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Abstrakt:

Listova senescence je pfirozenou soucasti zivotniho cyklu rostlin, 1ze ji vSak oddalit
vngjsi aplikaci cytokinini nebo jejich derivatd. Dulezitym faktorem ovliviujicim nastup a
prubéh senescence je svétlo. V zavislosti na jeho intenzité, svételné periodé i spektralnim
charakteru dokaze chranit fotosynteticky aparat pfed zménami souvisejicimi se senescenci,
nebo naopak pusobit jeho poskozeni. Pti soucasném vystaveni rostliny cytokininim a svétlu se
jejich aCinky vzajemné ovliviiuji. V této praci byl porovnavan vliv sedmi ruznych
antisenescencnich latek na indukovanou senescenci u oddélenych listi jeémene vystavenych
dvéma odliSnym svételnym zdrojim s rozdilnymi svételnymi spektry — LED svétlu a
zafivkovému svétlu. Dale bylo také provedeno srovnani senescence indukované tmou
s postupem indukované senescence na svétle. Stav listi byl posuzovan dle zmény barvy,
meéfenim obsahu fotosyntetickych pigmentd spektrofotometricky, méfenim parametra
chlorofylové fluorescencni indukce, méfenim obsahu malondialdehydu a ve vybranych
ptipadech byla navic zjiSfovana mira poSkozeni biologickych membran metodou ,ion-
leakage“. U segmentt inkubovanych v kontrolnim roztoku byl zaznamenan ochranny efekt
zativkového svétla, zatimco u vzorkti na LED svétle doslo dokonce k urychleni senescence
oproti segmentim ve tmé€ U nékterych variant oSetfenych antisenescencnimi latkami a
vystavenych zafivkam bylo pozorovano urychleni senescence oproti segmentim v kontrolnim
roztoku. Na LED svétle nedoslo k urychlyjicimu efektu u zadné ze sledovanych latek. Listové
segmenty inkubované na LED svétle vykazovaly v mensi mife znaky typické pro pribéh
senescence na svétle — zvySeni poméru chlorofylu a ku chlorofylu » a narGst obsahu
malondialdehydu. Vyrazné poskozeni segmentti v kontrolnim roztoku a ochranny efekt vech
antisenescencnich latek naopak ukazuji na podobnost s postupem senescence ve tme.

Kli¢ova slova: Senescence, cytokininy, jemen, fluorescencni parametry,
svétlo

Pocet stran: 66

Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname: Nikola Zemkova

Title of thesis: Comparison of the effect of different antisenescence
compounds on the photosyntetic apparatus of barely
leaves exposed to light

Type of thesis: Bachelor

Department: Department of Biophysics
Supervisor: Doc. RNDr. Martina Spundova, Ph.D.
The year of defense: 2024

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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PIF phytochrome-interacting factor, transkripcni faktor interagujici s fytochromem
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SAG senescence associated genes, geny souvisejici se senescenci
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1. Uvod

Prakticky vSechny zivé organismy na Zemi podléhaji v pribéhu Casu postupnému
vyvoji a stfidani zivotnich fazi, které kon¢i timrtim. Nejinak je tomu u rostlin — organismu,
které, ackoliv tvoii velkou ¢ast zivé prirody na nasi planeté, Casto piehlizime a povazujeme jen
za nehybné pozadi v bouilivém pfirodnim déni okolo nas. I v rostlinnych télech ale dochazi
beéhem Casu k vyznamnym proménam. Rostlina prochazi za svij zivot neékolika vyvojovymi
fazemi od embryonalni pfes vegetativni a generativni, az po starnuti a naslednou smrt. Posledni
fazi vyvoje rostliny nazyvame senescence a muze nastupovat a probihat riznou rychlosti
v jednotlivych Castech rostlinného téla. Tato zavérecna faze zivota je doprovazena poklesem
obsahu fotosyntetickych pigmentq, inhibici fotosyntézy, rozpadem chloroplastii a v pokrocilém
stadiu taky oxidativnim poSkozenim makromolekul a naru§enim bunécnych membran. Cely
proces je fizen geneticky a nastupuje v disledku stafi rostliny nebo pii vystaveni stresovym
podminkam. U listi miZeme 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 Casti) by mohla predstavovat skupina rostlinnych hormont
nazyvanych cytokininy. Kromé pfirozené se vyskytujicich cytokinind mame dnes k dispozici
také jejich derivaty, které by mohly puasobit proti senescenci jeste efektivnéji a bez nezadoucich
ucinkt jako je inhibice ristu kofene. Jisté potize muze ovSem pusobit odlisny Ucinek téchto
latek za riznych svételnych podminek.

V této praci byl srovnavan ucinek sedmi antisenescencnich latek (véetné prirozenych
cytokinint i nedavno syntetizovanych mocovinovych derivati) na indukovanou senescenci u
oddelenych listovych segmenti jeCmene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bojos) pii vystaveni
riznym svételnym podminkam — LED svétlu, zafivkovému svétlu a tme. Stav listd byl
posuzovan pomoci vizualniho zhodnoceni barvy listd, méfeni obsahu fotosyntetickych
pigmentl, méfeni parametrd chlorofylové fluorescence, ur¢eni obsahu malondialdehydu a ve
vybranych pfipadech také stanoveni miry poskozeni biologickych membran metodou ,,ion-

leakage*.



2. Cile prace

1.

Vypracovat piehled problematiky vlivu cytokinini na senescenci zaméfeny na vliv
svételnych podminek a soucasného piisobeni svétla a cytokinind.

Zvladnout metodiky péstovani jeCmene jarniho ve fytokomote, stanoveni obsahu
chlorofylu chlorofylmetrem (SPAD-502) a stanoveni obsahu chlorofyl a celkovych
karotenoidi spektrofotometricky, méfeni chlorofylové fluorescenc¢ni indukce pomoci
pistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR) v&etné analyzy dat, vyhodnocovani parametrt a
zpracovani obrazkd, stanoveni miry poskozeni biologickych membran pomoci
,lon-leakage a seznamit se s metodou stanoveni obsahu malondialdehydu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Provést méfeni fluorescencnich parametr odrazejicich funkci fotosystému II pomoci
pistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR) v listech je¢mene inkubovanych na LED svétlg,
zativkovém svétle a ve tmé€ pod vlivem ruznych typd cytokinini a jejich derivatd, u
vybranych variant stanovit obsah fotosyntetickych pigmentt spektrofotometricky, miru
poskozeni biologickych membran metodou ,ion-leakage a miru lipidové peroxidace
pomoci méfeni obsahu malondialdehydu.

Srovnat pusobeni riznych typa cytokinina a jejich derivatd na fotosynteticky aparat listt
jeCmene vystavenych svétlu a srovnat pusobeni dvou odlisnych svételnych zdroju (LED
svétla a zarivkového svétla) s rozdilnymi svételnymi spektry na indukovanou senescenci
listd jeCmene. Srovnat postup indukované senescence u listovych segmentt inkubovanych
na svétle a ve tmé.

Sepsat bakalafskou praci.



3. Piehled feSené problematiky

3.1 Fungovani rostlin a zmény v pribéhu senescence

Zivé organismy zpravidla prochazeji b&hem svého Zivota riiznymi vyvojovymi fazemi,
meéni se v prubéhu Casu, az jednoho dne dosp€ji ke smrti. Rostlinny Zivot mize byt dlouhy jen
nékolik tydnt nebo i tisice let a béhem né&j mohou odumirat (a piipadn€ pozd€ji zase dorustat)
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 odumirani organel, bun€k i1 celych ¢asti rostliny. V zivotnim cyklu rostlin je ¢asta
listova senescence. Pii té jsou zasobni latky transportovany z postizenych listd do jinych ¢asti
rostliny, aby mohly byt znovu vyuzity. Vyraznou doprovodnou zmeénou je pokles obsahu
chlorofylu, coz se projevi zloutnutim listd. V buiikach béhem senescence nastavaji strukturni
zmény a dochazi k inhibici fotosyntetickych procest, v pokrocilém stadiu senescence pak
dochézi k oxidativnimu poSkozeni lipidovych molekul a narusSeni biologickych membran
(Spundova a kol. 2003). Nastup a pribéh senescence je fizen geneticky a byva vyvolan stafim
rostliny (pfipadné daného organu) nebo stresem. V1iv maji také vnéjsi faktory jako je intenzita
a spektrum svétla, svételna perioda, mnozstvi vody, teplota nebo pfitomnost toxickych latek.

Pro fungovani fotosyntézy musi byt v rostliné pfitomny fotosyntetické pigmenty.
Nejdalezit€jsim znich je chlorofyl, ktery dodava listim typické zelené zbarveni, jelikoz
pohlcuje zejména Cervenou a modrou slozku svétla. Vubec nejdilezit€j§im typem je
chlorofyl a, ktery je soucasti reak¢nich center fotosystému. Fotosystémy I a II jsou komplexni
struktury ulozené v membranach chloroplastii a jsou nezbytné pro fungovani svételné faze
fotosyntézy. Fotosystém II (PSII) se ucastni zachytavani svételného zareni a takto ziskanou
energii potom vyuziva krozdeleni naboje v reakénich centrech a zahjeni elektronového
transportu v linearnim transportnim fetézci. Fotosystém I (PSI) taktéz zachytava svételnou
energii a ucastni se linearniho transportniho fetézce elektront. Chlorofyl 4 a dalsi pigmenty
jsou soucasti svétlosbérnych komplext, jejichz funkci je zachytavani svételné energie a jeji
predavani reakénim centrim. Rozpad chlorofylu byva jednou z prvnich zmén pfi nastupu
senescence. Chlorofyly a a » mohou degradovat riznou rychlosti podle toho, jestli dochazi ve
vetsi mife k naruseni a rozpadu svétlosbérnych komplexti nebo reakénich center. Sledovanim
zmén pomeéru chlorofylu a ku chlorofylu b tedy miizeme 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 tme vétsi poskozeni funkce PSII a naopak

leps§i 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 pigmentd jsou karotenoidy, které miazeme dale rozdélit
na karoteny a xantofyly. Ty se taktéz ucastni zachycovani svételné energie. V chloroplastech
jsou pritomny také kvili jejich schopnosti chranit fotosynteticky aparat pred fotoposkozenim.
Degradace fotosyntetickych pigmentd je jednou z prvnich znamek senescence, pfiCemz
chlorofyl ubyva rychleji nez karotenoidy (Spundova a kol. 2005), coZ se navenek projevi
zmeénou barvy listu ze zelené na zlutou. Kdyz degraduyji i karotenoidy, v listu jiz nejsou pfitomna
zadna barviva a zaCne byt prasvitny. V nékterych prfipadech muze dochazet v prabéhu
senescence k hromadéni ochrannych antokyant v listech. Ty potom maji za nasledek rizovo-
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 Casti zafeni zpet do okoli. Emitované zateni ma veétsi
vlnovou délku (a tedy 1 menSi energii) nez pfijaté zareni, které vyvolalo excitaci molekuly
chlorofylu. Energie ziskana absorpci fotosynteticky aktivniho zafeni je v rostlinné butice
Casteéné€ vyuzita na fungovani fotochemickych procest a zbytek energie se ztraci ve formé
fluorescence a tepla. Méfenim fluorescence chlorofylu pii definovaném ozafeni mizeme 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 pii ndhlém
osveétleni ke strmému naristu intenzity fluorescence, ktera nasledné postupné klesa. Po
stanoveni minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo) a maximalni fluorescence

vzorku adaptovaného na tmu (Fm) miZeme urcit pomér variabilni fluorescence (Fy) a maximalni

