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Abstrakt:

Listova senescence je pfirozenou soucdsti zivotniho cyklu rostlin, 1ze ji vSak oddalit
vngj$i aplikaci cytokininii nebo jejich derivati. Dilezitym faktorem ovliviiujicim nastup a
prabéh senescence je svétlo. V zavislosti na jeho intenzité, svételné periode i1 spektralnim
charakteru dokaze chranit fotosynteticky aparat pred zménami souvisejicimi se senescenci,
nebo naopak piisobit jeho poskozeni. Pfi souasném vystaveni rostliny cytokininim a svétlu se
jejich ucinky vzijemné ovliviwuji. V této praci byl porovnavan vliv sedmi rtznych
antisenescencnich latek na indukovanou senescenci u oddélenych listti je¢mene vystavenych
dvéma odliSnym svételnym zdrojim s rozdilnymi svételnymi spektry — LED svétlu a
zatfivkovému svétlu. Dale bylo také provedeno srovnani senescence indukované tmou
s postupem indukované senescence na svétle. Stav listd byl posuzovan dle zmény barvy,
méfenim obsahu fotosyntetickych pigmentli spektrofotometricky, meéfenim parametra
chlorofylové fluorescencni indukce, méfenim obsahu malondialdehydu a ve vybranych
pfipadech byla navic zjiStovana mira poskozeni biologickych membran metodou ,,ion-
leakage®. U segmentl inkubovanych v kontrolnim roztoku byl zaznamenan ochranny efekt
zativkového svétla, zatimco u vzorki na LED svétle doslo dokonce k urychleni senescence
oproti segmentim ve tm& U nékterych variant oSetfenych antisenescen¢nimi latkami a
vystavenych zatfivkdm bylo pozorovano urychleni senescence oproti segmentim v kontrolnim
roztoku. Na LED svétle nedoslo k urychlujicimu efektu u Zadné ze sledovanych latek. Listové
segmenty inkubované na LED svétle vykazovaly v men$i mife znaky typické pro pribch
senescence na svétle — zvySeni poméru chlorofylu @ ku chlorofylu b a narGst obsahu
malondialdehydu. Vyrazné poSkozeni segmenti v kontrolnim roztoku a ochranny efekt vSech
antisenescencnich latek naopak ukazuji na podobnost s postupem senescence ve tme.
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Abstract:

Leaf senescence is a natural part of the plant life cycle, however it can be delayed by
exogenous aplication of cytokinins or their derivatives. An important factor affecting the onset
and progress of senescence is light. Depending on its intensity, light period and spectral
character, it can protect the photosynthetic apparatus from changes related to senescence, or, on
the contrary, cause its damage. When the plant is simultaneously exposed to cytokinins and
light, their effects influence each other. The effect of seven different anti-senescence substances
on induced senescence in detached barley leaves exposed to two different light sources with
different light spectra — LED light and fluorescent light — was compared in this work.
Furthermore, a comparison of dark-induced senescence with the process of induced senescence
in the light was also made. The condition of the leaves was assessed according to the change in
color, by measuring the content of photosynthetic pigments spectrophotometrically, by
measuring the parameters of chlorophyll fluorescence induction, by measuring the content of
malondialdehyde, and in selected cases, the degree of damage to biological membranes was
also determined by the "ion-leakage" method. In the segments incubated in the control solution,
a protective effect of fluorescent light was noted, while in the samples under LED light
senescence was even accelerated compared to the segments in the dark. In some variants treated
with anti-senescence substances and exposed to fluorescent light was observed acceleration of
senescence compared to segments in the control solution. On the contrary, LED light did not
have an accelerating effect for any of the monitored substances. Leaf segments incubated in
LED light showed, to a lesser extent, signs typical of senescence in the light — an increase in
the ratio of chlorophyll a to chlorophyll 4 and an increase in malondialdehyde content.
Significant damage to the segments in the control solution and the protective effect of all anti-

senescence substances, on the contrary, indicate a similarity with the senescence process in the
dark.
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Seznam zkratek

AHK
ARR2
ASES
BAP
DMSO

DNPH
Fo

Fm
Fin

Ft

HPLC

MDA
MeO
mT
OH
PAR
phyA

phyB

Arabidopsis histidine kinase, histidinova kinaza u husenic¢ku
Arabidopsis response regulator 2, transkripéni faktor u huseni¢ku
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thidiazol-5yl)moc¢ovina
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dimethylsulfoxid

2,4-dinitrofenylhydrazin

minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu

maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu

maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na Cervené aktinické svétlo
fluorescence v Case t pii aktinickém svétle

variabilni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu

maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému I1
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high-performance liquid chromatography, vysokoué¢inna kapalinova
chromatografie

malondialdehyd

3-methoxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid

meta-topolin

3-hydroxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid

photosyntetically active radiation, fotosynteticky aktivni zafeni
fytochrom A

fytochrom B



PIF

PSI

PSII

ROS

SAG

TDZ

tZ

UR21

phytochrome-interacting factor, transkrip¢ni faktor interagujici s fytochromem
fotosystém I

fotosystém II

reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

senescence associated genes, geny souvisejici se senescenci
N-fenyl-N"-(1,2,3-thidiazol-5yl)moc¢ovina

trans-zeatin

fenylmocovinovy derivat



1. Uvod

Prakticky vsSechny zivé organismy na Zemi podl¢haji v pribéhu ¢asu postupnému
vyvoji a stfidani zivotnich fazi, které kon¢i umrtim. Nejinak je tomu u rostlin — organismt,
které, ackoliv tvoii velkou ¢ast zivé prirody na nasi planeté€, Casto piehlizime a povazujeme jen
za nehybné pozadi v bouilivém piirodnim déni okolo nas. I v rostlinnych télech ale dochazi
béhem c¢asu k vyznamnym promeénam. Rostlina prochazi za svlij zivot nékolika vyvojovymi
fazemi od embryonalni pfes vegetativni a generativni, az po starnuti a naslednou smrt. Posledni
fazi vyvoje rostliny nazyvame senescence a muZze nastupovat a probihat rGznou rychlosti
v jednotlivych ¢astech rostlinného téla. Tato zavérecna faze zivota je doprovazena poklesem
obsahu fotosyntetickych pigmentd, inhibici fotosyntézy, rozpadem chloroplasti a v pokrocilém
stadiu taky oxidativnim poskozenim makromolekul a naruSenim bunécnych membran. Cely
proces je fizen geneticky a nastupuje v disledku staii rostliny nebo pfi vystaveni stresovym
podminkam. U listh mlzZeme proces senescence pozorovat pouhym okem jako postupnou
zménu barvy ze zelené na Zlutou.

Ukazuje se, ze kli¢ k oddaleni nastupu senescence a jejiho zpomaleni (tedy prodlouzeni
zivota rostliny nebo jejich c¢asti) by mohla pfedstavovat skupina rostlinnych hormont
nazyvanych cytokininy. Kromé pfirozené se vyskytujicich cytokinini mame dnes k dispozici
také jejich derivaty, které by mohly pusobit proti senescenci jesté efektivnéji a bez nezadoucich
ucinkl jako je inhibice riistu kotfene. Jisté potize mize ovSem pusobit odlisny Gc¢inek téchto
latek za raznych svételnych podminek.

V této praci byl srovnavan ucinek sedmi antisenescencnich latek (v€etné pfirozenych
cytokininll i neddvno syntetizovanych mocovinovych derivatil) na indukovanou senescenci u
oddélenych listovych segmenti je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bojos) pfi vystaveni
riznym svételnym podminkdm — LED svétlu, zafivkovému svétlu a tmé. Stav listd byl
posuzovan pomoci vizualniho zhodnoceni barvy listd, méfeni obsahu fotosyntetickych
pigmentli, mé&feni parametrti chlorofylové fluorescence, urceni obsahu malondialdehydu a ve
vybranych ptipadech také stanoveni miry poSkozeni biologickych membran metodou ,,ion-

leakage*‘.



2. Cile prace

1.

Vypracovat piehled problematiky vlivu cytokininii na senescenci zaméfeny na vliv
svételnych podminek a souc¢asného piisobeni svétla a cytokinint.

Zvladnout metodiky péstovani jeCmene jarniho ve fytokomofe, stanoveni obsahu
chlorofylu chlorofylmetrem (SPAD-502) a stanoveni obsahu chlorofyli a celkovych
karotenoidi spektrofotometricky, méfeni chlorofylové fluorescencni indukce pomoci
ptistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR) véetné analyzy dat, vyhodnocovani parametrii a
zpracovani obrazkd, stanoveni miry poSkozeni biologickych membran pomoci
lon-leakage a sezndmit se s metodou stanoveni obsahu malondialdehydu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Provést méteni fluorescencnich parametrii odrazejicich funkci fotosystému II pomoci
ptistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR) V listech je¢mene inkubovanych na LED svétlg,
zafivkovém svétle a ve tmé pod vlivem riznych typl cytokinind a jejich derivatd, u
vybranych variant stanovit obsah fotosyntetickych pigment spektrofotometricky, miru
poskozeni biologickych membran metodou ,,ion-leakage® a miru lipidové peroxidace
pomoci méfeni obsahu malondialdehydu.

Srovnat plisobeni rliznych typl cytokininll a jejich derivatl na fotosynteticky aparat listt
jeCmene vystavenych svétlu a srovnat pisobeni dvou odlisnych svételnych zdroji (LED
svétla a zafivkového svétla) s rozdilnymi svételnymi spektry na indukovanou senescenci
listd je¢mene. Srovnat postup indukované senescence u listovych segmentti inkubovanych
na svétle a ve tmé.

Sepsat bakalaiskou praci.



3. Piehled feSené problematiky

3.1 Fungovani rostlin a zmény v priab&hu senescence

Zivé organismy zpravidla prochazeji béhem svého Zivota riznymi vyvojovymi fazemi,
meéni se v prubéhu Casu, az jednoho dne dospé¢ji ke smrti. Rostlinny zivot mtze byt dlouhy jen
n¢kolik tydnti nebo i tisice let a béhem né¢j mohou odumirat (a pfipadné pozdéji zase dortistat)
jen nekteré Casti rostlinného téla. Pfed samotnou smrti nastava posledni vyvojova faze, kterou
nazyvame senescence. Jednd se o vysoce organizovany proces, kdy dochazi k postupné
degradaci a odumirdni organel, bun€k 1 celych ¢asti rostliny. V Zivotnim cyklu rostlin je ¢asta
listova senescence. Pfi té jsou zasobni latky transportovany z postizenych listti do jinych ¢asti
rostliny, aby mohly byt znovu vyuzity. Vyraznou doprovodnou zménou je pokles obsahu
chlorofylu, coz se projevi Zloutnutim listti. V bunikdch béhem senescence nastavaji strukturni
zmény a dochézi k inhibici fotosyntetickych procesii, v pokrocilém stadiu senescence pak
dochéazi k oxidativnimu poSkozeni lipidovych molekul a naruSeni biologickych membran
(Spundova a kol. 2003). Nastup a pribéh senescence je fizen geneticky a byva vyvolan stafim
rostliny (pfipadné¢ daného organu) nebo stresem. VIiv maji také vnéjsi faktory jako je intenzita
a spektrum svétla, svételna perioda, mnoZzstvi vody, teplota nebo ptitomnost toxickych latek.

Pro fungovani fotosyntézy musi byt v rostliné ptitomny fotosyntetické pigmenty.
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chlorofyl a, ktery je soucasti reak¢nich center fotosystémi. Fotosystémy I a II jsou komplexni
struktury uloZené v membranach chloroplasti a jsou nezbytné pro fungovani svételné faze
fotosyntézy. Fotosystém II (PSII) se ucastni zachytavani svételného zateni a takto ziskanou
energii potom vyuziva k rozdéleni naboje v reakcnich centrech a zahdjeni elektronového
transportu v linedrnim transportnim fetézci. Fotosystém I (PSI) taktéz zachytava svételnou
energii a ucastni se linearniho transportniho fetézce elektronti. Chlorofyl b a dalsi pigmenty
jsou soucasti svétlosbérnych komplexa, jejichz funkci je zachytavani svételné energie a jeji
pfedavani reakénim centrim. Rozpad chlorofylu byva jednou z prvnich zmén pii néastupu
senescence. Chlorofyly a a » mohou degradovat riznou rychlosti podle toho, jestli dochazi ve
veétsi mife k naruseni a rozpadu svétlosbérnych komplexti nebo reak¢nich center. Sledovanim
zmén poméru chlorofylu a ku chlorofylu b tedy miZzeme ziskat informace o tom, které struktury
se rozpadaji prednostné (Spundova a kol. 2003). U mutantnich rostlin, kterym chybél chlorofyl
b, bylo pozorovano béhem indukované senescence ve tmé vétsi poskozeni funkce PSII a naopak

lepsi zachovani funkce PSI nez u rostlin bez této mutace. To znaci, ze v pfipadé rostlin



s deficienci ve svétlosbérnych komplexech (jako je tomu u rostlin se snizenym obsahem
chlorofylu b) dochazi ve vétsi mife 1 k poskozeni reakénich center (Janeckova a kol. 2019).

Dalsi skupinou fotosyntetickych pigmentti jsou karotenoidy, které mtizeme dale rozdélit
na karoteny a xantofyly. Ty se taktéz ti¢astni zachycovani svételné energie. V chloroplastech
jsou pritomny také kviili jejich schopnosti chranit fotosynteticky aparat pred fotoposkozenim.
Degradace fotosyntetickych pigmenti je jednou z prvnich znamek senescence, pficemz
chlorofyl ubyva rychleji nez karotenoidy (Spundova a kol. 2005), coz se navenek projevi
zménou barvy listu ze zelené na zlutou. Kdyz degraduji i karotenoidy, v listu jiz nejsou pfitomna
zadna barviva a zacne byt prisvitny. V nékterych piipadech miize dochazet v pribéhu
senescence k hromadéni ochrannych antokyani v listech. Ty potom maji za nésledek razovo-
fialové zbarveni listti (Danilova a kol. 2023).

