of the most popular bedding plants for urban areas and
ing plants

gardens, therefore, control of its growth and branching is essential, In commercial horticuliure, the most com-
mon method to control growth dynamics is vio growth regulators. Mechenical stimulation is proposed as an
environmentally friendly altemative to chemical regulators. In this study, the efficiency of M3 was testod on two
cultivars of Peturma x atiinsiana. A brushing apparatus was set to stroke apical parts of young plants 40, 60 or 80
times per day between 14 March and 25 April. Several parameters, such as stem length, the number of hranches,
mature leal area, the number of open Nowers, were messared (our times during the whole experiment: thres
times during the stimulation period, on 20 March, 4 and 25 April, and the last time on 18 May, three weeks after
the stimulation stopped. For biochemical analyses, 1 cm apical stem fragments were collected on 20 March, 25
April and 18 May. The results show that MS affects the growth dynamics in petunis, but the response appears to
be cultivar specific, In both cultivars, brushing with 80 strokes per day produced the most spectacalar effects in
growth reduction. On the last day of brushing the POD and 1AA oxidase activities in the strongly reacting cultivar
wore the highest in plants rubbed 80 x per day, The results indicate that MS can be very effective in contralling
stem growih n ar least some cultivars of perunia, replacing hormaonal (reaments.

Mexhanical etross
Growth dynamics

1. Introduction According to Salisbury (1963), repeated touching of young plant leaves

redured growth by 30 %, Jaffe (1973) introdoced the term ‘thigmo-

A potential consumer of ornamentals requires a rather compact, thus
more esthetically pleasing product (Morel et ul,, 2012 Bormke and
Rockseh, 2018), In the last decades, plant growth regulators (PGRs) have
been widely used in floriculture to control plant stature (Rademacher,
20015). The main purpose of PGRs application is to reduce plant size ina
conirolled fashion (Grossmann et al.,, 1987; Bergsiramld, 2017; Barmke
and Racksch, 2018). While PGRs are easy to apply, their extensive use
runs against the global rend wward sustainable farming, with as few
chemical treatments as possible.

A simple and environmentally friendly methed of growth control in
plants is the focus of scientists and plant producers. For many years now
it has been recognized that MS, such as touching, bending and shaking,
affects growth and development of plants (Jalic and Gal
ston, 1068; Mitchell, 1996; Jaffe et al, 2002 , 2006).

morphogenesis” to describe these mechanically induced plan responses.
However, in arder to make MS acceptable in horticultural production,
an understanding of the physiological response o the treatment is
required. Currently, for rescarch and commercial application, several
different devices are available. These include brushing contraptions
with soft fabric touching the apical paris of plants without causing any
injury, movable devices with an air stream, artificial seismic stimuli
such as autemated mechanical oseillatery shaking machines (Mitchell,
1996) or vibrating greenhouse tables (Ho h et al., 2013; BSmke and
Hockseh, 201 &), All these methods caused significant growth reduction
in plants: 12 % for Petunia, 21 % for Pelorgorium, 14 % for Helianthus, 11
% for Buphorbia pulcherrima, 39 % for Szaevola, 24 % for Calibrachoa and
A % for Octmum basilikum (Melbdg et al, 2013, 2014 Bémke and
foclksch. 2018). Although laboratory studies clearly show that MS

Abbrevintions: 1AA, indole-3-acetic acid; 1AAO, indole-3-acetic acid oxidase; CAD, cinnamyl aleohol debydrogenase; M5, mechanical stimufation; PAL, phenyl-

alanine ammonia lyase; POD, peroxidase.
* Corresponding autho
E-merdl addrese: s eejubifegaw pl (A Jedresfulc).
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affects the growth dynamics in plants (Takashi and Jaffe, 1984), stim-
ulation frequency, the choice of the most suitable method or apparatus
are still being tested and compared, both by plant researchers and
growers before firm recommendations for commercial preduction can
be made.