F, _ Fp—F N o s :
fluorescence F—” = = Tomuto poméru fikame 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 listi jeémene ve tmé
byl pozorovan pokles Fy/Fm z 0,8 na 0,55 béhem 5 dni (Spundova a kol. 2003). S vyuzitim
aktinického svétla a saturacnich svételnych pulzi jsme schopni urcit dalsi parametry a jejich
pribéhy v Case jako je pribéh aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému IT (P p),
pribéh kvantového vytézku regulacniho nefotochemického zhaSeni fluorescence (®ypq) a
pribeh kvantového vytézku konstitutivniho neregulacniho nefotochemického zhaseni (®¢p).
Pribéh ®, nam dava informaci o tom, jaké mnozstvi energie zachycené PSII je vyuzito na

fungovani fotochemickych procestu, tedy odrazi stav funkce PSII. Pii 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 hodnoté, ktera u zdravych rostlin dosahuje
hodnoty kolem 0,8. V pribéhu senescence dochazi k poskozeni fotosyntetického aparatu a
patrametr @, dosahuje niz§i maximalni hodnoty. Samotna adaptace na danou intenzitu svétla
byva v piipad€ poSkozeni fotosyntetického aparatu pomalejsi. Pribéh ®ypq vyjadiuje miru
regulované disipace absorbované energie na teplo. Po vystaveni listu adaptovaného na tmu
aktinickému svétlu dojde nejprve k prudkému nariistu ®ypq, jelikoz se rostlina zhasenim
zbavuje piebytecné energie, aby nedoslo k poskozeni fotosyntetického aparatu. Poté nastava
snizeni ®npq, jak se rostlina adaptuje na danou intenzitu svétla a zalina vyuzivat pfijatou
energii k fungovani fotochemickych procesi. Pifi opétovném vystaveni tme€ po ukonceni
svételnych pulst aktinického svétla neni potieba se zbavovat energie v takové mife a u zdravé
rostliny se parametr ®ypq ustali kolem hodnoty 0,05. Pii senescenci dochazi k degradaci
fotosyntetického aparatu a je tak vyuzito méné energie pro fungovani fotochemie. Aby
prebytecna energie nepusobila v burice vétsi poskozeni, je cilené pfemériovana na teplo a
parametr ®pq nardista. Pii vyraznéjsim poskozeni fotosyntetického aparatu jiz nefunguje ani
nefotochemické zhaSeni a parametr ®ypq tak klesa. Priib&h &, ukazuje, jaka Cast pohlcené
energie je ztracena fluorescenci a konstitutivni tepelnou disipaci. U listu adaptovaného na tmu
dochazi po vystaveni aktinickému svétlu k prudkému poklesu ®¢p z maximalni hodnoty kolem
0,8 na hodnotu asi 0,3. Po ukonceni ozafovani aktinickym svétlem a opétovnému vystaveni tme
se ®¢p ustali na hodnoté kolem 0,2. PoSkozeni fotosyntetického aparatu ma za nasledek nizsi
spotiebu energie na fotochemické procesy, vice energie se tedy ztraci fluorescenci a ®¢p
narusta. Zaroven muazeme pii poSkozeni fotosyntetického aparatu pozorovat zpomaleni poklesu
po spusténi aktinického svétla (Lazar 2015).

Kromé funkénich zmén 1ze béhem listové senescence zaznamenat také zmeény struktury
bunécnych organel. Pii degradaci chloroplasti béhem indukované senescence v oddelenych
listech jeCmene bylo zaznamenano kromé snizovani obsahu chlorofylu 5. den po oddéleni
naruSeni usporadani gran asi ve Ctvrtin€ chloroplastt a hromadéni plastoglobuli
v chloroplastech. Pfi inkubaci listi na svétle dochazelo k hromadéni Skrobovych zrn,
pravdépodobné v dusledku pretrvavani fotosyntetickych procest a hromadéni asimilatt, které
nebylo mozné presunout do jinych casti rostliny. Zaroven se zmeénil tvar chloroplasti
zeliptického na sféricky a doslo k naruSeni usporadani thylakoidli, coz mulze souviset
s vyskytem reaktivnich forem kysliku a peroxidaci membranovych lipidé (Spundova a kol.

2003). Podobné zmeény struktury — pfeména tvaru chloroplasti na vice sféricky, naruSeni
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organizace thylakoidnich membran, akumulace plastoglobuli a na svétle hromadéni skobovych
zrn v chloroplastech — byly zaznamenany i u oddé€lenych listi pSenice (VIickova a kol. 2006).

V rostlinnych bunkach bézné vznikaji jako produkt chemickych procest reaktivni
formy kysliku (ROS), které za normalnich podminek rychle eliminuje systém antioxidant. Tim
se udrzuje obsah ROS v burikach dostate¢né nizky, aby nepusobil poskozeni makromolekul.
VycCerpani antioxidantti nebo nadmérna produkce ROS vede k oxidativnimu stresu, pii kterém
dochazi k poskozeni DNA, proteinu a lipidi. NaruSeni lipida potom muze 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 pi1 obrané pred patogeny (Pandhair a Sekhon 2006). Produkce ROS v tylakoidech je odlisna
béhem riznych stadii zivota rostliny. U listd jeCmene byl pozorovan narast produkce
superoxidového aniontu a peroxidu vodiku postupné beéhem vyvoje, u obou dosahl vrcholu po
nastupu senescence, a poté zacal klesat. Oproti tomu singletovy kyslik byl v buiikkach bez
vétsich vykyvl 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 dusledku peroxidace membranovych lipida mtze dochazet ke strukturnim
zménam a rozpadu chloroplastd (Spundova a kol. 2003, Vitkova a kol. 2006). U listd
poskozenych v disledku zmén spojenych se senescenci byl naméfen zvySeny obsah MDA i
vetsi aktivita antioxidant (Causin a kol. 2006).

Antioxidanty lze rozdélit na enzymatické a neenzymatické. Mezi neenzymatické
antioxidanty fadime askorbat nebo karotenoidy, z enzymatickych antioxidanti najdeme
v rostlinach superoxid dismutazu nebo askorbat peroxidazu (Pandhair a Sekhon 2006). U rostlin
fazole péstovanych na 16hodinové svételné periodé byl zaznamenan vzrist obsahu -karotenu
na vice nez dvojnasobek béhem prvnich 13 dni Zivota rostliny. Nasledné na konci Zivota listd
obsah B-karotenu poklesl. U rostlin stresovanych kontinualnim ozafenim béhem zivota pomalu
narustal obsah B-karotenu, ktery rostlina potiebuje na obranu proti fotoposkozeni, pfiCemz
prvnich 10 dni byl obsah vyrazn& vy$Si nez u nestresovanych rostlin (Prochazkova a
Wilhelmova 2004). Kromé systému antioxidanti muze byt jistou formou ochrany proti
oxidativnimu stresu zpusobenému fotoposkozenim degradace svétlosbérnych komplext PSII,
ktera snizi mnozstvi absorbované svételné energie.

Proces senescence je vysoce organizovany a fidi ho velké mnozstvi geni, vCetné
skupiny SAG (senescence-associated genes), kam patii SAG12 nebo SAG13. Spusténi exprese
téchto gent zavisi na vnitinich i1 vnéjsich faktorech. Pfi inkubaci listd husenicku ve tmé bylo

pozorovano zvySeni exprese nékterych gend souvisejicich se senescenci vcetné SAGI12
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(Kozuka a kol. 2023, Eckstein a kol. 2021) nebo SAG13 (Eckstein a kol. 2021) oproti jejich
aktivité pfi vystaveni svétlu. Hlavnim promotorem pro spusténi exprese gent skupiny SAG je
gen oznacovany jako ORE1. Jeho zvysena exprese vede k aktivaci gent spojenych s degradaci

chlorofylu a dalSimi zménami doprovazejicimi proces senescence (Liebsch a Keech 2016).

3.1.1 Vliv svétla na senescenci

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

Pro rostliny je PAR zivotné dualezité, jelikoz je nezbytné k fungovani fotosyntézy. PAR
ma do jisté miry ochranny efekt pfed zménami souvisejicimi se senescenci. Pfi vystaveni
oddélenych listovych segmentd jeCmene kontinualnimu svétlu o nizké intenzité
(90 pumol fotonti-m2-s!) bylo pozorovano zachovani vyssiho obsahu chlorofylu i karotenoidd
nez u segmentu vystavenych tmeé. Zarover na svétle pomaleji klesal pomér obsahu chlorofylu
ku karotenoidtim, zatimco po inkubaci ve tmé byl tento pomé&r vyrazné snizeny (Spundové a
kol. 2005). Kromé pomalejsi degradace fotosyntetickych pigment bylo pfi inkubaci na svétle
zaznamenano také lepsi zachovani funkce PSII nez pfi inkubaci ve tmé€. U oddélenych lista
jeCmene ve tmé byl pozorovan pokles Fy/Fi z hodnoty 0,8 na 0,55 béhem 5 dni, zejména
v dasledku vyrazného poklesu Fi. Pfi inkubaci na kontinualnim bilém svétle ziistaly po 5 dnech
hodnoty Fy/Fi téméf nezménény (Spundova a kol. 2003). To zna&i velmi dobré zachovani
funkce PSII pii vystaveni oddélenych listi svétlu oproti jejich inkubaci ve tmé. Pro
indukovanou senescenci u oddélenych listi na svétle je typické hromadéni Skrobovych zrn,
které indikuje zachovani funkce fotosyntetickych procesu a ukladani asimilata v chloroplastech
(Spundova a kol. 2003). Nevhodna svételna perioda nebo intenzita mohou oviem naopak
plsobit rostliné poskozeni. Prochazkova a Wilhelmova (2004) pozorovaly pfi ozafovani rostlin

fazole kontinualnim svétlem o intenzité 220 umol fotoni-m2-s!

diivéjsi nastup senescence a
kratSi zivotnost dé€loznich listkii nez u rostlin péstovanych na 16hodinové svételné periode.
U kontinualné ozatovanych 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 nartstal béhem celého zivota, stejn€ jako obsah B-karotenu. Rostliny
pestované na svételné periode zvySovaly obsah chlorofylu i B-karotenu postupné beéhem zivota
a ke konci zivota nastal prudky pokles obsahu téchto pigmentd, pomér chlorofylu a ku

chlorofylu b na konci zivotnosti prudce narostl (Prochazkova a Wilhelmova, 2004). Béhem
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indukované senescence u listovych segmentt jeCmene inkubovanych ve tmé byl zaznamenan
podobny pokles chlorofylu a a b a neménil se tedy pomér chlorofylu a ku chlorofylu 4. U
listovych segmentt inkubovanych na kontinualnim svétle ubyval chlorofyl 4 rychleji nez
chlorofyl @ a narostl tak pomér chlorofylu @ ku chlorofylu & (Spundova a kol. 2003). Takovy
narust znaci, ze svétlosbérné komplexy ubyvaji rychleji nez reak¢ni centra, coz muze byt forma
ochrany fotosyntetického aparatu pred fotoposkozenim. U listovych segmentt inkubovanych
na kontinualnim bilém svétle byla také zaznamenana zména tvaru chloroplastt z eliptického na
vice sféricky, naruseni usporadani thylakoidd a vysoka mira peroxidace lipida (Spundova a kol.
2003). Tyto zmény patrné souvisi s oxidativnim poskozenim. Urychlyjici u€inky svétla na
senescenci by tedy mohly mit pivod v preexcitovani fotosyntetického aparatu a nasledné
zvysSené produkci ROS.

Prubéh senescence zavisi také na svételném spektru. Vliv svételného spektra na postup
senescence u oddélenych listl 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 vyss§i miru
zachovani chlorofylu nez listy vystavené svétlu ¢ervenému a zelenému. Efekt byl stejny bez
ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost vzdalené Cervené slozky svétla. Z téchto vysledka 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 Bécak (2016) pfi vyuziti svétla o intenzité asi 95 pmol fotonti-m2-s7 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 karotenoidt, zachovani
poméru chlorofylu a ku chlorofylu » a poméru chlorofylu ku karotenoidim i funkce
fotosyntetického aparatu nez svétlo Cervené. Modré svétlo dokazalo zpomalit senescenci
dokonce ve vétsi mife nez svétlo bilé. Listy inkubované na bilém svétle vykazovaly prvni 4 dny
po oddeleni 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 jesté sadou fotoreceptort, které slouZzi
k ziskavani informaci o charakteru dopadajiciho zafeni a hraji roli v signalizaci. K zachytavani
raznych vlnovych délek svétla slouzi rostliné nékolik druhti chromoproteini. Receptory pro
cervené svétlo kolem 600-700 nm nazyvame fytochromy. Po absorpci zafeni s vinovou délkou
kolem 660 nm podstupuji fytochromy konformacni zménu a premeéni se na formu absorbujici

svétlo vzdalené Cervené oblasti spektra kolem 730 nm. Ozafenim vzdalenym Cervenym svétlem
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(nebo samovolné ¢asem) se pak vraci zpét na predchozi 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 fytochromt nebo kryptochroma zafenim o piislusné
vinové délce dochazi k modulaci transkripcnich faktord a pfipadné nasledné aktivaci
ptislusnych gent v jadre buriky (Briggs a Olney 2001, Sakuraba 2021). Riizna svételna spektra
maji za nasledek aktivaci exprese odlisnych gent (Banas a kol. 2011). Svétlo je pro rostliny
natolik dualezité, ze své listy nataceji smérem ke zdroji zafeni. Této schopnosti fikame
fototropismus a umoziuji ji dalsi receptory pfitomné v rostlinném téle reagujici na modrou Cast
svételného spektra, které ziskavaji informace o sméru dopadajiciho zafeni, zvané fototropiny
(Briggs a Olney 2001, Sakuraba 2021).