Jednou z vlastnosti chlorofylu je fluorescence. Jde o jev, kdy po absorbovani svételné
energie molekulou pigmentu dojde k emisi ¢asti zatfeni zpét do okoli. Emitované zafeni ma vétsi
vlnovou délku (atedy i mensi energii) nez pfijaté zareni, které vyvolalo excitaci molekuly
chlorofylu. Energie ziskana absorpci fotosynteticky aktivniho zafeni je v rostlinné burtice
castecné vyuzita na fungovani fotochemickych procesti a zbytek energie se ztraci ve formée
fluorescence a tepla. Métenim fluorescence chlorofylu pti definovaném ozafeni miizeme ziskat
informace o vyuziti pfijaté energie, a tim o stavu fotosyntetického aparatu a fungovani
fotochemie. Pokud se snizi mnozstvi energie vyuzité na fotochemické procesy, pak poroste
emise fluorescence a naopak. U rostlinného vzorku adaptovaného na tmu dochazi pfi nadhlém
osvétleni ke strmému ndrlstu intenzity fluorescence, kterd nasledné postupné klesd. Po
stanoveni minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo) a maximalni fluorescence

vzorku adaptovaného na tmu (Fr) mizeme uréit pomér variabilni fluorescence (Fv) a maximalni

Fy _ Fp—F NI 1 i .
fluorescence F—" = 22 Tomuto poméru fikdime maximalni kvantovy vytézek fotochemie
m m

fotosystému II, u zdravych nestresovanych rostlin dosahuje hodnoty kolem 0,8 a jeho pokles
indikuje poskozeni ve funkci fotosystému II (Lazar 2015). U oddé€lenych listli jeémene ve tmé
byl pozorovan pokles Fv/Fm z 0,8 na 0,55 béhem 5 dni (Spundova a kol. 2003). S vyuzitim
aktinického svétla a saturacnich svételnych pulzl jsme schopni urcit dalsi parametry a jejich
priibehy v Case jako je priib&h aktudlniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému Il (Pp),
priibéh kvantového vytézku regulacniho nefotochemickeého zhaseni fluorescence (Pypq) a
pribéh kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho nefotochemického zhaseni (®¢p).
Pribéh @, nam dava informaci o tom, jaké mnozstvi energie zachycené PSII je vyuZito na

fungovani fotochemickych procesti, tedy odrazi stav funkce PSII. Pfi vystaveni rostliny
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aktinickému svétlu (po adaptaci na tmu) dochazi postupné k adaptaci na konkrétni intenzitu
svétla, az se parametr @, ustali na maximalni hodnot¢, kterd u zdravych rostlin dosahuje
hodnoty kolem 0,8. V priibéhu senescence dochazi k poskozeni fotosyntetického aparatu a
patrametr @, dosahuje niz$i maximalni hodnoty. Samotna adaptace na danou intenzitu svétla
byva v pfipad¢ poSkozeni fotosyntetick€ho aparatu pomalejsi. Priibéh ®ypq vyjadiuje miru
regulované disipace absorbované energie na teplo. Po vystaveni listu adaptované¢ho na tmu
aktinickému svétlu dojde nejprve k prudkému narGstu ®ypq, jelikoz se rostlina zhaSenim
zbavuje piebytecné energie, aby nedoslo k poskozeni fotosyntetického aparatu. Poté nastava
snizeni ®ypq, jak se rostlina adaptuje na danou intenzitu svétla a zaCina vyuzivat piijatou
energii k fungovéani fotochemickych procesti. Pfi opétovném vystaveni tmé po ukonceni
svételnych pulsi aktinického svétla neni potieba se zbavovat energie v takové mife a u zdravé
rostliny se parametr ®ypq ustali kolem hodnoty 0,05. Pfi senescenci dochazi k degradaci
fotosyntetického aparatu a je tak vyuzito méné energie pro fungovani fotochemie. Aby
piebytecnd energie nepisobila v buiice vétsi poskozeni, je cilené pfeménovéana na teplo a
parametr ®ypq nariistd. Pii vyraznéjSim poskozeni fotosyntetickeho aparatu jiz nefunguje ani
nefotochemické zhaSeni a parametr ®ypq tak klesa. Pribéh ®¢p, ukazuje, jaka ¢ast pohlcené
energie je ztracena fluorescenci a konstitutivni tepelnou disipaci. U listu adaptovaného na tmu
dochazi po vystaveni aktinickému svétlu k prudkému poklesu ®¢, z maximalni hodnoty kolem
0,8 na hodnotu asi 0,3. Po ukonceni ozafovani aktinickym svétlem a opétovnému vystaveni tmé
se ®¢p ustali na hodnoté kolem 0,2. PoSkozeni fotosyntetického apardtu ma za nasledek nizsi
spotiebu energie na fotochemické procesy, vice energie se tedy ztraci fluorescenci a sy
narustd. Zaroven muzeme pii poskozeni fotosyntetického aparatu pozorovat zpomaleni poklesu
po spusteni aktinického svétla (Lazar 2015).

Kromé¢ funk¢nich zmén 1ze beéhem listové senescence zaznamenat také zmény struktury
bunéénych organel. Pfi degradaci chloroplasti béhem indukované senescence v oddélenych
listech je¢mene bylo zaznamenano kromé sniZzovani obsahu chlorofylu 5. den po odd¢€leni
naruSeni uspofddani gran asi ve Ctvrtin€ chloroplasti a hromadéni plastoglobuli
v chloroplastech. Pfi inkubaci listi na svétle dochazelo k hromadéni Skrobovych zrn,
pravdépodobné v diisledku pietrvavani fotosyntetickych procesit a hromadéni asimilati, které
nebylo mozné presunout do jinych ¢asti rostliny. Zaroven se zménil tvar chloroplasti
z eliptického na sféricky a doSlo k naruSeni uspofddani thylakoidl, coZ miZze souviset
s vyskytem reaktivnich forem kysliku a peroxidaci membranovych lipidi (Spundové a kol.

2003). Podobné¢ zmény struktury — pieména tvaru chloroplastli na vice sféricky, naruseni
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organizace thylakoidnich membréan, akumulace plastoglobuli a na svétle hromadéni Skobovych
zrn v chloroplastech — byly zaznamendany i u oddelenych listi pSenice (VI¢kova a kol. 2006).

V rostlinnych buiikdch bézné vznikaji jako produkt chemickych procesii reaktivni
formy kysliku (ROS), které za normalnich podminek rychle eliminuje systém antioxidantd. Tim
se udrzuje obsah ROS v bunkach dostatecné nizky, aby nepiisobil poskozeni makromolekul.
Vycerpani antioxidanti nebo nadmérné produkce ROS vede k oxidativnimu stresu, pfi kterém
dochazi k poskozeni DNA, proteinti a lipidd. Naruseni lipidd potom mtlize vést az k rozpadu
bunécnych membran. Jako vedlejsi produkt peroxidace lipidii vznika malondialdehyd (MDA).
Zvysena koncentrace ROS zaroven slouzi rostlin€ jako bunécna signalizace stresu a hraje také
roli pfi obrané pted patogeny (Pandhair a Sekhon 2006). Produkce ROS v tylakoidech je odlisna
béhem rtznych stadii zivota rostliny. U listi je¢mene byl pozorovan nardst produkce
superoxidového aniontu a peroxidu vodiku postupné béhem vyvoje, u obou doséhl vrcholu po
nastupu senescence, a poté zacal klesat. Oproti tomu singletovy kyslik byl v bunikach bez
vétsich vykyvi kontinualné produkovan v malych mnozstvich po cely zivot rostliny (Jaji¢ a
kol. 2015). Nadmérna produkce ROS a oxidativni poskozeni jsou typické zejména pro pozdni
fazi senescence. V disledku peroxidace membranovych lipidi miize dochazet ke strukturnim
zménam a rozpadu chloroplastti (Spundova a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006). U listh
poskozenych v disledku zmén spojenych se senescenci byl naméfen zvyseny obsah MDA i
vetsi aktivita antioxidantt (Causin a kol. 2006).

Antioxidanty lze rozdélit na enzymatické a neenzymatické. Mezi neenzymatické
antioxidanty fadime askorbat nebo karotenoidy, z enzymatickych antioxidantli najdeme
v rostlinach superoxid dismutdzu nebo askorbat peroxiddzu (Pandhair a Sekhon 2006). U rostlin
fazole péstovanych na 16hodinové svételné periode byl zaznamenan vzrist obsahu B-karotenu
na vice nez dvojnasobek béhem prvnich 13 dni Zivota rostliny. Nasledné na konci Zivota listl
obsah B-karotenu poklesl. U rostlin stresovanych kontinudlnim ozafenim béhem zivota pomalu
narustal obsah B-karotenu, ktery rostlina potfebuje na obranu proti fotoposkozeni, pti¢emz
prvnich 10 dni byl obsah vyrazné vys§i neZ u nestresovanych rostlin (Prochdzkova a
Wilhelmova 2004). Kromé systému antioxidantl muze byt jistou formou ochrany proti
oxidativnimu stresu zptisobenému fotopoSkozenim degradace svétlosbérnych komplexti PSII,
kterd snizi mnozstvi absorbované svételné energie.

Proces senescence je vysoce organizovany a fidi ho velké mnoZzstvi gentli, vCetné
skupiny SAG (senescence-associated genes), kam patii SAG12 nebo SAG13. Spusténi exprese
téchto genl zavisi na vnitinich 1 vnéjSich faktorech. Pfi inkubaci listd husenicku ve tmé bylo

pozorovano zvySeni exprese nékterych genl souvisejicich se senescenci vcetné SAGI2
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(Kozuka a kol. 2023, Eckstein a kol. 2021) nebo SAG13 (Eckstein a kol. 2021) oproti jejich
aktivité pti vystaveni svétlu. Hlavnim promotorem pro spusténi exprese gent skupiny SAG je
gen oznacovany jako ORE]1. Jeho zvysena exprese vede k aktivaci gent spojenych s degradaci

chlorofylu a dal§imi zménami doprovazejicimi proces senescence (Liebsch a Keech 2016).

3.1.1 Vliv svétla na senescenci

Jako svétlo oznacujeme viditelnou ¢ast spektra elektromagnetického zateni. Rostliny
jsou schopny urcitou oblast elektromagnetického zateni zachytavat a vyuzivat ve fotosyntéze.
Tuto ¢ast elektromagnetického spektra oznacujeme jako fotosynteticky aktivni zafeni (PAR) a
zahrnuje vinové délky piiblizné od 400 do 700 nm.

Pro rostliny je PAR zivotn¢€ dilezité, jelikoz je nezbytné k fungovani fotosyntézy. PAR
ma do jist¢ miry ochranny efekt pfed zménami souvisejicimi se senescenci. Pfi vystaveni
oddélenych listovych segmentli jeCmene kontinudlnimu svétlu o nizké intenzité
(90 pmol fotoni-m2-s7") bylo pozorovano zachovéni vys§iho obsahu chlorofylu i karotenoidii
nez u segmentll vystavenych tme. Zaroven na svétle pomaleji klesal pomér obsahu chlorofylu
ku karotenoidiim, zatimco po inkubaci ve tmé byl tento pomér vyrazné snizeny (Spundova a
kol. 2005). Kromé pomalejsi degradace fotosyntetickych pigmentt bylo pfi inkubaci na svétle
zaznamenano také lepsi zachovani funkce PSII nez pfi inkubaci ve tm&. U oddélenych listh
jeCmene ve tmé byl pozorovan pokles Fv/Fm z hodnoty 0,8 na 0,55 béhem 5 dni, zeyména
v disledku vyrazného poklesu Fi. Pfi inkubaci na kontinualnim bilém svétle ziistaly po 5 dnech
hodnoty Fy/Fm témé&f nezménény (Spundova a kol. 2003). To zna&i velmi dobré zachovani
funkce PSII pifi vystaveni oddélenych listi svétlu oproti jejich inkubaci ve tmé. Pro
indukovanou senescenci u oddélenych listii na svétle je typické hromadéni Skrobovych zrn,
které¢ indikuje zachovani funkce fotosyntetickych procesti a ukladani asimilatti v chloroplastech
(Spundova a kol. 2003). Nevhodna svételna perioda nebo intenzita mohou ovsem naopak
pusobit rostlin€ poskozeni. Prochazkova a Wilhelmova (2004) pozorovaly pfi ozafovani rostlin
fazole kontinualnim svétlem o intenzité 220 umol fotonti-m™-s! difvéjsi nastup senescence a
krat$i zivotnost déloznich listkii nez u rostlin péstovanych na 16hodinové svételné periode.
U kontinudlné ozafovanych rostlin navic nebyl patrny pfesny moment nastupu senescence,
obsah chlorofylu se drzel béhem Zivota rostliny na podobnych hodnotach, pomér chlorofylu a
ku chlorofylu b pomalu nariistal béhem celého Zivota, stejné jako obsah B-karotenu. Rostliny
péstované na svételné periode zvySovaly obsah chlorofylu 1 B-karotenu postupné béhem zivota
a ke konci zivota nastal prudky pokles obsahu téchto pigmentli, pomér chlorofylu a ku

chlorofylu b na konci zivotnosti prudce narostl (Prochazkova a Wilhelmova, 2004). Béhem
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indukované senescence u listovych segmentii jecmene inkubovanych ve tmé byl zaznamenan
podobny pokles chlorofylu a a b a neménil se tedy pomér chlorofylu a ku chlorofylu 5. U
listovych segmentli inkubovanych na kontinudlnim svétle ubyval chlorofyl & rychleji nez
chlorofyl a a narostl tak pomér chlorofylu a ku chlorofylu b (Spundova a kol. 2003). Takovy
narust znaci, ze svétlosbérné komplexy ubyvaji rychleji nez reakéni centra, coz muze byt forma
ochrany fotosyntetického aparatu pred fotopoSkozenim. U listovych segmentti inkubovanych
na kontinudlnim bilém svétle byla také zaznamenana zména tvaru chloroplastti z eliptického na
vice sféricky, naru$eni usporadani thylakoidt a vysokéa mira peroxidace lipidt (Spundova a kol.
2003). Tyto zmény patrn¢ souvisi s oxidativnim poSkozenim. Urychlujici ucinky svétla na
senescenci by tedy mohly mit ptivod v pfeexcitovani fotosyntetického aparatu a nasledné
zvySené produkci ROS.

Prube¢h senescence zavisi také na svételném spektru. Vliv svételného spektra na postup
senescence u oddélenych listli pSenice sledovali Causin a kol. (2006). K dosazeni odliSnych
svételnych podminek byly vyuzity svételné filtry a vzorky byly umistény ve stejném skleniku,
kde byly rostliny péstovany. Listy vystavené bilému a modrému svétlu vykazovaly vyssi miru
zachovani chlorofylu nez listy vystavené svétlu Cervenému a zelenému. Efekt byl stejny bez
ohledu na pfitomnost nebo neptitomnost vzdalené cervené slozky svétla. Z téchto vysledki je
mozné usuzovat na urCity ochranny efekt modré slozky svétla (350-450 nm) pifed zménami
souvisejicimi se senescenci (Causin a kol. 2006). Podobné vysledky ziskal ve své diplomové
praci také B&cdk (2016) pii vyuziti svétla o intenzité asi 95 pmol fotonti-m?-s™' a svételném
rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Modré svétlo mélo u oddélenych list pSenice vyraznéjsi
ucinek na zpomaleni senescence z hlediska degradace chlorofylu i karotenoidl, zachovani
poméru chlorofylu a ku chlorofylu » a poméru chlorofylu ku karotenoidim 1 funkce
fotosyntetického aparatu nez svétlo Cervené. Modré svétlo dokézalo zpomalit senescenci
dokonce ve vétsi mife nez svétlo bilé. Listy inkubované na bilém svétle vykazovaly prvni 4 dny
po odd¢leni podobné vysledky jako listy vystavené modrému svétlu, poté byl postup senescence
rychlejsi na bilém svétle (Bécak 2016).

Kromé svétlosbérnych komplext, které maji za ukol zachytavat energii
elektromagnetického zafeni, je rostlina vybavena jest¢ sadou fotoreceptori, které slouzi
k ziskavani informaci o charakteru dopadajiciho zéafeni a hraji roli v signalizaci. K zachytavani
rtiznych vinovych délek svétla slouzi rostliné nékolik druhti chromoproteinti. Receptory pro
cervené svétlo kolem 600-700 nm nazyvame fytochromy. Po absorpci zafeni s vinovou délkou
kolem 660 nm podstupuji fytochromy konformacni zménu a pfemeéni se na formu absorbujici

svétlo vzdalené Cervené oblasti spektra kolem 730 nm. Ozéafenim vzdalenym Cervenym svétlem

8



(nebo samovolné Casem) se pak vraci zpét na piredchozi konformaci absorbujici Cervené svétlo.
Dale v zelenych listech najdeme receptory pro modré a UV-A svétlo kolem 320-500 nm, které
nazyvame kryptochromy. Po aktivaci fytochromii nebo kryptochromi zéafenim o ptislusné
vlnové délce dochéazi k modulaci transkripcnich faktorti a piipadné nasledné aktivaci
prislusnych gent v jadie bunky (Briggs a Olney 2001, Sakuraba 2021). Rtzna svételna spektra
maji za nasledek aktivaci exprese odlisnych gent (Bana$ a kol. 2011). Svétlo je pro rostliny
natolik dulezité, ze své listy nataceji smérem ke zdroji zafeni. Této schopnosti fikame
fototropismus a umoznuji ji dalsi receptory pfitomné v rostlinném téle reagujici na modrou ¢ast
svételného spektra, které ziskavaji informace o sméru dopadajiciho zatreni, zvané fototropiny
(Briggs a Olney 2001, Sakuraba 2021).