Prolonged exposure to MS induces physiological, morphological and
anatomical changes in plants (Garner et al, 1997, Vernlerl el al,, 2003;
Graham and Whesler, 2017), On the physiological and biochemical
level, a reduction in the 1AA content is deeectable in the rubbed in-
ternodes (Saidi et al., 20010; Onoda and ten, 2011; Markovic ¢t al.,
2016}, According to several authors (Ja i Forbes, 1993; Saidiet al.,
2010; Onoda and Anten, 2011; Wang et al,, 2014; Markovic et al,, 2016)
a reduction in a rubbed internode length is a consequence of the TAA
oxidation and an increase in the IAA oxidase, PAL, CAD or POD activitics
(Cipollini, 1958; Saidi #t al,, 2010). MS of planis induces production of
such reactive oxygen species as HaOy (Legendre et al,, 1993; Yahraus
etal, 1995), thus the POD activity induced by MS serves an indicator of
the antioxidant system activity. The eneyme also plays an important role
in the oxidation of endogenous IAA (Cipolling, 1998)

In this study, the effectsof MS and its frequency on growth dynamics,
the LAA content and the activity of POD and IAA oxidase were studied in
twos cultivars of petunia grown under greenhouse conditions similar to
those in commercial production.

2

2. Materials and methods
2.1 Plant matertal

The experiments were carried out in 2018 and 2019, The plant ma-
terial was Pemunin x atkinsiong, a compact red-fllowering cultivar ‘Dark
Red” and a strongly growing ‘Pegasus ® Velvet Pieotee” with deep purple
flowers highlighted by white outer edges. The plants were obtained from
the Volmary Polska Company in Gawartowa Wola (Central Poland) as 4-
week old rooted cuttings in the beginning of March, The plants were
transferved to production pots P11 (11 cm in a diameter) intod substrate
composed of high peat (50 %), wood fibers Eeofibrex @ (20 %) and bark
(30 %), with pH 5.5 (Lasland, Poland) and placed in a greenhouse at the
Warsaw University of Life Sciences (WULS), Poland on a greenhouse
table with an ebb and a flow bench (95 = 480 cm), at a density of 15
plants per m®. The average night/ day temperatures were 18 'C and 22

€, respectively, and the relative air humidity was 75 %, controlled by a
HortiMax climate computer with a Synopta — HortiMax software.

2.2, Crop menagerment

During experiments plants were regularly fertilized with 0.2 9% liquid
fertilizer Cristalon™ Gena (EC 1.2 m5 em "), dedicated to bedding
plants fertigated with water rich in Ca and Mg ions, and containing 12 %
N (including 9.5 % N-NO3 and 2.5 % N-NI13), 24 % P05, 36 % Kz0, 2%
S, 0,07 % Fe, 0,04 % Mn, 0.025 % Zn, 0,01 % Cu, 0,025 % B, 0.004 % Mo
{provided by the company Yara, Poland), pH 5.2, by using Dosatron
D25REZ (Royal Brinkman, Poland). The pH and EC of the medium and
the goil substrate were monitored twice a week, by using a pH —meter Hl
99,121 (Hanna Instruments, Poland) and a conductometer Gro Line HI
98,331 (Hanna Instruments, Poland). An average substrate pH and EC
values of both cultivars ranged between 5.42-5.57 for pH and 0.87-2.07
for EC. To aveid iron deficiency in apical parts of plants, 0.02 % Rexolin
X 60 according to manufacturer recommendations (Yara, Poland) was
applied bi-weekly as feliar application.

In early Mareh, the average day length in Central Poland is 11.5 h (ca
6:00 AM sunrise and 5:30 PM sunset) with the maximum global solar
irradiance of 347.7 W-m ™% in April the day length is ca. 13 h (ca. 6:00
AM sunrise and 7:10 PM sunset) with the maximum irradiance of 444.8
W.m ™ To extend the daylength to 16 h (6:00 am - 10:00 pm), 600 W
high-pressire sodium lamps (ca. 110 pmol m—257") was used; supple-
mental light was added when the global solar radiation level was below
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400 W-m 2 (constantly for 16 h in March and as needed in April). The
day length and the irradiance levels were controlled by the same Hor-
tiMax climate computer with Synopta — HortiMax software, as above,