Fotoreceptory maji podil na fizeni senescence pomoci spusSténi signalnich drah a
nasledné exprese prislusnych gent. Husenicek obsahuje nékolik typt fytochroma.
Fytochrom A (phyA) je pii vystaveni rostliny svétlu pfitomny jen v malé mire, jelikoz na svétle
se rozklada. Ve tmé 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 transkripénimi faktory oznacovanymi jako PIF (Phytochrome-interacting
factor). PIF proteiny jsou zapojeny do regulace gent spojenych s produkci ethylenu a spusténim
procesu senescence (Liebsch a Keech 2016). Ke spusténi senescence vyvolané nedostatkem
svétla je nezbytna pritomnost PIF4 a PIFS. Pokud nejsou PIF4 a PIF5 degradovany, zah4ji
piimou expresi geni EIN3, ABI5S a EEL, coz vede k produkci dvou hormont urychlujicich
senescenci — ethylenu a kyseliny abscisové. Spolecné PIF4, PIFS, EIN3, ABIS a EEL ovliviiyji
hlavni regulator senescence ORE1 (Sakuraba a kol. 2014). Exprese tohoto genu potom vede
k aktivaci mnoha hlavnich genti skupiny SAG. Pii dostatku svétla je aktivovan phyB, ktery
degraduje PIF4 a PIF5, a tim zamezuje spusténi signalni drahy pro expresi genti souvisejicich
se senescenci. Pii zastinéni neni aktivovan phyB, ale k potlaceni spusténi senescence piispiva
phyA, ktery se v téchto podminkach stava prevladajicim typem fytochromu. Za tmy neni
aktivovan phyA ani phyB, tedy PIF nejsou degradovany a mohou aktivovat expresi
transkripcnich faktort vedouci ke spusténi senescence (Liebsch a Keech, 2016).

Fytochromy nejsou jedinymi fotoreceptory, které maji vliv na prabéh senescence,
urcitou roli hraji také fototropiny a kryptochromy. Rostlina husenicek obsahuje dva razné
fototropiny oznaCované photl a phot2. U mutantid téchto rostlin s chybg&jicimi obéma
fototropiny bylo pozorovano zpomaleni pribéhu senescence ve tmé z hlediska zachovani
funkce PSII, obsahu fotosyntetickych pigmentd i niz§iho nartstu poméru chlorofylu a ku

chlorofylu b oproti rostlinam bez této mutace. Oba fototropiny ovSem reguluji senescenci
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odlisné. Pokud rostliné chybél phot2, zistaval déle zachovan obsah fotosyntetickych pigmentt
nez u variant s pfitomnym phot2. V pfipadé nepfitomnosti photl byla zaznamenana nizsi
aktivace gent souvisejicich se senescenci nez u rostlin bez této mutace. Mechanismus ptisobeni
fototropini na senescenci ovSem neni znam, dle autori mohlo byt urychleni senescence
CasteCné zpusobeno samotnym deficitem fototropind pii inkubaci ve tmé nebo vlivem
fototropint na expresi nékterych gent (Eckstein a kol. 2021). Podobna situace nastava i u
kryptochromt. Pfi inkubaci listi na slabém modrém svétle bylo zaznamenano zpomaleni
senescence oproti listim inkubovanym ve tmé. Tento efekt pretrvaval i po inaktivaci
fytochromi svétlem vzdalené Cervené oblasti a nenastal u mutantt 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 pritomny kryptochromy s oznacenim cryl a cry 2. Pokud nebyl v rostliné pfitomnem cry?2,
doslo k rychlejsi degradaci chlorofylu i zhorSeni funkce PSII oproti rostlinam, kterym chybély
oba kryptochromy nebo jen cryl. Cervené svétlo nemélo na pribsh 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 rostlin€ je nezbytna skupina fytohormonu, které
nazyvame cytokininy. Ty zajistuji fungovani bunécného deleni neboli cytokinezi, maji vliv na
rast 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 déju vCetn€ upregulace
komponent PSII, Calvinova cyklu a ve vzacnéjsich pripadech PSI. Kromé toho maji cytokininy
vliv na zachovani obsahu chlorofylu, jelikoz reguluji jeho metabolismus — snizuji katabolismus
chlorofylu a zaroven zvyS$uji jeho syntézu (Hudecek a kol. 2023). Vnéj$i aplikace té€chto latek
tedy dokaze prodlouzit Zivotnost rostlin nebo jejich &asti. Uginek oviem neni vzdy jednoznaény
a zavisi na mnoha faktorech. Stejna latka muze ptsobit odlisné v zavislosti na druhu rostliny,
na ktery ji aplikujeme (Kucerova a kol. 2020). Také je pusobeni cytokinina siln€ ovlivnéno
svételnymi podminkami (VI¢kova a kol. 2006, Causin a kol. 2006, Melkovicova 2012) a
samotnou koncentraci pouzitého roztoku cytokinini (Melkovicova 2012, Kucerova 2015).
Dalsi vlastnosti cytokinind je i schopnost v nékterych ptipadech oddalit nastup infekce

(Prokopova a kol. 2010).
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Z chemického hlediska jsou cytokininy derivaty adeninu. V piirod€ se bézné vyskytuji
cytokininy dvojiho typu — s isoprenoidnim nebo aromatickym fetézcem (Spichal 2012). Mezi
isoprenoidni cytokininy fadime zeatin, ktery ma dva rizné izomery. Jako biologicky aktivné&jsi
se uvadi frams-zeatin, ovSem u listd inkubovanych ve tmé dochéazi ke snizeni mnoZzstvi
trans-zeatinu a naopak narusta koncentrace cis-zeatinu, coz muze znacit jeho urcitou funkci
v ochrané listi pred stresem (JaneCkova a kol. 2018). K aromatickym cytokininiim 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
ptipravené 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 derivatid jsou arabinosidy, kam fadime 3-methoxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid
(MeO) a 3-hydroxy-6-benzylaminopurin-9-arabinosid (OH) (Bryksové a kol. 2020, Kucerova
a kol. 2020).

Cytokininy ovliviluji proces senescence regulaci exprese genu v bunéCném jadre.
Samotna molekula cytokininu ale nemize do bunécného jadra projit. Aby mohl cytokinin
pusobit na geny lokalizované v jadie, musi se navazat na receptor. Cytokininové receptory
obsahuji histidinovou kindzu (HK), ktera se spojenim s cytokininem aktivuje (fosforyluje).
Fosfatova skupina je pak signalni drahou dale prenasena. Pokud je fosforylovan transkripéni
faktor, dokéaze vstoupit do jadra, navazat se na specifické misto v DNA a spustit transkripci
konkrétniho genu (Zwack a Rashotte 2013). Bez cytokininovych receptori nemuze signalni
draha fungovat. Rostlina huseni¢ek obsahuje né&kolik histidinovych kinaz schopnych
interagovat s cytokininy. U listh mutantni rostliny s chybé&jicim AHK3 receptorem byla
pozorovana odlisna reakce na oSetfeni tZ pii vystaveni svétlu nez u , wild-type* rostliny.
V piipadé ,,wild-type™ rostlin nastalo u listi oSetfenych tZ zpomaleni senescence a potlaceni
hromadéni ochrannych antokyant, ale zaroven doslo ke zhorSeni funkce PSII. U mutantti bez
AKH3 nedoslo vlivem aplikace tZ k potlaceni hromadéni antokyant a pokles funkce PSII nebyl
tak vyrazny jako v pifipadé ,,wild-type* rostlin (Danilova a kol. 2023). Kazdy receptor ma navic
v burice mirné odlisnou roli. Rostliny s chybé&jicim AHK3 mivaji béhem senescence obecné
niz§i obsah chlorofylu a vyssi koncentraci tZ, u rostlin bez AHK4 zase dochéazi ve vét§i mite
k peroxidaci lipidi nez u rostlin, které tento receptor nepostradaji (Janeckova a kol. 2018).
Podobne¢ jako nepiitomnost cytokininovych receptorti vede i absence transkrip¢nich faktora
v burice k nefunkCnosti cytokininové signalni drahy. U listd husenicku s chybéjicim
transkripcnim faktorem ARR2 (4Arabidopsis response regulator 2) byla pozorovana pii inkubaci

na svétle rychlejsi degradace fotosyntetickych pigmentt nez u listi rostlin s pritomnym ARR2.
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Zaroven u takto mutovanych rostlin nemélo oSetieni tZ vliv na zpomaleni procesu rozpadu
chlorofylu (Danilova a kol. 2023).

Vyznamné vyuziti nachazeji cytokininy pii vyvoji netoxickych rastovych regulatort.
Mohou u hospodariskych plodin pomoci proti senescenci indukované stresem (suchem, nizkou
teplotou, vysokou salinitou pudy), ktera vede ke ztratam na urod€. Vyuziti pfirozenych
cytokininii v tomto sméru ovSem neni vhodné kvuli jejich negativnimu pisobeni na vyvoj
kofenll u jimi oSetfenych rostlin (Werner a kol. 2003). Jednim ze syntetizovanych derivatd,
ktery uc¢inn€ zpomaluje procesy souvisejici se senescenci a zaroven nema negativni vliv na
vyvoj kotent, 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 cytokinini v rostliné. Misto toho ochranuje funkci PSII a také PSI vcetné
stimulace cyklického toku elektront, ¢imz umoziiuje zachovat funkci fotosyntetického aparatu
a predchazet oxidativnimu poskozeni (Nisler a kol. 2023). Diky tomuto rozdilnému funkénimu
mechanismu oproti ostatnim cytokininim neni pii oSetfeni ASES poskozen vyvoj kofene a
vynosy je¢mene a pSenice byly pfi aplikaci uz béhem ranych stadii vyvoje az o 5-8 % vyssi nez
u neoSetfenych rostlin. Zaroven rostliny oSetfené ASES vykazovaly vyssi odolnost proti stresu
zpusobenému suchem a zvySenou salinitou pudy (Nisler a kol. 2018, Nisler a kol. 2023).

Dal§imi derivaty, jejichz ochranny ucinek proti senescenci je jiny nez u béznych
cytokinint, jsou pomérné nove syntetizované arabinosidy MeO a OH. Podobné¢ jako ASES jen
velmi malo interaguji s cytokininovou signalni drahou. Jejich ucinek spociva v aktivaci
mechanismi spojenych sreakci na patogeny. IThned po aplikaci nastava v rostliné narast
koncentrace kyseliny jasmonové a ethylenu, coz znaci stresovou reakci. Zaroveri se docasné
zvyS§i koncentrace ROS a snizi se exprese nékterych gent souvisejicich s fotosyntézou. Pti
dlouhodobéjsi aplikaci byl ovS§em pozorovan pozitivni efekt na funkci PSII a oddaleni nastupu
senescence (Bryksova a kol. 2020). Navic byl u obou latek pozorovan ochranny efekt proti
oxidativnimu poskozeni zpusobenému svétlem o vysoké intenzité nebo peroxidem vodiku
(Kucerova a kol. 2020).

Jistym problémem pfi pouziti vng&js§i aplikace cytokinini na zpomaleni nastupu
senescence je, ze v nékterych pripadech stimuluji produkci ethylenu v rostlin€. Ethylen ptsobi
proti cytokininim, a naopak pribéh senescence urychlyuje. Lepsich vysledku je proto dosazeno
pfi pouziti latky, ktera nevyvolava nadmérnou produkci ethylenu. U listli pSenice oSetfenych
OH nebyla zaznamenana stimulace produkce ethylenu, ale pii pouziti MeO byla pozorovana
jeho zvySena produkce. Vyraznéjsiho potladeni zmén souvisejicich se senescenci bylo tedy u

pSenice dosazeno pifi aplikaci OH. Opacné reagoval husenicek, ktery pii oSetfeni OH
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produkoval vice ethylenu, ale aplikace MeO tuto produkci nestimulovala. Vétsi zivotnost pak
mély listy oSetiené 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 listl salatu infekci
padli a jejich nasledném oSetieni vnéjsi aplikaci cytokinint, bylo pozorovano nejen zpomaleni
postupu infekce, ale také navrat funkce fotosyntetickych procesti poskozenych v dusledku
napadeni timto patogenem (Prokopova a kol. 2010). U pSenice a huseni¢ku byl také pozorovan
ochranny efekt OH a MeO proti nékterym plisnim (Bryksova a kol. 2020).