Fotoreceptory maji podil na fizeni senescence pomoci spusténi signdlnich drah a
nasledné exprese piislusSnych genli. Husenicek obsahuje nékolik typt fytochromd.
Fytochrom A (phyA) je pii vystaveni rostliny svétlu pfitomny jen v malé mite, jelikoZ na svétle
se rozklada. Ve tm¢ naopak tento typ fytochromu prevlada. Hlavnim receptorem pro cervené
svétlo je za béznych svételnych podminek fytochrom B (phyB). Po aktivaci jsou fytochromy
schopné reagovat s transkripcnimi faktory oznacovanymi jako PIF (Phytochrome-interacting
factor). PIF proteiny jsou zapojeny do regulace genti spojenych s produkci ethylenu a spusténim
procesu senescence (Liebsch a Keech 2016). Ke spusténi senescence vyvolané nedostatkem
svétla je nezbytnd pfitomnost PIF4 a PIF5. Pokud nejsou PIF4 a PIF5 degradovany, zahdji
piimou expresi genti EIN3, ABIS a EEL, coZ vede k produkci dvou hormonil urychlujicich
senescenci — ethylenu a kyseliny abscisové. Spolecné PIF4, PIFS, EIN3, ABIS a EEL ovliviuji
hlavni regulator senescence ORE1 (Sakuraba a kol. 2014). Exprese tohoto genu potom vede
k aktivaci mnoha hlavnich gent skupiny SAG. Pti dostatku svétla je aktivovan phyB, ktery
degraduje PIF4 a PIF5, a tim zamezuje spuSténi signalni drahy pro expresi gent souvisejicich
se senescenci. Pii zastinéni neni aktivovan phyB, ale k potlaceni spusténi senescence ptispiva
phyA, ktery se v téchto podminkach stavd ptevladajicim typem fytochromu. Za tmy neni
aktivovan phyA ani phyB, tedy PIF nejsou degradovany a mohou aktivovat expresi
transkripcnich faktorti vedouci ke spusténi senescence (Liebsch a Keech, 2016).

Fytochromy nejsou jedinymi fotoreceptory, které maji vliv na pribéh senescence,
urcitou roli hraji také fototropiny a kryptochromy. Rostlina huseni¢ek obsahuje dva rtzné
fototropiny oznaCované photl a phot2. U mutantl téchto rostlin s chybéjicimi obéma
fototropiny bylo pozorovdno zpomaleni pribéhu senescence ve tmé z hlediska zachovani
funkce PSII, obsahu fotosyntetickych pigmentd i niz§iho nartistu poméru chlorofylu a ku

chlorofylu b oproti rostlindm bez této mutace. Oba fototropiny ovSem reguluji senescenci
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odlisné€. Pokud rostlin€ chybé¢l phot2, zlistaval déle zachovan obsah fotosyntetickych pigmentt
nez u variant s pfitomnym phot2. V piipadé nepfitomnosti photl byla zaznamenana nizsi
aktivace gentl souvisejicich se senescenci nez u rostlin bez této mutace. Mechanismus ptisobeni
fototropinti na senescenci ovSem neni znam, dle autori mohlo byt urychleni senescence
castecné zpusobeno samotnym deficitem fototropini pii inkubaci ve tmé nebo vlivem
fototropini na expresi nékterych gent (Eckstein a kol. 2021). Podobné situace nastava i u
kryptochromil. Pfi inkubaci listi na slabém modrém svétle bylo zaznamendno zpomaleni
senescence oproti listhm inkubovanym ve tmé. Tento efekt pietrvaval i po inaktivaci
fytochromu svétlem vzdalené Cervené oblasti a nenastal u mutanta s chybé&jicimi kryptochromy
(Kozuka a kol. 2023). Zpomalujici efekt modrého svétla na senescenci tak ziejmé zavisi na
kryptochromech. I zde je efekt odlisny podle daného typu kryptochromu. V rostliné husenicek
jsou ptitomny kryptochromy s oznacenim cryl a cry 2. Pokud nebyl v rostling pfitomnem cry2,
doslo k rychlejsi degradaci chlorofylu i zhorSeni funkce PSII oproti rostlindm, kterym chybély
oba kryptochromy nebo jen cryl. Cervené svétlo nemélo na priibéh senescence u mutantnich

rostlin zadny efekt oproti ,,wild-type* rostlinam (Kozuka a kol. 2023).

3.2 Cytokininy a jejich vyuziti

Pro mnoho vyvojovych procest v rostliné je nezbytna skupina fytohormont, které
nazyvame cytokininy. Ty zajiSt'uji fungovani bunééného déleni neboli cytokinezi, maji vliv na
rust rostliny a jeji jednotlivé vyvojové faze, jsou zapojeny v fizeni metabolismu chlorofylu a
reguluji expresi mnoha gent souvisejicich s fotosyntézou (Spichal 2012, Hudecek a kol. 2023).

Cytokininy jsou znamé svou schopnosti oddalovat nastup senescence u rostlin. Jejich
ochranny efekt na fotosynteticky aparat je vysledkem regulace mnoha d&jii v€etné upregulace
komponent PSII, Calvinova cyklu a ve vzacnégjSich ptipadech PSI. Kromé toho maji cytokininy
vliv na zachovani obsahu chlorofylu, jelikoz reguluji jeho metabolismus — snizuji katabolismus
chlorofylu a zaroven zvysuji jeho syntézu (Hudecek a kol. 2023). Vné;jsi aplikace téchto latek
tedy dokaze prodlouzit Zivotnost rostlin nebo jejich &asti. Uginek ovem neni vzdy jednoznaény
a zavisi na mnoha faktorech. Stejné latka mize pisobit odlisné v zavislosti na druhu rostliny,
na ktery ji aplikujeme (Kucerova a kol. 2020). Také je pisobeni cytokininl silné ovlivnéno
svételnymi podminkami (VIckova a kol. 2006, Causin a kol. 2006, Melkovicova 2012) a
samotnou koncentraci pouzitého roztoku cytokininti (Melkovi¢ova 2012, Kucerova 2015).
Dalsi vlastnosti cytokininii je i schopnost v nékterych ptipadech oddalit néastup infekce

(Prokopova a kol. 2010).
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Z chemického hlediska jsou cytokininy derivaty adeninu. V pfirod¢ se bézné vyskytuji
cytokininy dvojiho typu — s isoprenoidnim nebo aromatickym fetézcem (Spichal 2012). Mezi
isoprenoidni cytokininy fadime zeatin, ktery mé dva rizné izomery. Jako biologicky aktivnéjsi
se uvadi trams-zeatin, ovSem u listi inkubovanych ve tmé¢ dochazi ke snizeni mnozstvi
trans-zeatinu a naopak narasta koncentrace cis-zeatinu, cozZ muze znacit jeho urcitou funkci
v ochrané listi pred stresem (Janeckova a kol. 2018). K aromatickym cytokininim patfi
6-benzylaminopurin (BAP) nebo topolin, taktéz se vyskytujici ve dvou izomerech jako
meta-topolin a ortho-topolin. Podobnou aktivitu jako cytokininy vykazuji také synteticky
piipravené derivaty. Ty jsou nejcastéji odvozené od mocoviny jako thidiazuron (TDZ) nebo
1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)mocovina (ASES) (Nisler a kol. 2018). Dalsi
skupinou derivatl jsou arabinosidy, kam fadime 3-methoxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid
(MeO) a 3-hydroxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid (OH) (Bryksova a kol. 2020, Kucerova
a kol. 2020).

Cytokininy ovliviiuji proces senescence regulaci exprese genii v bunééném jadre.
Samotna molekula cytokininu ale nemtze do bunécného jadra projit. Aby mohl cytokinin
pusobit na geny lokalizované v jadfe, musi se navdzat na receptor. Cytokininové receptory
obsahuji histidinovou kindzu (HK), kterd se spojenim s cytokininem aktivuje (fosforyluje).
Fosfatova skupina je pak signalni drahou déle pfenasena. Pokud je fosforylovan transkripéni
faktor, dokéze vstoupit do jadra, navazat se na specifické misto v DNA a spustit transkripci
konkrétniho genu (Zwack a Rashotte 2013). Bez cytokininovych receptori nemuze signalni
drdha fungovat. Rostlina husenicek obsahuje nékolik histidinovych kindz schopnych
interagovat s cytokininy. U listi mutantni rostliny s chybé&jicim AHK3 receptorem byla
pozorovana odliSna reakce na oSetfeni tZ pii vystaveni svétlu nez u ,,wild-type* rostliny.
V ptipadé ,,wild-type* rostlin nastalo u listi oSetfenych tZ zpomaleni senescence a potlaceni
hromadéni ochrannych antokyantl, ale zaroven doSlo ke zhorSeni funkce PSII. U mutantl bez
AKH3 nedoslo vlivem aplikace tZ k potlaceni hromadéni antokyant a pokles funkce PSII nebyl
tak vyrazny jako v ptipadé ,,wild-type* rostlin (Danilova a kol. 2023). KaZzdy receptor ma navic
v buiice mirn¢ odliSnou roli. Rostliny s chybéjicim AHK3 mivaji béhem senescence obecné
nizsi obsah chlorofylu a vyssi koncentraci tZ, u rostlin bez AHK4 zase dochazi ve vétsi mite
k peroxidaci lipidii nez u rostlin, které tento receptor nepostradaji (Janeckova a kol. 2018).
Podobné jako neptitomnost cytokininovych receptorii vede 1 absence transkripénich faktort
v bunice k nefunkénosti cytokininové signalni drdhy. U listi husenicku s chybéjicim
transkripénim faktorem ARR2 (4rabidopsis response regulator 2) byla pozorovana pii inkubaci

na svétle rychlejsi degradace fotosyntetickych pigmentt nez u listl rostlin s pfitomnym ARR2.

11



Zaroven u takto mutovanych rostlin nemélo oSetfeni tZ vliv na zpomaleni procesu rozpadu
chlorofylu (Danilova a kol. 2023).

Vyznamné vyuziti nachazeji cytokininy pifi vyvoji netoxickych rastovych regulétort.
Mohou u hospodaiskych plodin pomoci proti senescenci indukované stresem (suchem, nizkou
teplotou, vysokou salinitou pidy), ktera vede ke ztratdm na urod€. Vyuziti pfirozenych
cytokininli v tomto sméru ovSem neni vhodné kvili jejich negativnimu plisobeni na vyvoj
kotenti u jimi oSetfenych rostlin (Werner a kol. 2003). Jednim ze syntetizovanych derivatd,
ktery ucinn¢ zpomaluje procesy souvisejici se senescenci a zaroven nema negativni vliv na
vyvoj kofenti, je ASES (Nisler a kol. 2018). Ukazuje se, ze ASES ma jen velmi malou
cytokininovou aktivitu a jeho ochranny efekt tedy neni vysledkem zvySené hladiny
endogennich cytokinind v rostliné. Misto toho ochraniuje funkci PSII a také PSI vcetné
stimulace cyklického toku elektrontl, ¢imZ umoziiuje zachovat funkci fotosyntetického aparatu
a pfedchazet oxidativnimu poskozeni (Nisler a kol. 2023). Diky tomuto rozdilnému funkénimu
mechanismu oproti ostatnim cytokininim neni pii oSetfeni ASES poskozen vyvoj kofene a
vynosy jeCmene a psenice byly pfi aplikaci uz béhem ranych stadii vyvoje az o 5-8 % vyssi nez
u neosetenych rostlin. Zaroven rostliny oSetfené ASES vykazovaly vy$si odolnost proti stresu
zpusobenému suchem a zvysenou salinitou pudy (Nisler a kol. 2018, Nisler a kol. 2023).

Dalsimi derivaty, jejichZ ochranny uUcCinek proti senescenci je jiny nez u béznych
cytokinind, jsou pomérn€ novée syntetizované arabinosidy MeO a OH. Podobné¢ jako ASES jen
velmi malo interaguji s cytokininovou signalni drahou. Jejich ucinek spociva v aktivaci
mechanismi spojenych s reakci na patogeny. Thned po aplikaci nastava v rostliné nartst
koncentrace kyseliny jasmonové a ethylenu, coZ znaci stresovou reakci. Zaroven se docasné
zvysi koncentrace ROS a snizi se exprese nékterych gent souvisejicich s fotosyntézou. Pii
dlouhodobé;jsi aplikaci byl ovS§em pozorovan pozitivni efekt na funkci PSII a oddéleni nastupu
senescence (Bryksova a kol. 2020). Navic byl u obou latek pozorovan ochranny efekt proti
oxidativnimu poskozeni zplisobenému svétlem o vysoké intenzit€ nebo peroxidem vodiku
(Kucerova a kol. 2020).

Jistym problémem pii pouZziti vnéjsi aplikace cytokininii na zpomaleni néstupu
senescence je, ze v nékterych piipadech stimuluji produkci ethylenu v rostling. Ethylen pisobi
proti cytokininlim, a naopak pribéh senescence urychluje. Lepsich vysledkt je proto dosazeno
pii pouziti latky, kterd nevyvolava nadmérnou produkcei ethylenu. U listl pSenice oSetfenych
OH nebyla zaznamenana stimulace produkce ethylenu, ale pii pouziti MeO byla pozorovéana
jeho zvySena produkce. Vyrazngjsiho potlaceni zmén souvisejicich se senescenci bylo tedy u

pSenice dosazeno pii aplikaci OH. Opacné reagoval huseniCek, ktery pii oSetfeni OH
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produkoval vice ethylenu, ale aplikace MeO tuto produkci nestimulovala. VéEtsi zivotnost pak
meély listy oSetfené MeO (Kucerova a kol. 2020).

Cytokininy nehraji v rostlinnych organismech pouze jednu roli. Ukazuje se, ze by mohly
mit mimo jiné vyznam také v obrané rostliny proti infekcim. Pti napadeni listi salatu infekci
padli a jejich nasledném oSetieni vnéjsi aplikaci cytokininti, bylo pozorovano nejen zpomaleni
postupu infekce, ale také navrat funkce fotosyntetickych procesti poskozenych v dasledku
napadeni timto patogenem (Prokopové a kol. 2010). U pSenice a husenicku byl také pozorovan
ochranny efekt OH a MeO proti nékterym plisnim (Bryksova a kol. 2020).

Celkovy ucinek cytokininli na zmény spojené se senescenci je vyrazné ovlivnén jejich
koncentraci v pouzitém roztoku. Zpomalujici efekt na senescenci s rostouci koncentraci stoupa
az do urcité ,,optimalni koncentrace®, kdy jsou ucinky konkrétniho cytokininu nejvyraznéjsi.
Pti pouziti vysSich koncentraci, neZ je tato optimalni, zpomalujici ucinek na senescenci op¢t
klesa a za urcitych podminek se mize objevit dokonce urychleni senescence (Melkovicova
2012, Kucerova 2015). Pti dlouhodobém vystaveni zdravé rostliny nepfirozené vysokym
hladindm cytokininti dochazi k poskozenim, ktera se mohou podobat reakci na patogen.
Vyrazné zvySeni hladiny endogennich cytokininii (dosazeno aktivaci ptislusného genu) u
rostlin tabdku zplsobilo zvySeni produkce stresovych hormonti, dochdzelo k inhibici
fotosyntézy, formovani 1ézi, hojné¢ nastdvala bunécnd smrt a v chloroplastech rostl obsah
peroxidu vodiku, v jehoZ diisledku dochazelo k oxidativnimu poSkozeni (Novék a kol. 2013).
PoSkozeni fotosyntetickych parametrii (podobné jako pii napadeni infekci, ale v mensi mife)
bylo pozorovano i pfi vngjsi aplikaci cytokininil na zdravé rostliny salatu (Prokopova a kol.

