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Abstrakt:

Senescence je charakteristicka postupnym zhorSovanim funkénich vlastnosti rostlin, které
zahrnuje i sniZzovani obsahu fotosyntetickych pigmenti a fotosyntetické aktivity ¢i
zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku s tim souvisejici oxidativni poSkozeni a
ztratu funkce véetné integrity bunéénych membran. Cytokininy jsou multifunkéni
fytohormony, které jsou zapojeny v fizeni vSech zivotné duilezitych funkci rostlin, a to
véetné reakce na biotické a abiotické stresy a senescence. Senescenci lze G¢inné potlacit
exogenni aplikaci cytokinini a jejich derivati. V této praci byl porovndvan vliv
cytokininit benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ), thidiazuronu (TDZ), a jejich
derivata 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-f-D-arabinofuranosylpurinu (OH) a
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)moc¢oviny (MTU) na zmény indukované
senescenci U primarnich listi pSenice jarni (Triticum aestivum L. cv. Registana)
inkubovanych ve tmé po dobu Sesti dnli, a to vCetné¢ zmén tykajicich se stability
bunéénych membran. Bylo zjisténo, Ze vSechny pouzité latky byly schopné senescenci
oddalit, lisily se ale mirou antisenescen¢niho U¢inku. Jako nejudinngjsi v oddaleni
sledovanych zmén zplsobenych senescenci se ukazal byt cytokinin TDZ a cytokininovy
derivat MTU. Ob¢ latky efektivné potlacily pokles obsahu fotosyntetickych pigmentu,
inhibici funkce PSII (Fv/Fm), produkci reaktivnich forem kysliku a stim souvisejici

poskozeni bunéénych membran.
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Summary:

Senescence is characterized by a gradual deterioration of plant functional properties,
which includes a decrease in photosynthetic pigments and photosynthetic activity or an
increase in the production of reactive oxygen species and the associated oxidative damage
and loss of function and integrity of cell membranes. Cytokinins are multifunctional
phytohormones that are involved in the control of all vital plant functions, including
responses to biotic and abiotic stresses and senescence. Senescence can be effectively
suppressed by exogenous application of cytokinins and their derivatives. In this work, the
effect of the cytokinins benzylaminopurine (BAP), trans-zeatin (tZ), thidiazuron (TDZ),
and their derivatives 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurine (OH) and
1-(2-methoxyethyl)-3-(1, 2,3-thiadiazol-5yl)urea (MTU) on senescence-induced changes
in primary leaves of spring wheat (Triticum aestivum L. cv. Registana) incubated in the
dark for six days, including changes related to cell membrane stability. It was found that
all the substances used were able to delay senescence but differed in the degree of
antisenescence effect. The cytokinin TDZ and the cytokinin derivative MTU proved to
be the most effective in delaying the observed senescence-induced changes. Both
substances effectively suppressed the decrease in photosynthetic pigment content,
inhibition of PSII function (F./Fm), production of reactive oxygen species and associated

damage to cell membranes.
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1 Uvod

Zem¢ je dynamicka planeta, ktera se sklada z jednotlivych zemskych sfér. Na povrchu
Zemé se vyskytuje hydrosféra v podobé souvislého oceanu kapalné vody, ktery zabira
ptiblizné 71 % zemského povrchu. Na velmi uzkém pdsu rozhrani mezi litosférou a
atmosférou, ktera je pfevazné tvorena dusikem a kyslikem, coz jsou plyny vytvarejici
smés obvykle nazyvanou jako vzduch, se nachdzi biosféra, jejiz ¢innosti doslo k pieméné
¢asti litosféry na ptidni obal Zemé, tzv. pedosféru neboli zivy obal Zem¢, ktery je tvofen
Zivymi organismy. Zemské biosféra je rozdélena do mnozstvi biomu, osidlenych vzdy
typickymi organismy, napf. florou a faunou. Pied asi 1,8 - 1,3 miliardami lety vznikla
eukaryota, do nichz fadime i dne$ni mnohobunééné skupiny, jako jsou rostliny nebo
zivocichové.

Rostliny, podobné jako vSechny Zivé organismy, po dosazeni dospé€losti starnou. Diky
svému ptisedlému zpisobu zivota musi dobfe hospodafit se zivinami, stavebni slozky
nevykonnych, a tudiz nepotfebnych organti recykluji. Recyklace probihd v zavéreéné fazi
vyvoje — senescenci, ktera je geneticky programovana a dochazi pii ni k fizené degradaci
a ptesunu zivin z odbouravanych makromolekul starého orgdnu, zejména listu, do novych
organt, at’ uz mladych listd, kvétl, semen nebo zasobnich organt.

Senescence je fizena mnoha faktory, jsou to napf. ristové hormony, zejména cytokininy
(CK), dale vngjsi stresové podminky, které ji mohou vyvolavat nezavisle na stafi rostliny.
Na jeji iniciaci se mohou také podilet reaktivni formy kysliku (ROS), které vznikaji
b&hem metabolickych procest a jejichZ koncentrace v buiice nariistd S vékem rostlinného
organismu ¢i pravé pusobenim stresovych faktort.

CK jsou rostlinné hormony, tzv. fytohormony, které mimo jiné podporuji déleni
rostlinnych bunék zvané cytokineze, a tim u rostlin hraji dilezitou roli v mnoha
vyvojovych procesech. Nezbytné jsou pro podporu aktivniho rstu a diferenciaci
rostlinnych bunék. Ugastni se kli¢eni semen, vyvoje kofene a prytu (zejména vodivych
pletiv), fidi senescenci listl, velikost semen a odpoveéd’ na zmény vnéjSiho prostiedi nebo
také stres. Jejich funkce je Casto spojena s funkci ostatnich fytohormoni, zejména auxinu
nebo ethylenu. Zatimco napft. ethylen je povazovan za promotor senescence, CK ji mohou
za urcitych podminek oddalit. Pisobenim CK v ramci senescence je mozné napt. zpomalit
pokles obsahu chlorofylu. Naproti tomu ptisobeni CK v kombinaci s vysokou ozarenosti

¢1 ve vysokych koncentracich mtze senescenci urychlit.



Tato diplomova prace se zabyva srovnanim vlivu CK 6-benzylaminopurinu (BAP), trans-
zeatinu (tZ), thidiazuronu (TDZ) a cytikininovych derivati 6-(3-hydroxybenzylamino)-
9-B-D-arabinofuranosylpurin - (OH a  1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)
mocovina (MTU) na senescenci u listovych segmentii primarnich list pSenice jarni
(Triticum aestivum L. cv. Registana). Rozdily v pribéhu senescence byly sledovany na
zakladé obsahu chlorofylu atb, parametri chlorofylové fluorescence, celistvosti
membran za pomoci metody ion leakage, vizualizace chloroplasti a celkového obsahu

ROS za pomoci konfokalniho mikroskopu a obsahu malondialdehydu (MDA).



2 Cile prace

Vypracovat ptehled problematiky vlivu cytokinini (CK) na senescenci zaméfeny na
srovnani vlivu raznych typta CK a jejich derivati se zaméfenim na posouzeni vlivu

CK na bunééné membrany béhem indukované senescence.

Zvladnout metodiku péstovani a navozeni indukované senescence listii modelovych

rostlin pSenice.

Zvladnout metodiku stanoveni obsahu chlorofylii analyticky a pomoci chlorofylmetru
SPAD a také metodiku méfeni chlorofylové fluorescencni indukce pomoci pfistroje
FluorCam vcetné analyzy dat, vyhodnocovani parametri a zpracovani obrazkd.
Stanovit miru poskozeni bunéénych membran, konkrétné metodou ion leakage a
stanovenim obsahu lipidovych aldehydt (konkrétné malondialdehydu (MDA)).
Provést méteni obsahu chlorofylu a chlorofylové fluorescen¢ni indukce u oddélenych

listil pSenice béhem indukované senescence pod vlivem riznych CK derivatu.

Zpracovat vysledky experimentil a zhodnotit vliv CK derivat na bunééné membrany

béhem indukované senescence.



3 Prehled problematiky

3.1 Senescence

Programovana bunécna smrt (PCD) ma fyziologickou funkci a je nevyhnutelna pro
normdlni fungovani rostliny. PCD a senescence jsou Castokrat zaménované nebo je
senescence povazovana za cast PCD, protoze jejich procesy se muzou prolinat.
Senescence nemusi byt nevyhnutelné stddiem PCD, protoze ji 1ze oddalit nebo dokonce
odvratit. Za uréitych okolnosti muze ale ptedstavovat preliminarni stadium PCD
(Duca et al., 2014).

Senescence je komplexni prisn€ regulovany bunéény stav, pii kterém dochazi k zastaveni
déleni, degeneraci a naslednému rozkladu bun¢k (Noodén, 1988b). U rostlin
rozeznavame dva typy senescence, a Sice mitotickou a post-mitotickou. U kazdé bunky
probihé nékolik mitotickych déleni produkujicich dcetiné buiiky. Kdyz se déleni bunék
zastavi, jde o mitotickou senescenci. Piikladem tohoto typu senescence je zastaveni
déleni nediferencialnich bun€k v apikalnim meristému, ze kterych se pak formuji organy.
Post-mitotickd senescence je senescence organd, kvétd a listd, které uz jsou

diferencované a nedochézi u nich k déleni (Gan, 2003).

3.1.1 Listova senescence

Listova senescence je povazovana za posledni stddium vyvoje listu (Lim et al., 2007).
Probiha na Grovni organu. Jde o pfirozeny fyziologicky proces, pii kterém jsou rozlozené
biomolekuly (proteiny, lipidy, nukleové kyseliny) ze senescentnich listli transportovany
do rostoucich a zasobnich organt rostliny (Gregersen et al., 2008). Béhem senescence
dochazi ke zménam v bunécné struktuie, v metabolismu i v expresi genti (Lim et al.,
2007). Tento proces je ovlivnén vékem a vyvojovym stadiem rostliny, ale taktéz vnitinimi
signaly nebo vnéj$imi faktory (Miao et al., 2004).

V disledku riznych faktor se mize ménit doba nastupu senescence, jeji intenzita 1 mira
senescence je vysledkem interakce vnéjSich (téz environmentalnich) a vnitfnich signal
na urovni builky nebo orgdnu. Senescence muze byt spusténa vystavenim biotickému
nebo abiotickému stresu, jako je napt. sucho, extrémni teploty, stin, patogeneze (Lim et
al., 2007). Senescence je iniciovana koordinovanou siti signali zprostfedkovanou

hormony, cukry, reaktivnimi formami kysliku a vapnikem. Na molekuldrni Grovni



(genové, transkripéni, post-transkripéni, post-translacni) se iniciace rovnéz ucastni
obrovské mnozstvi gent, které aktivuji sekvenci udalosti smérujicich k senescenci
(Breeze et al., 2011; Li et al., 2020). Ve fazi reorganizace dochazi k degradaci
makromolekul a mobilizaci ziskanych zivin. Degradace proteint je zprostfedkovana
nukledrnimi a plastidovymi protedzami, které rozkladaji makromolekuly na produkty
vhodné k transportu (Diaz-Mendoza et al., 2016). Vlivem rostouciho obsahu reaktivnich
forem kysliku (ROS) se zvySuje mnozstvi antioxidanti. P¥ikladem mohou byt antokyany
(ACN), coz jsou pigmenty s antioxida¢ni aktivitou. Funguji jako scavengers ROS a jejich
obsah je zvySovan zejména pii stresu vysokym svetlem, ale také pfi jinych stresech, at’
uz biotickych ¢i abiotickych (Diaz-Mendoza et al., 2016). V terminalni fazi senescence
se rozpadaji vakuoly, ze kterych se uvoliuji protedzy do cytoplazmy, kterd se smrst'uje.
Vlivem rozpadajicich se vakuol dochézi k okyselovani cytoplazmy. Nasledné dochazi
k degradaci samotné cytoplazmy, fragmentaci DNA a naslednému rozkladu membran,

¢imz se nevratné poskozuje bunééna integrita (Li et al., 2020).

3.1.1.1 Degradace chlorofylu

Probihajici strukturni zmény doprovazejici degradaci makromolekul v buiice jsou vysoce
organizované. Prvni rozloZenou ¢ésti buiiky jsou chloroplasty. Chloroplasty obsahuji asi
70 % vSech proteint zelenych listi. Proto je jejich rozklad potiebny pro ziskani a transport
dusiku a uhliku (Mayta et al., 2019). ProtoZe volny chlorofyl a jeho katabolity mlizou
zpisobit zaplaveni bunky ROS, které je nasledované piedCasnou bunécnou smrti, je
organizovana degradace chlorofylu a chlorofyl-asociovanych proteini nezbytna pro
hladky pribéh senescence jako takové (Mur et al., 2010). Degradace chlorofylu je
pfic¢inou zloutnuti listt (Lim et al., 2007).

Molekula chlorofylu je tvofena ¢tyfmi pyrrolovymi kruhy, v jejichz stfedu je atom
hot¢iku. U suchozemskych rostlin jsou pro fotosyntézu znamy dva typy chlorofylu, a to
chlorofyl a a chlorofyl b. Chlorofyl b ma ve své molekule na pozici C7 formylovou
skupinu misto metylové skupiny u chlorofylu a (Chen, 2014). K pocatecnimu
katabolismu chlorofylu dochazi v chloroplastu, kde je chlorofyl b konvertovan chlorofyl
b reduktazami na 7-hydroxymetyl chlorofyl a (Horie et al., 2009). Ten je nasledné
redukovan pomoci chlorofyl-a-reduktazy na chlorofyl a. Degradace chlorofylu a je
podminéna odstranénim centralni molekuly hoiciku za vzniku feofytinu a, ktery je
nasledné hydrolyzovdn na feoforbid. Otevienim pyrrolického kruhu prostrednictvim

oxygenazy pak vznika ¢erveny chlorofylovy katabolit (RCC, red chlorophyll catabolite).

5



Ten je redukovan na primarni fluorescentni chlorofylovy katabolit (pFCC, primary
fluroscent chlorophyll catabolite) a ptipadné hydroxylovan na hydroxy-pFCC. Tyto
katabolity jsou vypustény do cytosolu, kde mohou podléhat dalsim modifikacim.
Nasledn¢ jsou transportovany do vakuoly. Ve vakuole s nizkym pH jsou pak riizné
modifikované FCC proménény na nefluorescentni chlorofylové katabolity (NCC). Ty
pusobi jako antioxidanty, které udrzuji integritu  senescentnich  bunék

(Miiller et al., 2007).

3.1.1.2 Integrita bunék a bunééné membrany

Protoze bunky potiebuji pro postup listové senescence zistat funkcni, rozklad
intracelularnich organel probihd postupné, pficemz jadro jako misto exprese genl a
mitochondrie pro produkci energie se rozkladdaji v poslednich stadiich senescence. Jako
prvni prochazi strukturnimi zménami chloroplast. Dochazi k degradaci a proteolyze
proteini  chloroplastu, jako naptiklad ribuloza-1,5-bifosfat-karboxylazy, na
aminokyseliny (Breeze et al., 2011).

Nejrizngj$i  studie u rozdilnych druhli rostlin  ukazuji, Ze jedny =z gent
up-regulovanych Vv pribéhu senescence jsou proteazy ucastnici se degradace proteint.
V rostlinnych genomech bylo identifikovano vice nez 800 rGznych protedz, ze kterych
jsou se senescenci nejcastéji asociované serin a cystein proteazy (Li et al., 2020).
Martinez et al. (2007) ve své publikaci uvadi, Ze z divodu inhibice proteazové aktivity,
post-translacnich modifikaci proteaz nebo ucasti proteaz u jinych vyvojovych procest
zatim nejsou zcela znamy vSechny proteazy ucastnici se rozkladu proteinti, organel a
bunék u senescentnich listi.