Celkovy tcinek cytokininii 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.
Pfi pouziti vysSich koncentraci, nez je tato optimalni, zpomalujici ucinek na senescenci opét
klesa a za urcitych podminek se miZze objevit dokonce urychleni senescence (Melkovi¢ova
2012, Kucerova 2015). Pii dlouhodobém vystaveni zdravé rostliny nepfirozené vysokym
hladinam cytokinini dochazi k poskozenim, ktera se mohou podobat reakci na patogen.
Vyrazné zvySeni hladiny endogennich cytokinini (dosazeno aktivaci pfislusného genu) u
rostlin tabaku zpusobilo zvySeni produkce stresovych hormont, dochazelo k inhibici
fotosyntézy, formovani 1ézi, hojné nastavala bunééna smrt a v chloroplastech rostl obsah
peroxidu vodiku, v jehoz disledku dochazelo k oxidativnimu poskozeni (Novak a kol. 2013).
Poskozeni fotosyntetickych parametrti (podobné jako pfi napadeni infekci, ale v mensi mife)
bylo pozorovano i pii vnéjsi aplikaci cytokinini na zdravé rostliny salatu (Prokopova a kol.

2010).

3.2.1 Cytokininy a svétlo

Jak jiz bylo uvedeno, svétlo mize mit na pribéh senescence dvoji tcinek — v urcitych
ptipadech dokaze chranit fotosynteticky aparat a zachovavat jeho funkci (Spundova a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005), pfi nevhodné intenzit& nebo svételné periodé ma naopak destruktivni
G&inky (Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova 2004). Také bylo ukazano, Ze
aplikace cytokinini nebo jejich derivati obvykle postup senescence zpomaluje (napf. Bryksova
a kol. 2020, Niesler a kol. 2023). Pokud je rostlina vystavena zarovern pusobeni PAR i
cytokininiim, jejich ucinky se vzajemné ovliviiuji. Bylo pozorovano, Ze samotna hladina
endogennich cytokininti u oddelenych listi husenicku se ménila dle svételnych podminek, jimz

byly vystaveny (JaneCkova a kol. 2018). Také byl zaznamenan nartst cytokininového
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signalingu v noci (Luklova a kol. 2022). Aktivita cytokinini je tedy zfejm€ napojena na
cirkadianni rytmus rostliny.

Antisenescenc¢ni latky, které vyrazné zpomaluji prubéh senescence ve tmé, mohou mit
pfi vystaveni jimi oSetfenych listl uritym svételnym podminkam naopak urychlyjici efekt na
zmeény souvisejici se senescenci. Déje se tak zeyména pii pouziti vysSich koncentraci téchto
latek v kombinaci s vysokou intenzitou svétla, jak popisuje ve své bakalarské praci
Melkovicova (2012). Urychlyjici vliv na senescenci se projevil u mT v roztoku o koncentraci
3-10*M v kombinaci s kontinudlnim i periodickym svétlem o intenzité 370+40 upmol
fotonti-m™-s!, dale také po 6 dnech od oddé&leni segmenti pii koncentraci mT 10*M a
kontinudlnim svétle (Melkovicova 2012). U stejné latky pozorovala urychlujici efekt na
senescenci také VI¢kova a kol. (2006). Aplikace mT pfi inkubaci oddé€lenych listi ve tmé méla
na indukovanou senescenci vyrazny zpomalujici efekt — potlacila degradaci chlorofylu,
pomohla zachovat u¢innost PSII, omezila zmény tvaru a struktury chloroplastt a zna¢né snizila
miru peroxidace lipidi. OvSem pii vystaveni takto oSetfenych listd kontinualnimu svétlu o
intenzité 100 umol fotont-m2-s! byl ochranny efekt mT patrny pouze prvni dva dny, poté
nasledoval prudky pokles maximalniho kvantového vytézku PSIIL, coz znaci vyrazné naruseni
fotosyntetickych procest, tvar chloroplasti se zménil na sféricky a presunuly se dale od okraja
bunky, v chloroplastech se vytvorila 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 pavod ve zvySené produkci ROS a nasledném oxidativnim poskozeni.
Danilova a kol. (2023) pozorovali pii oSetfeni listi roztokem tZ o koncentraci 5 uM a inkubaci
na svétle potla¢eni hromadéni ochrannych antokyand. To bylo doprovazeno zhorSenim funkce
PSII oproti neoSetfenym listim 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-m2-s! (Melkovicova 2012), dale u
derivatu oznacovaného jako UR21 pii koncentraci 10*M na svétle o intenzité 100 pmol
fotoni-m-s a 300 umol fotond-m=2-s! (Kuderova 2015).

I pfi oSetfeni cytokininy hraje dulezitou roli spektralni charakter svétla, kterému jsou
vzorky vystaveny. U listd oSetfenych BAP bylo pozorovano znac¢né zpomaleni degradace
chlorofylu pfi inkubaci na zeleném, modrém 1 bilém svétle. Vliv BAP na zpomaleni degradace
proteint byl ovSem zaznamenan pouze pii inkubaci na bilém a modrém svétle, tedy kdyz byla

ptitomna modra slozka spektra. I zde byly znaky senescence spojeny se zménami v oxidativnim
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metabolismu. U listd, které vykazovaly vétsi miru poskozeni, byla naméfena zvySena hladina
MDA a aktivita enzymatickych antioxidant (Causin a kol. 2006). V praci Bécaka (2016) byl
zaznamenan znacné rychlejsi postup senescence u listli inkubovanych na ¢erveném svétle oproti
listim inkubovanym na svétle modrém nebo bilém. Pfi oSetfeni vzorki mT vykazovaly
nejvyrazné€jsi zpomalujici ucinek této latky na senescenci listy vystavené cervenému svétlu
(Becak 2016).

Pusobeni cytokinind je propojeno s fotoreceptory. U mutantnich rostlin husenic¢ku bez
fytochromu D nebyl detekovan zadny rozdil v aktivité cytokininové signalizace mezi dnem
a noci. Také byl u téchto rostlin nameéten niz§i obsah peroxidu vodiku nez u mutantnich rostlin
s jinym chybéjicim typem fytochromu, a jeho mnozstvi nekolisalo mezi dnem a noci. Pokud
nebyl v rostliné 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 fytohormonu zapojenych do tohoto procesu nam
pomaha nejenom lépe porozumeét rostlinnym organismum, které tvoii podstatnou a nedilnou
soucast biosféry nasi planety, ale ma i1 praktické vysledky v podobé zvysSovani vynosu
hospodarskych plodin a jejich ochrany pred stresem i patogeny. Pribéh indukované senescence
u oddélenych listd ve tmé je jiz pomérné dobie zdokumentovan (Spundova a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005, Vitkova a kol. 2006). Podobné je prozkouman i vliv vn&jsi aplikace
cytokinint, ptipadné jejich derivatd, na prubéh senescence ve tmé (VIckova a kol. 2006,
Janeckova a kol. 2019, Kucerova a kol. 2020). V piirozeném prostfedi jsou ovSem rostliny
obvykle vystaveny konkrétnim svételnym podminkam, které maji vliv na nastup 1 pruabéh
senescence. Obecné dokaze svétlo do urcité miry chranit fotosynteticky aparat listd a
zpomalovat tak prabéh senescence (Spundova a kol. 2003, Spundova a kol. 2005, Causin a kol.
2006), za nékterych podminek ale dochdzi na svétle naopak k jes§té¢ vétSimu poskozeni,
pravdépodobné v dasledku oxidativniho stresu (Prochazkova a Wilhelmova 2004). Pokud jsou
zapojeny vlivy svétla zarover s aplikaci cytokining, je situace jesté komplikovanéjsi. Postup
senescence zavisi na koncentraci pouzité antisenescencni latky (Melkovi¢ova 2012, Kucerova
2015), rostlinném druhu (Kucerova a kol. 2020), intenzit¢ svétla a svételné periodé
(Melkovic¢ova 2012) i vinové délce svétla (Causin a kol. 2006, Bécak 2016). Jelikoz dusledky

pouziti kombinace vnéjsi aplikace cytokinina a riznych druhi svétla dosud nejsou dostatecné
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prozkoumany, zabyva se tato prace praveé srovnanim indukované senescence u listovych
segmentll jeCmene oSetfenych sedmi riznymi antisenescenc¢nimi latkami pod vlivem dvou
odlisnych svételnych zdroju s rozdilnymi spektry. Senescence probihajici na svétle byla dale

srovnavana se senescenci u listovych segmentt inkubovanych ve tmé.
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

Vsechny experimenty byly provadény na primarnich listech jeCmene 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 fotont-m™2-s' a 8 hodin tma. Po 8 dnech byly pomoci chlorofylmetru
SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko) vybrany listy s podobnou koncentraci
chlorofylu (lisici 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 zméfeno 6 Cerstvych listd (kontrola) a 6 listovych segmenti dané varianty
(inkubované v jednom z roztokl1) po 6 dnech po oddéleni. Listové segmenty byly umistény do
Petriho misek s 25 ml jednotlivych roztok® o koncentraci 10* M tak, aby vSechny segmenty
plavaly a neptekryvaly se. Kazda miska byla prekryta priahlednym vikem, aby se zabranilo
pfilisSnému odpafovani roztoka a ptipadnému vyschnuti vzorkt. Bylo pouzito celkem 7 latek,
konkrétné¢ meta-topolin (mT), trams-zeatin (tZ), N-fenyl-N'-(1,2,3-thidiazol-5yl)mocovina
(TDZ), N°®-benzylaminopurin (BAP), 1-(2-methoxyethyl)-3-(1,2,3-thidiazol-5yl)mocovina
(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 podminkam dle jednotlivych experimentt (viz dale).

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

fluorescence pomoci piistroje FluorCam (PSI, Drasov, CR). Vzorky byly zatemnény na dobu
20 minut, vyskladany na cernou podlozku a pfes oba fezy prelepeny lepici paskou tak, aby
béhem méfeni nedochazelo k jejich pohybu. Samotné meéreni probihalo v rezimu 10 minut
ozafeni Gervenym aktinickym svétlem o intenzité 230 pmol fotont-m™-s a nasledné 10 minut
relaxace ve tme. Byly zjistovany nasledujici parametry:

e minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu Fo

e maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu Fy,

e maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II Fy/Fm.
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Dale byla méfena fluorescence v Case t pii aktinickém svétle (F() a maximalni fluorescence
vzorku adaptovaného na ¢ervené aktinické svétlo o intenzité 230 pmol fotond-m=2-st (F'm).

Téch bylo vyuzito k urcent:

s . L exx . . Fm—F
e aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému Il &, = “}; :
m
. L oxx . — R Fo F
e kvantového vytézku regulovaného nefotochemického zhaseni ®ypq = F—‘ - F—‘
m m

e kvantového vytézku konstitutivniho neregulacniho nefotochemického zhaseni

Ft
Fm

O¢p =
Po ukoncCeni méfeni byly jednotlivé podlozky se vzorky vyfotografovany a segmenty
obkresleny na prihlednou folii pro pozdéjsi stanoveni jejich plochy potiebné pro vypocet
obsahu pigmentt 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 casti zamrazenych vzorkd byl spektrofotometricky urCovan obsah chlorofylid a
karotenoidi. Listové segmenty byly rozetfeny v tieci misce se Spetkou uhli¢itanu hofe¢natého.
Dale bylo ptfidano 1500 pl 80% acetonu a vzorky byly centrifugovany 10 minut pii 4 °C a
3600 g. Supernatant byl poté zfedén 80% acetonem podle potfeby a na dvoupaprskovém
absorpénim spektrofotometru UV/VIS 550 (Unicam, Cambridge, UK) byla zméfena jeho
absorbance ve vybranych vinovych délkach. Jako reference byl pouzit 80% aceton. Namétené
hodnoty absorbance pro vinové délky 470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm pak byly pouzity
pro vypocty obsahu chlorofylu a, chlorofylu b, karotenoidii, pomeéru chlorofylu a/b a poméru
obsahu chlorofylu a karotenoidti podle vztaht 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 ul supernatantu a k nému
pfidano 20 pul 6M NaOH. Nasledné byl vzorek zahtivan na 60 °C po dobu 30 minut. Po pfidani
60 ul 35% HClO4 nésledovala opét centrifugace pii 4 °C a 16 000 g po dobu 10 minut. Z takto
pfipraveného vzorku bylo odebrano 100 pl a pfidan 1 pl 50mM 2, 4-dinitrofenylhydrazinu
(DNPH). Po pual hodin€é ve tmé byly ze vzorkil separovany jednotlivé slouCeniny na
chromatografu Alliance e 2695 HPLC System (Waters Corporation, Milford MA, USA)
s vyuzitim kolony Astra c18 (4,6 x 150 mm, velikost &astic 3,0 pm) (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 ziskaného
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 - ca) — 6265, kde cn je

koncentrace nasttiku v pmol.