2010).

3.2.1 Cytokininy a svétlo

Jak jiz bylo uvedeno, svétlo miiZze mit na pribéh senescence dvoji t¢inek — v urcitych
piipadech dokaze chranit fotosynteticky aparat a zachovavat jeho funkci (Spundové a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005), pii nevhodné intenzité nebo svételné periodé mé naopak destruktivni
uéinky (Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova 2004). Také bylo ukéazano, Ze
aplikace cytokininll nebo jejich derivati obvykle postup senescence zpomaluje (napt. Bryksova
a kol. 2020, Niesler a kol. 2023). Pokud je rostlina vystavena zaroven plsobeni PAR i
cytokininiim, jejich ucinky se vziajemné ovliviiuji. Bylo pozorovano, ze samotna hladina
endogennich cytokininli u oddélenych listti huseni¢ku se ménila dle svételnych podminek, jimZ

byly vystaveny (JaneCkova a kol. 2018). Také byl zaznamenan nariist cytokininového
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signalingu v noci (Luklovd a kol. 2022). Aktivita cytokininl je tedy zifejm¢ napojena na
cirkadianni rytmus rostliny.

Antisenescencni latky, které vyrazné zpomaluji pribeh senescence ve tmé, mohou mit
pii vystaveni jimi oSetfenych listh urcitym svételnym podminkdm naopak urychlujici efekt na
zmény souvisejici se senescenci. Dé&je se tak zejména pii pouziti vySSich koncentraci téchto
latek v kombinaci s vysokou intenzitou svétla, jak popisuje ve své bakalaiské praci
Melkovicova (2012). Urychlujici vliv na senescenci se projevil u mT v roztoku o koncentraci
3-10*M v kombinaci s kontinualnim i periodickym svétlem o intenzité 370+£40 pmol
fotonti-m>-s™!, dale také po 6 dnech od oddéleni segmenti pii koncentraci mT 10*M a
kontinudlnim svétle (Melkovicova 2012). U stejné latky pozorovala urychlujici efekt na
senescenci také VIckova a kol. (2006). Aplikace mT pii inkubaci oddélenych listii ve tmé méla
na indukovanou senescenci vyrazny zpomalujici efekt — potlacila degradaci chlorofylu,
pomohla zachovat Gi€innost PSII, omezila zmény tvaru a struktury chloroplasti a zna¢n¢ snizila
miru peroxidace lipidi. OvSem pii vystaveni takto oSetienych listl kontinudlnimu svétlu o
intenzité 100 pumol fotond-m™2's™! byl ochranny efekt mT patrny pouze prvni dva dny, poté
nasledoval prudky pokles maximalniho kvantového vytézku PSII, coz znaci vyrazné naruseni
fotosyntetickych procesi, tvar chloroplastll se zménil na sféricky a ptesunuly se dale od okrajii
bunky, v chloroplastech se vytvofila Skrobova zrna a ve velké mife dochazelo k peroxidaci
lipida (VIckova a kol. 2006). Charakter zminénych zmén naznacuje, ze urychlujici efekt na
senescenci by mohl mit piivod ve zvySené produkci ROS a nésledném oxidativnim poSkozeni.
Danilova a kol. (2023) pozorovali pfi oSetfeni listil roztokem tZ o koncentraci 5 pM a inkubaci
na svétle potlaceni hromadéni ochrannych antokyanii. To bylo doprovazeno zhorSenim funkce
PSII oproti neoSetfenym listiim a zvySenou produkci superoxidového radikalu (Danilova a kol.
2023).

Kromé mT a tZ byl v mensi mife pozorovan urychlujici efekt na senescenci také u BAP
o koncentraci 3-10*M, a to 6. den po oddéleni na intenzivnim periodickém svétle a 9. den po
oddéleni na kontinualnim svétle o intenzité 70 umol fotoni-m™-s™! (Melkovicova 2012), déle u
derivatu oznacovaného jako UR21 pii koncentraci 10*M na svétle o intenzité 100 pumol
fotonti-m2-s™! a 300 umol fotoni-m=-s™! (Kucerova 2015).

I pfi oSetfeni cytokininy hraje diileZitou roli spektralni charakter svétla, kterému jsou
vzorky vystaveny. U listl oSetfenych BAP bylo pozorovano znaéné zpomaleni degradace
chlorofylu pfi inkubaci na zeleném, modrém 1 bilém svétle. Vliv BAP na zpomaleni degradace
proteinti byl ov§em zaznamenén pouze pfi inkubaci na bilém a modrém svétle, tedy kdyz byla

pfitomna modra slozka spektra. I zde byly znaky senescence spojeny se zménami v oxidativnim
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metabolismu. U listh, které vykazovaly vétsi miru posSkozeni, byla naméfena zvySena hladina
MDA a aktivita enzymatickych antioxidantl (Causin a kol. 2006). V praci Béc¢aka (2016) byl
zaznamenan znaén¢ rychlejsi postup senescence u listti inkubovanych na ¢erveném svétle oproti
listhm inkubovanym na svétle modrém nebo bilém. Pfi oSetfeni vzorkh mT vykazovaly
nejvyraznéjsi zpomalujici G¢inek této latky na senescenci listy vystavené Cervenému svétlu
(Bécak 2016).

Plisobeni cytokinind je propojeno s fotoreceptory. U mutantnich rostlin huseni¢ku bez
fytochromu D nebyl detekovan zadny rozdil v aktivit¢ cytokininové signalizace mezi dnem
a noci. Také byl u téchto rostlin naméfen nizsi obsah peroxidu vodiku nez u mutantnich rostlin
s jinym chybéjicim typem fytochromu, a jeho mnozstvi nekolisalo mezi dnem a noci. Pokud
nebyl v rostlingé pfitomen néktery jiny typ fytochromu nez fytochrom D, byly pozorovany
rozdily v cytokininové aktivité mezi dnem a noci a 20-30% rozdil v obsahu peroxidu vodiku

mezi dnem a noci (Luklova a kol. 2022).

3.3 Shrnuti

Zkoumani rostlinné senescence a fytohormonli zapojenych do tohoto procesu nam
pomaha nejenom lépe porozumét rostlinnym organismim, které tvofi podstatnou a nedilnou
soucast biosféry nasi planety, ale méa 1 praktické vysledky v podobé zvySovani vynosu
hospodatskych plodin a jejich ochrany pied stresem i patogeny. Pribéh indukované senescence
u oddélenych listd ve tmé je jiz pomémé dobie zdokumentovan (Spundova a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005, VI¢kova a kol. 2006). Podobné je prozkouman i vliv vngjsi aplikace
cytokininti, pfipadné jejich derivatl, na priubéh senescence ve tmé (VIckova a kol. 2006,
Janeckova a kol. 2019, Kucerova a kol. 2020). V pfirozeném prostiedi jsou ovSem rostliny
obvykle vystaveny konkrétnim svételnym podminkam, které maji vliv na ndstup 1 pribeh
senescence. Obecné dokaze svétlo do urcité miry chranit fotosynteticky aparat listi a
zpomalovat tak priibéh senescence (Spundova a kol. 2003, Spundova a kol. 2005, Causin a kol.
2006), za nékterych podminek ale dochazi na svétle naopak k jest¢ veétSimu poskozeni,
pravdépodobné v disledku oxidativniho stresu (Prochazkova a Wilhelmova 2004). Pokud jsou
zapojeny vlivy svétla zaroven s aplikaci cytokinind, je situace jeSté komplikovanéjsi. Postup
senescence zavisi na koncentraci pouzité antisenescencni latky (Melkovicova 2012, Kucerova
2015), rostlinném druhu (Kucerova a kol. 2020), intenzit¢ svétla a svételné periode
(Melkovicova 2012) i vinové délce svétla (Causin a kol. 2006, Bécak 2016). Jelikoz disledky

pouziti kombinace vnéj$i aplikace cytokinint a raznych druhti svétla dosud nejsou dostatecné
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prozkoumany, zabyva se tato prace pravé srovnanim indukované senescence u listovych
segmentll jeCmene osetfenych sedmi riznymi antisenescenénimi latkami pod vlivem dvou
odlisnych svételnych zdroju s rozdilnymi spektry. Senescence probihajici na svétle byla dale

srovnavana se senescenci u listovych segmentli inkubovanych ve tm¢.
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

Vsechny experimenty byly provadény na primarnich listech je¢mene jarniho (Hordeum
vulgare L. cv. Bojos). Semena v kvétinacich s perlitem byla umisténa do fytokomory s teplotou
21 °C a relativni vlhkosti vzduchu 60 %. Rostliny byly péstovany v rezimu 16 hodin svétlo

o intenzité¢ 100 umol fotonti-m-s’!

a 8 hodin tma. Po 8 dnech byly pomoci chlorofylmetru
SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko) vybrany listy s podobnou koncentraci
chlorofylu (liici se vzajemné maximalné o 5 %). Tyto listy byly oddéleny od rostliny a 2 cm
od Spicky listu byly skalpelem odiezany segmenty o délce 4 cm. Jednotlivymi metodami (viz
nize) bylo vzdy zmétfeno 6 Cerstvych listh (kontrola) a 6 listovych segmenti dané varianty
(inkubované v jednom z roztokll) po 6 dnech po oddéleni. Listové segmenty byly umistény do
Petriho misek s 25 ml jednotlivych roztokti o koncentraci 10 M tak, aby vSechny segmenty
plavaly a nepiekryvaly se. Kazd4a miska byla piekryta prihlednym vikem, aby se zabranilo
prilisSnému odpatovani roztokil a ptipadnému vyschnuti vzorkt. Bylo pouzito celkem 7 latek,
konkrétn¢ meta-topolin (mT), trans-zeatin (tZ), N-fenyl-N'-(1,2,3-thidiazol-5yl)mocovina
(TDZ), NS-benzylaminopurin (BAP), 1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thidiazol-5yl)mo&ovina
(ASES), 3-methoxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid (MeO) a

3-hydroxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid (OH). Kazd¢ latce bylo vystaveno 10 listovych
segmentl. Jako kontrolni byl pouzit 0,2% roztok dimethylsulfoxidu (DMSO). Dale byly

segmenty vystaveny konkrétnim podminkédm dle jednotlivych experimentt (viz déle).

4.2 Pouzité metody
Po 6 dnech inkubace byly listové segmenty podrobeny méfeni parametri chlorofylové

fluorescence pomoci piistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR). Vzorky byly zatemnény na dobu
20 minut, vyskladdny na ¢ernou podlozku a pies oba fezy pielepeny lepici paskou tak, aby
beéhem méfeni nedochdzelo k jejich pohybu. Samotné méteni probihalo v rezimu 10 minut
ozéafeni Gervenym aktinickym svétlem o intenzit& 230 pmol fotonti-m?-s! a nasledné 10 minut
relaxace ve tm¢. Byly zjisStovany nésledujici parametry:

e minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu Fo

e maximalni fluorescence vzorku adaptované¢ho na tmu F,

e maximalni kvantovy vytéZek fotochemie fotosystému II Fy/Fi.
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Déle byla méiena fluorescence v Case t pii1 aktinickém svétle (F¢) a maximalni fluorescence
vzorku adaptovaného na &ervené aktinické svétlo o intenzité 230 pmol fotont-m?2-s™ (F'm).

Téch bylo vyuzito k ur€eni:

o . s . . Fm—F
e aktudlniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému Il &, = “l; !
m
. s . . o Fp, F
e kvantového vytézku regulovaného nefotochemického zhaseni ®ypq = F—t — F—t
m m

e kvantového vytézku konstitutivniho neregulacniho nefotochemického zhaseni

dpp = -
£D = §

Po ukonceni méfeni byly jednotlivé podlozky se vzorky vyfotografovany a segmenty
obkresleny na prihlednou folii pro pozd¢jsi stanoveni jejich plochy pottebné pro vypocet
obsahu pigmentii a malondialdehydu (viz dale). Vzorky byly poté zamrazeny v tekutém dusiku
a nasledné umistény do mraznicky s teplotou -80 °C do doby, nez byly dale analyzovany.

V ¢asti zamrazenych vzorkd byl spektrofotometricky urCovan obsah chlorofyld a
karotenoidi. Listové segmenty byly rozetfeny v tfeci misce se Spetkou uhli¢itanu hotecnatého.
Dale bylo pfidano 1500 pl 80% acetonu a vzorky byly centrifugovany 10 minut pii 4 °C a
3600 g. Supernatant byl poté ziedén 80% acetonem podle potifeby a na dvoupaprskovém
absorpcnim spektrofotometru UV/VIS 550 (Unicam, Cambridge, UK) byla zmétena jeho
absorbance ve vybranych vinovych délkach. Jako reference byl pouzit 80% aceton. Namétené
hodnoty absorbance pro vlnové délky 470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm pak byly pouzity
pro vypocty obsahu chlorofylu a, chlorofylu b, karotenoidti, poméru chlorofylu a/b a poméru
obsahu chlorofylu a karotenoidii podle vztahti od Lichtenthalera (1987).

Pro méfeni obsahu MDA v listech byla pouZita metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Segmenty byly homogenizovany v 1500 pl deionizované vody a
centrifugovany 10 minut pii 4 °C a 6000 g. Poté bylo odebrano 100 pl supernatantu a k nému
piidano 20 ul 6M NaOH. Nésledné& byl vzorek zahtivan na 60 °C po dobu 30 minut. Po pfidani
60 ul 35% HClO4 nasledovala opét centrifugace pti 4 °C a 16 000 g po dobu 10 minut. Z takto
pfipravené¢ho vzorku bylo odebrano 100 pl a pfidan 1 pl 50mM 2,4-dinitrofenylhydrazinu
(DNPH). Po ptl hodiné¢ ve tmé byly ze vzorki separovany jednotlivé slouCeniny na
chromatografu Alliance e 2695 HPLC System (Waters Corporation, Milford MA, USA)
s vyuzitim kolony Astra c¢18 (4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 3,0 um) (Chromeservis, Praha, CR)
a nastfikovym objemem 10 pl. Pomoci detektoru 2998 Photodiode Array Detector (Waters
Corporation, Milford MA, USA) byla naméfena absorbance pii 310 nm. Ze ziskané¢ho
chromatogramu byla urcena ,,plocha piku‘ odpovidajiciho MDA. Koncentrace MDA byla poté
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pocitana pomoci regresni rovnice pro MDA "plocha piku" = (1240,5 - cn) — 6265, kde cn je

koncentrace nastiiku v pmol.

4.3 Jednotlivé experimenty
4.3.1 Experiment 1

Vzorky pfipravené podle popisu v kapitole Rostlinny material byly umistény do
Algaetronu (PSI, Drasov, CR) na kontinualni bilé LED svétlo slozené ze tii barev (modra,
zelend a ervend, kazda slozka o intenzité asi 80 pumol fotont'm?-s') o celkové intenzité
240 pumol fotont-m2-s™!. Svételné spektrum je uvedeno na Obr. 1A. Jednotlivé varianty byly
béhem 3. dne inkubace vyménény mezi obéma pouzivanymi Algaetrony, aby byly eliminovany
rozdily zptisobené ptipadnymi nestejnymi podminkami v jednotlivych Algaetronech. Po 6
dnech inkubace byly piistrojem FluorCam (PSI, Drasov, CR) zmé&feny fluorescenéni parametry
u 6 segmentl z kazd¢ varianty (roztoku). Pak byly segmenty zamrazeny a pozdé¢ji vzdy
3 segmenty pouzity pro spektrofotometrické stanoveni obsahu pigmenti a 3 segmenty ke

stanoveni obsahu MDA.