2.3. Experimerntal design

MS of plants started on 14 March and swopped on 25 April. The
brushing apparatus was regularly passing back and forth over the apical
parts of plants, It consisted of four bars with soft fabric mounted on a
frame driven by an electric motor {(Supplementary material 1), The
system was programmed for a frequency of 40, 60 or Bl strokes per day,
at the same time. The whole brushing eyvele was ca. B0 min, The trav-
elling speed of the apparatus was 25 cms~ L. The greenhouse tahle was
divided onto 3 sections for ca. 3.3 m. The brushing apparatus was
stroking all plants 40 x for 53 min (the whole table length — 10 m,}, next
20 x for 18 min (rable length -6.6 m, for plants brushed 80 x), and last 20
& for @ min (table length 2.3 m for plants brushed B0 x), The base of the
fabric was set to reach 5 om below the apex, and was adjusted regularly
during the plant growth to maintain the distance. There were 30 plants
in each of 4 rreatments (i.e. plants brushed 40, 60 and 80 times per day
and not treared conirel planis) in three replications (10 planis in each).

2.4, Biomefric megsurements

The following biometric measurements were made: stem length
measured from the media level to the top of plant, number of branches,
mature leaf area {one mature lezf, from the middle part of each plant
wias picked up and measured by using Leal Area Meter AM100 (ADC
Bicscientific LTD), number of open flowers. The measurements were
made on four dates: 20 March (D11, 4 April (D23, 25 April (3] and on 18
May, three weeks after the last stimulation (D4).

2.5, Biochemical enalyses

For biochemical analyses as well as for dry weighi tesis (DW), 1 em
apicsl stem fragments from six randomly chosen plants in each treat-
ment (slx apices per each replication) were collected on 20 March, 25
April and 18 May. All analyses were made in nine replications per
treatment. The dry weight was determined by drying three 1 g samples
at 105 *C until the constant weight.

2.5.1. IAA content

Free 1AA was extracted with 80 % methanol and assayed speetro-
photometrically with the Salkowski reagent at 520 nm (Schimadzu UV-
1280, Schimadzu, Japan), and expressed as pg LAA perg ~' DW,

252 IAAD activity

The activity of IAAQ was measured according to Zhang (1990): of
crudle extract (300 mg of tssue was homogenized in 3 ml of 50 mM
sodium phosphate buffer, pH 6.0, 2 ml ef 1 mM aqueous MaCls, 1 ml of
1 mM aqueous 2,4-dichlorophenal, 2 ml of 1 mM agqueous 14A, and 5 ml
of phosphate buffer (pH 7,0) were mixed and incubated at 30 “C for 20
min in a water bath. 2 ml of this mixiure and ¢ ml of the reaction so-
lution containing 1.0 mi 0.5 M FeCl; + 50 ml 35 % perchloric acid were
mixed and incubated for 30 min in the dark at 30 °C and absorbance was
measured at 530 nm {(Schimadzu UV-1280, Schimadzu, Japan). One unit
of TAAD activity was defined as the amount of the enzyme degrading 1
ME LAA per g Fpw per hour,

2.5.3. Pernxidase (POD) activity

The peroxidase activity was determined as follows: 500 myg of tissue
was homogenized in 3 ml of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) and
centrifuged at 20,000 spm for 15 min at 4 “C. The assay mixture con-
sisted of 3 ml of 0.5 M pyrogallel, 0.1 ml of enzyme extract and 0.5 ml of
1 % HyOy. The activity was estimated spectrophotometrically at 430 nm
(Schimadzu UV-1280, Schimadzu, Japan) and expreszed as units (U} per
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g ! dry weight (DW).

2.6. Statistical analysis

Data were analyzed by the General Linear Mode) program of the IBM
SPSS Statistics Data Editor (Softonic, Poland) ANOVA 1 for biometrical
measurements with LSD test and ANOVA 2 for biochemical analyses
with Tukey-Kramer multiple range test to compare means.