4.3 Jednotlivé experimenty
4.3.1 Experiment 1

Vzorky pripravené podle popisu v kapitole Rostlinny material byly umistény do
Algaetronu (PSI, Drasov, CR) na kontinualni bilé LED svétlo slozené ze tii barev (modra,
zelena a Gervena, kazda slozka o intenzité asi 80 pmol fotond-m™-s™') o celkové intenzité

240 pumol fotond-m2-s7!

. Svételné spektrum je uvedeno na Obr. 1A. Jednotlivé varianty byly
béhem 3. dne inkubace vyménény mezi obéma pouzivanymi Algaetrony, aby byly eliminovany
rozdily zpusobené pripadnymi nestejnymi podminkami v jednotlivych Algaetronech. Po 6
dnech inkubace byly piistrojem FluorCam (PSI, Drasov, CR) zm&feny fluorescenéni parametry
u 6 segmentd z kazdé 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

2.5l (svételné spektrum na Obr. 1B). Méfeni

ointenzit¢ kolem 250 upmol fotoni-m"
fluorescenc¢nich parametri probihalo opét po 6 dnech inkubace a vzorky byly bezprostiedné po
meéfeni zamrazeny. Pozdgji 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 bunéénych membran. Méfeni probihalo po 7 dnech inkubace. Listové segmenty byly
zkraceny 0 0,5 cm od obou fezti a umistény do 3 ml deionizované vody. V té byla méfena mérna
vodivost po 30 minutach od vlozeni segmenti a po 3 hodinach a 5 hodinach, kdy byly vzorky
umistény na bilém svétle o intenzité 1000 pmol fotond-m2-s,

4.3.3 Experiment 3

ZaveéreCny experiment byl proveden pro srovnani zmén méfenych parametra po 6 dnech

inkubace segmentl ve tmé a na svétle. Byl pfipraven dvojnasobny pocet vzorkd a polovina

z kazdé varianty byla umisténa na kontinualni bilé svétlo zafivek (Obr. 1B), obdobné jako

v Experimentu 2. Druha ¢ast inkubovanych segmentt byla zakryta Cernou folii a umisténa do
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komory vedle prvni Casti vzorkd, tedy inkubace probihala ve tmé, ale jinak za stejnych
podminek jako u vzorkl na svétle. Po 6 dnech probéhlo métreni obdobné jako v predchozich
ptipadech. Fluorescen¢ni parametry byly zméfeny pomoci pfistroje FluorCam (PSI, Drasov,
CR) a nasledn& ze zmrazenych vzorkd bylo uréeno mnozstvi chlorofylu a karotenoidd a obsah

MDA.

4.4 Statistické a grafické zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Excel. U fluorescen¢nich parametrt byly
pouzity mediany, chybové useCky wvyjadiuji horni a dolni kvartil. U koncentrace
fotosyntetickych pigmentt, obsahu MDA a mémé vodivosti byl pouzit aritmeticky primér a
smérodatné odchylky, mérma vodivost je vyjadiena také v % hodnot naméfenych na zacatku
experimentu pro eliminaci vlivu nestejné velikosti ¢i hmotnosti listovych segmentti. Pro zjisténi
statistické vyznamnosti rozdili 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 hvézdicek znamena vyssi

statistickou vyznamnost. K urceni plochy listovych segmentt byl vyuzit program ImageJ.
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Obr. 1: Spektra svétel, kterym byly béhem inkubace v roztocich vystaveny listové segmenty. Bilé LED svétlo
dvou Algaetroni (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 pusobeni raznych typt cytokinint a jejich derivata
na fotosynteticky aparat v oddé€lenych listech jeCmene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bojos)
inkubovanych na svétle a ve tmé. K tomuto ucelu bylo pouZito postupt popsanych v kapitole 4
Material a metody. Pro urCeni poklesu obsahu fotosyntetickych pigmenti bylo pouzito
spektrofotometrické méteni obsahu chlorofylii a karotenoid(i. Mira poskozeni funkce PSII byla
urCovana pomoci méteni parametrii chlorofylové fluorescence, kdy byly konkrétné sledovany
parametry Fo, Fm, Fv/ Fm a pribéhy @, ®¢p a ®ypq. Dale byl méfen metodou HPLC obsah
MDA, ktery odrazi miru peroxidace lipida v disledku oxidativniho poskozeni. V Experimentu

2 bylo navic zji§tovano poskozeni biologickych membran metodou ,,ion-leakage*.

5.1 Experiment 1

U segmentt inkubovanych 6 dni v DMSO doslo v disledku degradace chlorofylu
k viditelné zmeén¢ (zeZloutnuti listi) oproti kontrole (Obr. 2). Na prvni pohled je ziejmé, ze
vSechny pouzité latky mély urcity ochranny efekt proti témto zménam. Nejlépe zachovany 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 listd zachovana vyrazné lépe nez u DMSO. Tyto viditelné zmény
byly potvrzeny spektrofotometrickym méfenim obsahu fotosyntetickych pigmenti (Obr. 3).
Opét je ziejmé nejvetsi posSkozeni u segmentd inkubovanych v DMSO, kde vidime vyrazny
pokles v mnozstvi chlorofylu a, chlorofylu b i karotenoidt. Zietelny pokles v obsahu pigmenta
nastal také u listd inkubovanych v mT, tZ, a oproti predpokladim dle viditelné barvy lista také
v MeO. Zmény obsahu byly ve vSech latkach pro chlorofyl a a b podobné. Nejlépe byl obsah
fotosyntetickych pigmentd zachovan dle ocekavani u listd inkubovanych v OH, a ochranny
efekt se potvrdil také u TDZ, BAP a ASES. U vsech variant se projevil mirny narist v poméru
chlorofylu a/b, coz je znamkou rychlejsi degradace svétlosbémych komplexti viuci reakénim
centrum fotosystému II. Zaroven nebyl zjistén signifikantni rozdil u segmentt osetfenych
cytokininy oproti DMSO. V poméru chlorofylu ku karotenoidim dosahuji v§echny pouzité
latky vyssi hodnoty oproti DMSO, coz naznaCuje pomalejsi degradaci chlorofyld vaci

karotenoidum.
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Obdobné vysledky jsou patrné ze zobrazeni Fy/F (Obr. 4). U segmentd inkubovanych
v DMSO je funkce PSII poskozena natolik, ze na imagingu neni vétSina plochy listovych
segmentu vubec viditelna. 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

1ze vidét v pripadé€ piirozen€ se vyskytujicich cytokinint tZ a mT.

kontrola

Obr. 2: Fotografie listovych segmentii jeCmene 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, bezprostiedné po méfeni parametria
chlorofylové fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vilevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den oddéleni.
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Obr. 3: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmenti u listovych segmentu jeCmene 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. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu 4, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidu. 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. 4: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F./Fim) 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, Z,
TDZ, BAP, ASES, MecO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty méfené bezprostiedné po odd¢leni.

Energie absorbovana chlorofylem je Castecné zpétné vyzarena do okoli v podobé
fluorescence. Méfenim tohoto fluorescencniho zafeni muzeme ziskat informace o prenosu
energie v rostliné a fungovani PSII. Uréenim minimalni a maximalni fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu (parametry Fo a Fm) zji§tujeme miru degradace nebo poskozeni funkce
svétlosbérnych komplexi. Parametr Fy/Fm, ktery urCime jako pomér okamzité hodnoty
fluorescence zmenSené o Fo a maximalni hodnoty fluorescence, ukazuje fungovani fotochemie
PSII. Dle ziskanych vysledk (Obr. 5) nastalo nejvétsi poskozeni funkce PSII u segmentu
inkubovanych v DMSO, kde doslo ke snizeni Fy/Fm asi o 15 % oproti kontrole, dale také ke
snizeni Fo pfiblizné o 80 % a Fn pfiblizné o 85 % oproti kontrole. U TDZ, BAP, ASES a OH
doslo ke snizeni F/Fm oproti kontrole piiblizn€ jen o 5 %. Z vysledka je patrné, ze v§echny
latky mely ochranny efekt proti zmé&nam souvisejicim se senescenci. Ve sledovanych latkach
nastalo snizeni Fo pfiblizn€ o 40 % a Fy, piiblizn€ o 55 % oproti kontrole. V pfipadé parametru
Fy/Fm (Obr. 5C) se jevi u tZ vétsi poskozeni nez u DMSO (1 kdyz rozdil oproti DMSO nebyl
statisticky vyznamny), ale je tieba si uvédomit, Ze piistroj FluorCam (PSI, Drasov, CR)
vyhodnocuje hodnoty meéfenych parametri pouze z funkénich ¢asti listovych segmentd,
v prezentovanych hodnotach se tedy nezohlednuje rozsah ¢asti listovych segmentt s ,,nulovou*
funkci (resp. nedetekovatelnou chlorofylovou fluorescenci). Z predchozich vysledka (Obr. 4)
je vidét, ze listy inkubované v DMSO byly z velké ¢asti poskozeny natolik, ze pfistroj jiz
nezaznamenal zadny signal, a vysledna hodnota je tak ur€ena pouze ze zbytku fungujicich ¢asti
listu.

Pribéh @, 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 predesla pripadnému preexcitovani fotosyntetického aparatu) a
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naslednému ustaleni na maximalni svételné hodnoté. Ve tmé obvykle dosahuje @, u zdravych
listd hodnoty kolem 0,8. V piipadé poskozeni fotosyntetického aparatu nastava pomalejsi
adaptace po spusténi aktinického 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 narast ve svételné Casti nez u kontroly (inkubace
segmentu v latkach probihala na svétle o vyssi intenzit€ 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 pribéh regulovaného nefotochemického zhaseni, tedy kolik
absorbované energie bylo pfeménéno na teplo. Pfi mirnéj§im zhorSeni funkce PSII tento
parametr nejprve narusta, jelikoz klesa vyuziti absorbované energie ne fotochemii a nevyuzita
energie by mohla buiiku vice poskodit, je tedy potfeba ji zhaSet. Pfi vétSim poSkozeni
fotosyntetického aparatu jiz prestava fungovat i nefotochemické zhaseni. Po spusténi
aktinického svétla zaznamename u zdravého listu prudky nardst tohoto parametru a nasleduje
postupné snizeni, jak se rostlina adaptuje na danou intenzitu svétla. V temnostni fazi méteni po
vypnuti aktinického svétla neni takova potieba se zbavovat piebyteCné energie a ®ypq se ustali
kolem hodnoty 0,05. Priibéh ®ypq u sledovanych listovych segmentii je znazornén na obrazku
6B. U listd inkubovanych v DMSO, tZ, mT a MeO neni patrny pokles nefotochemického
zhaSeni béhem adaptace na svétlo v prvnich dvou minutach méteni (Obr. 6B). Lepsi stav funkce
dypq ukazuji vysledky u segmentil inkubovanych v OH, TDZ, BAP a ASES, u kterych je tento
pokles pfitomen, i kdyZz samotny narist ®ypq bezprostiedné po spusténi aktinického svétla je
vyrazné nizsi oproti kontrole. To je z Casti zptisobeno intenzitou pouzitého aktinického svétla,
jelikoz kontrolni segmenty byly péstovany na svétle o intenzité 100 pmol fotond-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
®ypq obdobny u vSech variant.

Pribéh ®¢p 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 méne¢ 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 pribehu P¢p sledovanych segmentt (Obr. 6C)
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vidime zpomaleni poklesu ve svételné ¢asti meéreni u DMSO, tZ, mT a MeO, které maji zaroven
vyS$8i hodnoty v temnostni fazi meéfeni. OH, TDZ, BAP a ASES vykazuji jen mirné zvyseni
oproti kontrole.

MDA se v rostlinnych bunkach vyskytuje pfirozené jako vedlejsi produkt nékterych
chemickych procesi. Ve vétsi mife vznika pii oxidativnim stresu jako produkt peroxidace
lipidovych membran. Pii velmi vyrazném poskozeni bunék jiz nemusi probihat ani tyto reakce
a obsah MDA muze byt relativn€ nizky. Obsah MDA v listech inkubovanych v DMSO se mirné
zvy§il oproti kontrole (asi 0 35 %), coz naznaCuje zvySenou peroxidaci lipida, pravdépodobné
v dasledku poskozeni oxidativnim stresem (Obr. 7). Ve vSech sledovanych latkach v§ak 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
funk¢nost listd inkubovanych v DMSO byla poSkozena natolik, ze jiz nedochazelo ani ke

zvySené produkci MDA.
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Obr. 5: Zmény fluorescencnich parametri u listovych segmentli 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 byla
meétena ihned po oddéleni segmentii. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo), (B) maximalni
fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fu), (C) maximdlni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II
(Fy/Fm). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6 u vSech variant krom¢ 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: Prubéh aktudlniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (®p) (A), kvantového vytézku
regulovan¢ho nefotochemického zhdseni (®wneg) (B) a kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho
nefotochemického zhaseni (@¢p) (C) po spusténi aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé
(11.-20. minuta) u listovych segmentu je¢mene 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 méfena ihned po oddéleni.
Uvedeny jsou medidny 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, (Z, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola piedstavuje stav v den
oddé¢leni. Uvedeny jsou aritmetické pruméry a smérodatna odchylka (n = 3). HvézdiCky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).