Kwvili fotosyntetickému aparatu, ktery pro svou funkci vyZzaduje pfitomnost kysliku, jsou
chloroplasty vyznamnym zdrojem ROS. Pro spravnou funkci fotosyntézy se
Vv chloroplastech nachdzi komplexni redoxni sit’ a pro ochranu integrity chloroplasti
zaroven rozsahly antioxida¢ni systém. Ve studii z roku 2006 (Austin et al., 2006) bylo
demonstrovéano, Ze antioxida¢ni a redoxni systémy jsou propojené a mizou regulovat
stabilitu chloroplastid jako odpovéd na vnéjsi signal. Pfi degradaci chloroplasti byl
pozorovan ubytek membranového systému thylakoidii, kde probihé fotosyntéza, uvolnéni
sloupcii gran, zvétSeni intra-thylakoidniho prostoru, a nasledné vznik lipidovych
plastoglobuli, které obsahuji zbytky fotosyntetickych molekul. Ke stejnym poznatkiim
doSel 1 Thomas et al. (2003). Katabolity chloroplastii jsou nasledné transportovany

ATP-dependentnim systémem do vakuol (Prins et al., 2008).
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Katabolismus lipidi je dal$im projevem bunécné senescence. Rozklad za¢ina lipolytickou
reakci, kterou se z membranovych lipidi uvolni mastné kyseliny, které jsou saturovany
pomoci acyl-CoA a nasledné transportovany do peroxisomu. Zde probiha B-oxidace,
které se ucastni ROS jakozto meziprodukty, ¢imz jsou mastné kyseliny degradovany
(Gerhardt, 1992). Z toho divodu je béhem listové senescence pozorovano i sniZeni
obsahu mastnych kyselin az o 80 % suché vahy (Yang a Ohlrogge, 2009). Cely proces je
dvojvrstvy membran, ¢imz dochazi ke zvysSeni propustnosti membran, ztraté iontovych
gradient a snizené funkci dulezitych membranovych proteinti, jako napf. iontovych

pump (Brown et al., 1991).

3.1.2 Regulatory listové senescence

Listova senescence je regulovana prostiednictvim signalnich drah ovlivnénych vnitfnimi
ptirozenymi faktory (vékem a vyvojovym stadiem rostliny), environmentalnimi vlivy, ale
1 koncentraci hormont.

Signalni drahy jsou regulovany molekularné na transkripni, post-transkrip¢ni, translacni
I post-translac¢ni Grovni. Ve studiich, kterymi se zabyval Chen et al. (2017); Gao et al.
(2016) a Qiu et al. (2015) byly identifikovany downstream transkrip¢ni faktory signalnich
cest etylénu, kyseliny abscisové, kyseliny jasmonové a svétla, které plisobi jako
regulatory nastupu listové senescence. Tyto transkripéni faktory pfimo indukuji expresi
geni Uucastnicich se degradace chlorofylu (CCG, chlorophyll catabolite genes).
Zkoumanim téchto poznatkti bylo objeveno na 6500 genti zapojenych do signalnich drah
spojenych se senescenci u Arabidopsis thaliana L. (Breeze et al., 2011). U Triticum
aestivum L. byly pozorovany tisice genll asociovanych se senescenci, ale i tak neni stale
zcela zndma celd regulacni sit’t genll zapojenych do regulace senescence
(Sultana et al., 2021).

Ruazné faktory ovliviiuji rychlost ndstupu a progrese listové senescence prostfednictvim
riznych signéalnich molekul. Jsou faktory (Obr. 1), které indukuji ¢i urychluji listovou
senescenci a takové, které senescenci oddaluji (Gan, 2003; Guo et al., 2021). V této
diplomové praci se zamétime na vybrané dilezité faktory ovliviujici listovou senescenci,

ale diraz bude kladen na fytohormony, specificky na cytokininy (CK).



Environmentalni modulatory
svétlo, cirkadianni rytmus sucho,
extremni teploty, koncentrace soli

Vnitini faktory
veék, vyvojové stadium rostliny

Hormonalni modulatory

post-transkripéni translace post-translacni

transkripce . N . .
P arovefi urover

Obr. 1: Regulace listové senescence. CK — cytokininy, GA — kyselina giberelovd, ABA — kyselina
abscisova, JA — kyselina jasmonova, SL — strigolaktony, SA — kyselina salicylova (vytvoieno podle
Guo et al., 2021 a Zhang et al., 2021).

3.1.2.1 Vniti'ni faktory

V optimalnich podminkach je listova senescence fizena vyhradné stafim listu. Noodén a
Penney (2001) ve svém vyzkumu Arabidopsis thaliana L. porovnavali zivotnost listd
rostlin standardniho genotypu, rostlin s prodlouzenym reprodukénim ristem (pozdni
kveteni) a rostlin s naruSenym reprodukénim rastem (sterilni). Zjistili, ze nastup
senescence u jednotlivych listi byl identicky u vSech variant rostlin. Po dosdhnuti plné
expanze listu se mira fotosyntetické kapacity ¢asem za¢ina snizovat (Batt a Woolhouse,
1975; Hensel et al., 1993) a kdyz klesne pod ur¢itou troven, je indukovana listova
senescence (Lim et al., 2007).

Se starnutim a listovou senescenci je uzce spojen také cirkadianni rytmus. Ve studii z roku
2016 (Kim et al.) bylo dokazano, ze cirkadianni rytmus je u mladSich listd kratsi
(ptiblizné 22,6 hod.) nez u starSich listi (asi 24 hod.) pochazejicich ze stejné rostliny
Arabidopsis thaliana L. V poslednich letech bylo popsano nékolik genti (napi. TOCL,
ELF3, LUX, PRR9) esencialnich pro fizeni cirkadianniho rytmu a starnuti, které se ptimo
nebo nepiimo zapojuji do regulace signalnich drah listové senescence (Kim et al., 2016;
Kim et al., 2018; Woo et al., 2019). Doposud ovSem neni znadmo, jestli jsou zmény
Vv cirkadiannim rytmu pfi¢inou nebo nasledkem senescence (Guo et al., 2021).

Dal$imi vnitfnimi faktory zapojenymi do iniciace a regulace senescence jsou ROS, které

byly ptvodné povazovany pouze za toxické meziprodukty metabolismu u rostlin.



V soucasnosti je ale jiz zndma jejich funkce v signalni transdukci u riznych procest
rostlin, véetn¢ listové senescence (Gepstein a Glick, 2013). Signalizace pomoci ROS je
dynamicky d¢j umoznény v dusledku jejich rychlé tvorby a rozpadu v bunkach. ROS
signalizace u listové senescence probihd v interakci se signalnimi drahami fytohormonti

i environmentalnich faktort (Mittler et al., 2011).

3.1.2.2 Enviromentalni faktory

Listova senescence neni regulovana jen vnitfnimi faktory, ale mize byt ovlivnéna i
mnozstvim environmentalnich faktort, kdy kazdy stresovy faktor miize indukovat nebo
podpotfit listovou nebo celkovou senescenci rostliny. Environmentalni stresové faktory
ovliviiujici senescenci zahrnuji naptiklad mnozstvi svétla, teplotu, dostupnost vody, UV
zafeni, koncentrace sacharidl v Zivném médiu, obsah soli ¢i vyskyt patogeni (Lim et al.,
2007; Sultana et al., 2021). Obecné plati, Ze vliv stresu na rostlinu zavisi na délce jeho
trvani ¢i intenzité jeho ptisobeni.

Kritickou ulohu v regulaci listové senescence, ale 1 v ristu rostliny jako takové, sehrdva
svétlo. Zkraceni fotoperiody zpravidla vede k podpoteni senescence spojené s degradaci
chlorofylu, snizenim fotosyntetické aktivity, zvySenim oxidativniho stresu a s peroxidaci
lipidii (Janeckova et al., 2018). Zmény intenzity svétla, kvalita osvétleni, ale 1 barevné
spektrum osvétleni ovliviiuje listovou senescenci. Causin et al. (2006) ve své studii
poukazuje na indukci listové senescence u pSenice seté pii nedostatku svétla. Na druhou
stranu ale také doSel k zavéru, Ze modré svétlo mlize nastup listové senescence u
zastinénych listi oddalit.

DalSim dileZzitym environmentalnim faktorem ovliviiujicim pfeziti, rast i listovou
senescenci rostliny je dostupnost vody. Dlouhodobé mirné plisobeni sucha muze byt
kompenzovano regulacnimi a opravnymi mechanismy rostliny, pfipadné aklimatizaci na
zménu prostiedi. Pisobeni sucha ve vyssi intenzité ma ale za nasledek urychleni listové
senescence (Munné-Bosch a Alegre, 2004).

Zmény v teplotach, zejména na podzim, maji velky vliv na urychleni nebo oddaleni
listové senescence. Experimentalnim zvySovanim a snizovanim teploty bylo dokazano,
ze zvySeni teploty vyznamné oddaluje listovou senescenci, kdeZto snizeni teploty listovou
senescenci naopak urychluje. Nesmime ale opomenout, Ze veskeré u¢inky tizce souvisi s
druhem zkoumané rostliny (Fu et al., 2018). U listd psSenice bylo pozorovano pfi
snizovani teploty také snizeni fotosyntetické aktivity spojené s poskozenim

fotosyntetického aparatu (Xu et al., 1995).



Jednim z dalSich faktord ovliviwgjici rast a vyvoj rostlin je zvysena koncentrace soli
Vv pudé¢, kterd miize urychlovat indukci listové senescence. Negativni vliv na rostliny ma
taktéz nadmérna koncentrace a akumulace ROS, pii niz dochazi ke vzniku oxidativniho
stresu. Nasledn¢ dochazi ke spusténi signdlni drahy pro odstranéni ROS a listovou

senescenci (Yang a Guo, 2018).

3.1.2.3 Rostlinné hormony

Fytohormony u listové senescence zprostiedkovavaji nebo ovliviiuji rizné vnitini a
environmentalni signaly prostiednictvim komplexnich signalnich drah. Fytohormony
jsou zapojeny do fizeni vSech stadii senescence. Jejich vliv na oddaleni nebo urychleni
listové senescence se muze lisit.

Kyselina salicylova (SA, z anglického salicylic acid) je fenolova signalni molekula, ktera
hraje tlohu v odpovédi na riizny stres, a to hlavné v odpovédi na patogenezi (Gan, 2003;
Lim et al., 2007). Béhem senescence se SA v listech hromadi, v pfipadé¢ Arabidopsis
thaliana L. je jeji koncentrace v senescentnich listech az &tytikrat vy$si. ZvysSena
koncentrace SA zpUsobuje up-regulaci gend asociovanych se senescenci. Z tohoto
divodu také exogenné aplikovana SA urychluje listovou senescenci (Gan, 2003;
Morris et al., 2000).

Strigolaktony (SL) se ucastni riznych fyziologickych procest rostlin, jako je napf.
stimulace kliceni semen, vyvoj kofenil ¢i vétveni vyhonkd, ale maji také vliv na listovou
senescenci. Experimenty na rostlinach necitlivych k ptfitomnosti SL odhalily u téchto
rostlin oddaleni listové senescence oproti rostlinam standardniho genotypu, coz ukazuje
urychleni listové senescence vlivem SL. Rovnéz byl pozorovan dramaticky néstup listové
senescence po aplikaci SL v pfitomnosti etylénu, coz naznacuje synergistické ptisobeni
téchto dvou fytohormont v listové senescenci (Ueda a Kusaba, 2015).

Plynny fytohormon etylén neovliviiuje listovou senescenci pouze Vv synergii se SL.
Experimentalnim potlacenim biosyntézy etylénu bylo pozorovano oddaleni listové
senescence u rajcat. Jiné studie ukazaly, Ze exogenni aplikaci etylénu dochazi k urychleni
senescence, a naopak inhibitory etylénu listovou senescenci oddaluji. Na druhou stranu,
zvySené koncentrace etylénu v brzkém rastovém stadiu rostliny nepodporuji nastup
listové senescence. Z toho vyplyva, ze etylénem indukovana senescence je zavisla na stafi
rostliny (Guo et al., 2021).

Kyselina jasmonova (JA) je lipidovy fytohormon hrajici Glohu ve vyvoji rostlin. Studie,

kterou se zabyval Zhao et al. (2020) demonstrovala, Ze ptidavek fyziologické koncentrace
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JA zptsobil u Arabidopsis thaliana L. ptfed¢asnou senescenci, ale u mutantnich rostlin
S naruSenou signalni drahou JA k piedCasné senescenci nedoslo. To poukazuje na
dulezitost signalni drahy JA pro urychleni listové senescence. V této nedavné studii byl
pozorovan rychlejsi nastup listové senescence u listli pSenice prostiednictvim podpoteni
biosyntézy JA interakci transkripnich faktort LOX3 a WRKY42-B. Obecné se
transkrip¢ni faktory jakozto proteiny spolupodileji na iniciaci transkripce (ptepis dédicné
informace z DNA do RNA).

Kromé listové senescence se kyselina abscisova (ABA) tucastni regulace vyvojovych
procest rostliny, ristu vyhonkt a kofentl, a odpovédi na bioticky i abioticky stres (Lee a
Luan, 2012). ABA podporuje rozpad a inhibuje syntézu chlorofylu, a urychluje listovou
senescenci (Noodén, 1988a; Weaver et al., 1998). V prostiedi s vysokym obsahem soli,
v suchu a extrémnich teplotach, ale i v ptipadé pfirozené senescence Se V listech zvysuje
koncentrace ABA, ktera spousti expresi genll asociovanych se senescenci. ABA je tedy
dalezitym faktorem regulace listové senescence, ktera spojuje environmentalni signaly a
vyvojové stadium rostliny (Guo et al., 2021).

Gibereliny (GA) jsou rostlinné hormony hrajici roli v rlstu a vyvoji rostlin. V prub¢hu
listové senescence se jejich obsah v listu snizuje. Ve studii od Chen et al. (2014) bylo
demonstrovano, ze zatimco pfidani exogennich GA oddaluje listovou senescenci,
aplikace inhibitort GA senescenci urychluje.

Auxiny ovliviiuji morfogenezi rostlin a riist bunék. Exogenni aplikace auxinid inhibuje
expresi genll spojenych se senescenci. V pokrocilejSich vyvojovych stadiich rostlin se
biosyntéza endogennich auxinli zvySuje. Tim je zpomalen postup listové senescence,
jehoz ucelem muze byt zabezpeceni dostateéné dlouhé doby pro recyklaci nutrientt pied
usmrcenim buiiky (Guo et al., 2021).

CK jsou fytohormony esencidlni pro riist a vyvoj rostlin (Perilli et al., 2010). Rovnéz
sehravaji ulohu v odpovédi na stres (Ha et al., 2012). V prab&hu listové senescence se
koncentrace CK ¢asem snizuje a je znamo, ze CK listovou senescenci oddaluji napf.
udrzenim obsahu chlorofylu (Richmond a Lang, 1957).

Regulace listové senescence, interakce fytohormonl s environmentidlnimi faktory a
S jinymi hormony je komplexni sit molekuldrnich mechanismi, signdlnich drah,
biochemickych i biofyzikalnich zmén. Proto bude prace nadale zamétena pouze na CK,

jejich interakce a vliv na listovou senescenci (Perilli et al., 2010).
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3.2 Cytokininy

Jiz pted vice nez 100 lety byly objeveny latky, které jsou schopny indukovat cytokinezi
v rostlinnych pletivech. Proto byly tyto substance pojmenovany CK. V roce 1955 byla ze
slediho spermatu izolovana aktivni latka, kinetin, kterd ptisobila jako aktivator bunécné
proliferace u tabaku (Stetler a Laetsch, 1965). Béhem studie z roku 1973 (Letham) byl
identifikovan prvni pfirozené se vyskytujici rostlinny CK, zeatin, ktery je
predominantnim CK v kokosovém mléku.