3. Results
3.1. Petnie ‘Dark Red”

On D1, D3 and D4 the control plants were the tallest, and the shortest
were the plants brushed 80 x per day (¥ig. | a). On D3, plants brushed 40
x were lower by 20 %, 60 x - 24 % and 80 x - 39.8 % than the control
unbrushed plants (Table 1), On 18 May, three weeks after brushing was
stopped, the brushed plants were still lower than the controls: those
brushed 40 x — by 9 %, 60 x - 10.48 %, 80 x — 16 %. After brushing was
stopped, control plants gained additional 4.74 cm, while brushed plants
gained 8,12, 8.62and 11.44 cm, for 40, 60 and 80 strokes, respectively.

The number of branches varied on each date of observations
(Table 1). On D3, brushed plants were shorter than the unbrushed
control plants: by 20 % after 40 strokes, by 24 % after 60 strokes and by
40 % after 80 strokes (Table 1). On May 18, three weeks after brushing
was discontinued, treated plants were still shorter, by 9 % after 40
strokes, by 10.5 % after 60 strokes and by 16 % after 80 strokes
compared to control plants. On the first day of experiment (D1) the
number of mature leaves was too low for the leaf area measurements. On
D2 and D3, there were no significant differences in the leaf area irre-
spective of the treatment (Table 1). On D4 the largest leaf area was in
plants brushed 60 x (17,2 cmz).

The number of flowers per plant were counted on D3 and D4. On
both dates, the highest number of open flowers was in plants brushed 80
x and the lowest was in the controls (1able 1),

0x 40 x
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3.2, Petunia ‘Pegasus R Velver Picotee’

On all dates (D1 — D4), plants subjected to MS were significantly
shorter than controls with the exception on D2, when plants brushed 60
x were as tall as the controls (Tabic 1). On D3, plants brushed 40 x were
shorter by 13 Y%, brushed 60 x by 21 % and brushed 80 x by 43.5 % than
the controls (Fig. | b), Three weeks after the MS was stopped, brushed
plants were still significantly shorter than controls: by 11 %, 18.6 % and
28.3 % for 40, 60 and 80 strokes, respectively.

On D1 and D2, the number of branches was similar in all treatments
(Teble 1). On the last day of treatment (D3) control plants and those
after 80 strokes were less branched than plants brushed 40 x and 60 « .
On D4 the lowest number of branches was observed in plants brushed 80
x .

Similarly to cv. ‘Dark Red', the leaf area was measured three times,
on D2, D3, D4. On the first date there were no significant differences
among plants from all treatments (Table 1). On D3 all plants subjected to
MS had smaller leaves than control. On D4, the biggest leaf area was in
plants brushed 40 x, while those brushed 60 x and 80 x had leaf area
similar to controls.

As above, the number of flowers were counted on D3 and D4, On
both dates the highest number of flowers was in control plants (Table 2).
On 18 May the lowest number of open flowers was found in petunias
brushed 80 x per day.

3.3. Biochemical analyses

3.3.1. Petunia ‘Dark Red'

The endogenous [AA content levels depended on the date of obser-
vations, and less so on the treatment (Table 2). The lowest IAA content in
apical parts was observed in plants after seven days of brushing, (20
March) and the highest on 18 May, three weeks after brushing was
stopped. The IAA oxidase activity was the lowest on D1 (7 days after
brushing started) and increased for on the next two dates (D2 and D3).
The 1AA oxidase activity did not depend on the number of brushing

60 x 80 x

Fig. 1. Petnia x atkinsiana subjected to 0, 40, 60 and 80 cycles per day of mechanical stimulation.