4.3.2 Experiment 2

Listové segmenty v roztocich byly umistény na kontinudlni bilé svétlo zafivek
o intenzité¢ kolem 250 pmol fotonti'm?-s' (svételné spektrum na Obr. IB). Méfeni
fluorescen¢nich parametrti probihalo opét po 6 dnech inkubace a vzorky byly bezprostfedné po
méteni zamrazeny. Pozdéji byl spektrofotometricky stanoven obsah pigmentt a metodou HPLC
obsah MDA (pouzity vzdy 3 segmenty na variantu).

Oproti Experimentu 1 byla navic pouzita metoda ,,ion-leakage* ke stanoveni miry
poskozeni bunécnych membran. Méfeni probihalo po 7 dnech inkubace. Listové segmenty byly
zkraceny o0 0,5 cm od obou fezil a umistény do 3 ml deionizované vody. V té byla méfena mérna
vodivost po 30 minutach od vloZeni segmentl a po 3 hodinach a 5 hodinach, kdy byly vzorky

umistény na bilém svétle o intenzité 1000 pmol fotonti-m2-s.

4.3.3 Experiment 3

Zavérecny experiment byl proveden pro srovnani zmén métenych parametri po 6 dnech
inkubace segmentii ve tm¢ a na svétle. Byl pifipraven dvojnasobny pocet vzorkti a polovina
z kazdé varianty byla umisténa na kontinudlni bilé svétlo zativek (Obr. 1B), obdobné jako

v Experimentu 2. Druhd ¢ast inkubovanych segmentt byla zakryta ¢ernou fo6lii a umisténa do
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komory vedle prvni ¢asti vzorkii, tedy inkubace probihala ve tmé, ale jinak za stejnych
podminek jako u vzorkil na svétle. Po 6 dnech probéhlo méfeni obdobné jako v predchozich
ptipadech. Fluorescencni parametry byly zméteny pomoci piistroje FluorCam (PSI, Drasov,
CR) a nasledné ze zmrazenych vzorki bylo uréeno mnozstvi chlorofylu a karotenoidii a obsah

MDA.

4.4 Statistické a grafické zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Excel. U fluorescencnich parametra byly
pouzity medidny, chybové usecky vyjadiuji horni a dolni kvartil. U koncentrace
fotosyntetickych pigmentli, obsahu MDA a mérné vodivosti byl pouZit aritmeticky primér a
smérodatné odchylky, mérma vodivost je vyjadrena také v % hodnot naméfenych na zacatku
experimentu pro eliminaci vlivu nestejné velikosti ¢i hmotnosti listovych segmentti. Pro zjisténi
statistické vyznamnosti rozdild mezi parametry naméfenymi v listech inkubovanych
v jednotlivych roztocich vici listim v kontrolnim roztoku (DMSO) byl pouzit neparovy t-test.
Statisticky vyznamné rozdily jsou znaceny 1-3 hvézdickami, kdy vice hvézdi¢ek znamena vyssi

statistickou vyznamnost. K urceni plochy listovych segmentii byl vyuzit program Imagel.
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Obr. 1: Spektra svétel, kterym byly béhem inkubace v roztocich vystaveny listové segmenty. Bilé LED svétlo
dvou Algaetronti (PSI, Drasov, CR) (A) bylo pouzito v Experimentu 1, bilé¢ zafivkové svétlo (B) bylo pouzito

v Experimentech 2 a 3.
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5. Vysledky

V ramci této prace bylo studovano ptlisobeni riiznych typt cytokinini a jejich derivata
na fotosynteticky aparat v oddélenych listech je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bojos)
inkubovanych na svétle a ve tmé. K tomuto ucelu bylo pouzito postupii popsanych v kapitole 4
Material a metody. Pro urceni poklesu obsahu fotosyntetickych pigmentti bylo pouzito
spektrofotometrické méfeni obsahu chlorofyli a karotenoidt. Mira poSkozeni funkce PSII byla
uréovana pomoci méteni parametrti chlorofylové fluorescence, kdy byly konkrétné sledovany
parametry Fo, Fm, Fv/ Frn a pribéhy @, ®¢p a Oypg. Déle byl meéfen metodou HPLC obsah
MDA, ktery odrazi miru peroxidace lipidi v disledku oxidativniho poSkozeni. V Experimentu

2 bylo navic zjistovano poSkozeni biologickych membran metodou ,,ion-leakage*.

5.1 Experiment 1

U segmentl inkubovanych 6 dni v DMSO doslo v disledku degradace chlorofylu
k viditelné zméné (zezloutnuti listli) oproti kontrole (Obr. 2). Na prvni pohled je ziejmé, ze
vSechny pouzité latky mély urCity ochranny efekt proti t€émto zménam. Nejlépe zachovéany se
jevi segmenty inkubované v OH, dale také v MeO, BAP, TDZ a ASES. O néco mensi byl efekt
u tZ amT, ale stale byla barva listli zachovana vyrazné¢ Iépe nez u DMSO. Tyto viditelné zmény
byly potvrzeny spektrofotometrickym méfenim obsahu fotosyntetickych pigment (Obr. 3).
Opét je ziejmé nejveétsi poskozeni u segmentd inkubovanych v DMSO, kde vidime vyrazny
pokles v mnoZzstvi chlorofylu a, chlorofylu b i karotenoidi. Zietelny pokles v obsahu pigmentt
nastal také u listli inkubovanych v mT, tZ, a oproti pfedpokladiim dle viditelné barvy listt také
v MeO. Zmény obsahu byly ve vSech latkach pro chlorofyl a a b podobné. Nejlépe byl obsah
fotosyntetickych pigmenti zachovan dle ocekdvani u listi inkubovanych v OH, a ochranny
efekt se potvrdil také u TDZ, BAP a ASES. U vSech variant se projevil mirny nartst v poméru
chlorofylu a/b, coz je zndmkou rychlejsi degradace svétlosbérnych komplexti vici reakénim
centrim fotosystému II. Zaroven nebyl zjiStén signifikantni rozdil u segmentli oSetfenych
cytokininy oproti DMSO. V poméru chlorofylu ku karotenoidim dosahuji vSechny pouzité
latky vy$$i hodnoty oproti DMSO, coZ naznafuje pomalejsi degradaci chlorofyld vuci

karotenoidiim.
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Obdobné vysledky jsou patrné ze zobrazeni Fv/F (Obr. 4). U segmentt inkubovanych
v DMSO je funkce PSII posSkozena natolik, Ze na imagingu neni vétSina plochy listovych
segmentl vibec viditelnd. Ochranny efekt byl nejvyraznéjsi u OH, a dale u BAP, ASES a TDZ.
Mirné zhorSeni funkce oproti kontrole nastalo v listech inkubovanych v MeO, vétsi poskozeni

lze vidét v ptipadé pfirozené se vyskytujicich cytokininii tZ a mT.

kontrola

Obr. 2: Fotografie listovych segmentll je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na bilém LED svétle v roztoku
0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, bezprostfedné po méfeni parametrti
chlorofylové fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den oddé¢leni.
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Obr. 3: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmentt u listovych segmentii jemene jarniho po 6 dnech inkubace na
bilém LED svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola
predstavuje stav v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu b, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu @ ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidt. Uvedeny jsou aritmetické praiméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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Obr. 4: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F,/Fm) u listovych segmenti
je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na bilém LED svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ,
TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty métené bezprostfedné po oddéleni.

Energie absorbovand chlorofylem je casteCné zpétné vyzéarena do okoli v podobé
fluorescence. M¢éfenim tohoto fluorescenéniho zareni mizeme ziskat informace o pfenosu
energie v rostlin¢ a fungovani PSII. Uréenim minimalni a maximalni fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu (parametry Fo a Fn) zjisStujeme miru degradace nebo poskozeni funkce
svétlosbérnych komplexti. Parametr F./Fn, ktery urime jako pomér okamzité hodnoty
fluorescence zmenSené o Fo a maximalni hodnoty fluorescence, ukazuje fungovani fotochemie
PSII. Dle ziskanych vysledkd (Obr. 5) nastalo nejvétsi posSkozeni funkce PSII u segmentd
inkubovanych v DMSO, kde doslo ke snizeni Fy/Fi asi o 15 % oproti kontrole, dale také ke
sniZeni Fo pfiblizné o 80 % a Fm pfiblizné o 85 % oproti kontrole. U TDZ, BAP, ASES a OH
doslo ke snizeni Fv/Fm oproti kontrole ptiblizné jen o 5 %. Z vysledki je patrné, Ze vSechny
latky mély ochranny efekt proti zménam souvisejicim se senescenci. Ve sledovanych latkach
nastalo snizeni Fy pfiblizné€ o 40 % a Fn ptiblizn€ o 55 % oproti kontrole. V ptipadé parametru
Fy/Fm (Obr. 5C) se jevi u tZ vétsi poskozeni nez u DMSO (i1 kdyZ rozdil oproti DMSO nebyl
statisticky vyznamny), ale je tieba si uvédomit, Ze piistroj FluorCam (PSI, Drasov, CR)
vyhodnocuje hodnoty métenych parametri pouze z funkénich ¢asti listovych segmenti,
v prezentovanych hodnotéch se tedy nezohlediiuje rozsah ¢asti listovych segmentt s ,,nulovou*
funkci (resp. nedetekovatelnou chlorofylovou fluorescenci). Z ptedchozich vysledkt (Obr. 4)
je vidét, ze listy inkubované v DMSO byly z velké casti poskozeny natolik, Ze pfistroj jiz
nezaznamenal zadny signal, a vysledna hodnota je tak urena pouze ze zbytku fungujicich ¢asti
listd.

Prib¢h @, ukazuje, kolik energie zachycené fotosystémem II je vyuzito na fungovani
fotochemie. V Case po spusténi aktinického svétla dochazi postupné k adaptaci na danou
intenzitu svétla (rostlina se pfi nahlém osvétleni o vyssi intenzité nejprve velkého mnozstvi

energie zbavuje zhaSenim, aby ptedesla piipadnému preexcitovani fotosyntetického aparatu) a

24



naslednému ustaleni na maximalni svételn€ hodnot€. Ve tme obvykle dosahuje @, u zdravych
listi hodnoty kolem 0,8. V ptipadé poskozeni fotosyntetického aparatu nastdva pomalejsi
adaptace po spusténi aktinick€ho svétla a celkové @, dosahuje nizsi hodnoty ve tmé i na svétle,
jak je vidét u variant inkubovanych v DMSO, tZ, mT a MeO (Obr. 6A). U variant inkubovanych
v OH, TDZ, BAP a ASES vidime rychlejsi nartist ve svételné ¢asti nez u kontroly (inkubace
segmentil v latkach probihala na svétle o vyssi intenzité nez péstovani rostlin, tedy sledované
segmenty byly aklimované na vyssi davky svétla nez kontrolni segmenty) a v temnostni fazi
dosahuji prakticky stejné maximalni hodnoty jako kontrola.

Graf ®ypq ukazuje pribeh regulovaného nefotochemického zhaSeni, tedy kolik
absorbované energie bylo pfeménéno na teplo. Pii mirnéjSim zhorSeni funkce PSII tento
parametr nejprve naristd, jelikoz klesa vyuziti absorbované energie ne fotochemii a nevyuzita
energie by mohla bunku vice poskodit, je tedy potieba ji zhaset. Pfi vétSim poskozeni
fotosyntetického aparatu jiz ptestavd fungovat i nefotochemické zhdSeni. Po spusténi
aktinického svétla zaznamenédme u zdravého listu prudky ndrast tohoto parametru a néasleduje
postupné snizeni, jak se rostlina adaptuje na danou intenzitu svétla. V temnostni fazi méteni po
vypnuti aktinick¢ho svétla neni takova potieba se zbavovat piebytecné energie a ®ypq se ustali
kolem hodnoty 0,05. Priibéh ®ypq u sledovanych listovych segmenti je znazornén na obrazku
6B. U listii inkubovanych v DMSO, tZ, mT a MeO neni patrny pokles nefotochemického
zhéaSeni béhem adaptace na svétlo v prvnich dvou minutdch méfeni (Obr. 6B). Lepsi stav funkce
®npq ukazuji vysledky u segmentti inkubovanych v OH, TDZ, BAP a ASES, u kterych je tento
pokles pfitomen, i kdyZ samotny nartst ®ypq bezprostfedné po spusténi aktinického svétla je
vyrazné€ niz§i oproti kontrole. To je z ¢asti zptisobeno intenzitou pouzitého aktinického svétla,
jelikoz kontrolni segmenty byly pé&stovdny na svétle o intenzit¢ 100 pmol fotonti-m?-s™,
zatimco inkubace v roztocich probihala na vice nez dvojnasobné intenzité svétla. Inkubované
segmenty tak byly 1épe adaptovany na vétsi davky zafeni. V temnostni ¢asti méteni byl pokles
®npq obdobny u vSech variant.

Pribéh @y, ukazuje, kolik energie je ztraceno fluorescenci a konstitutivni tepelnou
disipaci. U zdravého listu pozorujeme po spusténi aktinického svétla prudky pokles
z maximalni hodnoty kolem 0,8 na hodnotu asi 0,3, kde se ®¢p ustali. V temnostni fazi je u
neposkozeného listu tento parametr ustalen kolem hodnoty 0,2. Pti poSkozeni fotosyntetického
aparatu je vyuzivano méné energie na fungovani fotochemie a vice se ji tedy ztrati fluorescenci
a konstitutivni tepelnou disipaci, coZ se projevi zpomalenim poklesu ®¢p po spusténi

aktinického svétla a obecné naristem ®¢p. U pribéhu ®¢p sledovanych segmentt (Obr. 6C)
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vidime zpomaleni poklesu ve svételné ¢asti méteni u DMSO, tZ, mT a MeO, které maji zaroven
vy$$i hodnoty v temnostni fazi méteni. OH, TDZ, BAP a ASES vykazuji jen mirné zvySeni
oproti kontrole.

MDA se v rostlinnych buiikach vyskytuje pfirozené jako vedlejsi produkt nékterych
chemickych procesti. Ve vétsi mife vznika pii oxidativnim stresu jako produkt peroxidace
lipidovych membran. Pfi velmi vyrazném poskozeni bun€k jiz nemusi probihat ani tyto reakce
a obsah MDA muze byt relativné nizky. Obsah MDA v listech inkubovanych v DMSO se mirné
zvysil oproti kontrole (asi 0 35 %), coz naznacuje zvySenou peroxidaci lipidd, pravdépodobné
v dasledku poskozeni oxidativnim stresem (Obr. 7). Ve vSech sledovanych latkach vSak narostlo
mnozstvi MDA asi na dvojnasobek oproti kontrole. PoSkozeni reaktivnimi formami kysliku se
tedy jevi vétsi v jednotlivych roztocich oproti DMSO. Je vSak vysoce pravdépodobné, ze
funkcnost listhh inkubovanych v DMSO byla poSkozena natolik, Ze jiZ nedochazelo ani ke

zvysené produkci MDA.

26



3000

2500

2000

1500

>
Fo[a.].]