Mimo cytokineze se CK ucastni riznych vyvojovych procest rostliny, jako napf.
formovani orgéand, regulace aktivity meristému kofenti a vyhonkt, vétveni vyhonkl a
kotenii nebo regulace apikdlni dominance, ale i listové senescence. Na listovou
senescenci pusobi negativng. Takéz jsou schopny podpofit zachovani chlorofylu a

chloroplastti, a zmirnit oxidaci lipidt (Liu et al., 2016; Vylicilova et al., 2016).

3.2.1 Struktura a biologicka aktivita cytokinini

CK jsou tfidou fytohormont s nizkou molekularni hmotnosti. Pfirozené CK jsou derivaty
adeninu s riznymi substitucemi v N® pozici adeninového kruhu. Dle toho, zda maji na N®
pozici isoprenoidni nebo aromaticky fetézec, je délime na isoprenoidni a aromatické CK.
Isoprenoidni i aromatické CK jsou pfirozené se vyskytujici fytohormony. Mezi bézn¢ se
vyskytujici isoprenoidni CK patii 6-(2-isopentenyl) adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-
zeatin (cZ) a dihydrozeatin. Aromatické CK jsou vice specifické pro nékteré druhy
rostlin. Mezi pfirozené se vyskytujici aromatické CK muzeme zatadit ortho-topolin,
meta-topolin (a jeho methoxy derivaty) a 6-benzylaminopurin. (Kieber a Schaller, 2014).
Bylo pozorovano, ze rizné CK maji odlisnou aktivitu. Bioaktivni funkce je pfitom vazana
vice na volné baze (aktivni formy) napf. iP a tZ, oproti jejich ribosidim nebo ribotidim
(Hai et al., 2020). tZ a iP jsou povazovany za biologicky aktivn&jsi nez cZ. tZ je aktivni
u vSech vyssich rostlin, kdezto cZ je sice pfitomny u vSech rostlin, ale aktivni je jen u
nékterych rostlinnych druhti (napi. Sakakibara, 2006). I u rostlin Arabidopsis thaliana L.
je aktivita cZ limitovana. Nedavna studie u kukutice ovSem ukazuje na indukci riznych
procest pomoci tZ a cZ Vv podminkidch s vysokym obsahem dusi¢nand. V téchto
podminkach se CZ se €astni kontroly pfechodu mezi vyvojovymi stadii listd, kdezto tZ
kontroluje zmény v rychlosti expanze vyvolané vysokym obsahem dusi¢nanti

(Lacuesta et al., 2018). To poukazuje na dalsi potencidln¢ neznamé funkce cZ.
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Rozdilna aktivita jednotlivych CK v riznych aspektech rostlinného vyvoje mtze byt
vysvétlena jejich riznou afinitou k CK receptorum (Yonekura-Sakakibara et al., 2004).

Pro méfeni realizovana v této praci byly vyuzity CK a jejich derivaty. Konkrétné se
jednalo o: CK 6-benzylaminopurin (BAP), trans-zeatin (tZ), thidiazuron (TDZ) a
CK derivaty  6-(3-hydrovybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurin ~ (OH) a
[1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)mo¢ovina]  (MTU).  Struktury  vyse

zminovanych latek je vyobrazena na Obr. 2.
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Obr. 2: Struktura cytokinini a jejich derivata (6-benzylaminopurin (BAP); trans-zeatin (tZ);

thidiazuron (TDZ); 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurin  (OH; 30HBAPA);
[1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)moc¢ovina] (MTU; ASES)).

3.2.2 Biosyntéza a metabolismus cytokinint

V metabolismu CK je zapojena celd fada enzymu. Isopentenyl transferazy (IPT)
zabezpecuji biosyntézu, LONELY GUY CK nukleosid 5’-monofosfat fosforibohydrolazy
(LOG enzymy) aktivaci, zeatin O-glukosyltransferazy (ZOG) reverzibilni inaktivaci,
B-glukosidazy (GLU) reaktivaci a cytokinin oxidazy/dehydrogenazy (CKX) degradaci
CK (Kurakawa et al., 2007; Song et al., 2012).

Biosyntéza CK je n€kolika-krokovy proces vyzadujici expresi riznych genti. Existuji dvé
potencialni cesty biosyntézy CK, modifikace tRNA isopentenylovym fetézcem a de novo
syntéza (Shoaib et al., 2019). Primarnim zdrojem CK je ovSem de novo biosyntéza

(Takei et al., 2001). Prvni krok de novo syntézy CK je zprostiedkovan IPT
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(Sakakibara, 2006; Taya et al., 1978). Substraty pro drahu syntézy CK byly poprvé
identifikovany u plisn¢ Dictyostelium discoideum. Pozd&ji bylo pfiijato, Zze podobné
probiha syntéza i u vyssich rostlin. N-prenylaci N® pozice AMP, ADP nebo
ATP s DMAPP pomoci IPT vznika primarni produkt
isopentenyladenin-ribosid-5’-monofosfat/difosfat/trifosfat. Ten je nasledné konvertovan
na CK postupnou hydroxylaci bocniho fetézce cytochrom P450 monooxygenazou
kédovanou CYP735A1 a CYP735A2 (Kieber a Schaller, 2014). CK ribotidy, neaktivni
formy CK, jsou konvertovany na aktivni oteviené formy prostfednictvim LOG enzymu
(Kurakawa et al., 2007).

Mnozstvi a variabilita IPT genii odpovédnych za produkci IPT proteinti se u riznych
rostlin 1i8i. U rostlin Arabidopsis thaliana L. je znamo 9 gent (AtIPT1 az AtIPT9) pro
IPT, kdy AtIPT1, AtIPT3 a AtIPT4 az AtIPT8 koduji ATP/ADP IPT, zatimco AtIPT2 a
AtIPT9 koduji tRNA IPT. (Ha et al., 2012). U kukufice bylo identifikovano 11 gent,
pricemz tRNA-IPT geny ZmIPT1 a ZmIPT10 byly exprimovany ve vSech organech.
Exprese ostatnich byla mistné nebo casové specifickd (Vyroubalova et al., 2009). U
pSenice bylo popsdno 6 riznych IPT genl (TalPT1 az TalPT6), ze kterych tii jsou
exprimovany v reproduktivnim stadiu rostliny (Song et al., 2012).

Aktivni forma CK muize byt deaktivovana O-glykosylaci prostfednictvim ZOG.
Opétovna aktivace CK O-glykosidt probiha deglykosylaci pomoci GLU. Protoze de novo
biosyntéza CK je pomaly proces, je pravdépodobné, ze reverzibilni inaktivace a nasledna
aktivace CK ma vyznamnou roli v kontrole celkového obsahu CK v rostling. Nicméné i
ireverzibilni deaktivace CK ma dulezitou ulohu v regulaci mnozstvi metaboliti CK a
jejich distribuci v rostling¢ (Werner et al., 2006). Degradace CK je zprostiedkovana CKX,
které N-glykosylaci nevratné odstrafiuji nenasycené isoprenylové fetézce z N’ a N° pozice
purinu. Konjugaty glykosylu jsou neaktivni a nejsou schopny vazat se na CK receptory
(Spichal et al., 2004). Isoprenoidni CK iP a tZ jsou rozkladany pomoci CKX, ale nékteré
aromatické CK jako napf. Kkinetin nebo BAP jsou vuaéi CKX rezistentni
(Zalabak et al., 2014).

3.2.3 Cytokininovy signaling

CK receptory jsou hybridni senzorové histidin kinazy, které ptijimaji signal z okoli ve
formé fosforylové skupiny. Jako prvni nasedaji CK na konzervované akceptorové misto
receptord a tim spoustéji celou kaskadu fosforylaci. Tim jsou His zbytky akceptorového

mista autofosforylovany a fosfatova skupina se piesune na ptijimacovou Asp doménu.
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Nasledné je fosforylova skupina odevzdana histidin fosfotransferazam (APH, authentic
histidine phosphotranferases), které signal pfenesou nuklearnim regulatorim odpovédi
typu-B s aspartdtovou doménou. Tyto regulatory spoustéji primarni transkripci cilovych
gentl pro odpovéd na CK nachézejici se v jadru bunky (To a Kieber, 2008). Signalni
draha CK spociva v His-Asp fosforylaci, ktera ptipomind dvouslozkovy fosforyla¢ni
systém u bakterii (Schaller et al., 2011; To a Kieber, 2008). Na rozdil od bakterialniho
systétmu, u signalni transdukce CK dochazi ke c¢tyfem za sebou nasledujicich
fosforylacnich kroki, u kterych se stiidaji histidinové (His) a aspartatové (Asp) zbytky.
Primarné jsou CK receptory umistény v membran¢ endoplazmatického retikula (ER),
proto se piedpoklada, ze signdlni transdukce probihd v lumenu ER. His kindzové
receptory byly detekovany i v cytoplazmatické membrané a jejich Ucast na signdlni
transdukci CK byla potvrzena studii od Antoniadi et al. (2020).

Ptenos signalu v draze odpovédi na ptitomnost CK je regulovan dvéma typy regulatort
odpovédi. Jak jiz bylo zminéno, pozitivni regulace spoustéjici transkripci gent je
zajisténa regulatory odpovédi typu-B (Mason et al., 2005), které zabezpecuji nejen
aktivaci transkripce cilovych gend, ale reguluji 1 transkripci regulatori odpovédi typu-A
(Hwang a Sheen, 2001). Regulatory odpovédi typu-A negativné reguluji signalni
transdukci CK. Na rozdil od regulatord odpovédi typu-B je jejich exprese vazana na
ptitomnost CK (Muller a Sheen, 2007). Bylo pozorovano, ze mutace regulatort typu-A
indukuje transkripci cilovych gent pro odpovéd’ na CK a naopak, jejich nadmérna

exprese transkripci snizuje (Lee et al., 2007; To et al., 2004).

3.2.4 Vliv cytokinini na chloroplasty a chlorofyl

Diferenciace chloroplastii z proplastidii byla zjisténa u kinetinem oSetfenych rostlin
tabaku jiz v roce 1965 (Vasil a Hildebrandt). Nasledné mnoho studii potvrdilo zrychlenou
diferenciaci u etiolovanych rostlin riznych druhi (Cortleven a Schmiilling, 2015). U
etiolovanych rostlin Arabidopsis thaliana L. osetfenych exogenné aplikovanymi CK byla
na rozdil od neosetienych rostlin pozorovana pfitomnost thylakoidnich struktur a
chybéjici prolameléarni télesa (Chory et al., 1994). Pozdé&jsi studie konzistentné prokdzaly,
ze CK podporuji tvorbu thylakoidnich membran (Cortleven a Schmiilling, 2015).
Endogenni CK jsou potiebné pro tvorbu chloroplastl se spravnou strukturou. Pfi jejich
nedostatku je obsah Skrobu nizky a sloupce gran jsou fidké, kdezto pfi jejich nadbytku
dochazi k nadmérnému stohovani gran a obsah Skrobu je vysoky (Werner et al., 2008;
Criado et al., 2009).
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Richmond a Lang (1957) jako jedni z prvnich prokazali, Ze pusobeni CK vede k vétsi
retenci chlorofylu a bilkovin v oddélenych listech Xanthium pennsylvanicum L. Tento
CK efekt byl od té doby prokézan u mnoha dalSich druhi rostlin (Rulcovéa a Pospisilova,
2001; VIckova et al., 2006; Wu et al., 2012; Vylic¢ilova et al., 2016), dokonce bylo
pozorovano opétovné zazelenani zloutnoucich listi (Dyer a Osborne, 1971).

Dale bylo vroce 1957 poprvé pozorovano, ze oSetfeni CK vede Kk retenci obsahu
chlorofylu a proteind u listi Xanthium pennsylvanicum (Richmond a Lang, 1957). Tento
efekt byl pozorovan u mnoha dal$ich druha rostlin, a dokonce byl vyuzit i k opétovnému
zezelenani uz zloutnoucich listd (Dyer a Osborne, 1971). Studie od Sugiura (1963)
ukazala, ze kinetin je schopen stimulovat biosyntézu chlorofylu v oddélenych
listech rostliny Phaseolus vulgaris. Pozd¢ji byla popsana akumulace chlorofylu i u jinych
druhd rostlin po aplikaci CK béhem promény etioplastu v chloroplast (Kuroda et al.,
2001). Snizené mnozstvi chlorofylu bylo pozorovano u rostlin s deficienci CK a rostlin
s nefunk¢ni Casti CK signalni drahy, které rostly na svétle (Riefler et al., 2006; Werner et
al., 2008). Bylo prokazano, ze lag faze, ktera nastava pti biosyntéze chlorofylu, nenastala
po oSetfeni CK u rostlin okurky. Misto toho se znovu zacala produkovat kyselina
d-aminolevulovd (ALA), coZ je pocatecni krok biosyntézy chlorofylu
(Fletcher et al., 1973). To se d&je prostiednictvim stimulace aktivity glutamyl-tRNA
reduktazy (GIuTR) a glutamyl-tRNA syntetdzy (GSA-AT), které se piimo UCastni
biosyntézy ALA (Masuda et al., 1995). Podobna reakce byla pozorovana po aplikaci CK
na rostliny je¢mene rostouci ve tm¢, kdy se obsah ALA prudce zvysil po vystaveni rostlin
svétlu se v disledku zvySeni aktivity enzymt Gcastnicich se syntézy ALA (Yaronskaya
etal., 2006). CK maji také vliv na tvorbu protochlorofylid (POR) a zvysuji mnozstvi POR
na mMRNA. Jejich expresi vznika NADPH-protochlorofylid oxidoreduktaza ucastnici se
redukce protochlorofylidu na chlorofylid (Banerji a Laloraya, 1967; Kuroda et al., 2001).

Biosyntéza chlorofylu a vliv CK na jeji jednotlivé kroky je vyobrazen na Obr. 3.
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Obr. 3: Schéma biosyntézy chlorofylu a Gi¢ast cytokininti. Enzymy G¢astnici se biosyntézy jsou zndzornény
modfe, kde GIuTR je glutamyl-tRNA reduktaza a GSA-AT je glutamyl-tRNA reduktaza. Modré Sipky
znazoriiuji experimentalné potvrzeny vliv cytokinind na syntézu chlorofylu (vytvofeno podle
Cortleven a Schmiilling, 2015).

Bylo prokézano, ze parametry chlorofylové fluorescence qP (koeficient fotochemického
zhaseni fluorescence chlorofylu ve stavu pfizpisobeném svétlu) a Fv/Fm (maximalni
kvantovy vytézek fotochemickych procesti PSII ve stavu prizptisobeném tmé) se béhem
senescence v listech inkubovanych v CK udrzuji (VIckova et al., 2006). Jednim z
mechanisml, kterymi exogenné aplikované CK udrzuji fotosyntetickou aktivitu, je jejich
vliv na klicovy enzym metabolismu uhliku, ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa
(RubisCO). CK jsou schopny zpomalit pokles obsahu a aktivity RubisCO (Weidhase et
al., 1987; Abdelghani et al., 1991; Chernyad'ev a Monakhova, 2003) a stimulovat de novo
syntézu RubisCO (Lerbs et al., 1984; Kusnetsov et al., 1994). CK také indukuji aktivitu
nékterych enzymi antioxida¢niho systému, které snizuji pravdépodobnost vzniku ROS
nebo je prevadéji do méne reaktivnich ¢i nereaktivnich forem. Tim je docileno uchovéni

funk¢nosti fotosyntetického aparatu (Liu a Huang, 2002; Dertinger et al., 2003).