(a) 'Dark Red'.
(b) "Pegasus W Velvet Picotee.
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Table 1
The effect of mech i on selected phological fearures in perunia "Dark Red’ and "Pegasus % Velver Picotee’.
Petunta ‘Dark Red Petunia “Fegasus ® Velvet Plcotee’
Stem length (em)
Number of cycles D1 D2 D3 D% D1 D2 D3 o4
ox 47 102b 3053 353a 1200 155a 373a azla
40x 76b 119a 2420 3230 98b 122b 3256 382b
B0x 58¢ 100b 232h 318b B6c 14.4a 294 ¢ 35.0¢
80x 5.5d 91b 184c 298¢ 6.1d 85¢c 211d 30.9d
Number of branchings
0x 48a 560 150¢ 34.4ab 3.2a 608 1610 67.34
40x 490 53a 215b 4042 35a 65a 2580 65.0a
60x a2b 491 27.1a 38.7 ab 34a 65a 2512 66.4 8
80x 44b 47a 2200 3140 42a 6.1a 1276 420b
Leaf area (em?)
0x - 1074 1094 14.26 be - 1148 1424 1650
40x - 103a ia 1n.2¢ - 108a 1280 21l.1a
60x - 99a 1034 172a - 1094 1n9c 176 b
80x - 1010 1088 167b - 14a 129b 16.8b
Nusber of flowers
0x - - 6.0¢ 1.4d - - 334a 36.3a
40x - = 10245 140¢ = = 1860 20.2 ah
60x - - 92b 1986 - - 222b 27.9 ab
80X - - 1268 24a - - 2220 21.0b

D1 - March 20; D2 - April 4; D3 - April 25; D4 — May 18.
“*Each date of measurements In each cultivar was analyzed separately.

" Means followed by the same letter do not differ significantly at @ = 0,05, (0 x — control plants, 40x, 60, 80x per day),

cycles on any date of observations (Table 2).

In all reatments the POD activity kept increasing with the duration
of MS (Tabie 2), but the rate of i ppeared to depend on the
number of strokes. On D2, the control plants had a lower POD activity
than those after 40, 60 and 80 strokes per day. This phenomenon was not
observed on 18 May, three weeks after brushing was stopped.

Table 2
Chosen biochemical parameters in apical part of stems in petunia “Dark Red’.

IAA content (pg 1AA-g " DW)

3.3.2. Petunia ‘Pegasus % velvet picotee”

The endogenous IAA content varied in different treatments on all
observation dates. It was significantly higher on D1 in all brushed plants
than in the controls (Table 3), The IAA oxidase activity kept increasing
on successive observation dates (Table 3). On D3 it was significantly
higher than on D2, and the highest activity was observed on D4, three
wiecks after brushing was stopped. In plants brushed 60 x and 80 x per

‘Table 3
Chosen hiochemical parameters in apical part of stems in P. ‘Pegasus ® Velvet
Picotee’.

Number of eycles D1 D2 D3 Mean
40x 17054 8 146¢C 49283 A 259.3a
60x 1699aC 23%69aB 3758b A 2609a
80x 1535bC 1736 bB 2776¢A 2016 b
Mean 157.1 ¢ 17040 3661 &

IAAO activity (ug 1AAg ' DWhH ')

ox 19b8 23bA 23cA 22b
40x 22aB 25aB 273A 25a
60x 22a8 25aA 2654 24a
£0x 21ab8 23bA 21dA 22b
Mean 21b 248 242

POD activity (U-g ™" DW)

Number of eycies o1 D2 D3 Mean

ox 1005.0¢ € 11654 b B 1990.4 3 A 1386.9a
40x 1042082 C 11393bB 1588.1 b A 1256.6b
60x 1049.1a C 1481538 15819 b A 13708 8
80x 1033.8b € 1427.6 2B 15674 b A 124962
Mean 10325¢ 13035b 1686.9 2

1AA content (g 1AA-g ' DW)

Number of cycles D1 D2 D3 Mean
A0x 162548 1143cC 2110cA 163.9¢
60x 165.2aC 173.1bB 2006 ¢ A 179.6 b
BOx 167.2a B 271.2aA 2667 b A 235.0a
Mean 155.9¢ 1993 b 2548a

TAAD activity (pg 1AAg | DW-h 1)

0x 17bB 24cA 294A 23b
40x 13bC 27bA 21¢B 20¢
60x 23aA 27bA 15dB 22bc
B0x 24a8 29aA 23bB 26a
Mean 19¢ 22b 2738

POD activity (U-g-1 DW)

Ox 9057 a B 7425¢C 2049.2a A 12325 a
40x 8855bC 110690 B 13259¢cA 11061 b
60x 7746¢cC 10138 b B 13007 ¢c A 10076 ¢
80x 652.3dC 1393728 1851.9bA 12993 a
Mean 787.9¢ 1064.2 b 1631.9a

*Means followed by the same small letter in each column and a capital letter in
each row do not differ significantly at 0 — 0.05. Capital letters describe the effect
of the date of and small letters ibe the effect of the number of
cycles.