Ze ziskanych vysledka vyplyva, Ze u segmentt inkubovanych na LED svétle nenastalo
v zadné ze sledovanych latek urychleni senescence oproti DMSO. Roztoky cytokinint a jejich
derivati meély v rizné mife ochranny efekt na udrzeni obsahu fotosyntetickych pigmentd i

funkce PSII.

5.2 Experiment 2

Segmenty inkubované 6 dni v DMSO na zafivkovém svétle vykazovaly zménu barvy
oproti kontrole (Obr. 8). V dusledku 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 segmentt inkubovanych v mT a BAP, o néco méné také v OH.
Na rozdil od Experimentu 1, kde byla na prvni pohled nejvyraznéjsi zména barvy oproti
kontrole u segmentt inkubovanych v DMSO, se zde jevi zmény barvy oproti kontrole ve vech
sledovanych latkach podobné nebo dokonce vétsi nez u DMSO.

Meéfieni obsahu fotosyntetickych pigmentt ukazuje véts§i miru zachovani chlorofyld 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 pigmentt nez u DMSO vykazuji segmenty inkubované v mT, TDZ,
BAP, MeO a OH. Nejlépe je mnozstvi chlorofylu zachovano u varianty inkubované v tZ, ktera
vykazuje také nartst obsahu karotenoidi. U segmentt inkubovanych v mT je patrny nardst
pomeéru chlorofylu a ku chlorofylu 4 asi na dvojnasobek oproti kontrole. U ostatnich variant
tento pomér v mensi mife narostl také, statisticky vyznamny byl narGst 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 PSIL. U
DMSO se narust také mirné projevil, ale vSechny sledované latky tento efekt zvysily.
Zobrazeni parametru Fy/Fm opét ukazuje relativné dobré zachovani funkénosti segmentt
inkubovanych v DMSO oproti Experimentu 1 (Obr. 10). Funkce PSII byla dobfe zachovéana u
vSech variant, nejvyrazn€jsi poskozeni oproti kontrole se jevi u segmentt inkubovanych v mT,

BAP a OH.

ASES

Obr. 8: Fotografie 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, bezprostiedné po méfeni parametria
chlorofylové fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vilevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den odd¢leni.
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Obr. 9: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmenti u listovych segmentu jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace na
zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MecO a OH. Kontrola
piedstavuje stav v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu 4, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidu. Uvedeny jsou aritmetické pruméry 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 I (Fy/Fi) u listovych segmentu
jeémene jarniho po 6 dnech inkubace na zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ,
TDZ, BAP, ASES, MecO a OH. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty méfené bezprostiedné po odd¢leni.
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Meéfieni parametru chlorofylové fluorescence Fo, Fn a Fy/Fm ukazalo nejvétsi zhorSeni
stavu u varianty inkubované v mT (Obr. 11). VéEtsi poskozeni oprott DMSO vykazuji i segmenty
inkubované v BAP a OH. Priibéh @, 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 pfipadech je po mirném prvotnim
narustu patrny pokles parametru v prvnich dvou minutach. Nejmensi maximalni hodnoty
dosahl narst u varianty inkubované v DMSO. Priibéh ®¢p, vykazuje mensi pokles v Case pro
vSechny varianty oproti kontrole (Obr. 12C). V temnostni fazi méfeni dosahuje nejvyssich
hodnot varianta inkubovana v mT.

Narast obsahu MDA asi o 35 % oproti kontrole ukazuje na oxidativni poskozeni u
segmentu inkubovanych v DMSO (Obr. 13). Jesté vétsi navySeni obsahu MDA, asi 0 65 %
oproti kontrole, bylo zaznamenano u variant inkubovanych v mT, BAP, ASES, MeO a OH,
nicmén¢ rozdil oproti DMSO nebyl signifikantni. Naopak prakticky zadnou zvySenou produkci
MDA nevykazuji varianty inkubované v tZ a TDZ, takze obsah MDA byl v téchto pfipadech
signifikantn€ niz§i 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. Bezprostiedné po vlozeni
segmentu a nasledné po 3 a 5 hodinach vystaveni svétlu byla méfena mérna elektricka vodivost
vody, ve které byly jednotlivé listy maceny. Mérma vodivost nartstala v dasledku poskozeni
bunék a naslednému ,,vyliti“ ionti do méfené vody. Nejvyrazné€jsi poskozeni biologickych
membran bylo zaznamenano u variant inkubovanych v BAP a OH, ostatni varianty dosahuji
podobnych hodnot jako DMSO (Obr. 14). O néco nizs§i poSkozeni oproti DMSO se jevi u

segmentt inkubovanych v mT a ASES.
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Obr. 11: Zmény fluorescencnich parametri u listovych segmentti jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace na
z4tivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola
byla méfena ihned po odd€leni segmentii. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo), (B)
maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fn), (C) maximdlni kvantovy vytéZek fotochemie
fotosystému II (F,/Fi). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6). Hv€zdicky oznacuji statisticky
vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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Obr. 12: Prib¢h aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (®p) (A), kvantového vytézku
regulovan¢ho nefotochemického zhdseni (®wneg) (B) a kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho
nefotochemického zhaseni (@¢p) (C) po spusténi aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tmé
(11.-20. minuta) u listovych segmentu je¢mene 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 méfena ihned po oddéleni.
Uvedeny jsou medidny a horni a dolni kvartily (n = 6).
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Obr. 13: Koncentrace MDA u listovych segmentli jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace na zatfivkovém svétle
v roztoku 0,2% DMSO a v 10“*M roztocich mT, (Z, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola piedstavuje stav v den
oddé¢leni. Uvedeny jsou aritmetické pruméry 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. 14: Mérma vodivost deionizované vody po maceni listovych segmentii m¢fena ihned po vloZeni segmentu,
po 3 hodindch vystaveni svétlu o vysoké intenzité a po 5 hodinach vystaveni svétlu o vysoké intenzit€. Segmenty
je¢mene jarniho byly 7 dni inkubovany 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 naristu
oproti vychozimu stavu (B) (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti DMSO (* P < 0,05,
** P <0,01, *** P <0,001).

Uvedené vysledky ukazuji mirny urychlujici efekt na senescenci pifi inkubaci
v nekterych latkach na zarivkovém svétle. Tento efekt se projevil u segmentli inkubovanych
vmT, BAP a OH snizenym obsahem fotosyntetickych pigmentd i zhorSenou funkci

fotosyntetického aparatu. Urychleni degradace fotosyntetickych pigmentt nastalo i u TDZ a

MeO.
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Srovnejme nyni vysledky Experimentu 2 (ziskané po inkubaci segmentt na zatfivkovém
svétle) s vysledky Experimentu 1 (po inkubaci segmentti na LED svétle). V Experimentu 1 bylo
patrné nejvyrazn€jsi poskozeni u segmentt 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 ne€kolika pouzitych latek, navic samotné segmenty
inkubované v DMSO byly mnohem 1épe zachovany nez v Experimentu 1. Muzeme usuzovat,
ze pouzita spektralni slozeni svétla méla vliv na procesy probihajici v oddélenych listech a na

efekt jednotlivych cytokinini a jejich derivatu.

5.3 Experiment 3

Po zjisténi, ze procesy v oddé€lenych listech probihaji rizné€ za pouziti rozdilnych
svételnych spekter, se nabizela také otazka srovnani zmén u listi vystavenych béhem inkubace
svétlu a tmé&. K tomuto ucelu bylo pouzito zafivkové svétlo (stejné jako v Experimentu 2) a
tmy bylo dosazeno zabalenim vzorkd do Cerné folie.

Béhem inkubace ve tmé doslo u segmentt vystavenych DMSO k vyrazné zméné barvy
oproti kontrole (Obr. 15). Rozdil barvy oproti kontrole je patrny také u MeO a mirnéji u OH.
Ostatni listy se vizualn€ jevi relativné dobie zachovany. Odlisna je situace u listl 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 1 u vSech ostatnich variant. Roztok mT béhem inkubace na svétle vyschnul, proto
nemuzeme tuto variantu srovnavat.

Meéfieni obsahu fotosyntetickych pigmenti ukazuje v pfipadé vystaveni tme nejvetsi
ubytek chlorofylu u segmentti inkubovanych v DMSO, a to asi 0 80 % oproti kontrole (Obr. 17).
Zaroveii u této varianty klesl asi o 20 % oproti kontrole pomér chlorofylu a ku chlorofylu 5,
tedy ziejme ubyvala rychleji reak¢ni centra oproti svétlosbérnym komplexim (opacny efekt
nez byl pozorovan na svétle). VSechny varianty oSetfené cytokininy vykazuji lepsi zachovani
fotosyntetickych pigmentt nez segmenty inkubované v DMSO. Vyrazna degradace pigmentu,
pfiblizn€ o 70 %, se projevila u listd inkubovanych v MeO, v mensi mife pak v OH. Velmi
dobte byl obsah fotosyntetickych pigmenti zachovan u segmenti inkubovanych v mT a tZ.
U vzorka vystavenych svétlu byl pokles obsahu pigmenti u varianty inkubované v DMSO
vyrazné¢ mensi nez ve tmé (Obr. 18), obsah chlorofylu klesl jen asi o 30 % oproti kontrole
(Obr. 18D). Nejméne¢ chlorofylu bylo zachovano u segmentt inkubovanych v BAP, kde nastal

pokles o pfiblizn€ 80 % oproti kontrole, a zaroven zde signifikantn€ vzrostl pomér chlorofylu
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a ku b. Podobna situace, ale v mensi mife, se jevi u listi vystavenych MeO. Vsechny varianty
oSetfené cytokininy vykazuji vyss§i miru degradace chlorofylu nez segmenty vystavené DMSO,
i kdyZ signifikantni rozdil oproti DMSO byl zjistén pouze v piipadé segmentt oSetfenych BAP.

Zobrazeni Fy/Fn indikuje v ptipadé vzorkd inkubovanych ve tmé jen velmi slabou
aktivitu PSII u varianty vystavené DMSO (Obr. 19). U vSech vzorka vystavenych roztokiim
cytokinind je fotochemie zachovana lépe ne u segmentd inkubovanych v DMSO. Spatny stav
PSII je vidét u varianty inkubované v MeO, zhorSeni oproti kontrole se projevuje i u segmentu
vystavenych OH, mirn€¢ v mT. Ostatni varianty vykazuji velmi dobré zachovani funkce PSIL
Meéfeni variant vystavenych svétlu ukazuje dobfe zachovany stav u segmenti inkubovanych
v DMSO (Obr. 20). Vyrazné poskozeni je vidét u listi inkubovanych v BAP. Ostatni svételné
varianty vypadaji z hlediska funkce PSII relativné dobfe zachovany, nejlépe se jevi stav listd

inkubovanych v ASES.

kontrola

TDZ

Obr. 15: Fotografie listovych segmentil jecmene jarniho po 6 dnech inkubace ve tmé v roztoku 0,2% DMSO a
v 10°*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MecO a OH, bezprostiedng po méfeni parametrii chlorofylové
fluorescence pomoci pfistroje FluorCam. Vlevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v den odd¢leni.

kontrola

Obr. 16: Fotografie listovych segmentli jeCmene 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, bezprostiedné po méfeni parametrii
chlorofylové fluorescence pomoci piistroje FluorCam. Vilevo jsou zobrazeny kontrolni segmenty fotografované v
den oddéleni.
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Obr. 17: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmentu u listovych segmentii 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 4, (C) obsah karotenoidu, (D) celkovy obsah
chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu a karotenoidu. 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. 18: Zmény obsahu fotosyntetickych pigmenti u listovych segmentii 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. Kontrola
piedstavuje stav v den oddéleni. (A) obsah chlorofylu a, (B) obsah chlorofylu 4, (C) obsah karotenoidi, (D)
celkovy obsah chlorofylu a a b, (E) pomér chlorofylu a ku chlorofylu b, (F) pomér obsahu chlorofylu
a karotenoidu. 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 I (Fy/Fi) u listovych segmentu
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 odd€leni.
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Obr. 20: Zobrazeni maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému I (Fy/Fi) u listovych segmentu
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 méfené bezprostiedné po odd¢leni.
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U méfeni parametri chlorofylové fluorescence je v pfipadeé listi vystavenych tme patrny
zhorseny stav funkce PSII u segmentt inkubovanych v DMSO (Obr. 21). Doslo k nartstu Fo
(na svétle vzdy zaznamenan pokles Fo) a zaroven poklesu Fm, coz vedlo také ke snizeni Fy/Fu.
Zhorseni stavu oproti kontrole se projevilo i u segmenti inkubovanych v MeO. Ostatni
sledované roztoky vykazuji dobré zachovani stavu PSII. Méfeni svételné varianty ukazalo
vyrazn€ lepsi zachovani segmentt inkubovanych v DMSO oproti situaci v listech vystavenych
tmé (Obr. 22). U zadné varianty oSetfené cytokininy a vystavené svétlu nedoslo k vyraznému
poklesu Fy/Fn, tedy ve vSech ptipadech byla dobie zachovana funkce PSII.