3.2.5 Cytokininy a fotosyntéza

Samoziejmé nesmime opomenout kapitolu vénovanou fotosyntéze, jakozto biologickému
déji, pii némz je absorbovand energie sluneniho zafeni pfeménéna v energii chemickych
vazeb organickych latek. V prvni fazi fotosyntézy, kterd se nazyva svételnd nebo

primarni, je svételnd energie absorbovana fotosyntetickymi pigmenty uzita k vytvoteni
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ATP a redukovanych forem redukujicich agens (ekvivalentt) — ferredoxinu a NADPH.
Fotosystém Il (PSII) obsahuje reakéni centra P680. Pohlcenim svétla se P680 excituje na
P680". Nasledné je vymrstén elektron, ktery velmi rychle piejde na feofytinaa
poté zredukuje plastochinon na plastochinol, ze kterého piejde na
komplex cytochromii be/f.  PSII  vytvari  silné oxida¢ni  Cinidlo, které je
schopno oxidovat vodu, a soucasné slabé redukéni ¢inidlo, které redukuje slabé oxidac¢ni
¢inidlo z fotosystému | (PSI). V této fazi se také uvolnuje kyslik. Produkty svételné faze
(Obr. 4) jsou pouzity k tvorb¢é organickych latek v druhé fazi fotosyntézy, ktera se
obvykle nazyva sekundarni, synteticka nebo temnostni (Evans et al., 2017).

Vétsinou se pod pojmem fotosyntéza rozumi fotosynteticka asimilace oxidu uhli¢itého,
nebot’ nejvice energie je pouzito k redukci CO2 a k syntéze asimilatli sacharidového typu.
Energie uloZena v chemickych vazbach monosacharidi je pohotové dostupna pro ostatni
procesy primarniho metabolismu. V sacharidech se energie transportuje z chloroplasti do
cytoplazmy a dale do téch bunék, pletiv a organt, které vibec nejsou schopny
fotosyntetizovat (napf. kofeny, zdsobni pletiva) nebo je mira této schopnosti jejich
potiebé nedostacujici (napt. velmi mladé vyvijejici se listy). Na del$i vzdalenosti (napf.
z listu do kotene) jsou sacharidy transportovany ve form¢ sachardzy (disacharid) a
nékolika oligosacharidii. Ve formé ATP se energie z téchto latek opét ziskava v procesech
souborn¢ oznaCovanych jako dychani neboli respirace. V zasobnich polysacharidech
miZe byt energie ulozena fadu let (Field et al., 1989).

Pti fotosyntetické asimilaci CO2 se vSak nejen ukldda energie do relativné stabilnich
chemickych vazeb, ale zvySuje se mnoZstvi organicky vazaného uhliku a vznikaji uhlikaté
fetézce pro syntézu dalSich organickych latek. Produkty svételné faze fotosyntézy (ATP,
redukovany ferredoxin a NADPH) se vSak vyuzivaji v chloroplastu bezprostredn¢ také k
asimilaci anorganicky vdzaného N a S a k syntéze mastnych kyselin. Tyto procesy jsou
pro zivot rostliny nemén¢ dulezité, vzniklé produkty (aminokyseliny a mastné kyseliny)
vSak nepfedstavuji pohotové pouzitelny a transportovatelny zdroj energie
(Eberhard et al. 2008).

Fotosyntéza probihd v zelenych castech rostliny, pfedev§sim v buikéach listového

mezofylu, ve funk¢né specializovanych plastidech (chloroplastech) (Stirbet et al., 2020).
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prena$eci za pomoci energie ziskané fotosystémy I a II absorpci svétla (vytvoieno dle Fleming et al., 1994).

Svétlo a CK se navzdjem u rostlin ovliviiuji v mnohych aspektech tim, Ze signalni drahy
CK a svétla sdileji mnozstvi meziproduktli na riznych urovnich. Svétlo predstavuje
dilezity faktor v kontrole obsahu endogennich CK tim, ze se i€astni regulace jejich

biosyntézy, degradace i transportu. Vliv svétla na listovou senescenci je tedy uzce
provazan s obsahem endogennich CK regulovanych svétlem. Neddvna studie ukazuje, Ze

sledovat a porovnavat

svétlo mize ¢astecné kompenzovat nefunkéni signalni drahu CK zptisobenou ztratou
Ke studiu pusobeni CK na fotosyntetické procesy je vyuzivano napi. chlorofylové

funkce CK receptoru (Janeckova et al., 2018).
fluorescenéni indukce. Pomoci této metody lze také
antisenescen¢ni ucinek jednotlivych CK a jejich derivath (napt. VIckova et al., 2006;
Vyli¢ilova et al., 2016; Janeckova et al., 2018; Kucerova et al., 2020; Nisler et al., 2023).
CK maji vyrazné zpomalujici u¢inek na senescenci tim, Ze inhibuji ¢i zpomaluji zmény,
ke kterym béhem ni dochézi, a to v¢etné snizeni fotosyntetické aktivity. Pfi hodnoceni
ucinku CK na fotosyntetické parametry je dulezity také svételny faktor. Obecné plati, ze
nedostatek svétla (nebo zkraceni doby svételné expozice) miize zplisobit pokles obsahu
chlorofylu nebo snizeni Fv/Fm (Ananieva et al., 2008) a svétlo vysoké intenzity muze
zpusobit nadmérnou excitaci fotosyntetického aparatu a nasledné fotooxidativni
poskozeni (VIckova et al.,, 2006) . Tento efekt pozorovali VIckova et al. (2006) u
oddélenych listt pSenice seté (Triticum aestivum L.). U listd inkubovanych ve tmé a
osetfenych meta-tropolinem (mT) doslo ke zpomaleni strukturalnich zmén, které
senescenci provazeji (zpomaleni celkové degradace slozek chloroplastu, akumulace

plastoglobuli a peroxidace lipidt), i parametrii fotosyntetické funkce (rychlost asimilace
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COg, Fv/Fm). Zatimco exogenni aplikace mT zpomalila zmény senescence v oddélenych
listech pSenice inkubovanych ve tm¢, v podminkéch kontinuélniho svétla (o intenzité 100
pmol fotont m?-s?) se ochranny udinek mT zménil na $kodlivy nékolik dni po oddéleni
listi. Zda se, ze aplikace mT zpocatku indukovala produkci a akumulaci asimilata v
oddélenych listech na svétle, ale tato akumulace paradoxné vedla ke zhorSeni
fotosyntetick¢ funkce prostfednictvim retrogradni inhibice v pozdéjSich fézich
indukované senescence (4. a 6. den po oddéleni). Zpétna inhibice stromalnich reakci
pravdépodobné zptisobila omezenou dostupnost NADP+, kone¢ného akceptoru elektront
ve fotosyntetickém elektronovém transportu, jak by se dalo o¢ekévat na zaklade zvySeni
excita¢niho tlaku u PSII (parametr 1 - qP). Naproti tomu fotochemie fotosystému II (PSII)
byla 4. den po oddéleni stale G¢inna (hodnota parametru Fv/Fm byla pfiblizné 0,5). Mohlo
tedy dojit k nerovnovéze mezi produkei a poptavkou po elektronech, coz pravdépodobné
vedlo k pteexcitovani PSII (o ¢emz svédéi zvyseni 1 - qP) a nasledné produkci reaktivnich
forem kysliku (VIc¢kova et al., 2006; Fang et al., 2012).

Kucerova et al. (2020) ve své studii popisuje stav, kdy u segmentl inkubovanych ve tmé
nenastal po oSetieni CK nebo jejich derivaty zadny senescenci urychlujici efekt.
Aplikované latky do urc€ité miry zpomalily pribéh indukované senescence ve tmé
(VIEkova a kol. 2006, Nisler a kol. 2018). Z hlediska zpomaleni degradace
fotosyntetickych pigmentt a zachovani funkce PSII (udrZeni parametru Fv/Fm i dal$ich
sledovanych parametrii chlorofylové fluorescencni indukce) se u T. aestivum nejlépe

osveédcil derivat OH.

3.2.6 Interakce cytokinini a jinych signali

Mnozstvi vnitinich nebo vnéjsich faktor ovliviujicich rostlinu je rizné, ale nikdy na ni
neptsobi jen jeden. Z tohoto duvodu je signalni draha listové senescence tvorena
komplexni siti signdli a procest. Signalni drahy, které jsou spoustény riiznymi faktory,
se vziajemné piekryvaji nebo spolu interaguji. Na zakladé¢ vysledki riznych
transkripnich studii byly identifikovany signalni drahy ovliviiujici CK 1 cile signalni

drahy CK.

3.2.6.1 Cytokininy a auxiny
Jedny z detekovanych gentl byly geny pro signalni drahy auxintl. Je znamo, Ze auxiny a
CK funguji antagonisticky nebo synergisticky v rliznych buiikéach, pletivech i orgénech.

Uz vroce 1956 bylo demonstrovano, ze relativni pomér auxini a CK ma vliv na
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organogenezi, ale 1 syntézu, vnimani a transport potiebnych metabolith
(Miller et al., 1956). Auxiny maji vliv na regulaci obsahu CK pomoci regulace exprese
IPT. Geny IPT jsou zodpovédné za biosyntézu CK, tj. vlivem pusobeni auxini byla
zvySena biosyntéza CK. Up-regulace gent IPT5 a IPT7, zprostfedkovana geny
SHY2/IAA3, byla pozorovana 4 hodiny po oSetfeni exogennimi auxiny (Brenner et al.,
2012). Na druhou stranu byly pozorovany i opa¢né interakce mezi auxiny a CK.
V experimentech, kterymi se zabyval El-Showk et al. (2013), byla vyznamn¢ snizena
exprese genu CYP735A pro biosyntézu CK u Arabidopsis thaliana L. uZ hodinu po
aplikaci auxinl. Tento fenomén byl potvrzen i pfimym méfenim biosyntézy CK po
aplikaci auxini. Auxiny sehravaji ulohu i v degradaci CK, a to prostiednictvim regulace
genti CKX. Ze sedmi CKX gent u Arabidopsis thaliana L. byla po osetieni exogennimi
auxiny pozorovana down-regulace CKX2, CKX4 a CKX7, ale zaroven up-regulace CKX1
a CKX6. Krom¢ vlivu auxind na CK byla pozorovana také regulace biosyntézy a
transportu auxind pomoci CK, kdy bylo pozorovano zvySeni biosyntézy auxint
v mladych listech, ristovém vrcholu a v kofenovém systému po exogenni aplikaci
ruznych CK. Bylo také zjisténo, ze CK reguluji koncentraci auxinl zvySenim produkce
anebo stability proteinu [AA17 zodpovédného za ukladani a uchovavani auxint. Aplikace
CK rovnéz vedla ke snizeni exprese efluxovych transportéri auxini v kofenovém
systému. Studie taktéz demonstrovala transport auxint do apikalnich ¢asti po dekapitaci

rostlin hrasku zprostiedkovany CK (EI-Showk et al. 2013).

3.2.6.2 Cytokininy a etylén

Ve studiich od Cary et al. (1995) a Penmetsa et al. (2008) bylo pozorovano, Ze aplikace
CK na rostliny rostouci ve tmé& vyvolala efekt typicky pro etylén. U rostlin rezistentnich
vuci etylénu byla pozorovana i rezistence k CK Vv riiznych ¢astech rostlin. Rovnéz bylo
detekovano snizeni uc¢inku CK po jejich aplikaci soucasné s inhibitory biosyntézy nebo
signalni drahy etylénu (Cary et al., 1995). V dalSich studiich (Chae et al., 2003) byly
identifikovany mutace etol, eto2 a eto3 u genti z ACS skupiny u rostlin Arabidopsis
thaliana L., které jsou zodpovédné za nadmérnou produkci etylénu a efekt typicky pro
etylén po aplikaci CK pozorovany v predchozi studii. Tyto geny koduji enzymy, které
spoustéji biosyntézu etylénu. Na zdklad¢ vysledkti Woeste et al. (1999) bylo zjisténo, Ze
CK maji vliv na post-transkripcni modifikaci gent ze skupiny ACS, ¢imz aktivuji nebo

zvysuji jejich funkei.
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3.2.6.3 Cytokininy a dalsi fytohormony

CK interaguji i s dalSimi fytohormony. OSetieni exogennimi GA signifikantné snizuje
expresi ARR1, regulatoru odpovédi typu-B CK signalni drahy. Bylo zjisténo, Ze snizeni
koncentrace GA 5 dni po kli¢eni zvySuje expresi ARR1 a nasledné cilového genu SHY2,
¢im se indukuje cytokineze (El-Showk et al., 2013).

CK interaguji i se signalni drahou SL. Bylo zji§téno, Ze u rostlin se snizenou citlivosti ke
SL je redukovana rovnéz senzitivita k CK. Experimenty na rostlinach s nedostatkem nebo
necitlivosti k SL ukazaly zvySenou expresi IPT, coz naznacuje antagonistické plisobeni
CK a SL. CK muzou taktéz zastavit nebo zpomalit biosyntézu SL tim, Ze negativné
reguluji auxiny, které spoustéji transkripci MAX4, genu pro syntézu SL
(Bainbridge et al., 2005).

ABA je kli¢ovy fytohormon v odpovédi na enviromentalni stresové faktory, predevsim
v odpovédi na dehydrataci (Umezawa et al., 2010). Nishiyama et al. (2011) ve své studii
popisuje interakce mezi signalnimi drahami CK a ABA. Snizeni obsahu CK vede
K hypersenzitivit¢ k ABA a naopak, zvy$eni obsahu CK vede ke snizeni citlivosti k ABA.
Zaroven byla hypersenzitivita k ABA zptsobend nizkym obsahem CK asociovana se
zvySenou toleranci vii€i environmentdlnim stresim. Vlivem aplikace exogenni ABA

dochazi také ke snizeni obsahu endogennich CK a down-regulaci genti metabolismu CK.

3.2.6.4 Cytokininy a dalSi enviromentalni vlivy

Fytohormony jsou asociovany také s listovou senescenci zptisobenou suchem. U rostlin
vystavenych stresu suchem je ptimo ovlivnén endogenni obsah CK a ABA. V zavislosti
na koncentraci ABA a CK je nasledné regulovana exprese gend, ¢im je regulovan postup
listové senescence (Munné-Bosch a Alegre, 2004). CK mohou mit vliv také na toleranci
vuci suchu. Bylo prokézano, Ze tolerance vii¢i suchu koreluje nejen se zvySenou hladinou
ABA, ale i CK a dalsich fytohormont (Pavlovi¢ et al., 2018).

CK maji pozitivni uc¢inek také pii stresu vysokou teplotou. Exogenni aplikace CK na
rostliny vystavené vysoké teploté pomahé zvySovat termotoleranci a stabilitu bunéénych
membran, a udrzovat fotosyntetickou aktivitu a vyssi obsah chlorofylu (Veerasamy et al.,
2007; Jespersen et al., 2015).

CK také udrzuji fotosyntetickou aktivitu a obsah chlorofylu, a podporuji riist biomasy u
rostlin Salvia officinalis vystavenych prostedi s vysokym obsahem soli. Diky tomu CK

zvySuji toleranci vici stresu zasolenim a oddaluji tak listovou senescenci
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(Wu et al., 2014). Vysoky obsah soli zpiisobuje oxidativni stres, ktery mize byt zmirnén

pusobenim ur¢itych CK (Ma et al., 2016).