1AA content: SE for date of measurements - 0.47; SE for number of cycles - 0.54;
SE for interaction - 0.94.

1AAQ activity: SE for date of messurements - 0.02; SE for number of cycles -
0.02; SE for interaction — 0.04.

POD activity: SE for date of measurements - 0.288; SE for number of cycles -
(.33, SE for interaction - 0.57.

DI - March 20; D2 - April 25; D3 - May 18.

*Means followed by the same small letter in each column and a capital letter in
each row do not differ significantly at 0 — 0.05. Capital letters describe the effect
of the date of measurements and small letters describe the effect of the number of
eycles.

1A SE for date of
SE for interaction - 0.10.
TAAO activity: SE for date of measurements ~ 0.06; SE for number of cycles -
0.06; SE for interaction - 0.11,

POD activity: SE for date of

SE for interaction - 0.56.

D1 - 20.03; D2 - 25.05; D3 - 18.05,

—0.52; SE for number of cycles — 0.61;

- 0.28; SE for number of cycles - 0.32;
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day on D1 and 40 x - 80 x on D2, the IAA oxidase activity was higher
than in control plants.

In all brushed plants the lowest POD activity was determined on 20
March, and it increased on D2 and D3. On D1 and D3, the POD activity
was the highest in controls (Table 2). On 25 April in all treated plants the
POD activity was higher than in the control plants (Table 3).

4. Discussion

According to several authors (Autio et al., 1994; Biddington and
Dearman, 1985; Graham and Wheeler, 2017; Klaring, 1999; Latimer and
Thomas, 1991; Mensuali-Sodi et al., 2006; Liu et al., 2007; Onguso ct al.,
2006; Bimke and Rocksch, 2018), MS has a significant effect on the
stem growth dypamics and results in stem growth reduction. Brush-
ing/stroking for even 1 h per day may reduce plant height in aster by 25
% (Autio et al,, 1994), by 18 % in petunia (Autio et al., 1994), by 16% in
Quercus (ficubens ct al, 2013) and by 34 % in Robinia (Reubens et al,
2012). Brushing of garden roses reduced the length of the 1th intemode
by 13 % with ducing the of internodes (Morel et al., 2012),
In garden rose only one movement back and forth in early spring and
five such movements in summer, reduced stem length (Morel et al,
2012). In tomato, 10 strokes per day reduced length by 20 % in spring,
while 40 strokes reduced growth dynamics by 12 % in summer (Garner
et al., 1997). According to Koch et nl. (2011), several species of herbs
showed significantly reduced el on growth after brushing with 108
strokes per day. In petunia (Autio et al., 1994) 60, 120 and 180 strokes
per day were recommended as the most efficient treatments to reduce
the stem length, while Reubens et al. (2013) reported as sufficient only
29 strokes per day for Quercus, In this study, the greatest growth
reduction in both petunia cultivars was observed (n plants brushed 80 x
per day (ca. 80 min. of stroking per day). On D3, cv. ‘Dark Red' was 39.8
% and ‘Pegasus ® Velvet Picotee’ — 43.5 % shorter than control plants.
On D4 (three weeks after brushing stopped) both tested cultivars were
shorter than control plants only by 15.6 % and 28.3 %, respectively.
Similar effects were obtained in Sansevieria trifasciata (Khoshhal et al,
2014), where the height of plants decreased during treatments, but
opposite results were observed 6 months after brushing arrestment. The
explanation may be that MS usually affects plant growth only during the
period of treatment, plus about a 3-day recovery period (Akers and
Mitchell, 1985). An interesting fact is that the two cultivars tested here
differed in their response to MS. The compact cv. ‘Dark Red' had
significantly weaker reaction than the strongly growing cv. ‘Pegasus &
Velvet Picotee'. Similar results were observed in other plants. For
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synthesis may be reduced by auxins, which act by repressing the
exprcsslon o{ gcnes enceding the cytokinin biosynthetic enzyme
p iyl transferase in the stem (Tanaks f al.,
2006). In chlckpea after decapitation, which means removal of the
cytokinins source, cytokinin t from root to bud, and
their accumulation in apical stem parts, was observed (Mader ot ol
2003). It is also known that MS activates the cytokinin biosynthesis
(Chehab et al, 2008). This may be the answer for a higher number of
branches in treated plants of bath petunia cultivars during the brushing
cycle and its decrease when brushing was stnppcd