1000

500

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

we)
Fmla.j]

0,85

i}

0,80

7’

0,75

7’

O
Fo/Frn

0,70

0,65

il

0,60

7’

Obr. 5: Zmény fluorescencnich parametri u listovych segmentt jeémene jarniho po 6 dnech inkubace na bilém
LED svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
meéfena ihned po oddéleni segmentil. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fy), (B) maximalni
fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fy), (C) maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II
(Fv/Fm). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6 u vSech variant kromé DMSO, u DMSO n = 5).
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Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001).
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Obr. 6: Pribéh aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (®,) (A), kvantového vytézku
regulovaného nefotochemického zhaseni (®npg) (B) a kvantového vytézku konstitutivniho neregulaéniho
nefotochemického zhaseni (Prp) (C) po spusténi aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé
(11.-20. minuta) u listovych segmentii jecmene jarniho po 6 dnech inkubace na bilém LED svétle v roztoku
0,2% DMSO av 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla mé&fena ihned po oddéleni.
Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6 u vSech variant krom¢ DMSO, u DMSO n = 5).
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Obr. 7: Koncentrace MDA u listovych segmenti je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na bilém LED svétle
v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola piedstavuje stav v den
oddéleni. Uvedeny jsou aritmetické priméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001).

T tZ TDZ BAP
Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze u segmentl inkubovanych na LED svétle nenastalo
v z4dné ze sledovanych latek urychleni senescence oproti DMSO. Roztoky cytokininti a jejich

derivati mély v rizné mife ochranny efekt na udrzeni obsahu fotosyntetickych pigmentt i

funkce PSII.

5.2 Experiment 2

Segmenty inkubované 6 dni v DMSO na zatfivkovém svétle vykazovaly zménu barvy
oproti kontrole (Obr. 8). V disledku degradace chlorofylu doSlo k zesvétleni a misty zeZloutnuti
listd, zmény ale nejsou tak vyrazné jako v Experimentu 1. Dle viditelnych zmén se nejvétsi
poskozeni oproti kontrole jevi u segmentti inkubovanych v mT a BAP, o néco méné¢ také v OH.
Na rozdil od Experimentu 1, kde byla na prvni pohled nejvyraznéj§i zména barvy oproti
kontrole u segmentli inkubovanych v DMSO, se zde jevi zmény barvy oproti kontrole ve vSech
sledovanych latkdch podobné nebo dokonce vétsi nez u DMSO.

Meéieni obsahu fotosyntetickych pigmenti ukazuje vétsi miru zachovani chlorofyli i
karotenoidi. v DMSO oproti Experimentu 1. Obsah chlorofylu u listovych segmentt
inkubovanych v DMSO klesl pfiblizné o 50 % oproti kontrole (Obr. 9D), zatimco
v Experimentu 1 nastal pokles u varianty DMSO o asi 90 % oproti kontrole (Obr. 3D). Vétsi
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degradaci fotosyntetickych pigmenti nez u DMSO vykazuji segmenty inkubované v mT, TDZ,
BAP, MeO a OH. Ngjlépe je mnozstvi chlorofylu zachovéano u varianty inkubované v tZ, ktera
vykazuje také nartist obsahu karotenoidd. U segmentii inkubovanych v mT je patrny nartst
pomeéru chlorofylu a ku chlorofylu b asi na dvojnasobek oproti kontrole. U ostatnich variant
tento pomér v mensi mife narostl také, statisticky vyznamny byl nérlst asi o 65 % oproti
kontrole u variant inkubovanych v BAP a OH. Takovy vysledek naznacuje, Ze v téchto
ptipadech rychleji ubyvaly svétlosbérné komplexy, nez degradovala reakéni centra PSII. U
DMSO se nartst také mirn¢ projevil, ale vSechny sledované latky tento efekt zvysily.
Zobrazeni parametru F./Fm, opét ukazuje relativné dobré zachovani funk¢nosti segmentti
inkubovanych v DMSO oproti Experimentu 1 (Obr. 10). Funkce PSII byla dobie zachovéana u

vSech variant, nejvyraznéjsi poskozeni oproti kontrole se jevi u segmenti inkubovanych v mT,

BAP a OH.

Obr. 8: Fotografie listovych segmentil je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na zafivkovém svétle v roztoku
0,2% DMSO a v 10“*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, bezprostfedné po méfeni parametrti
chlorofylové fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den oddéleni.
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Obr. 9: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmentt u listovych segmentti jemene jarniho po 6 dnech inkubace na
zativkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola
predstavuje stav v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu b, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidt. Uvedeny jsou aritmetické primeéry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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Obr. 10: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F,/F) u listovych segmentt
je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na zéafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10“*M roztocich mT, tZ,
TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty métené bezprostiedné po oddéleni.
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Me¢éieni parametra chlorofylové fluorescence Fo, Fin a Fv/Fm ukdzalo nejvetsi zhorSeni
stavu u varianty inkubované v mT (Obr. 11). VéEtsi poskozeni oproti DMSO vykazuji i segmenty
inkubované v BAP a OH. Pribéh @, vykazuje velmi podobnou situaci pro vSechny varianty
(Obr. 12A), ovsem odlisnou od kontroly, coz mohlo byt zptisobeno rozdilnou intenzitou svétla,
na kterém byly péstovany rostliny, oproti intenzité¢ svétla, na kterém probihala inkubace
listovych segmentil v roztocich. V grafu ®ypq je také patrna odlisna situace od kontroly, ale
jinak podobna pro vSechny varianty (Obr. 12B). Ve vSech ptipadech je po mirném prvotnim
nartistu patrny pokles parametru v prvnich dvou minutdch. Nejmensi maximalni hodnoty
dosahl narGst u varianty inkubované v DMSO. Priibéh @y, vykazuje mensi pokles v Case pro
vSechny varianty oproti kontrole (Obr. 12C). V temnostni fazi méfeni dosahuje nejvyssich
hodnot varianta inkubovana v mT.

Nartst obsahu MDA asi o 35 % oproti kontrole ukazuje na oxidativni poSkozeni u
segmentll inkubovanych v DMSO (Obr. 13). Jesté vétsi navySeni obsahu MDA, asi o 65 %
oproti kontrole, bylo zaznamenano u variant inkubovanych v mT, BAP, ASES, MeO a OH,
nicméné rozdil oproti DMSO nebyl signifikantni. Naopak prakticky zadnou zvysenou produkci
MDA nevykazuji varianty inkubované v tZ a TDZ, takze obsah MDA byl v téchto piipadech
signifikantné niZ8i neZ u variant inkubovanych v DMSO.

Pro méfeni ,,ion-leakage™ byly listové segmenty umistény po jednom do malého
mnozstvi deionizované vody a vystaveny svétlu o vysoké intenzité. Bezprosttedné po vloZeni
segmentl a nasledné po 3 a 5 hodinach vystaveni svétlu byla méfena mérna elektricka vodivost
vody, ve které byly jednotlivé listy maceny. Mérnd vodivost nartistala v disledku poskozeni
bun¢k a naslednému ,,vyliti“ iontd do méfené vody. Nejvyraznéjsi poSkozeni biologickych
membran bylo zaznamenano u variant inkubovanych v BAP a OH, ostatni varianty dosahuji
podobnych hodnot jako DMSO (Obr. 14). O néco nizsi poSkozeni oproti DMSO se jevi u

segmentll inkubovanych v mT a ASES.
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Obr. 11: Zmény fluorescencnich parametri u listovych segmentii je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na
zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10“M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola
byla méfena ihned po oddéleni segmentll. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo), (B)
maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fn), (C) maximalni kvantovy vytézek fotochemie
fotosystému II (F./Fn). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P<0,001).
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Obr. 12: Pribéh aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (D) (A), kvantového vytézku
regulovaného nefotochemického zhaseni (®npg) (B) a kvantového vytézku konstitutivniho neregulaéniho
nefotochemického zhaseni (Prp) (C) po spusténi aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé
(11.-20. minuta) u listovych segmentt jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace na zafivkovém svétle v roztoku
0,2% DMSO av 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla mé&fena ihned po oddéleni.
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Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6).
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Obr. 13: Koncentrace MDA u listovych segmentll jecmene jarniho po 6 dnech inkubace na zafivkovém svétle
v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola piedstavuje stav v den
oddéleni. Uvedeny jsou aritmetické priméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001).
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Obr. 14: Mérna vodivost deionizované vody po maceni listovych segmentl métend ihned po vlozeni segmentd,
po 3 hodinach vystaveni svétlu o vysoké intenzité a po 5 hodinach vystaveni svétlu o vysoké intenzité. Segmenty
je¢mene jarniho byly 7 dni inkubovéany na zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ,
TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Uvedeny jsou aritmetické priméry a smérodatné odchylky (A) a procenta nardstu
oproti vychozimu stavu (B) (n = 3). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05,
** P <0,01, *** P<0,001).

Uvedené vysledky ukazuji mirny urychlujici efekt na senescenci pii inkubaci
v nékterych latkach na zafivkovém svétle. Tento efekt se projevil u segmentli inkubovanych
vmT, BAP a OH sniZenym obsahem fotosyntetickych pigmentd i zhorSenou funkci
fotosyntetického aparatu. Urychleni degradace fotosyntetickych pigmentd nastalo i u TDZ a
MeO.
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Srovnejme nyni vysledky Experimentu 2 (ziskané po inkubaci segmentti na zatfivkovém
svétle) s vysledky Experimentu 1 (po inkubaci segmentti na LED svétle). V Experimentu 1 bylo
patrné nejvyrazngéjsi poskozeni u segmentd inkubovanych v DMSO a u zadné z pouzitych latek
jsme tak nezaznamenali urychlujici efekt na senescenci. V Experimentu 2 jsme urychlujici efekt
na senescenci oproti DMSO zaznamenali u nékolika pouzitych latek, navic samotné segmenty
inkubované v DMSO byly mnohem lépe zachovany nez v Experimentu 1. MiZzeme usuzovat,
ze pouzita spektralni slozeni svétla méla vliv na procesy probihajici v odd€lenych listech a na

efekt jednotlivych cytokinint a jejich derivatt.

5.3 Experiment 3

Po zjisténi, Ze procesy v odd€lenych listech probihaji rizné za pouziti rozdilnych
svételnych spekter, se nabizela také otdzka srovnani zmén u listll vystavenych béhem inkubace
svétlu a tm&. K tomuto ucelu bylo pouzito zarivkové svétlo (stejné jako v Experimentu 2) a
tmy bylo dosazeno zabalenim vzorki do ¢erné folie.

Bé&hem inkubace ve tmé doSlo u segmentt vystavenych DMSO k vyrazné zmén¢ barvy
oproti kontrole (Obr. 15). Rozdil barvy oproti kontrole je patrny také u MeO a mirnéji u OH.
Ostatni listy se vizualn¢ jevi relativné dobfe zachovany. Odli$na je situace u listi vystavenych
béhem inkubace svétlu (Obr. 16). Segmenty inkubované v DMSO vypadaji nejlépe zachovany.
K vyrazné zméné barvy oproti kontrole doslo u varianty inkubované v BAP, mirné zeZloutnuti
je patrné i u vSech ostatnich variant. Roztok mT béhem inkubace na svétle vyschnul, proto
nemuZeme tuto variantu srovnavat.

Meéfieni obsahu fotosyntetickych pigmentt ukazuje v ptipad¢ vystaveni tmé nejvetsi
ubytek chlorofylu u segmentti inkubovanych v DMSO, a to asi o 80 % oproti kontrole (Obr. 17).
Zaroven u této varianty klesl asi o 20 % oproti kontrole pomér chlorofylu a ku chlorofylu b,
tedy ziejmé ubyvala rychleji reakéni centra oproti svétlosbérnym komplextim (opacny efekt
neZ byl pozorovan na svétle). VSechny varianty oSetiené cytokininy vykazuji lepsi zachovani
fotosyntetickych pigmentti nez segmenty inkubované v DMSO. Vyrazna degradace pigment,
ptiblizn¢é o 70 %, se projevila u listdl inkubovanych v MeO, v mensi mife pak v OH. Velmi
dobte byl obsah fotosyntetickych pigmentii zachovan u segmenti inkubovanych v mT a tZ.
U vzorkl vystavenych svétlu byl pokles obsahu pigmentii u varianty inkubované¢ v DMSO
vyrazné mensi nez ve tm¢e (Obr. 18), obsah chlorofylu klesl jen asi o 30 % oproti kontrole
(Obr. 18D). Nejméné¢ chlorofylu bylo zachovano u segmentt inkubovanych v BAP, kde nastal

pokles o pfiblizné 80 % oproti kontrole, a zadroven zde signifikantn€ vzrostl pomér chlorofylu
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a ku b. Podobna situace, ale v mensi mife, se jevi u listl vystavenych MeO. VSechny varianty
osetfené cytokininy vykazuji vy$si miru degradace chlorofylu nez segmenty vystavené DMSO,
1 kdyz signifikantni rozdil oproti DMSO byl zjistén pouze v piipadé segmentt osetienych BAP.

Zobrazeni F,/Fy indikuje v ptipadé vzorkl inkubovanych ve tmé jen velmi slabou
aktivitu PSII u varianty vystavené DMSO (Obr. 19). U vSech vzorkl vystavenych roztokiim
cytokinint je fotochemie zachovana 1épe neZ u segmenti inkubovanych v DMSO. Spatny stav
PSII je vidét u varianty inkubované v MeO, zhorSeni oproti kontrole se projevuje i u segment
vystavenych OH, mirn€ v mT. Ostatni varianty vykazuji velmi dobré zachovani funkce PSII.
Me¢fteni variant vystavenych svétlu ukazuje dobtfe zachovany stav u segmentli inkubovanych
v DMSO (Obr. 20). Vyrazné poskozeni je vidét u listti inkubovanych v BAP. Ostatni svételné
varianty vypadaji z hlediska funkce PSII relativné dobfe zachovany, nejlépe se jevi stav listh

inkubovanych v ASES.

kontrola

Obr. 15: Fotografie listovych segmentl jeémene jarniho po 6 dnech inkubace ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a
v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, bezprostiedné po méfeni parametri chlorofylové
fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v den oddéleni.

kontrola

Obr. 16: Fotografie listovych segmentti jeémene jarniho po 6 dnech inkubace na zativkovém svétle v roztoku
0,2% DMSO a v 10“M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, bezprostiedné po méfeni parametrii

chlorofylové fluorescence pomoci pfistroje FluorCam. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den oddéleni.

38



tma

18 e
16
u b - _
o L z
E 0 s 2
A g D =
o 8 ‘E
E 6 . 5
S =
2 S
2 F
0
kontrola DMSO mT  tZ  TDZ BAP ASES MeO OH kontrols DMSQ  mT 12 TDZ BAP  ASES MeC OH
7
-
6 .
~
5
S P - <
B 2 a i E =
= . =
2 3
=
5
2
1
0
kontrola DMSO  mT 2 1Dz  BAP  ASES MeO  OH kontrola DMSO  mT  tZ  TDZ  BAP  ASES MeO OH
45 8
4,0 7
35 6
H:E 3,0 . s
5 25 g,
<
C 2 2 F =
g 15 3
1,0 2
05 1
0,0 0

kontrola DMSO ~ mT tZ TDZ BAP  ASES MeO OH kontrola DMSO  mT tz TDZ BAP ASES  MeO OH

Obr. 17: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmentt u listovych segmenti je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace ve
tmé v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola piedstavuje stav
v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu b, (C) obsah karotenoidd, (D) celkovy obsah
chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu a karotenoidti. Uvedeny
jsou aritmetické priméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti
DMSO (* P<0,05, ** P< 0,01, *** P<0,001).
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Obr. 18: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmenti u listovych segmentt je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na
zativkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola
predstavuje stav v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu b, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidt. Uvedeny jsou aritmetické priméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P<0,001).
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Obr. 19: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F./Fn) u listovych segmentt
je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES,
MeO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty méfené bezprostfedné po oddéleni.
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Obr. 20: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F,/F) u listovych segmentt
je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace na zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10-*M roztocich tZ, TDZ,
BAP, ASES, MeO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty métené bezprostiedné po oddéleni.
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U méfeni parametrii chlorofylové fluorescence je v piipadé listii vystavenych tme patrny
zhorSeny stav funkce PSII u segmentii inkubovanych v DMSO (Obr. 21). Doslo k naristu Fo
(na svétle vzdy zaznamenan pokles Fo) a zaroven poklesu Fm, coz vedlo také ke snizeni Fy/Fp.
Zhorseni stavu oproti kontrole se projevilo i u segmenti inkubovanych v MeO. Ostatni
sledované roztoky vykazuji dobré zachovani stavu PSII. Méfeni svételné varianty ukazalo
vyrazng lepsi zachovani segmentii inkubovanych v DMSO oproti situaci v listech vystavenych
tme (Obr. 22). U zadné varianty oSetfené cytokininy a vystavené svétlu nedoslo k vyraznému
poklesu F./Fn, tedy ve vSech pfipadech byla dobfe zachovana funkce PSII.