3.2.6.5 Cytokininy a vliv patogenii

CK hraji roli také pii napadeni rostlin patogeny, pfi¢emz vliv patogeni na obsah
endogennich CK neni vzdy stejny. U rostlin Phaseolus vulgaris inokulovanych virem
mozaiky jetele bilého se obsah aktivnich CK snizil. Naopak, u psSenice inokulované
houbovym onemocnénim byl pozorovan vyrazny narust v koncentraci CK. Z toho
vyplyva, ze odlisné patogeny maji rizny efekt na produkci CK. Po aplikaci exogennich
CK se citlivost vi¢i patogenim meéni také, napf. u rostlin Phaseolus vulgaris
infikovanych virem mozaiky jetele bilého bylo po exogenni aplikaci CK pozorovano
sniZzeni replikace viru. Ta byla navic spojend s aktivaci obrannych mechanismil proti

patogentim (Argueso et al., 2009).

3.2.7 Cytokininy v zemédélstvi

U zemé&délsky vyznamnych rostlin (napf. pSenice a jeCmen) je listovad senescence
dilezitym faktorem ovliviujicim vynosy a obsah proteind v zrné (Sultana et al., 2021).
Obsah proteind v zrné (GPC, z anglického grain protein content) psenice je jednim z
hlavnich ukazatelli kvality zrna. Z tohoto divodu se celda fada studii zaméfuje na
sledovani vlivu listové senescence na GPC. GPC u pSenice siln€ zavisi na transportu a
remobilizaci dusiku (Pleijel et al., 1999). Protoze mnozstvi dusiku, které rostlina piijme
z hnojiv je nizké (pouze 30 az 40 %), zvySuje se uroven kontaminace prostiedi dusikem.
Z tohoto divodu se zacaly hledat strategie na zvySeni GPC, které nedodavaji dusik
rostlinam exogenné (Sultana et al., 2021). Jednou z moznosti je aplikace CK a jejich
derivath, které umoznuji oddéleni listové senescence i1 v polnich podminkéch, a tim i
zvyseni vynosi obilnin (Distelfeld et al., 2014; Koprna et al., 2016; Nisler et al., 2023).
Rostliny, jejichz kofenovy systém sahd hloubéji a umoziiuje piijimat vodu i ze spodnich
vrstev pudy, se vyznacuji efektivnéj$im pfijimanim dusiku, lepsi fotosyntetickou
aktivitou a oddalenou senescenci. Tyto rostliny se tedy vyznacuji stay-green fenotypem.
Stay-green rostlina se vyznacuje prodlouzenim obdobi, ve kterém ma zelené listy, a to az
do doby tvorby zrna. S tim souvisi lepsi hromadéni biomasy, zvySeni GPC a vys$si vynosy
(Christopher et al., 2008; Gaju et al., 2011). Stejné vysledky byly ziskany u rostlin zimni
psenice, kde bylo oddaleni senescence a udrzovani obsahu chlorofylu pfinosem pro

prodlouzeni faze tvorby zrna, vysledkem ¢ehoz byly vysSi  vynosy
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(Gorny a Garczynski, 2002). Na druhou stranu byl zaznamenan i opacny trend ve
vynosech asociovany se stay-green fenotypem, ktery mél za nasledek snizeni obsahu
chlorofylu v listech pozorovanych rostlin (Kichey et al., 2007). Je znamo 5 skupin stay-
green fenotypt, které se 1isi na zaklad¢ toho, do jaké miry je u nich senescence ovlivéna
a jaka je doba jejiho nastupu. Téchto pét skupin se lisi na tzv. funkéni (typ A a B) a
nefunk¢ni stay-greens na zéklade¢ toho, zda je u nich ovlivnéna i fotosyntetické aktivita.
U typu A je nastup senescence oddalen, ale senscence nasledné postupuje normalni
rychlosti, kdeZto u typu B neni oddélen nastup senescence, ale jeji progrese je pomalejsi.
Mezi nefunkéni stay-green fenotypy patii typ C (kosmeticky — je udrzovan pouze obsah
chlorofylu, bez vlivu na fotosyntetickou aktivitu), typ D (pseudo-zeleny) a typ E (hyper-
zeleny) (Latif et al., 2020).

Stay-green fenotyp muze byt vysledkem zmén v hormonélnich mechanismech a
signalnich drahach etylénu a CK (Thomas a Ougham, 2014). Protoze jsou CK schopny
udrzovat obsah chlorofylu a zachovavat fotosyntetickou aktivitu, byla na jejich vyuziti v
bioinZenyrstvi sméfovana pozornost s cilem vytvofit stay-green mutanty. Uz v roce 1995
byl sestrojen stay-green mutant rostliny tabaku, u které byl gen pro IPT spojen
s promotorem genu SAG12, ktery je asociovan se senescenci, ¢imz byla zajiSténa
autoregulovana produkce endogennich CK zaroven se spusténim senescence. Udrzeni
obsahu endogennich CK pak mélo za nasledek oddaleni senescence, a tedy i stay-green
fenotyp (Gan a Amasino, 1995). U Arabidopsis thaliana L. byly sestrojeny stay-green
rostliny diky mutacim zabezpeCujicim nepfetrzitou expresi genu pro CK receptory nebo

nadmérnou expresi regulatoru odpovédi typu-B (Kim et al., 2006; Kim et al., 2012).

3.2.7.1 Derivaty cytokininii a dalsi latky s podobnym tc¢inkem

Nejvice prozkoumané a vyuzivané ptirozené CK jsou kinetin a BAP. Pfi experimentalni
aplikaci BAP na sazenice je¢mene bylo pozorovano zvyseni GPC az o 57 % (Jameson a
Song, 2016; Koprna et al., 2021). Nevyhodou aplikace CK na rostliny je negativni
ovlivnéni 1 dalsich dulezitych procesd, jako je napf. organogeneze nebo vyvoj
kofenového systému (Koprna et al., 2016). Z tohoto divodu jsou syntetizovany nové
latky odvozené od CK, které tyto negativni G¢inky postradaji a maji dalsi lepsi vlastnosti.
Piikladem derivat odvozeného od BAP, 2-chloro-6-(3-methoxybenzylamino)purinu (2-
CIl-3MeO-BAP). Pti aplikaci 2-Cl-3MeO-BAP na volné rostouci rostliny je¢cmene bylo
dosazeno zvyseni vynosu o 7 %. Na druhou stranu, u volné rostouci zimni pSenice nebylo

pozorovano statisticky vyznamné zvyseni vynosu zrna (Koprna et al., 2016). Synteticky
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derivat kinetinu 6-furfurylamino-9-(2-chloroethyl)purin zase vykazuje o 31 % vyssi
aktivitu pfi pouziti v polnich podminkach nez Kinetin a zaroven nema negativni G¢inky
na kofenovy systém (Mik et al., 2011).

Dalsimi latkami s G¢inky podobnymi CK jsou derivaty mocoviny jako je napf.
thidiazuron (TDZ). Jedna se o synteticky CK odvozeny od mocoviny s velmi silnymi CK
ucinky. TDZ také zvysuje koncentraci endogennich CK, a to prostfednictvim inhibice
CKX tucastnicich se degradace CK. Vysoka aktivita TDZ je pravdépodobné zptsobena
vysokou afinitou k CK receptoriim (Ahmad a Faisal, 2018). Ve vyzkumu vlivu TDZ na
GPC byl testovan vliv aplikace TDZ spoleéné s paklobutrazolem a askorbatem, ktera
m¢éla za nasledek zlepSeni stability membran a zvyseni obsahu chlorofylu a fotosyntetické
aktivity. Studie se ale nezabyvala vlivem jednotlivych latek samostatné (Dwivedi et al.,
2018). V ramci studie, kterou provadél Nisler et al. (2018) byly syntetizovany nové
derivaty odvozené¢ od TDZ a kinetinu. Jednou z nejucinngjSich latek s nejvyssim
potencialem pro praktické vyuziti se ukazala byt 1-(2-methoxy-ethyl)-3-1,2,3-thiadiazol-
5-yl mocovina (MTU). MTU m¢l vyrazny antisenecencni efekt u rostlin pSenice a
zarovein neinhiboval vyvoj kofenového systému, coz je Casto pozorovany negativni efekt
aplikace exogennich CK (Nisler et al., 2018). V nedavné studii (Nisler et al., 2023) autofi
navic zjistili, Ze MTU inhibuje listovou senescenci podpotfenim stability fotosystému |
(PSI) a udrzovanim cyklického elektronového transportu. MTU byl také schopen oddalit
senescenci nejen u rostlin rostoucich v optimalnich podminkéch, ale i v podminkach
stresovych (u rostlin stresovanych suchem). Uginky MTU byly potvrzeny u jeémene
a pSenice | vramci polnich experimentli a pozorovano bylo rovnéz zvySeni GPC

(Nisler et al., 2023).

Prestoze jiz bylo syntetizovano velké mnozstvi riznych CK a jejich derivati s riznymi
ucinky v rostlinném organismu, existuje jen omezené mnoZstvi informaci o jejich
biologické aktivité nebo mechanismu ucinku. Nové ptipravené slouceniny jsou obvykle
testovany pomoci standardnich CK biologickych testil, které poskytuji pouze zékladni
informace o vztahu struktury a uc¢inku téchto latek. K odhaleni mechanism jejich ucinku
a dikladnému zhodnoceni jejich potencidlu pro praktické vyuziti je zapotiebi
podrobngéjsich experimentt. Z hlediska antisenescentni aktivity se obvykle zkouma pouze
schopnost slouc¢enin udrzet obsah chlorofylu v senescentnich listech. Proto vime jen malo
o jejich Gcinku na fotosynteticky aparat a funkci a pfipadné o dalsich procesech

ovlivnénych senescenci. Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit ucinek CK,

25



6-benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ), thidiazuronu (TDZ), a jejich derivati,
6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu (OH) a 1-(2-methoxyethyl)-3-
(1,2,3-thiadiazol-5yl)mocoviny (MTU) na zmény indukované senescenci U primarnich
listi pSenice jarni (Triticum aestivum L. cv. Registana) starych 7 dni, a to v¢etné¢ zmén

tykajicich se stability bunéénych membran.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

K jednotlivym méfenim byly pouzity primarni listy pSenice jarni (Triticum aestivum L.
cv. Registana) staré 7 dni. Rostliny byly péstovany v perlitu ve fytokomote s
definovanymi podminkami (svételny rezim 16h PAR o intenzit¢ 100 pmol
fotont.m2.5"/8h tma; 21°C; 60% RH, zavlazovano Hoaglandovym roztokem).

Na zaklad¢ relativniho obsahu chlorofylu méfeného pomoci chlorofylmetru SPAD-502
(Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko) byly vybrany listy tak, aby jejich relativni
obsah chlorofylu byl v rozmezi 38,5 - 42,9. Nasledné byly z listti odd€leny segmenty o
délce 4 cm od Spicky listu. Tyto segmenty byly umistény fezem do jamky 96-jamkové
desky (Obr. 5) s 200 ul daného roztoku. Pouzit byl 0,02% dimethylsulfoxid (DMSO;
ktery je pouzivan jako rozpoustédlo pro cytokininy (CK), dale CK
6-benzylaminopurin  (BAP),  trans-zeatin  (tZ), thidiazuron (TDZ) a
CK derivaty  6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurin  (OH) a
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)moc¢ovina (MTU). V piipadé CK a jejich
derivatl se jednalo o roztoky o koncentraci 10 pmol.1™t rozpusténé v 0,02% DMSO. Takto
piipravené vzorky byly umistény na 6 dni zpét do fytokomory zabalené v igelitovém
sacku a obalené cernou plastovou folii pfipevnénou izolepou, abychom zabranili priiniku
PAR, ale aby byly zaroven dodrzeny stejné péstebni podminky jako pti rdstu rostlin.
Vzorky byly timto zplisobem pfipravovany ve tiech po sob¢ jdoucich dnech vzhledem k
Casové naroc¢nosti jednotlivych experimentd. Spolu s rostlinami slouzicimi k ptiprave
vzorkl byly vysety i rostliny kontrolni, z nichz byly stejnym zpisoben oddéleny listové
segmenty, které ale byly méteny bezprostiedné po odde€leni a nebyly oSetieny zaddnou z
vyse zminénych slou¢enin. Ve vétsing experimentil byly tyto kontrolni (Cerstvé oddélené)

listy pouzity k porovnani vysledkd s daty naméfenymi u osetfenych senescentnich listd.
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Obr. 5: Rozmisténi segmenti v 96-jamkové desti¢ce ponofenych do 200 pl 0,02% dimethylsulfoxidu
(DMSO ), cytokinini 6-benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ), thidiazuronu (TDZ) a
cytokininovych  derivati  6-(3-hydrovybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurinu (OH) a
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)mo&oviny (MTU) o koncentraci 10 umol.1™%.

4.2 Pouzité metody
Vramci jednotlivych méfeni byl stanovovan obsah chlorofylu a+b, parametry
chlorofylové fluorescence, celistvost membran za pomoci metody ion leakage. Dale byly

pomoci konfokalniho mikroskopu pozorovany chloroplasty a vizualizovany reaktivni

formy kysliku (ROS). Stanoven byl také obsah malondialdehydu (MDA).

4.2.1 Stanoveni obsahu pigmenti

Ze zmrazenych segmentu listli byl pfipraven acetonovy extrakt tak, ze byl dany segment
homogenizovan v tfeci misce spolu se Spetkou MgCOs a 2x 750 pl 80% acetonu.
Nasledovala centrifugace s definovanymi podminkami (4°C; 6000g; 10 min), po jejim
dokonceni byl slit supernatant do sklenénych zkumavek se stupnici a zméfena absorbance
na spektrofotometru pfi  vlnovych délkach 470; 646,8; 663,2 a 750 nm
Vv jednocentimetrové kyveté. U nékterych vzorki bylo tfeba supernatant ziedit tak, aby
absorbance pii vlnové délce 663,2 nm byla v rozmezi 0,4 — 0,8. Pfiprava extraktu
probihala ve tmé (resp. pii velmi slabém zeleném svétle). Pro vypocet celkového obsahu
chlorofylu a a b v extraktu byly pouzity rovnice podle Lichtenthalera (1987). Vypodtené
hodnoty obsahu pigmentti byly déle pifepocteny na plochu jednotlivych segmentt.

4.2.2 Chlorofylova fluorescence

Listové segmenty byly nejdiive proméfeny svrchni stranou listu ke zdroji svétla pomoci
PEA metru (Hansatech, Anglie; Texc 40 %; 2s). Cerstva kontrola byla adaptovana cca 30
minut na tmu pied zapocetim samotného méteni. Po dométeni byly listy vyskladany na
podlozku, na koncich pielepeny izolepou a zméfeny pomoci zobrazovaciho

fluorescenéniho systému FluorCam FC800-O (PSI, Drasov, CR) s nasledujicim
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nastavenim: senzitivita 6%, aktinické svétlo 200 pmol fotond m2.s™!, saturaéni svétlo
4500 pmol fotontt m?2.s' v misté vzorkil. Nasledné byly listy po jednom zvaZzeny,
obkresleny a umistény do mikrozkumavek, prudce zmrazeny v tekutém dusiku a nésledné
uloZeny do hlubokomraziciho boxu. Takto pfipravené vzorky byly pouzity pro stanoveni
fotosyntetickych pigmentt.
Béhem méieni byly ziskdny parametry Fo (minimalni fluorescence vzorku adaptovaného
na tmu), Fm (maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu), F; (fluorescence v
Case t pii aktinickém svétle) a Fy' (maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na
svétlo). Parametry Fiv a Fy byly méfeny béhem 6 min plisobeni aktinického PAR. Posledni
z naméfenych hodnot (po 6 min. PAR, tzv. steady-state hodnoty) pak byly pouzity
k nésledujicim vypoctim:
1. maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII (Fv/Fm),
(Fm — Fo)/Fm = Fu/Fm
2. aktualniho kvantového vytézku fotochemie PSII vzorkl adaptovanych na svétlo
(OP), (F'm—F)/F ' m=®P
3. kvantového vytézku konstitutivniho neregulaéniho nefotochemického zhaseni
(®f,D), F/Fm = ®f,D
4. kvantového vytézku regulacniho nefotochemického zhaSeni (OPNPQ),

F/Fi' — F/Fin = ®NPQ.