Graf pribéhu &, pro variantu vystavenou tmé (Obr. 23A) ukazuje velmi Spatny stav
fungovani fotochemie u segmenti inkubovanych v DMSO, a to jak ve svételné fazi méteni, tak
i béhem relaxace ve tm€. Vyrazné zhorSeni stavu je vidét u segmentt inkubovanych v MeO,
onéco méné také v OH. Segmenty inkubované v ostatnich sledovanych latkach vykazuji
relativné dobré zachovani fungovani fotochemie. U vzorkt vystavenych béhem inkubace svétlu
nejsou rozdily v pritbéhu @, u jednotlivych latek pfili§ patrné (Obr. 23B). U vSech variant je
pfitomné urychleni nardstu parametru v prvnich minutach svételné faze oproti kontrole,
zpusobené patrné rozdilnosti intenzity svétla béhem péstovani rostlin abéhem inkubace. Prabéh
®ypq u vzorkll vystavenych tmé (Obr. 24A) ma znatelné zpomaleny narGst do saturaCniho
stadia u vSech variant. Nejvétsi zpomaleni nastalo u segmentd inkubovanych v DMSO, kde se
navic parametr béhem temnostni faze méfeni nevraci k niZ§im hodnotam. Priibéh ®ypq méfeny
u vzorkd vystavenych svétlu (Obr. 24B) naznacuje opét podobny stav u vSech sledovanych
variant (rozdilny od kontroly). Nejvyssiho narGistu v prvni minuté¢ dosahuje varianta
inkubovana v ASES, nejmensi narust je patrny pro segmenty inkubované v MeO. Pro vzorky
vystavené tme je u pribéhu ®¢p (Obr. 25A) viditelny vyrazné zpomaleny pokles ve svételné
fazi méfeni u segmentd inkubovanych v DMSO, béhem relaxace ve tmé nedochazi k navratu
na niz$i hodnotu. ZhorSeni stavu je patrné také u segmentt 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 segmentil
inkubovanych v MeO, které vykazuji zpomaleny pokles béhem prvnich minut svételné casti

méreni.
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Obr. 21: Zmény fluorescencnich parametrii u listovych segmentii jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace ve tm¢e
v roztoku 0,2% DMSO a v 10“*M roztocich mT, tZ, TDZ, BAP, ASES, MecO a OH. Kontrola byla méfena ihned
po oddé¢leni segmentt. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo), (B) maximalni fluorescence
vzorku adaptovaného na tmu (Fr,), (C) maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/Fn). Uvedeny
jsou mediany a horni a dolni kvartily (n = 6). Hv¢ézdicky 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
zafivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
meétena ihned po oddéleni segmentii. (A) minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fo), (B) maximalni
fluorescence vzorku adaptovaného na tmu (Fu), (C) maximdlni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II
(Fy/Fm). Uvedeny jsou mediany a horni a dolni kvartily (n= 6 u vsech variant krom¢ 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: Prib¢h aktualniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (®,) po spusténi aktinického svétla
(prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tm¢ (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, McO a OH. Kontrola byla
méfena ihned po oddé¢leni. Uvedeny jsou medidny a horni a dolni kvartily (n= 6, v grafu (B) u BAP n= 5).
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Obr. 24: Priib¢h kvantového vyt€zku regulovaného nefotochemického zhaseni (Oneq) po spusténi aktinického
svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tme (11.-20. minuta) u listovych segmentii jeCmene 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 av 10*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO a OH. Kontrola byla
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Obr. 25: Priub¢h kvantového vytézku konstitutivniho neregulacniho nefotochemického zhaseni (®¢p) po spusténi
aktinického svétla (prvnich 10 minut) a béhem relaxace ve tm¢ (11.-20. minuta) u listovych segmentti jeCmene
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 zitivkovém svétle v roztoku 0,2% DMSO a v 10™*M roztocich tZ, TDZ, BAP, ASES, MeO
a OH. Kontrola byla méfena ihned po oddé€leni. Uvedeny jsou medidny a horni a dolni kvartily (n= 6, v grafu (B)
uBAPn=>35).
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U lista vystavenych béhem senescence tmé byl u segmentt 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 vétS§i obsah MDA oproti segmentim inkubovanym v DMSO, ale oproti
kontrole se objevilo jen velmi mirné navyseni u listd inkubovanych v ASES. Senescence ve
tmé tedy pravdépodobné nevedla ke zvySené produkci ROS a nasledné peroxidaci lipidu.
Meéfeni listt vystavenych béhem inkubace svétlu ukazuje narist obsahu MDA oproti kontrole
ve vSech piipadech (Obr. 26B). Nejmensi narust je u segmentti inkubovanych v DMSO (jen asi
15 %). Vyrazné se zvysil obsah MDA v listech inkubovanych v BAP, a to asi o 70 %, dale
piiblizn€ 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 vé€tsi mife nez u segmentd ve tmé.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze ve tmé doslo béhem 6 dni k velmi vyraznému
poskozeni segmentd inkubovanych v DM SO, zatimco segmenty inkubované v DMSO na svétle
byly relativné dobte 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 tmé vykazovaly mnohem lepsi stav
oproti segmentim inkubovanym ve tmeé v DMSO. V ramci sledovanych latek bylo nejnizsi
zachovani obsahu fotosyntetickych pigmentt i 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 segmentt osetienych BAP. Nejlépe z variant oSetfenych cytokininy
byl zachovan stav listd inkubovanych v ASES. Mé¢feni obsahu MDA ukazalo vétsi miru

oxidativniho stresu u segmentt inkubovanych na svétle oproti situaci ve tme.
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Obr. 26: Mnozstvi MDA u listovych segmentii jeCmene jarniho po 6 dnech inkubace (A) ve tm¢ 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 pfedstavuje 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 listd k mnoha zménam, mezi néz se radi pokles
obsahu fotosyntetickych pigmentd (napt. Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova
2004). Miize se ménit pomér obsahu chlorofylu @ ku chlorofylu b (Spundova a kol. 2003,
Prochazkova a Wilhelmova 2004), pokud svétlosbérné komplexy a reakéni centra degraduji
riiznou rychlosti, nebo pomér obsahu chlorofylu ku karotenoidiim (Spundova a kol. 2005),
pokud rizné pigmenty degraduji rizné rychle, ptipadné narista koncentrace nékterého
pigmentu. Pii senescenci také dochazi ke zmé€nam parametri chlorofylové fluorescence Fo
(minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu) a Fn (maximalni fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu). Se snizenim ¢i zvySenim téchto dvou parametrii se méni také maximalni
kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fu), ktery béhem senescence klesa, coz znaci inhibici
funkce PSII (Spundova a kol. 2003, Prochazkova a Wilhelmova 2004, VI¢kova a kol. 2006).
Také muZeme pozorovat zmény v priabéhu aktualniho kvantového vytézku fotochemie PSII
(®p), ktery ukazuje, kolik absorbované energie je vyuzito na fungovani fotochemickych
procesti. Po vystaveni rostliny adaptované na tmu aktinickému svétlu dochazi postupné
k adaptaci na konkrétni intenzitu svétla, dokud se parametr @, neustali na maximalni hodnoté
kolem 0,8 (v pfipadé zdravych rostlin). Bé&hem senescence dochazi k poskozeni
fotosyntetického aparatu a patrametr @, dosahuje niz$i maximalni hodnoty a adaptace na danou
intenzitu svétla byva pomalejsi. Pribéh kvantového vytézku regulacniho nefotochemického
zhageni fluorescence (Pnpq) ukazuje, kolik pfijaté energie bylo regulované pfeméno na teplo.
Pii vystaveni listu adaptovaného na tmu aktinickému svétlu dochazi nejprve k prudkému
nariistu ®ypq, jelikoz se rostlina zhasenim zbavuje piebytecné energie, ¢imZ se brani proti
poskozeni fotosyntetického aparatu. Jak se rostlina postupné adaptuje na danou intenzitu svétla
a zaCina vyuzivat piijatou energii k fungovani fotochemickych procest, nastava opét snizeni
®ypq. Po ukonceni svételnych pulsi 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 fungovani fotochemie a je cilené pfeménovana na teplo, aby nepuasobila vétsi
poskozeni, coz pozorujeme jako nardst parametru ®ypq. Pokud je fotosynteticky aparat
poskozen vyrazn€, nefunguje jiZ ani nefotochemické zhaseni a parametr ®ypq klesa. Zbytek
energie piijaté anténami PSII je ztraceno v podobé fluorescence a konstitutivni tepelné disipace,

coz zobrazuje prubéh kvantového vyté€zku konstitutivniho neregulacniho nefotochemického
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zhaSeni (®¢p). V piipadé zdravého listu adaptovaného na tmu nastava po vystaveni
aktinickému svétlu prudky pokles ®¢p 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
jako nartst ®¢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
(Spundov4 a kol. 2003, VItkova a kol. 2006) a nasledné ke zvyseni koncentrace produktd téchto
procest jako je MDA (Jaji¢ a kol. 2015). Tyto zmeény lze do urcité miry zpomalit vnéjsi aplikaci
cytokinint (napf. Vickova a kol. 2006, Melkovi¢ova 2012, Kucerova a kol. 2020). Urcity
ochranny efekt proti zménam spojenym se senescenci ma i svétlo (Spundova a kol. 2003,
Spundova a kol. 2005, Causin a kol. 2006), v n&kterych piipadech maze ale na svétle dojit
naopak kurychleni téchto procest, pravdépodobné v dusledku oxidativniho stresu
(Prochazkova a Wilhelmova 2004). Pii vystaveni rostliny vné&jsi aplikaci cytokinind i
konkrétnim svételnym podminkam dochazi ke vzajemnému ovliviiovani efektl svétla a
cytokinint, které mize vyustit v urychleni zmén spojenych se senescenci (Melkovicova 2012).

V této praci byl porovnavan vliv LED svétla, zafivkového svétla a tmy na zmény
zpusobené indukovanou senescenci u listovych segmentt jeCmene jarniho (Hordeum vulgare
L. cv. Bojos) oSetfenych sedmi riznymi antisenescenc¢nimi latkami. Jako kontrolni byl pouzit
0,2% roztok DMSO. Byly hodnoceny viditelné zmény listovych segmentd, obsah
fotosyntetickych pigmentt, parametry chlorofylové fluorescence (Fo, Fm, Fv/Fm) vCetné
zobrazeni Fv/Fm v ploSe listovych segmentl a pribéhy @, ®ypq, Prp, zmény obsahu MDA a
ve vybranych pfipadech meéfeni ,jion-leakage®, které odrazi miru poskozeni biologickych
membran.