Graf prib¢hu @, pro variantu vystavenou tmé (Obr. 23A) ukazuje velmi Spatny stav
fungovani fotochemie u segmentti inkubovanych v DMSO, a to jak ve svételné fazi méteni, tak
1 béhem relaxace ve tm¢. Vyrazné zhorSeni stavu je vidét u segmentli inkubovanych v MeO,
onéco mén¢ také v OH. Segmenty inkubované v ostatnich sledovanych latkach vykazuji
relativné dobré zachovani fungovani fotochemie. U vzorkl vystavenych béhem inkubace svétlu
nejsou rozdily v pribéhu @, u jednotlivych latek piili§ patrné (Obr. 23B). U v8ech variant je
pfitomné urychleni ndrGstu parametru v prvnich minutich svételné¢ faze oproti kontrole,
zpusobené patrné€ rozdilnosti intenzity svétla béhem péstovani rostlin a béhem inkubace. Pritbéh
®npq u vzorkl vystavenych tmé (Obr. 24A) ma znatelné zpomaleny nartst do saturacniho
stadia u vSech variant. Nejvétsi zpomaleni nastalo u segmentt inkubovanych v DMSO, kde se
navic parametr béhem temnostni fize méfeni nevraci k niz§im hodnotam. Pribéh ®ypq méieny
u vzorkd vystavenych svétlu (Obr. 24B) naznacuje opét podobny stav u vSech sledovanych
variant (rozdilny od kontroly). Nejvy$§iho narGistu v prvni minuté dosahuje varianta
inkubovana v ASES, nejmensi nérlst je patrny pro segmenty inkubované v MeO. Pro vzorky
vystavené tmé je u prib¢hu ®¢p (Obr. 25A) viditelny vyrazné zpomaleny pokles ve svételné
fazi mefeni u segmentti inkubovanych v DMSO, béhem relaxace ve tmé nedochazi k navratu
na niz§i hodnotu. ZhorSeni stavu je patrné také u segmentli inkubovanych v MeO. Ostatni
varianty maji prubéhy vzajemné podobné, mirné€ horsi stav vykazuje OH. Nejlépe zachovany
se jevi listy inkubované v TDZ, ASES a mT. Vzorky vystavené béhem inkubace svétlu vykazuji
jen malé rozdily v pribéhu ®¢p (Obr. 25B). Mirné zhorSeni stavu je patrné u segmenti
inkubovanych v MeO, které vykazuji zpomaleny pokles béhem prvnich minut svételné casti

méfeni.
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Obr. 21: Zmény fluorescencnich parametrii u listovych segmentd je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace ve tmé
v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla méfena ihned
po oddéleni segmentt. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fy), (B) maximalni fluorescence
vzorku adaptovaného na tmu (Fp), (C) maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F/Fy,). Uvedeny
jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti DMSO
(*P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001).
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Obr. 22: Zmény fluorescencnich parametrii u listovych segmenti jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace na
zéfivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
métena ihned po oddéleni segmentd. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fy), (B) maximalni
fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fpn), (C) maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II
(Fv/Fm). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6 u vech variant kromé€ BAP, u BAP n = 5). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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Obr. 23: Prub¢ch aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (®p) po spusténi aktinického svétla
(prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé (11.-20. minuta) u listovych segmentt je¢mene jarniho po 6 dnech
inkubace (A) ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, (B) na
zéafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
meéfena ihned po oddéleni. Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6, v grafu (B) u BAP n =5).

45



0,50
0,45
0,40
0,35
0,30

Dnpa

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

’

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25

Onea

0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Obr. 24: Prubch kvantového vytézku regulovaného nefotochemického zhaseni (®npq) po spusténi aktinického
svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé (11.-20. minuta) u listovych segmentl je¢mene jarniho po 6
dnech inkubace (A) ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a v 10“*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, (B)
na zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10-*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
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meéfena ihned po oddéleni. Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6, v grafu (B) u BAP n =5).

46



0,9

tma
0,8
0,7 —8—kontrola
0,6 —e—DMSO
o ~0—mT
A g % tZ
0,4 ——TDZ
0,3 —8—BAP
0,2 —8—ASES
—8—MeO
01 —a—0OH
0 L . L . L . L ,
4 6 10 12 14 16 18 20
t Iminl
0,9
svétlo
—e—kontrola
—e—DMSO
B & z
—e—TDZ
—o—BAP
—8—ASES
—o—MeO
—e—0H
0 L . L . L . L .
4 6 10 12 14 16 18 20
t [min]

Obr. 25: Pribéh kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho nefotochemického zhaseni (®rp) po spusténi
aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé (11.-20. minuta) u listovych segmenti je¢mene
jarniho po 6 dnech inkubace (A) ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES,
MeO a OH, (B) na zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO
a OH. Kontrola byla métena ihned po oddéleni. Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6, v grafu (B)
uBAPn=5).
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U listd vystavenych béhem senescence tmé byl u segmentti inkubovanych v DMSO
mirné snizeny obsah MDA oproti kontrole (Obr. 26A), pravdépodobné v disledku velkého
poskozeni (v segmentech jiz neprobihaly procesy vedouci k tvorbé MDA). VSechny sledované
varianty vykazuji vétsi obsah MDA oproti segmentim inkubovanym v DMSO, ale oproti
kontrole se objevilo jen velmi mirné navyseni u listd inkubovanych v ASES. Senescence ve
tm¢ tedy pravdépodobné nevedla ke zvySené produkci ROS a nésledné peroxidaci lipida.
Mgfenti listi vystavenych béhem inkubace svétlu ukazuje nartist obsahu MDA oproti kontrole
ve vSech ptipadech (Obr. 26B). Nejmensi narlst je u segmentii inkubovanych v DMSO (jen asi
15 %). Vyrazné se zvysil obsah MDA v listech inkubovanych v BAP, a to asi o 70 %, dale
priblizn¢ o 50 % v TDZ a ASES. Nejmensi zvyseni oproti DMSO je pfitomné u segmenti
inkubovanych v OH. U listd vystavenych béhem senescence svétlu tedy probihal oxidativni
stres v mnohem vét§i mife nez u segmentti ve tme.

Ze ziskanych vysledkil vyplyva, ze ve tmé doSlo béhem 6 dni k velmi vyraznému
poskozeni segmentd inkubovanych v DMSO, zatimco segmenty inkubované v DMSO na svétle
byly relativn¢ dobie zachovany. To ukazuje na urCity ochranny efekt svétla proti senescenci,
ktery je znam z literatury (Spundova a kol. 2003, Spundova a kol. 2005, Causin a kol. 2006).
Vsechny varianty oSetfené cytokininy a inkubované ve tm¢ vykazovaly mnohem lepsi stav
zachovani obsahu fotosyntetickych pigmenti 1 funkce PSII zjisténo u MeO, horsi stav byl
patrny také u OH. Na svétle byl zaznamenan urychlujici efekt na senescenci z hlediska
zachovani obsahu chlorofylu u vSech variant oSetfenych cytokininy. V nejvétSim rozsahu se
urychlujici efekt projevil u segmenti oSetienych BAP. Nejlépe z variant oSetfenych cytokininy
byl zachovan stav listi inkubovanych v ASES. Méfeni obsahu MDA ukdazalo vétsi miru

oxidativniho stresu u segmentii inkubovanych na svétle oproti situaci ve tmé.
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Obr. 26: Mnozstvi MDA u listovych segmentl je¢mene jarniho po 6 dnech inkubace (A) ve tmé v roztoku
0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH, (B) na zafivkovém svétle v roztoku 0,2%
DMSO a v 10**M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola ptedstavuje stav v den oddéleni. Uvedeny
jsou aritmetické priméry a smérodatna odchylka (n = 3). Hvézdi¢ky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti
DMSO (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001).
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6. Diskuze

Béhem procesu senescence dochazi u listi k mnoha zméndm, mezi néz se fadi pokles
obsahu fotosyntetickych pigmentt (napf. Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova
2004). Mize se ménit pomér obsahu chlorofylu a ku chlorofylu » (Spundova a kol. 2003,
Prochazkova a Wilhelmova 2004), pokud svétlosbérné komplexy a reakéni centra degraduji
riiznou rychlosti, nebo pomér obsahu chlorofylu ku karotenoidim (Spundova a kol. 2005),
pokud rizné pigmenty degraduji rizné rychle, pfipadné nariistd koncentrace nékterého
pigmentu. Pfi senescenci také dochazi ke zménam parametri chlorofylové fluorescence Fo
(minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu) a Fy, (maximalni fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu). Se snizenim ¢i zvySenim téchto dvou parametrii se méni také maximalni
kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fy/Fn), ktery béhem senescence klesa, coz znaci inhibici
funkce PSII (Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova 2004, V1¢kova a kol. 2006).
Také miZeme pozorovat zmény v pribéhu aktudlniho kvantového vytézku fotochemie PSII
(®p), ktery ukazuje, kolik absorbované energie je vyuzito na fungovani fotochemickych
procesti. Po vystaveni rostliny adaptované na tmu aktinickému svétlu dochdzi postupné
k adaptaci na konkretni intenzitu svétla, dokud se parametr @, neustali na maximalni hodnoté
kolem 0,8 (v ptfipadé zdravych rostlin). Bé&hem senescence dochédzi k poskozeni
fotosyntetick€ho aparatu a patrametr @, dosahuje niz8i maximalni hodnoty a adaptace na danou
intenzitu svétla byva pomalejsi. Pribéh kvantového vytéZku regula¢niho nefotochemického
zhéaSeni fluorescence (Pypq) ukazuje, kolik pfijaté energie bylo regulované pfeméno na teplo.
Pti vystaveni listu adaptovaného na tmu aktinickému svétlu dochazi nejprve k prudkému
narlstu ®ypq, jelikoz se rostlina zhadenim zbavuje prebyteCne energie, ¢imz se brani proti
poskozeni fotosyntetického aparatu. Jak se rostlina postupné adaptuje na danou intenzitu svétla
a zacind vyuzivat pfijatou energii k fungovani fotochemickych procest, nastdva opét snizeni
®npq- Po ukonceni svételnych pulst aktinického svétla a opétovném vystaveni tmé jiz neni
tfeba se zbavovat tolik energie a v pfipadé zdrave rostliny se parametr ®@ypq ustali kolem
hodnoty 0,05. Pfi degradaci fotosyntetického aparatu béhem senescence je vyuzivano méné
energie na fungovéani fotochemie a je cilené pieménovana na teplo, aby neptisobila veEtsi
poSkozeni, coZ pozorujeme jako narist parametru ®ypq. Pokud je fotosynteticky aparat
poSkozen vyrazn€, nefunguje jiz ani nefotochemicke zhaSeni a parametr ®ypq klesa. Zbytek
energie piijaté anténami PSII je ztraceno v podobé¢ fluorescence a konstitutivni tepelné disipace,

coz zobrazuje prubéh kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho nefotochemického
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zhaSeni (®P¢p). V piipad€é zdravého listu adaptovaného na tmu nastdvd po vystaveni
aktinickému svétlu prudky pokles ®¢pp z maximalni hodnoty kolem 0,8 na hodnotu asi 0,3. Po
opétovnému vystaveni tmé po ukonceni ozafovani aktinickym svétlem se ®¢ ustali na hodnoté
kolem 0,2. Pfi poskozeni fotosyntetického aparatu je spotiebovano méné energie na
fotochemické procesy a vice se ji tedy ztraci fluorescenci a tepelnou disipaci, coz pozorujeme
Jjako narist ®¢p,. Také v piipad¢ poSkozeni fotosyntetického aparatu pozorojeme zpomaleni
poklesu po spusténi aktinického svétla. Podstatny vliv na pribéh senescence ma vyskyt ROS.
Vlivem ROS dochazi k poskozeni biologickych membran v disledku peroxidace lipida
(Spundova a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006) a nasledné ke zvyseni koncentrace produkti téchto
procest jako je MDA (Jaji¢ a kol. 2015). Tyto zmény Ize do urcité miry zpomalit vnéjsi aplikaci
cytokinint (napf. VIckova a kol. 2006, Melkovicova 2012, Kucerovad a kol. 2020). Urcity
ochranny efekt proti zménam spojenym se senescenci mé i svétlo (Spundova a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005, Causin a kol. 2006), v n&kterych piipadech miize ale na svétle dojit
naopak kurychleni téchto procest, pravdépodobné v disledku oxidativniho stresu
(Prochazkova a Wilhelmova 2004). Pti vystaveni rostliny vnéjsi aplikaci cytokininl i
konkrétnim svételnym podminkdm dochazi ke vzajemnému ovlivilovani efektl svétla a
cytokinint, které mize vyustit v urychleni zmén spojenych se senescenci (Melkovicova 2012).

V této praci byl porovnavan vliv LED svétla, zatfivkového svétla a tmy na zmény
zpiisobené indukovanou senescenci u listovych segmentl je¢mene jarniho (Hordeum vulgare
L. cv. Bojos) oSetfenych sedmi riznymi antisenescencnimi latkami. Jako kontrolni byl pouZit
0,2% roztok DMSO. Byly hodnoceny viditelné zmény listovych segmentid, obsah
fotosyntetickych pigmentii, parametry chlorofylové fluorescence (Fo, Fm, Fv/Fm) vcetné
zobrazeni Fv/Fm v ploSe listovych segmentl a prib&hy &, ®ypq, Prp, zmeény obsahu MDA a
ve vybranych ptipadech méfeni ,,ion-leakage®, které odrazi miru poSkozeni biologickych
membran.