4.2.3 lon leakage

Metoda ion leakage vyuZiva méteni konduktivity roztoku, ve kterém jsou ponofeny
listové segmenty. Nejdiive byla zmétena konduktivita deionizované vody (dH:20), tato
hodnota se stala vychozi pro vSechny varianty méfenych vzorki. Z listovych segmentt,
které byly po dobu 6 dnli umistény ve tm¢ a oSetfeny jednotlivymi latkami byly odd€leny
segmenty o délce 1 cm, které byly umistény do jamky 6-jamkové desky s 3,5 ml dH,O
(vzdy po 3 jamkach pro kazdou z latek) (Obr. 6). Takto ptipravené vzorky byly umistény
na kyvacku a vystaveny vysokému svétlu (LED panel, PSI, Drasov, CR), pfi¢emz
ozafenost v mist& vzorki byla 600 pmol fotonti m=.s™! (Obr. 7). Kazdou hodinu byl roztok
zjamky odebran do zkumavky, byla zméfena jeho relativni konduktivita
konduktometrem GMH 3430 (Greisinger, Germany) a poté byl roztok navracen zpét do
pfislusné jamky. Méteni bylo provadéno po 1, 2, 3, 4, 5, 22 a 30 hodinach od vystaveni

listovych segmentli vysokému svétlu.
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Obr. 6: Rozmisténi 1 cm segmentt odd€lenych z listi inkubovanych ve tmé po dobu 6 dnl v roztocich

DMSO, BAP, OH, tZ, TDZ a MeO v 6-jamkové desti¢ce a ponofenych do 3500 pl deionizované vody.
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Obr. 7: Uspotadani experimentu béhem méfeni metodou ion leakage. Segmenty oddélené z listii pSenice
byly inkubovany ve tmé po dobu 6 dnii v roztocich DMSO, BAP, OH, tZ, TDZ a MeO Vv 6-jamkové desti¢ce
a ponofenych do 3500 pl deionizované vody a nasledn¢ umistény na kyvacku pod vysoké svétlo (LED
panel, PSI, Drasov, CR; ozafenost v misté vzorkt 600 pmol fotont m2.s%).

4.2.4 Konfokalni mikroskopie

Z listovych segmentl oSetfenych jednotlivymi latkami byla oddélena 1 cm dlouha ¢ést
(piiblizné¢ ze stfedu segmentu), kterda byla umistétna do mikrozkumavky s
2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetastem (DCF; o koncentraci 5 umol.l). Takto
pripraveny preparat byl vloZzen do exsikatoru propojeného s vyveévou, kde byl inkubovan
cca 30 minut (5 minut byl od¢erpavan vzduch pomoci vyvévy; zbylych 25 minut byla
vyvéva vypnuta za stalého uzavieni exsikatoru). Nasledné byl vzorek pfenesen na

podlozni sklicko, zakdpnut dH20 a ptekryt krycim sklickem. Preparat byl poté vlozen do

konfokalniho mikroskopu.
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Emise DCF byla buzena laserem pfi 488 nm a nésledné detekovana v zelené oblasti.
Emise chlorofyli se budila laserem pifi 638 nm a byla detekovana v Cervené oblasti.

Vyrobce ptesné vinové délky pro detekei neuvadi.

4.2.5 Stanoveni obsahu MDA

Prvnim krokem pftipravy vzorkti byla homogenizace zmrazenych segmentt listu v
2X 750 pl ultracisté H2O, nasledovala centrifugace s definovanymi podminkami (4°C;
6000g; 10 min). Kdyz byla centrifugace dokoncena, bylo odebrano 100 pl supernatantu
do ¢isté mikrozkumavky a k tomuto objemu pfidano 20 ul NaOH. Takto pfipraveny
vzorek byl zahtivan ptfi 60°C po dobu 30 min. Po uplynuti 30 min bylo do zkumavky
pfidano 60 pl HClOs a opét nasledovala centrifugace, tentokrat s rozdilnymi
definovanymi podminkami (4°C; 16000g; 10 min). Nasledn¢ bylo smichdno 100 pl
supernatantu s 1pl 50 mmoll? 2 4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) v nové
mikrozkumavce. Tato smé&s byla dikladné promichana a na 30 min. umisténa do tmy za
pokojové teploty. Poslednim krokem bylo ptepipetovani 10 pl vzorku do vialky a
podrobeni vysokoucinné kapalinové chromatografické analyze (HPLC).

HPLC (high performance liquid chromatography) patii mezi nejrozsifenéjsi metody
analyzy slozek vzorku undsenych chromatografickou kolonou kapalnou mobilni fazi.
Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a vody (v Cistoté uréené pro HPLC) v poméru
3:2. Pomoci kolony Symetry Symetry C18 (4,6 x 75 mm, velikost ¢astic 3,5 pm) byla
provedena izokratickd separace slouCenin s celkovym Casem analyzy 15 min, kdy
nastiikovy objem €inil 10 pl. Mobilni faze protékala kolonou rychlosti 0,3 ml/min, teplota
kolony byla udrzovana na 25 °C a na vzorkach byla udrZzovana teplota 8 °C. Pomoci
detektoru s diodovym polem v rozsahu vinovych délek 200-400 nm byly detekovany
aldehydy (v nasem ptipadé¢ MDA pfi vinové délce 310 nm).

4.3 Grafické zpracovani dat

Ke grafickému zpracovani ziskanych dat byl pouZzit program Microsoft Office 2021
(Excel; USA). Byly pouZity mediany a chybové tsecky znacici horni a dolni kvartil.
Protoze se soucet mediani parametri chlorofylové fluorescencni indukce ®P, ®f,D a
®ONPQ v nékterych piipadech nerovnal jedné, byly v tomto ptipad¢ pouzity primeéry
hodnot pro lepSi znazornéni vzajemnych vztahii mezi parametry na zaklad¢ vzorce

®P + Of,D + ®NPQ = 1 (Lazar 2015).
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4.4 Statistické zpracovani dat

Ke zjisténi statisticky vyznamnych rozdili mezi parametry naméfenymi u listi
inkubovanych v DMSO a jednotlivych CK nebo CK derivatech byl v programu Microsoft
Office 2021 (Excel; USA) proveden Studentlv t-test. Statisticky vyznamné rozdily mezi
DMSO a dal$imi latkami jsou ozna¢eny symbolem (*) (P < 0,05).
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5 Vysledky a diskuse

V nasledujicich podkapitolach je prace veénovéana vysledkim ziskanym behem
provadénych experimentti na oddélenych primarnich listech pSenice jarni (Triticum
aestivum L. cv. Registana) a jejich diskusi. Vysledky jsou zpracovany v pichlednych
obrazcich s detailnim popisem pozorovaného jevu dle jednotlivych metod. V obrazcich
jsou vzdy uvedena data ziskana u listii inkubovanych ve tmé a v dimethylsulfoxidu
(DMSO), cytokininech (CK) 6-benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ) a
thidiazuronu (TDZ) a CK  derivatech  6-(3-hydrovybenzylamino)-9-B-D-
arabinofuranosylpurinu (OH) a 1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)moc¢oviné
(MTU). Pokud to povaha dané¢ho experimentu umoziovala, jsou rovnéZ uvedena data
ziskana u Cerstvé oddélenych listd (kontrola).

Pomoci Studentova t-testu byly hodnoceny statisticky vyznamné rozdily mezi listy
oSetfenymi jednotlivymi roztoky CK, jejich derivaty a roztokem DMSO a také mezi
DMSO a cerstvou kontrolou. Soubory dat, jejichz hodnota P byla mensi nez 0,05 (n =5)
byly povazovany za statisticky rozdilné, v grafech jsou pak oznafeny symbolem
hvézdicky (*).

5.1 Obsah fotosyntetickych pigmentu

U lista T. aestivum inkubovanych v DMSO doslo vlivem indukované senescence
k poklesu obsahu chlorofylu a+b o pfiblizné 82 % (Obr. 8) oproti kontrole z Cerstvé
oddéleného listu. V porovnani s listy oSetfenymi DMSO byl u vSech ostatnich lista
osetfenych CK a jejich derivati obsaht chlorofylu a+b vyssi. Nejvétsi obsah chlorofylu
a+b je pozorovatelny v listech osetfenych CK derivatem MTU, kde byl obsahu chlorofylu
a+b témef srovnatelny s kontrolou z Cerstvé oddéleného listu (oproti DMSO byl vyssi az
0 75%). Nejnizsi obsah chlorofylu a+b byl pozorovan u CK BAP, ktery byl oproti DMSO
vys$i o pouhych cca 31%.
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Obr. 8: Obsah chlorofylu a+b v ¢erstvé oddélenych listech T. aestivum a béhem indukované senescence 6.
den po oddé&leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a 10 umol.I'* OH, TDZ, tZ,
BAP, MTU. Data jsou uvedena ve form¢é mediani namétenych hodnot a odchylek v podobé prvniho a
tietiho kvartilu. Symbolem (*) jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily mezi vybranym vzorkem a
DMSO (P < 0,05).

U lista osetienych CK a jejich derivaty a taktéz u kontroly byl pomér chlorofylu a/b
vys§i nez U DMSO 0 24 % (Obr. 9). Pomér chlorofylu a/b u listii osetfenych CK a
jejich derivaty dosahuje podobnych hodnot.

*
* * * * *
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Obr. 9: Pomér chlorofylu a/b v ¢erstvé oddélenych listech T. aestivum a béhem indukované senescence 6.
den po odd&leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) V roztocich 0,02% DMSO a 10 umol.I* OH, TDZ, tZ,
BAP, MTU. Vykresleni medianti namétenych hodnot a odchylek v podobé kvartild. Symbolem (*) jsou
oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO (P < 0,05).
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Karotenoidy vyobrazené na Obr. 10 nabyvaji nejnizSich hodnot u vzorkid oSetfenych
DMSO a nejvyssich u MTU. Rozdil ¢ini cca 59 %. Je zdhodno podotknout, Ze oproti

listiim inkubovanym v DMSO byl vyssi obsah karotenoidi naméfen i u variant BAP, tZ
aTDZ.
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Obr. 10: Obsah karotenoidu v Cerstvé oddélenych listech T. aestivum a béhem indukované senescence 6.
den po oddé&leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a 10 umol.I'* OH, TDZ, tZ,
BAP, MTU. Vykresleni medianii namétenych hodnot a odchylek v podobé kvartild. Symbolem (*) jsou
oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO (P < 0,05).
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Je vSeobecné¢ znamo, ze exogenni aplikace CK i néekterych jejich derivati ma
za nasledek potlaceni poklesu obsahu chlorofylu a a b indukované senescenci
(napt. Vickova et al., 2006; Vylicilova et al., 2016; Nisler et al., 2018; Kucerova et al.,
2020; Nisler et al., 2023; Zemkova, 2024). Tento antisenescencni ucinek byl potvrzen i
Vv této diplomové praci. V ramci stanovovani obsahu fotosyntetickych pigmenti bylo
dosazeno velmi podobnych vysledku jako v praci Nisler et al. (2018), kde je uvedeno, ze
MTU (o koncentraci 100 umol.I"?) je u listéi Arabidopsis thaliana L. schopné zachovat
vyznamné vys§i obsah chlorofylu a+b oproti listim oSetfenym DMSO (az o 96 %).
V naSem ptipadé¢ nebyl MTU tak efektivni, coz je ale mozné vysvétlit rozdilnymi
inkubaénimi podminkami (v¢etné koncentrace pouzit¢tho MTU) a jinym rostlinnym
druhem. Vlivem CK a jejich derivati na obsah fotosyntetickych pigmentl se ve své
bakalaiské praci zabyvala i Zemkova (2024), kde byly pouzity oddélené listy H. vulgare
inkubované ve tmé a ve stejnych CK a jejich derivatech, které byly pouzity i v této
diplomové praci. V ptipad¢ listl inkubovanych v DMSO doslo k vyraznému poklesu
obsahu chlorofylu a+b, ktery byl ale vlivem oSetieni CK a jejich derivaty zpomalen.
Zatimco u listd H. vulgare byly nejefektivnéjsi CK mT a tZ, z Obr. 8 je patrné, Ze u
T.aestivum (cv. Registana) je nejucinnéj$i CK derivat MTU. Tyto rozdily mohou byt opét
zpusobeny rozdilnou koncentraci pouzitych roztokit a v neposledni fadé druhem
zkoumané rostliny. U¢inku derivatu OH se vénovala ve své studii i Kucerova et al.
(2020), kde cast experimenti probéhla na sedmidennich listovych segmentech

T. aestivum (cv. Aranka) uchovavanych v tm¢ po dobu 6 dnu. Pozorovana byla vysoka
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antisenescencni aktivita CK derivatu OH, coz ukazuje na rozdilné pisobeni pouzitych
latek nejen u riznych rostlinnych druht, ale i u rznych odrid, protoze v ptipad¢ odriudy

Registana, CK derivat OH tak efektivni nebyl (Obr.8).

5.2 Funkce PSII

Jako prvni byly méfeny kiivky velmi rychlé fluorescen¢ni indukce O-J-1-P (Obr. 11), ze
kterych byly vyhodnoceny parametry maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na
tmu (Fm), minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo) a nasledné
vypocitany parametry maximalniho kvantového vytézku (Fv/Fm), poCatecniho nardstu
O-J chlorofylové fluorescence (dV/dt)o a relativni variabilni chlorofylové fluorescence

Vj, které zméfené kiivky popisuji.
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Obr. 11: K#ivky velmi rychlé fluorescenéni indukce O-J-1-P v Cerstvé oddélenych listech T. aestivum a
béhem indukované senescence 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02%
DMSO a 10 pmol.I* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medidnti namé&fenych hodnot a odchylek

Vv podobé kvartila.
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Hodnota Fo se zjistuje ozafenim pfedem zatemnéné rostliny velmi nizkou intenzitou
zéfeni, pii které dochdzi k excitaci molekul chlorofylu PSII, avSak neuskuteciiuje se
pfenos této energie na Qa, a tedy ani nedochazi k necyklickému transportu elektronil. Fo
proto piedstavuje zakladni fluorescenci neovlivnénou kapacitou ostatnich elektronovych
pfenaseci v tylakoidni membrané (Lazar 2015). Fo je u vSech variant srovnatelna
s DMSO, a to v¢etné Cerstvé oddelenych listd (Obr. 12). Nedoslo zde ke vzniku zadnych
statisticky vyznamnych rozdili. Vlivem indukované senescence tedy nedoslo k zadnym

zménam v tomto parametru.
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Obr. 12: Minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu Vv Eerstvé oddélenych listech T. aestivum a
béhem indukované senescence 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02%
DMSO a 10 pumol.I* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianti namé&fenych hodnot a odchylek
v podob¢ kvartilti. Symbolem (*) jsou oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a
DMSO (P < 0,05).
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Fm je méfena kratce po nahlém ozafeni pfedem zatemnéné rostliny dostatecné silnym
svételnym pulzem, ktery zplisobi uzavieni vsech reakénich center PSII, nasledné zahlceni
fotochemické deexcitacni cesty (tj. veskery plastochinon v redukovaném stavu), a tudiz
dochazi k prudkému nartstu fluorescence na maximalni hodnotu Fm. V tomto stavu jsou
vsechna reak¢ni centra PSII ,,uzaviena™ a nepfijimaji dalsi excitacni energii (Lazar 2015).
Fm se vlivem indukované senescence vyrazn¢ snizila ve vzorku inkubovaného v DMSO
(Obr. 13). Pokles byl zaznamenan i u dalSich CK a jejich derivatu, pti¢emz nejvyraznéjsi
byl ve variant¢ BAP (Fm byla srovnatelnda s DMSO). OH, tZ, TDZ a MTUnabyvaly

navzajem srovnatelnych hodnot Fn, a nejvice se svymi vysledky pfiblizuji kontrole.