There is a hypothesis about an infl ¢ of thi on
perturbations in the GA synthesis and delayed ﬂowermg of the MS -
treated plants (Radi et al., 2009; Suge, 1978). Johjima et al, (1992);
Morel et al. (2012), and Vernieri et al. (2003) observed, that MS may
affect the ber and di of fi Usually, treated plants have
more but smaller leaves and flowers. In this study we did not observe the
effect of MS on the flowering time of treated plants, but the treatment
affected the number of flowers. Brushing significantly reduced the
number of flowers in cv. ‘Pegasus ® Velvet Picotee’, but not in ¢v, ‘Dark
Red’, where all brushed plants had significantly more flowers than the
controls. No flowering delay was observed in snapdragon subjected to
MS (Salehi and Salehi, 2009).

According to Latimer and Mitchell (1988), mechanical stress might
also reduce leaf area due to changes in the endogenous auxin levels of
treated plants (Biddington and Dearman, 1986), According to Suge
(1978) and Beyl and Mitchell (1983), reduction in gibberellin-like pro-
moters in shaken bean and sunflower may be also responsible for a
decrease of Jeaf expansion. In cv. ‘Dark Red' MS did not affect the leal
area relative to the controls while on the last day of brushing, leaves in
all treated plants of cv. ‘Pegasus ® Velvet Picotee” had smaller area than
in the controls, However, this effect disappeared within three weeks
after the experiment termination,

In the current study we estimated the levels of endogenous [AA in
apical parts of treated plants. In cv. ‘Dark Red’ it kept increasing during
the period of MS. Generally, the highest auxin levels were observed in
plants brushed 40 and 60 x per day, and the lowest in contrals and those
brushed 80 x per day. On the other hand, in cv. ‘Pegasus ® Velvet
Picotee’ plants brushed 40 and 60 x per day had lower IAA amounts than
the controls and plants brushed 80 x per day. In Bryonia dioica, the auxin
level decreased after brushing (Erner and Jaffe, 1982), but in Phaseolus
wulgaris it significantly increased. This increase was explained by
reduced polar transport of IAA at the rubbed intemode, causing an IAA
buildup in the stem tissue. In tomato, rubbing caused an increase in the
IAA in the youngest internodes (Saidi et al., 2010; Stepanova

example, cucumber cultivars with naturally short i des sh d
less growth reduction than cultivars with longer internodes, relative to
their respective untreated controls (Latimer et al,, 1991). The same re-
action was observed in tomato (Johjima et al,, 1992),

Garner et al (1997) observed a significant reduction in the diameter
in tomato plants - by nearly 7 % - that may have been associated with a
lower number of branches. In garden roses (Morel e1 al., 2012), MS
doubled the number of side branches. In this study, the number of
branches depended on the cultivar: on the last day of stimulation all
treated plants in cv. ‘Dark Red’” were more branched than the controls.
However, three weeks after the end of stimulation there was no differ-
ence in the number of branches between the treated and control plants,
In cv. ‘Pegasus ® Velvet Picotee” the numbers of branches in treated
plants and control were the same on D1 and D2, but on D4 plants
brushed 80 x were significantly less branched than plants in any other

and Alonso, 2016). On the other hand, rubbing inhibited polar auxin
transport in pea stems (Mitchell, 1996), In petunia cv., ‘Pegasus ® Velvet
Picotee' brushed 80 x per day, a high endogenous IAA level might have
been an effect of interrupted TAA polar transport and not the auxin
synthesis, what resulted in stem growth arrest and reduced leaf arca
during brushing.