Segmenty inkubované¢ v DMSO ve tmé vykazovaly po 6 dnech pokrocilé stadium
senescence, coZ odpovida literatufe (Spundova a kol. 2003). Nastal vyrazny pokles obsahu
chlorofylu oproti kontrole, pfic¢emz klesl pomé&r chlorofylu a ku chlorofylu b (Obr. 17E), coZ je
opacny trend, nez byl pozorovan na svétle (Obr. 3E, 9E, 18E). Ve tmé tedy degradovala reakcni
centra rychleji nez svétlosbérné komplexy. Také doslo k vyraznému zhorSeni funkce PSII, ktery
vykazoval jen velmi slabou aktivitu, a k nartstu Fo (Obr. 21A), které na svétle vzdy kleslo
(Obr. 5A, 11A, 22A). Zativkové svétlo mélo u segmentli inkubovanych v DMSO urcity

zpomalujici efekt na senescenci. Z hlediska zachovani fotosyntetickych pigmentt 1 funkce PSII
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vykazovaly segmenty inkubované na zafivkovém svétle podstatné lepsi stav nez segmenty
inkubované¢ ve tmé. Urcity ochranny efekt svétla proti senescenci je zndm z literatury
(Spundova a kol. 2005, V1¢kova a kol. 2006). Oproti oéekavani segmenty inkubované v DMSO
a vystavené¢ LED svétlu vykazovaly jesté vétsi poSkozeni nez segmenty inkubované ve tme.
Nastal vyrazny pokles obsahu chlorofylu i karotenoidti (Obr. 3) a funkce PSII byla v nékterych
Castech listd jiz nedetekovatelnd (Obr. 4). Stav listovych segmentii inkubovanych v DMSO a
vystavenych LED svétlu se tedy vice podobal segmentiim inkubovanym v DMSO ve tmé nez
na zatfivkovém svétle. Tyto rozdily by mohly byt zpiisobeny nékterou konkrétni spektralni
oblasti elektromagnetického zareni, ktera byla obsazena jen v jednom z pouzitych spekter a ve
druhém chybéla. Odlisny priibéh senescence pii vystaveni riznym vinovym délkam svétla byl
jiz dfive pozorovan, zejména byl zaznamenan ochranny efekt modré slozky svétla kolem 350-
450 nm (Causin a kol. 2006, Bécdk 2016, Kozuka 2023). Vétsi posSkozeni u segmenti
vystavenych LED svétlu oproti segmentiim inkubovanym na zatfivkovém svétle by tedy mohla
vysvétlovat absence vinovych délek kolem 350-410 nm v pouzitém LED spektru (Obr. 1).
Jelikoz v této oblasti absorbuji svétlo také kryptochromy, mohlo by pfi¢inou rozdili byt
spusténi urcité signalni drahy v disledku aktivace kryptochromt pfi inkubaci na zafivkovém
svétle. Takové vysvétleni by odpovidalo praci Kozuky a kol. (2023), ktefi ukazali, Ze ochranny
efekt modrého svétla proti zméndm souvisejicim se senescenci u husenicku zavisi na
kryptochromech (Kozuka a kol. 2023). DalS§im rozdilem v pouzitych svételnych spektrech je
pfitomnost vinovych délek kolem 750 nm u LED svétel, které nejsou soucasti svétla
zativkového. Causin a kol. (2006) ale nepozorovali Zadné zmény v pribéhu senescence pfi
inkubaci vzorkii na riznych barvach svétla po odfiltrovani vzdalené cervené oblasti nad 700 nm
(Causin a kol. 2006). Zativkove svétlo dale v mensi mife obsahuje ¢ervenou slozku o vinovych
délkach 650-700 nm, zatimco v LED spektru neni pfitomno Zadné svétlo o vinovych délkach
670-700 nm. I v tomto piipad€ by mohlo jit o efekt zptisobeny fotoreceptory, jelikoZ se jedna o
oblast, ve které absorbuji fytochromy. V literatufe se ovSem uvadi spiSe urychlujici efekt
cerveného svétla na senescenci (Causin a kol. 2006, Bé&cak 2006).

U segmentl inkubovanych ve tmé a oSetfenych cytokininy nebo jejich derivaty nenastal
u zadné z variant urychlujici efekt na senescenci. VSechny pouzité latky do urcité miry
zpomalily priibéh indukované senescence ve tm¢, coz je dobife popsano v literatufe (VIckova
a kol. 2006, Nisler a kol. 2018). Nejmensi zpomalujici efekt z hlediska obsahu fotosyntetickych
pigmenti i zachovani funkce PSII se projevil u MeO, kde také doslo k nariistu Fo jako u varianty
DMSO ve tmé (Obr. 21A). Segmenty oSetfené OH vykazovaly lepsi zachovani celkového stavu

nez segmenty oSetiené MeO. V literatufe je podobna situace popsana u pSenice, kde byl taktéz
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ochranny efekt OH vétsi nez u MeO, zatimco u husenicku nastala opacna situace (Kucerova a
kol. 2020). U zadné varianty ve tmé nebyl zaznamenan nardst obsahu MDA, ziejm¢ tedy
nedochdzelo ve vétsi mife k peroxidaci lipidl, coz také odpovida literature (VI¢kova a kol
2006). Ve tmé ztstal zachovan u vSech variant oSetfenych antisenescenc¢nimi latkami pomér
chlorofylu a ku chlorofylu b, neni tak tedy patrnéa preference degradace reak¢nich center ani
svétlosbérnych komplex.

Pti inkubaci na zafivkovém svétle byl v Experimentu 2 pozorovan urychlujici efekt na
senescenci u BAP, OH a mT =z hlediska degradace fotosyntetickych pigmenti 1 zmén
fluorescencnich parametriit odrazejicich zhorSeni fungovéani PSII. Rychlejsi degradace
chlorofylu nez u varianty DMSO se objevila také u TDZ a MeO. V Experimentu 3 se potvrdil
urychlujici efekt v nejveétsi mite u BAP, kde doslo k vyraznéjsi degradaci chlorofylu i poskozeni
PSII nez u varianty DMSO. Urychlujici efekt mT nemohl byt potvrzen, jelikoZ tato varianta
nemohla byt z divodu vyschnuti vzorku béhem inkubace zmétena. Zrychlend degradace
chlorofylu se projevila u vsech variant osetfenych cytokininy a inkubovanych na zativkovém
svétle. Urychlujici efekt na senescenci u cytokinini v kombinaci s vyssi davkou svétla byl u
mT (VI¢kova a kol. 2006, Melkovic¢ova 2012), tZ (Danilova a kol. 2023) a BAP (Melkovicova
2012) jiz diive pozorovan. Nejlépe zachovany stav PSII 1 obsahu fotosyntetickych pigmentl
oproti DMSO byl v Experimentu 3 pozorovan u segmentll oSetfenych ASES. Vyssi u¢innost z
hlediska ochrany fotosyntetického aparatu u ASES oproti dal§im antisenescen¢nim latkam byla
zaznamenana jiZz diive a mize byt zplisobena odliSnym mechanismem ptlisobeni této latky
(Nisler a kol. 2018, Nisler a kol. 2023). U vSech variant na zéfivkovém svétle v obou
experimentech doslo k narGstu poméru chlorofylu a ku chlorofylu b, na svétle tedy rychleji
degradovaly svétlosbérné komplexy nez reakcéni centra, coz miize byt forma ochrany pred
fotoposkozenim. Tento nartist byl nejpatrnéjsi u variant, kde se projevil urychlujici efekt latek
na senescenci, zejména u listli oSetifenych BAP (Obr. 18E) a v Experimentu 2 také OH a mT
(Obr. 9E). Na svétle se projevilo oxidativni poskozeni, které nebylo pozorovano u segmentti ve
tmé&. ZvySeny oxidativni stres a naslednéd peroxidace lipidi pfi inkubaci na svétle byla diive
pozorovana u listovych segmentl osetfenych mT (VI¢kova a kol. 2006) a pfi oSetfeni tZ a
vystaveni svétlu byla zaznamenana zvysené produkce superoxidového radikalu (Danilova a kol.
2023). Zvysena peroxidace lipidii oproti DMSO byla pfitomna u vSech variant Experimentu 3,
nejvyraznéji u segmentl oSetienych BAP (Obr. 26B). V Experimentu 2 nastalo zvyseni obsahu
MDA u variant inkubovanych v mT, BAP, ASES, MeO a OH, ale segmenty inkubované v tZ a
TDZ neprojevily zadny nartst obsahu MDA oproti kontrole (Obr. 13).
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Stav listovych segmentli inkubovanych na LED svétle se v mnohém neshoduje se
stavem segmentl vystavenych zéafivkovému svétlu. U vSech variant oSetfenych cytokininy na
LED svétle se projevil mirny narast poméru chlorofylu a ku chlorofylu b oproti kontrole (ale
mensi nez u DMSO, Obr. 3E), coz znac¢i mirn€ rychlejsi ubytek svétlosbérnych komplexti oproti
reakénim centriim. Takovéto zmény byly zaznamenany i1 na zarivkovém svétle, ovsem v
podstatné vétsi mife (Obr. 9E, 18E). Pfi inkubaci ve tm¢ tento pomér naopak klesl (Obr. 17E).
Zaroven byl na LED svétle u vSech latek zaznamenan nariist obsahu MDA (Obr. 7), coz ukazuje
na oxidativni poSkozeni, které je typické pfi inkubaci na svétle. U zadné z variant oSetfenych
cytokininy a inkubovanych na LED svétle nenastal urychlujici efekt na senescenci. Takovy stav
odpovida spiSe situaci pozorované po inkubaci ve tmé. Nejlépe zachovany stav
fotosyntetického aparatu i obsah fotosyntetickych pigmenti na LED svétle byl pozorovan u
segmentl oSetienych OH. Na zafivkovém svétle byl u této latky naopak zaznamenén urychlujici
efekt na senescenci.

Osetfeni mT melo na LED svétle urcity ochranny efekt proti zménam souvisejicim se
senescenci oproti segmentim inkubovanym v DMSO, zatimco pfi vystaveni svétlu
zativkovému doslo vZdy u segmentil inkubovanych v mT k urychlujicimu efektu na senescenci
oproti segmentiim vystavenym DMSO. Celkovy pokrok zmén souvisejicich se senescenci byl
ovSem po 6 dnech u segmentti oSetienych mT vzajemné podobny po vystaveni obéma typim
svétla. Bécak (2016) pozoroval po oSetteni mT o stejné koncentraci jako v naSich
experimentech (104 M) nejvyrazngjsi potladeni senescence u listii vystavenych ervenému
svétlu, celkovy stav listl oSetfenych mT byl ale podobny pro vSechny sledované svételné
varianty (B&Cak 2016). Situace na LED svétle tak v mnohém odpovida pozorovanim Bécaka
(2016) pti inkubaci listd na svétle cerveném. V naSem experimentu nebyly ve slozeni pouzitého
LED svétla pfitomny vinové délky 670-700 nm, zatimco ve svétle zafivek byly obsaZeny
vSechny vinové délky cervené slozky svétla (Obr. 1). Pokud byl tedy efekt mT zesilen
pfitomnosti ¢ervené slozky, neni jasné, pro¢ tento efekt nenastal 1 na zafivkovém svétle. Zda
byly odlisnosti v postupu indukované senescence na svétle zptisobeny prave timto rozdilem
v pouzitych spektrech by bylo mozné v budoucnu zjistit pouzitim vhodnych filtrg.

Podobné u segmentt oSetfenych BAP nastal negativni efekt pfi inkubaci na zativkovém
svétle oproti segmentiim oSetfenych DMSO, zatimco na LED svétle se projevilo zpomaleni
senescence oproti segmentiim inkubovanym v DMSO. Celkovy stav listovych segmentt
oSetienych BAP se jevi o néco 1épe zachovan po inkubaci na LED svétle nez na zatfivkach.
Causin a kol. (2006) zaznamenali ve v§ech ptipadech zpomaleni postupu senescence po oSetieni

BAP pfi vystaveni riznym svételnym spektralnim oblastem (bilé, modré, cervené a zelené
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svétlo). Pokud byla pfitomna modra slozka svétla (kolem 350-450 nm), bylo zpomaleni patrné
ve vice parametrech (Causin a kol. 2006). Této situaci by odpovidalo pozorovani po inkubaci
na LED svétle. Jelikoz ve spektru LED svétla chybély vinové délky 350-410 nm, mohla by za
tento efekt zodpovidat spektralni oblast 420-450 nm. V piipadé zaiivkového svétla byly
v men$i mife pfitomny vinové délky kolem 370 nm a 410 nm, ale zde se ochranny efekt
modrého svétla neprojevil. Zastoupeni svétla o vinovych délkach 350-430 nm bylo ovSem i
v piipadé¢ zarivek velmi nizké, coz mize byt divodem neprojeveni ochranného efektu modré
slozky svétla.

Vystaveni listovych segmentti dvéma odlisSnym svételnym spektriim mélo za nasledek
rozdilny postup senescence, a to jak pfi inkubaci v kontrolnim roztoku, tak i u variant
oSetfenych antisenescencnimi latkami. V pfipadé¢ segmentli inkubovanych v DMSO byl
zaznamenan ochranny efekt svétla pfi vystaveni zafivkdm, naopak na LED svétle doslo
dokonce kurychleni senescence oproti segmentim vystavenym tmé. Zafivkové svétlo
v kombinaci s vnéjsi aplikaci cytokinini vedlo ve vSech pfipadech v urcité mife k urychleni
senescence. Naopak na LED svétle nebyl pozorovan zadny urychlujici efekt na zmény spojené
se senescenci u zadné z variant. Neni jasné, které konkrétni spektralni oblasti byly pficinou
téchto rozdill, ani zda byly nasledkem piimého pisobeni svétla na fotosynteticky aparat nebo
pres signalni drahu fotoreceptorti. Lepsi porozuméni t€émto nejasnostem by ndm mohly

poskytnout dalsi pokusy za pouziti svételnych filtra.
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[. Zaver

Elektromagnetické zatreni je pro Zivot na nasi planeté zasadni. Rostliny jej vyuzivaji
nejen jako zdroj energie, kdy v procesu fotosyntézy pfeménuji energii PAR na energii
chemickou, ale také pomoci soustavy fotoreceptort ziskavaji informace o dopadajicim zafeni a
mohou pak na n¢j reagovat. Jednou z dulezitych charakteristik PAR je vlnova délka.

V této praci byl porovnavan vliv dvou rtznych svételnych zdroji s rozdilnymi
svételnymi spektry na indukovanou senescenci u oddélenych listovych segmenti je¢mene pii
oSetfeni sedmi rliznymi antisenescencnimi latkami. V pfipad¢ segmentd inkubovanych
v kontrolnim roztoku DMSO byl pozorovan ochranny efekt zatfivkového svétla proti zménam
spojenym se senescenci, zatimco po vystaveni LED svétlu bylo zaznamendno rozséhlé
poskozeni listovych segmentli. Poskozeni segmentl inkubovanych v DMSO na LED svétle
bylo dokonce pokrocilejsi nez u segmentti ve tme. Po vystaveni listovych segmentl oSetienych
cytokininy zafivkovému svétlu byl zaznamenan u vSech variant v ur¢itém rozsahu urychlujici
efekt na senescenci, v nejvétsi mife bylo urychleni senescence pozorovano u segmentil
osetfenych BAP. Naopak inkubace na LED svétle nevedla u zadné z variant ke zhorseni stavu
oproti segmentim v DMSO. V nékterych charakteristikach jako je vyrazné zhorSeni stavu listd
v DMSO a ochranny efekt vSech antisenescen¢nich latek byly listy vystavené LED svétlu
podobnéjsi spiSe segmentlim inkubovanym ve tmé nez na svétle zativek. Nekteré znaky byly
ale spole¢né pro segmenty vystavené obéma typtim svétla jako nartst poméru chlorofylu a ku
chlorofylu & (i kdyz tento nartst byl mnohem vyraznéjsi na zativkovém svétle nez u LED
svétla) nebo zvySeni koncentrace MDA znacici oxidativni poskozeni biologickych membran.
ODb¢ tyto charakteristiky jsou typické pro senescenci probihajici za svétla.

Charakter svételného spektra vyrazné ovlivnil proces indukované senescence. Které
spektralni oblasti elektromagnetického zateni byly pricinou téchto rozdili a zda bylo uc¢inkt
dosaZeno piimym piisobenim na fotosynteticky aparat nebo pies aktivaci fotoreceptort, nebylo

odhaleno a zlstava zde tak prostor k dalSimu vyzkumu.
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