Ekontrola EMDMSO mBAP tZ MmTDZ mMTU
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Obr. 13: Maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu Vv Cerstvé oddélenych listech T. aestivum a
béhem indukované senescence 6. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02%
DMSO a 10 pumol.I* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medidnti namé&fenych hodnot a odchylek
v podob¢ kvartilti. Symbolem (*) jsou oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a
DMSO (P <0,05).”
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Pti indukované senescenci dochazi ke spusténi obrannych mechanismu, které jsou
energeticky naro¢né. Tyto obranné mechanismy jsou doprovazeny inhibici fotosyntézy,
ktera vede z dlouhodobého hlediska ke snizeni kondice rostlinného materialu, jak zminuji
Gomez-Gomez et al. (1999) a Gohre et al. (2012) ve svych publikacich. Ale pokud je na
rostlinny material aplikovan ,ten spravny“ CK derivat, jsme schopni obranné
mechanismy zpomalit, p¥ipadné jim témét zabranit. U¢inek CK a jejich derivati na
udrzeni fotosyntetické aktivity (konkrétné na PSII) béhem senescence je vSeobecné
znamy. Jednim ze Siroce pouzivanych parametrii chlorofylové fluorescence odrazejici
ucinnost fotochemie PSII je maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu
adaptovaném na tmu (Fv/Fm). Fu/Fm, ktery zavisi na pfedchozich dvou parametrech (Fo a
Fm), je obecnym indikatorem snizeni funkce nebo poskozeni PSII. Pokud je
fotosynteticky aparat rostlin nebo cela rostlina vystavena pusobeni nékterého stresu,
dochazi k ovlivnéni funkce PSII, coz se projevi snizenim hodnoty Fv/Fm (napt. Fang et
al. 2012; Romero-Muiioz et al. 2024).

Jediny vyrazny pokles parametru Fv/Fm byl v této diplomové praci zaznamenan u varianty
DMSO (Obr. 14). U ostatnich variant CK a jejich derivatd je pokles parametru Fv/Fm

pouze mirny a jeho hodnoty jsou podobné tém ziskanym u kontrol z ¢erstvé oddéleného
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Obr. 14: Maximalni kvantovy vytézek vzorku béhem indukované senescence v Cerstvé oddélenych listech
T. aestivum a béhem indukované senescence 6. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C)
v roztocich 0,02% DMSO a 10 pmol.I'* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianti naméfenych hodnot
a odchylek v podob¢ kvartild. Symbolem (¥) jsou oznadeny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym
vzorkem a DMSO (P < 0,05).
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Udrzeni parametru Fv/Fm u listd inkubovanych v roztocich CK a jejich derivati potvrzuje
antisenescencni ucinek téchto latek na zmény funkce PSII, ktery byl jiz nékolikrat popsan.
Napt. VIckova et al. (2006), popisuje antisenescen¢ni vliv meta-tropolinu (mT)
v oddélenych listech T. aestivum (cv. Hereward). Bylo zjisténo, Ze aplikaci mT na listové
segmenty (inkubované ve tm¢) dochazi ke zpomaleni zmén vyvolanych indukovanou
senescenci. Zatimco u listd oSetfenych mT byl Fu/Fm udrzen na stejné hodnoté 1 6. dpo
jako v den oddéleni, u listi inkubovanych v DMSO doslo k velmi vyraznému poklesu
Fu/lFm (VIckova et al., 2006). O antisenescen¢nich ucincich BAP a OH se zmifuje i
Kucerova (2021) ve své disertacni praci, kde popisuje u oddélenych listd T. aestivum
podobné puisobeni latek BAP a OH jakych bylo dosazeno i v této diplomové praci, s tim
rozdilem, ze bylo vyuzito odridy Aranka. V neposledni fadé je potfeba zminit také
bakalaiskou praci Zemkové (2024), kde byl sledovan vliv CK a jejich derivati na
parametr F./Fm u lista H. vulgare inkubovanych ve tmé. Zemkova (2024) ziskala
vysledky velmi podobné t€m, které jsou prezentované na Obr. 14. U listti inkubovanych
doslo vlivem indukované senescence opét ke snizeni Fv/Fm, i kdyZ v bakalaiské praci
Zemkové (2024) byl tento pokles vyraznéjsi nez na Obr. 14. Tento rozdil miize byt
zpusoben mj. jinym druhem pouzitych rostlin. U listd oSetfenych OH, tZ, TDZ, BAP i
MTU poklesl Fv/Fm vlivem indukované senescence jen mirng, podobné jako v Obr.14.

Ackoliv se parametr Fv/Fm naméfeny pomoci PEA metru jevi jako srovnatelny u vSech
variant CK a jejich derivatd (Obr. 14), pfi pouziti imagingu tohoto parametru je patrné
(Obr. 15), Zze tomu tak neni. Vizualizace Fv/Fm pomoci zobrazovaciho pfistroje FluorCam
umoziuje zobrazit heterogenitu v hodnotach parametru v plose listu. Kontrola dosahuje
témét maximalnich hodnot parametru Fv/Fm. U vzorku inkubovanych v DMSO doslo
K vyraznému snizeni hodnot meétfeného parametru. Listové segmenty oSetiené BAP
dosahuji v ¢asti, ktera je blize fezu vysSich hodnot nez ve Spickach, kde Fv/Fm. nizsi nez
u varianty DMSO. Varianty OH a TDZ jsou vzajemn¢ srovnatelné, pouze ve Spickach
segmentt se nachazeji malé oblasti s nizs$i hodnotou Fv/Fm, obecné ale listy oSetfené
témito latkami dosahuji vyssich hodnot nez v ptipadé DMSO. Varianta tZ taktéz dosahuje
vyssich hodnot Fv/Fm nez DMSO. Listy inkubované v MTU maji nejvyssi hodnoty Fv/Fm

ze vSech variant, jsou srovnatelné s ¢erstvé oddélenou kontrolou.
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Obr. 15: Imaging maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (Fu/Fm) Vv Cerstvé
oddélenych listech T. aestivum a béhem indukované senescence 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve
tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a 10 pmol.I'* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU.

Imaging parametru Fv/Fm byl pouzit i v disertacni praci Kuéerové (2021), kde bylo
dosazeno velmi podobnych vysledki s tim rozdilem, ze méfeni byla provadéna na
T. aestivum (cv. Aranka) za pouziti roztokit DMSO, BAP a OH. RozloZeni parametru
Fu/Fm bylo témé&f totozné jako v Obr. 15. V bakalaiské prace Zemkové (2024) je pouzit
imaging parametru Fv/Fm u listovych segmenti H. vulgare, které byly inkubovany
Vv roztocich tZ, TDZ, BAP, OH a MTU. U listid H. vulgare ale neni patrna tak vyrazna
heterogenita Fv/Fm Vv plose listu jako v Obr. 15. Nicméné Zemkova ve své bakalaiské
praci pouzivala listy segmentl bez Spicky, coz miize byt (kromé pouziti jiného

1

rosltinného druhu) také pti¢inou pozorovanych rozdili.
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Kiivky O-J-1-P byly méfeny za ucelem sledovani rychlosti dodavky excitace do
reak¢niho centra PSII, redukce primarniho akceptoru elektronti PSII (Qa) a nasledného
transportu elektront za Qa béhem prvnich milisekund po osvétleni listt adaptovanych na
tmu (Strasser et al., 2000). V listech pSenice jarni oSetfenych DMSO jsou parametry
(dV/dt)o a V; vyrazné vyssi nez u Cerstvé kontroly (Obr. 16 a 17), coz vypovida o zménach
v dodéavkéch excitaci. Tento nardst vznikl vlivem indukované senescence a naznacuje
zrychleni dodavky excitace do PSII i redukce Qa spolu s inhibici elektronového
transportu za Qa (Strasser et al., 2000). U listd oSetienych BAP a OH byl taktéz
zaznamenan mirny narast téchto parametrii v porovnani s DMSO, ale u zbylych latek
(tZ, TDZ a MTU) byly hodnoty (dV/dt)o a V; srovnatelné s kontrolou. Je patrné, Ze latky
tZ, TDZ a MTU uspésné potlacily zmény v dodavkach excitaci do PSII zpisobené

indukovanou senescenci.
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Obr. 16: Pocate¢ni narist O-J chlorofylové fluorescence v Eerstvé oddélenych listech T. aestivum a béhem
indukované senescence 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a
10 umol.I'* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni mediani naméfenych hodnot a odchylek v podobé
kvartilti. Symbolem (*) jsou oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO
(P <0,05).
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Obr. 17: Relativni variabilni chlorofylova fluorescence v &erstvé oddélenych listech T. aestivum a béhem
indukované senescence 6. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a
10 umol.It OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianti naméfenych hodnot a odchylek v podobg
kvartild. Symbolem (*) jsou oznaCeny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO
(P <0,05).

K podobnym poznatkim dospéla ve své disertaéni praci i Kucerova (2021), s tim
rozdilem, ze méfeni bylo provadéno na oddélenych listech pSenice jarni (Triticum
aestivum L. cv. Aranka) a Arabidopsis thaliana L. (Col-0). Listy Arabidopsis thaliana L.
inkubované v DMSO se ale za danych podminek lisily svym chovanim, kdy parametr
(dV/dt)o vyrazné poklesl a V; se zvysil na maximalni hodnotu (=1), coZ naznacuje silné
poskozeni PSII, taktéZ minimalni dodani excitaci do PSII a zaroven vysoké miry inhibice
ptenosu elektronit z Qa. Ale u pSenice dosSlo k témét totoznym vysledklim u listd
inkubovanych v DMSO jako v této diplomové praci (Obr. 16 a 17). U varianty BAP doslo
také ke zvySeni parametru V;, ale u hodnoty parametru (dV/dt)o se v obou pracich mirné
lisily. Hodnoty v Obr. 16 byly sice zvysené, ale téméf srovnatelné s hodnotami
naméfenymi u DMSO. Hodnoty obou parametri naméfené u listd inkubovanych
v derivatu OH byly vzajemné srovnatelné. Drobné rozdily v ziskanych datech byly
nejspiSe zpusobeny odlisnou odridou T. aestivum, kdy méteni v této diplomové praci
probihala na listech pSenice odridy Registana a Kucerova (2021) ve své disertacni praci

vyuzila odridu Aranka, ktera je v laboratornich podminkach castéji pouZzivana.

Vyhodnoceny byly také dalsi parametry vypovidajici o funkci fotosyntetického aparatu
métfenych vzorkd. Konkrétné se jednd o hodnoty aktualniho kvantového vytézku

fotochemie PSII (®P), nefotochemické zhaSeni regulované svétlem (®NPQ) a
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nefotochemické zhaseni neregulované svétlem (®f,D) (Obr. 18). V piipadé ®P byly u
listi inkubovanych v DMSO naméfeny vy$$i hodnoty nez u cerstvé oddélenych
kontrolnich listi. U listh oSetfenych roztoky CK a jejich derivatid byly hodnoty ®P
srovnatelné s DMSQO, s vyjimkou varianty tZ, kde byl ®P mirné nizsi. V ptipadé¢ ®NPQ
byly u listi inkubovanych v DMSO naméfeny vyrazné niz$i hodnoty nez u cCerstvé
oddélenych kontrolnich listi. U listl oSetfenych roztoky CK a jejich derivatd byly
hodnoty ®NPQ vyssi nez u DMSO. V piipadé parametru @f,D byly hodnoty namétené u
listdh inkubovanych v DMSO vyrazné vyssi nez u u Cerstvé oddélenych kontrolnich listi.
Zatimco u listd osetienych BAP bylo ®f,D srovnatelné s DMSO, u listti inkubovanych v
ostatnich CK a jejch derivatech bylo mirn¢ nizsi (Obr. 18).
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Obr. 18: Parametry aktualniho kvantového vytézku PSII (OP), nefotochemického zhaseni neregulovaného
svétlem (@f,D) a nefotochemického zhaseni regulovaného svétlem (®NPQ) v Cerstvé oddélenych listech
T. aestivum a béhem indukované senescence 6. den po odd€leni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C)
v roztocich 0,02% DMSO a 10 umol.I'* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianti naméfenych hodnot
a odchylek v podob¢ kvartild. Symbolem (¥) jsou oznadeny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym
vzorkem a DMSO (P < 0,05). Pro grafické znazornéni bylo vyuzito vztahu ®P + ®f, D + ®NPQ= 1.

V piipadé ®P dochazi obvykle vlivem indukované senescence ke snizeni tohoto
parametru (napi. Kucerova 2015; Kucerova et al., 2020; Zemkova 2024). Na Obr. 18 je
ale patrné, Ze u listd inkubovanych v DMSO je hodnota ®P vys§i nez u cerstvé
oddé€lenych kontrolnich listi. Nicméné o poSkozeni PSII u varianty DMSO, ke kterému
zpravidla béhem senescence dochazi (doplnit citaci), svéd¢i vyrazné vysSsi hodnota
parametru ®f,D v porovnani s cerstvé oddélenymi listy, kterd zaroven souvisi s vyrazné
niz§im ®NPQ u varianty DMSO neZ u kontrolnich listd. Prostfednictvim vy$§iho ®NPQ

jsou listy schopny efektivnéji zhéaset piebyteCnou energii, ktera zpravidla vede
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k oxidativnimu poskozeni (a tim i k nartstu ®f,D; napt. Kucerova et al., 2020). Aplikace
CK a jejich derivati (s vyjimkou BAP, ktery byl srovnatelny s DMSO) narast ®f,D
potlacila, coz svéd¢i o jejich antisenescencnim ucinku, ktery byl jiz diive pozorovan
(napt. Kucerova 2015; Kucerova et al., 2020; Zemkova 2024). U listi inkubovanych
v OH, tZ, TDZ a MTU je zaroven patrné zvyseni hodnoty ®NPQ podobn¢ jako je tomu
u kontrolnich list (Obr. 18).

5.3 Konfokalni mikroskopie

ROS mohou vznikat pti béznych metabolickych procesech, zejména pii fotosyntéze a
dychani, krom¢ toho jsou ROS vyuZzivany jako signalni molekuly v reakcich na stresové
faktory (Karlsson et al., 2005; Yoshinaga et al., 2005). ROS mohou byt generovany v
chloroplastech, mitochondriich a jaderné oblasti svéracich bun¢k praduchi
(Samuilov et al., 2008) a daji se detekovat pomoci konfokalniho mikroskopu
(Li a kol., 2007). DCF slouzi k vizualizaci ROS (Kristiansen et al., 2009).