There are no data on the JAA oxidase activity in the youngest in-
ternodes of plants subjected to MS. It is claimed that the peroxidase and
IAA oxidase activities are involved in the regulation of the endogenous
levels of auxins (Milller and Leyser, 2011), In this study in cv, ‘Pegasus &
Velvet Picotee' the IAA oxidase activity was higher in brushed plants
than in the controls on D1 and D2, while on D3 it was the highest in
plants rubbed 80 x per day. This effect was not observed in cv. ‘Dark
Red On Dz and D3 In plants brushed 40 and 60 x per day the IAA

treatment. That might have been due to the i plant growth after
brushing was stopped. Strong growth of plants stroked 80 x observed
after brushing was stopped was probably initiated by the intensive IAA
synthesis in stem apical parts during the whole brushing cycle (see
Table 3), and its fast basal t made possible just after brushi

was stopped. According to Tanala et al | "J(lh) there is a good evndence
that auxins may regulate biosynthesis of cytokinins responsible for the
axillary shoot development. It was reported that in pea, cytokinin

y was higher than in cantrol plants and those brushed 80 x
per day.

MS such as brushing, wind or vibrations can be effective inducers of
the POD activity in plants (Braam, 2005; Saidi et al., 2010; Sarmast
et al., 2014; Cook and Ross, 2016). According to Normanly (1997) and
Ostin et al. (2015), an increase in the peroxidase activity occurs in
mechanically p:nu:bcd plants. Cook and Ross (’Olbl claim that the
POD induction depends on the i ity of stimul In the
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POD activity in rubbed internodes was already higher after 24 h of stress
when compared to controls (Saidi et al., 2010). In the current study, in
both cultivars, the highest POD activity was observed on D4, but the
intensity of stimulation generally did not affect its activity, which is
opposite to the observations of Cook and Ross (2016). Anyway, in both
cultivars the POD activity increased on D2 with the stimulation
Intensity.

In spite of the enhanced activities of both enzymes, the high auxin
content in apical stem parts was maintained during stress, probably as a
consequence of arrested basal transport of the hormone.

Further search for an explanation of the effect of MS on the endog-
enous IAA behavior in treated plants as well as the relationships between
the endogenous hormones and their transport. is nmsaty to fully
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Autlo, J Voiplu.l Koivunen, T, 1994, Responses of asser, dusty miller, and petunia
ly to h stress. HonSel. 29 (12), 14491452
bty dm 0rg/10.21 273/ bortsci. 29,12, 1449,

Bergstrand, K11, 2017, Methods for growth regulation of
omamental pot- and bedding plants-A current review. Falla Hortle. 29, 63-74,
https://doi,org /10, 1515/ fhort-201 70007,

Beyl. CA, Mitcholl, CA, 1983, Alterstion of growth, exudation rate, and endogenowm
hormone profiles in mechanically dwarfed sunflower. J. Ant. Soe. Noctic, Sci. 108,
257-262

Biddington, N.L., Dearman, A.S., 1985. The effect of mechanically induced stress on the
growth of cauliflower, leituce and celery seedlings. Ann. Bot. 55 (1), 109-119.
httpe/ /dolorg/10.1093/oxfordjournale ach.aD86864,

ddis N.L, AS, 1986, A tson of the effects of mechanieally-
induced stress, ethephon and silver thivsulphate on the growth of cauliflower
seedlings, Plant Growth Regul. 4 (1), 103-123, btips/ dutarg/ 101007,
BEOOO25347.
Baenka, ., Rocksch, T., 2018, Thigmomarghogenesis — control of plant growih by

explain the effect of mechanical conditioning on physiological p
in treated plants.

5. Conclusions

Our experiment shows, that MS affects growth dynamics in petunia,
but the reaction appears to be cultivar specific. The more vigorous cv.
‘Pegasus ® Velvet Picotee’ showed a stronger reaction to MS than cv.
‘Dark Red' in the reduction of stem length, leaf area and the flower
number. In both cultivars, brushing of plants 80 x per day gave the most
spectacular effects. These results show that the method used here can be
applied in commercial horticulture to control stem growth in oma-
mental plants in an environmentally friendly way.
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