Jako prvni byly pofizeny snimky vyuzivajici autofluorescence chlorofylu (Obr. 19), kde
jsou na prvni pohled viditelné vyrazné rozdily mezi DMSO, jednotlivymi CK a jejich
derivaty a segmentem oddélenym z Cerstvé kontroly. Segment kontroly plné
autofluoreskuje bez zjevnych poSkozeni ¢&i vakanci v prepardtu. V segmentu
inkubovaném v DMSO lze pozorovat oblasti, kde ve zna¢éné mife zcela chybi
chloroplasty. Lze fict, Ze senescence je jiz v pokro¢ilém stadiu. Chloroplasty ve vétsing
vzorku zcela chybi. U vzorku inkubovaného v BAP jsou V periferii pozorovaného
segmentu opét patrné oblasti, kde chybéji chloroplasty, ale ne v takové mife jako tomu
bylo u DMSO. Vzorek osetieny OH vykazuje také ztraty chloroplastii ve vétsi mife, a to
jeste vyraznéjsi nez u BAP, ale v porovnani s DMSO je segment 1épe zachovaly. Vzorek
inkubovany Vv tZ je ve velmi dobré kondici (vizualné srovnatelny s kontrolou). U vzorkt
TDZ a MTU pozorujeme nahodile rozmisténé oblasti (napt. uprostied pozorovaného
segmentu), kde chybi chloroplasty. Tyto oblasti nejspis vznikly z divodu mechanického

poskozenim pfi ptipraveé vzorkl pfed umisténim do mikroskopu.
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Obr. 19: Snimky zkonfokalniho mikroskopu ¢asti segmentu Cerstvé oddélenych listi (kontrola)
T. aestivum (cv. Registana) a 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci v tmé& (21 °C) v roztocich 0,02%
DMSO a 10 umoll! OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. M¢fitko o velikosti 527,47 pm, zvétSeni 10x.
Pti zaznamenévani snimku bylo vyuzito autofluorescence chlorofylu.

U cerstvé konroly nebyla pozorovana zadna fluorescence DCF slouziciho k vizualizaci
ROS (Obr. 20). Zelenozluté kapicky, které jsou na snimku viditelné, jsou pouze ulpélé
zbytky na krycim skli¢ku z inkuba¢niho roztoku. Ve vzorku DMSO vidime nejvyssi
fluorescenci DCF. Divodem je, Ze vzorek inkubovany v DMSO je jiz vV pokrocilém stadiu
senescence, kde dochazi vlivem rozkladnych procesti k tvorbé ROS. Oproti tomu ve
variant¢ BAP vétsina DCF fluoreskovala ptevazné v chloroplastech vyskytujicich se na
fezu. Déle je takeé viditelna zila, u které doSlo vlivem kapilarnich jevli k nasati DCF.
Nasleduje OH, kde se byla pozorovatelna vyssi mira fluorescence, ale zaroven nizsi nez
u DMSO. Ve vzorku inkubovaném v tZ doslo taktéz k fluorescenci DCF, ale zdaleka ne
Vv takové mife jako u DMSO. U vzorkii TDZ a MTU nepozorujeme zadnou fluorescenci

DCF.
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Obr. 20: In vivo imaging reaktivnich forem kysliku &erstvé oddélenych listi (kontrola) T. aestivum
(cv. Registana) 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a
10 umol.I'* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Oddéleny preparat byl inkubovan v exsikatoru po dobu 30 min
v DCF za snizeného tlaku. Métitko o velikosti 26,35 pm, zvétSeni 40x. Pii fotografovani bylo vyuzito
autofluorescence chlorofylu.

Kucerova (2021) ve své disertacni praci pozorovala autofluorescenci u oddelenych list
T. aestivum inkubovanych v DMSO, BAP a OH. Ve své praci pouzila odridu Aranka,
ktera ale vykazuje ¢astecné odlisné vlastnosti nez odriida Registana pouzita v této praci.
Autofluorescence u listi pSenice Aranka pii inkubaci v DMSO byla srovnatelna s
Registanou, ale u lista inkubovanych v BAP a OH bylo dosazeno opaénych vysledkd,
kdy listi Aranky byly chloroplasty zachovalejsi pti inkubaci v OH nez v BAP, v ptipadé
listti pSenice Registana je tomu naopak.

5.4 lon leakage

Pro stanoveni miry propustnosti membran méfenych vzorkd byla vyuzita metoda ion
leakage, kde bylo méfeni provadéno az po dobu 30 hodin, aby doslo k dostate¢nému
poskozeni membran. Konduktivita roztoku byla méfena po 1, 2, 3, 4, 5, 12 a 30 hodinach
od pocatku plsobeni svételného zafeni. Vystaveni listl svételnému zéafeni o vysoké
intenzité¢ mé zpravidla za nésledek silné¢ oxidativni poskozeni a s tim souvisejici
poskozeni bunécnych membran. Konduktivita métené¢ho roztoku nariista S Casem az do
jeho postupného ustaleni (Kocheva et al., 2014). Tento jev je mozné pozorovat na
Obr. 21, kde konduktivita méfeného roztoku nartsta dobou, po kterou jsou listové

segmenty vystaveny vysokému svétlu.
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U listh oSetifenych DMSO zacina konduktivita roztoku strm¢ nartstat po 5 hodinach od
pocatku méteni. Tento jev vypovida o fatdlnim poskozeni bunéénych membran a ,,vyliti*
obsahu buiky do deionizované vody, ve které byly vzorky inkubovany po celou dobu
probihajiciho méfeni. Podobny jev je pozorovatelny i u listi inkubovanych v BAP, kde
taktéz po 5 hodinach dochazi k prudkému narastu konduktivity roztoku. Pisobeni DMSO
a BAP v kombinaci s nadmérnym svételnym ozafenim mé za nasledek nadmérnou
excitaci fotosyntetického aparatu a stim souvisejici oxidativni poSkozeni
(VIEkova et al., 2006; Prokopova et al., 2010). V souvislosti s daty ziskanymi béhem
méfeni chlorofylové fluorescence (kapitola 5.2 Funkce PSII) a konfokalni mikroskopie
(Obr. 20) vime, ze listy inkubované v DMSO maji poskozeny fotosynteticky aparat jiz
vlivem samotné senescence. U vzorku inkubovaného v OH dochazi k pozvolnému uniku
iontd do okoli. Podobny trend sledujeme i u varianty tZ a TDZ. Vzorek inkubovany
v MTU vykazuje nejlepsi vysledky, ionty unikaji v minimalnim mnozstvi. U vzorkti OH,
tZ, TDZ a MTU doslo k ochrané bunécnych membran pied nasledky indukované

senescence vV kombinaci se stresem vysokym svétlem.
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Obr. 21: Konduktivita deionizované vody, ve které jsou umistény listové segmenty T. aestivum
(cv. Registana) 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tme¢ (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a
10 umol.I* OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Jsou uvedeny mediany, chybové usecky znaéi prvni a tieti kvartil.
Symbolem (*) jsou oznaCeny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO (P < 0,05).

Zemkova ve své bakalaiské praci provadéla méfeni na rostlinach H. vulgare péstovanych
za mirn¢€ odlisSnych podminek, ale dospéla k podobnym vysledkim jako v této diplomové
praci. V piipad¢ varianty DMSO doslo po 5 hodinach k velmi vyraznému zvySeni
konduktivity méfeného roztoku stejné jako pti métenich provadénych v ramci této prace.

Taktéz BAP po 5 hodinach vykazoval znacné vyssi hodnoty konduktivity. U roztoki tZ,
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TDZ, MTU a OH nabyvala konduktivita roztoku navzdjem podobnych hodnot a také
podobného trendu jako u T. aestivum (cv. Registana).

5.5 Stanoveni obsahu MDA

V organismech se béhem béznych metabolickych procest tvoii reaktivni formy kysliku
(ROS). Za normalnich podminek je jejich produkce a koncentrace regulovana pomoci
antioxidant. OvSem za stresovych podminek je kapacita regulacnich mechanismt
zpravidla pfekro¢ena a koncentrace ROS v bunkéach a organismu roste. Koncentrace
malondialdehydu (MDA) do zna¢né miry koreluje s mirou oxidativniho poskozeni
membran, proto se obsah MDA c¢asto pouziva jako marker tohoto poskozeni
(Prasad et al., 2016).

Vzhledem Kk tomu, Ze se béhem senescence muze ménit plocha i hmotnost listového
segmnentu (napt. zavislost na rozdilnych inkuba¢nich podminkach), byly pouzity oba
prepocty (vztazené k hmotnosti a plose) ke zjisténi obsahu MDA v mefeném vzorku.
Zaroven bylo i ovéfeno, zda jsou vysledné hodnoty obsahu MDA ovlivnény senescenci
¢i nikoliv.

Nejnizsi obsah MDA vztaZeny na plochu i hmotnost byl naméfen u DMSO (Obr. 22 a
23). U variant BAP a OH je obsah MDA vztazeny k hmotnosti srovnatelny s DMSO.
Obsah MDA vztazeny na hmotnost je pak srovnatelny u listd inkubovanych v BAP a
DMSO. U vzorka variant tZ, TDZ a MTU je mnozstvi MDA vztazené na hmotnost vys$si
nez u DMSO, ptficemz u TDZ je nejvyssi. U obsahu MDA vztazeného na plochu je MDA
vys$$i u vzorkd inkubovanych v OH, tZ, TDZ a MTU, kde pravé u TDZ a MTU nabyva

nejvyssich hodnot.
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Obr. 22: Obsah MDA vztazeny na hmotnost béhem indukované senescence v &erstvé oddélenych listech
T. aestivum 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé& (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a 10 pmol.I"?
OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianii namétenych hodnot a odchylek v podobé kvartilt.
Symbolem (*) jsou oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO (P < 0,05).
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Obr. 23: Obsah MDA vztazeny na plochu béhem indukované senescence v Cerstvé oddélenych listech
T. aestivum 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé (21 °C) v roztocich 0,02% DMSO a 10 umol.l*
OH, TDZ, tZ, BAP, MTU. Vykresleni medianti naméfenych hodnot a odchylek v podobé kvartild.
Symbolem (*) jsou oznaceny vyznamné statistické rozdily mezi vybranym vzorkem a DMSO (P < 0,05).

Vysledky jsou v rozporu s vyse zminénou teorii, Kdy by mél byt nejvyssi obsah MDA u
listi oSetfenych DMSO a piipadné BAP a nejnizsi u variant TDZ a MTU. Tento
predpoklad vychazi mj. ze snimkd z konfokalniho mikroskopu (Obr. 20), kde
fluorescence DCF signalizujici ptitomnost ROS byla nejvyssi u listd inkubovanych v

DMSO a nejnizsi u MTU. Je vysoce pravdépodobné, Ze u listi inkubovanych v DMSO
byla jejich funk¢énost poskozena natolik, ze jiz nedochazelo k produkci MDA vV takové
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mife jako u listd, které nebyly v tak pokrocilé fazi senescence. Mizeme se domnivat, ze
je tomu tak i u ostatnich listii inkubovanych v CK a jejich derivatech.

K podobnym vysledktim dospé€la i Zemkova (2024) ve své bakalaiské praci, kde byl
méfen obsah MDA v segmentech H. vulgare inkubovanych ve tmé ve stejnych CK a
jejich derivatech, jako byly pouzity v této praci. U listti inkubovanych v DMSO byly také
zaznamenany niz$i hodnoty obsahu MDA oproti listim inkubovanym v nékterych CK a
jejich derivatech. Nejvyssi hodnoty obsahu MDA byly stejné jako v této praci naméfeny
u varianty MTU. Zemkova také vyhodnotila vysledky obsahu MDA u ¢erstvé kontroly,
coz se v této praci nestalo. Dokazala diky tomu dobie popsat, zda dochézelo pii jejim
méteni k peroxidaci lipidt ¢i nikoliv. Dosla k zavéru, Ze u zadné varianty péstované ve
tmé nebyl zaznamenan nartst obsahu MDA, nedochazelo tedy k peroxidaci lipidt ve vétsi

mite (VI¢kova et al., 2006).

Pokud jsou oddé€lené listové segmenty inkubovany ve tmé v roztocich v CK BAP, tZ a
TDZ a jejich derivatech OH a MTU, muze dojit v n€kterych pifipadech ke zpomaleni
senescence, a to véetné zpomaleni ¢i inhibice zmén tykajicich se bunéénych membran. U
latek BAP a OH bylo zji$téno, Ze zpomaluji priibéh senescence, ale ne v takové mite jako
je tomu pii pouziti na jinych rostlinnych druzich. tZ nedosahoval nejhorsich, ale ani
nejlepsich vysledki, byl schopen oddalit senescenci, ale ne tak u¢inné jako napt. TDZ ¢i
MTU. U TDZ a MTU je mozZzné konstatovat, Ze tyto latky nejvice zpomaluji pribéh
senescence u oddélenych listt T. aestivum (cv. Registana) a vykazuji nejvétsi ochranny
ucinek na bunecné mebrany. Obecné plati, ze vSechny pouzit¢ CK a jejich derivaty
vykazovaly antisenescenéni u€inky, liSily se ale svou efektivitou.

Je také dilezité zminit, ze ucinky popsané v této praci jsou Specifické pro meéteni
provadéna na psenici jarni (Triticum aestivum L. cv. Registana).. Pro kazdy rostlinny
druh, ale 1 odradu (jak je ukazano v této diplomové praci) jsou pro oddaleni senescence
vhodnéjsi jiné latky., Napi#. u Triticum aestivum L. cv. Aranka, dochazi k nejvétSimu
potlaceni senescence latkou OH (Kucerova et al., 2020), ktera ale v ptipadé Triticum
aestivum L. cv. Registana nedosahovala nejlepsich vysledkt. Pro budouci experimenty
by bylo vhodné zjisténé vlastnosti otestovat i v externich podminkach, které zahrnuji

nejriznéjsi vlivy biotického a abiotického stresu.
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6 Zavér

Je vSeobecné znamo, Ze senescence listli rostlin mize byt do jisté miry potlaena
exogenni aplikaci cytokininti (CK). Zaroven je také dulezité zminit i opacny piipad, kdy
za ur€itych podminek mohou mit aplikované latky negativni ucinek a senescenci urychlit.
CK mohou mit také nezddouci efekt na vyvoj kofenového systému. V navaznosti na vyse
zminéné poznatky existuji snahy o pfipravu a naslednou aplikaci slouc¢enin na bazi CK
(CK derivatt), které tyto negativni G¢inky postradaji a maji dalsi vylepsené vlastnosti.
Oddaleni senescence je dulezité hned z nékolika divodi,kdy nejéastéj$im z nich je delsi
Zivotnost rostliny a s tim souvisejici vyssi vynos.

Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit a porovnat ucinek CK,
6-benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ), thidiazuronu (TDZ), a jejich
derivata 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu (OH) a
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)moc¢oviny (MTU) na zmény indukované
senescenci U primarnich listd pSenice jarni (Triticum aestivum L. cv. Registana), a to
véetné zmeén tykajicich se stability bunéénych membran. Z pouzitych latek se nejvice
osvédcily TDZ a MTU, které byly v oddaleni senescence nejucinngjsi. Nejméné se
osvedcily latky BAP a OH, kde u vzork, které jimi byly oSetfeny doslo obecné k nejvétsi
mife senescence, vitelné jiz pouhym okem. Latka tZ se pohybovala svymi
antisenescenc¢nimi vlastnostmi nékde na pomezi, kdy nebyly po jejim pouziti pozorovany
zadné extrémy, at’ uz v negativnim ¢i pozitivnim smyslu. Nicméné je dulezité zminit, ze
vSechny pouzité latky byly schopné senescenci oddalit, lisily se vSak svou efektivitou. Pii
hodnoceni vlivu CK a jejich derivati na bunééné membrany pomoci metody ion leakage
a konfokalniho mikroskopu, bylo zjisténo, ze latky TDZ a MTU byly v zachovani

integrity a funkce bunéénych membran béhem indukované senescence nejucinng;jsi.
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