Segmenty inkubované v DMSO ve tmé vykazovaly po 6 dnech pokrocilé stadium
senescence, coz odpovida literatute (Spundova a kol. 2003). Nastal vyrazny pokles obsahu
chlorofylu oproti kontrole, pfi¢emz klesl pomér chlorofylu a ku chlorofylu 4 (Obr. 17E), coz je
opacny trend, nez byl pozorovan na svétle (Obr. 3E, OE, 18E). Ve tmé tedy degradovala reak¢ni
centra rychleji nez svétlosbérné komplexy. Také do§lo k vyraznému zhorSeni funkce PSII, ktery
vykazoval jen velmi slabou aktivitu, a k narastu Fo (Obr. 21A), které na svétle vzdy kleslo
(Obr. 5A, 11A, 22A). Zativkové svétlo mélo u segmentt inkubovanych v DMSO urcity

zpomalujici efekt na senescenci. Z hlediska zachovani fotosyntetickych pigmentt i funkce PSII

51



vykazovaly segmenty inkubované na zafivkovém svétle podstatné lepsi stav nez segmenty
inkubované ve tmé. UrCity ochranny efekt svétla proti senescenci je znam z literatury
(Spundov4 a kol. 2005, VI&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 karotenoidii (Obr. 3) a funkce PSII byla v nékterych
Castech listd jiz nedetekovatelna (Obr. 4). Stav listovych segmentd inkubovanych v DMSO a
vystavenych LED svétlu se tedy vice podobal segmentim inkubovanym v DMSO ve tmé nez
na zafivkovém svétle. Tyto rozdily by mohly byt zpisobeny nékterou konkrétni spektralni
oblasti elektromagnetického zafeni, ktera byla obsazena jen v jednom z pouzitych spekter a ve
druhém chybéla. Odlisny prubéh senescence pii vystaveni riznym vinovym délkam svétla byl
jiz diive pozorovan, zejména byl zaznamenan ochranny efekt modré slozky svétla kolem 350-
450 nm (Causin a kol. 2006, Bécak 2016, Kozuka 2023). Vétsi poskozeni u segmentd
vystavenych LED svétlu oproti segmentiim inkubovanym na zativkovém 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 rozdild byt
spusténi urcité signalni drahy v disledku aktivace kryptochromu pfi inkubaci na zatfivkovém
svétle. Takové vysvétleni by odpovidalo praci Kozuky a kol. (2023), ktefi ukazali, ze ochranny
efekt modrého svétla proti zméndm souvisejicim se senescenci u huseniC¢ku zavisi na
kryptochromech (Kozuka a kol. 2023). Dalsim rozdilem v pouzitych svételnych spektrech je
pfitomnost vlnovych délek kolem 750 nm u LED svétel, které nejsou soucasti svétla
zativkového. Causin a kol. (2006) ale nepozorovali zadné zmény v pribéhu senescence pii
inkubaci vzorkt na riznych barvach svétla po odfiltrovani vzdalené Cervené oblasti nad 700 nm
(Causin a kol. 2000). Zarivkové svétlo dale v mensi mire obsahuje Cervenou slozku o vinovych
délkach 650-700 nm, zatimco v LED spektru neni pfitomno zadné svétlo o vinovych délkach
670-700 nm. I v tomto piipadé by mohlo jit o efekt zptisobeny fotoreceptory, jelikoz se jedna o
oblast, ve které absorbuji fytochromy. V literatuie se ovSem uvadi spiSe urychlujici efekt
cerveného svétla na senescenci (Causin a kol. 2006, Bécak 2006).

U segmentt 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 prubéh indukované senescence ve tme, coz je dobfe popsano v literature (VIckova
a kol. 2006, Nisler a kol. 2018). Nejmensi zpomalujici efekt z hlediska obsahu fotosyntetickych
pigmentu i zachovani funkce PSII se projevil u MeO, kde také doslo k nartstu Fo jako u varianty
DMSO ve tmé (Obr. 21A). Segmenty oSetfené OH vykazovaly lep§i zachovani celkového stavu

nez segmenty oSetfené 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 nartst obsahu MDA, ziejmé tedy
nedochazelo ve vétsi mife k peroxidaci lipid, coz také odpovida literature (VICkova a kol
2006). Ve tmé zustal zachovan u vSech variant oSetfenych antisenescencnimi latkami pomér
chlorofylu a ku chlorofylu b, neni tak tedy patrna preference degradace reakcnich center ani
svétlosbérnych komplexu.

Pfi inkubaci na zafivkovém svétle byl v Experimentu 2 pozorovan urychlujici efekt na
senescenci u BAP, OH a mT zhlediska degradace fotosyntetickych pigmenti i zmén
fluorescen¢nich parametri odrazejicich zhorSeni fungovani PSII. Rychlejsi degradace
chlorofylu nez u varianty DMSO se objevila také u TDZ a MeQO. V Experimentu 3 se potvrdil
urychlujici efekt v nejvétsi mife u BAP, kde doslo k vyrazné;si 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 zméfena. Zrychlena degradace
chlorofylu se projevila u vSech variant oSetfenych cytokininy a inkubovanych na zafivkovém
svétle. Urychlujici efekt na senescenci u cytokininti v kombinaci s vyssi davkou svétla byl u
mT (ViIckova a kol. 2006, Melkovicova 2012), tZ (Danilova a kol. 2023) a BAP (Melkovicova
2012) jiz diive pozorovan. Nejlépe zachovany stav PSII i obsahu fotosyntetickych pigmenta
oproti DMSO byl v Experimentu 3 pozorovan u segmentil oSetienych ASES. Vyssi ucinnost z
hlediska ochrany fotosyntetického aparatu u ASES oproti dal§im antisenescencnim latkam byla
zaznamenana jiz dfive a mize byt zplusobena odliSnym mechanismem pusobeni této latky
(Nisler a kol. 2018, Nisler a kol. 2023). U vsech variant na zafivkovém svétle v obou
experimentech doslo k naristu poméru chlorofylu a ku chlorofylu b, na svétle tedy rychleji
degradovaly svétlosbémé komplexy nez reakeni centra, coz mize byt forma ochrany pied
fotoposkozenim. Tento nartst byl nejpatrnéjsi u variant, kde se projevil urychlujici efekt latek
na senescenci, zejména u listi oSetfenych 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 nasledna peroxidace lipida pfi inkubaci na svétle byla diive
pozorovana u listovych segmentt oSetfenych mT (VICkova a kol. 2006) a pfi oSetfeni tZ a
vystaveni svétlu byla zaznamenana zvysena produkce superoxidového radikalu (Danilova a kol.
2023). Zvysena peroxidace lipida oproti DMSO byla pfitomna u v§ech variant Experimentu 3,
nejvyraznéji u segmentt 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 narast obsahu MDA oproti kontrole (Obr. 13).
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Stav listovych segmentt inkubovanych na LED svétle se v mnohém neshoduje se
stavem segmentd vystavenych zafivkovému svétlu. U vSech variant oSetfenych cytokininy na
LED svétle se projevil mirny narGist poméru chlorofylu a ku chlorofylu b oproti kontrole (ale
mensi nezu DMSO, Obr. 3E), coz znaci mirné rychlejsi ubytek svétlosbérnych komplext oproti
reakénim centram. Takovéto zmény byly zaznamenany i na zafivkovém svétle, ovSem v
podstatné vétsi mife (Obr. 9E, 18E). Pii inkubaci ve tmé tento pomér naopak klesl (Obr. 17E).
Zaroven byl na LED svétle u vSech latek zaznamenan narast obsahu MDA (Obr. 7), coz ukazuje
na oxidativni poskozeni, které je typické pii 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 pigmentt na LED svétle byl pozorovan u
segmentu oSetfenych OH. Na zafivkovém svétle byl u této latky naopak zaznamenan urychlujici
efekt na senescenci.

Osetfeni mT meélo na LED svétle urcity ochranny efekt proti zmé&nam souvisejicim se
senescenci oproti segmentim inkubovanym v DMSO, zatimco pii vystaveni svétlu
zativkovému doslo vzdy u segmentti inkubovanych v mT k urychlyujicimu efektu na senescenci
oproti segmentim vystavenym DMSO. Celkovy pokrok zmén souvisejicich se senescenci byl
ovSem po 6 dnech u segmentd oSetienych mT vzajemné podobny po vystaveni obéma typum
svétla. Bécak (2016) pozoroval po oSetteni mT o stejné koncentraci jako v naSich
experimentech (10* M) nejvyrazn&jsi potladeni senescence u listli vystavenych ervenému
svétlu, celkovy stav listi oSetfenych mT byl ale podobny pro vSechny sledované svételné
varianty (Bécak 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 vlnové 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 cervené slozky, neni jasné, proc¢ tento efekt nenastal i na zatfivkovém svétle. Zda
byly odlisnosti v postupu indukované senescence na svétle zpusobeny pravé timto rozdilem
v pouzitych spektrech by bylo mozné v budoucnu zjistit pouzitim vhodnych filtrt.

Podobne¢ u segmentti oSetfenych BAP nastal negativni efekt pfi inkubaci na zafivkovém
svétle oproti segmentiim oSetfenych DMSO, zatimco na LED svétle se projevilo zpomaleni
senescence oproti segmentim inkubovanym v DMSO. Celkovy stav listovych segmentt
oSetfenych BAP se jevi o néco 1épe zachovan po inkubaci na LED svétle nez na zafivkach.
Causin a kol. (2006) zaznamenali ve v§ech ptfipadech zpomaleni postupu senescence po oSetieni

BAP pii 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 pfipadé zafivkového 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 zafivek velmi nizké, coz muze byt divodem neprojeveni ochranného efektu modré
slozky svétla.

Vystaveni listovych segment dvéma odlisSnym svételnym spektrim mélo za nasledek
rozdilny postup senescence, a to jak pii inkubaci v kontrolnim roztoku, tak i u variant
oSetfenych antisenescenCnimi latkami. V pfipadé segmentt inkubovanych v DMSO byl
zaznamenan ochranny efekt svétla pfi vystaveni zafivkdm, naopak na LED svétle doslo
dokonce kurychleni senescence oproti segmentim vystavenym tmeé. Zafivkové svétlo
v kombinaci s vné&jsi aplikaci cytokinini vedlo ve vSech pripadech 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 piic¢inou
téchto rozdilt, ani zda byly nasledkem piimého ptisobeni svétla na fotosynteticky aparat nebo
pres signalni drahu fotoreceptort. Leps§i porozumeéni témto nejasnostem by nam mohly

poskytnout dalsi pokusy za pouziti svételnych filtra.
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7. Zavér

Elektromagnetické zafeni je pro zivot na nasi planeté zasadni. Rostliny jej vyuzivaji
nejen jako zdroj energie, kdy v procesu fotosyntézy piemeénuji energii PAR na energii
chemickou, ale také pomoci soustavy fotoreceptoru ziskavaji informace o dopadajicim zafeni a
mohou pak na n€j reagovat. Jednou z dulezitych charakteristik PAR je vinova délka.

V této praci byl porovnavan vliv dvou riznych svételnych zdroji s rozdilnymi
svételnymi spektry na indukovanou senescenci u oddélenych listovych segmentt jeCmene pii
oSetfeni sedmi ruznymi antisenescencnimi latkami. V pfipadé segmentli inkubovanych
v kontrolnim roztoku DMSO byl pozorovan ochranny efekt zafivkového svétla proti zménam
spojenym se senescenci, zatimco po vystaveni LED svétlu bylo zaznamenano rozsahlé
poskozeni listovych segmentt. Poskozeni segmentt inkubovanych v DMSO na LED svétle
bylo dokonce pokrocilejsi nez u segmentti ve tme. Po vystaveni listovych segmenti osSetfenych
cytokininy zafivkovému svétlu byl zaznamenan u vSech variant v urcitém rozsahu urychlyjici
efekt na senescenci, v nejvetsi mife bylo urychleni senescence pozorovano u segmentd
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 lista
v DMSO a ochranny efekt vSech antisenescenc¢nich latek byly listy vystavené LED svétlu
podobngjsi spiSe segmentim inkubovanym ve tmé nez na svétle zafivek. Nékteré znaky byly
ale spole¢né pro segmenty vystavené obéma typum svétla jako nartst poméru chlorofylu a ku
chlorofylu 4 (i kdyz tento narust byl mnohem vyraznéjsi na zafivkovém svétle nez u LED
svétla) nebo zvySeni koncentrace MDA znacici oxidativni poskozeni biologickych membran.
Obeé tyto charakteristiky jsou typické pro senescenci probihajici za svétla.

Charakter svételného spektra vyrazné ovlivnil proces indukované senescence. Které
spektralni oblasti elektromagnetického zateni byly pfi¢inou té€chto rozdilt a zda bylo G¢inku
dosazeno pfimym pusobenim na fotosynteticky aparat nebo pies aktivaci fotoreceptor, nebylo

odhaleno a zistava zde tak prostor k dalsimu vyzkumu.

56



8. Seznam pouzité literatury

Banas A. K., Labuz J., Sztatelman O., Gabry$ H., Fiedor L. (2011) Expression of enzymes involved in
chlorophyll catabolism in Arabidopsis is light controlled. Plant Physiology 157, 1497-1504.

Bécak P. (2016) Viiv exogenni aplikace cytokininii na fotosynteticky aparat oddélenych listii jecmene a
pSenice. Diplomova prace, Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska republika.

Briggs W. R., Olney M. A. (2001) Photoreceptors in plant photomorphogenesis to date. Five
phytochromes, two cryptochromes, one phototropin, and one superchrome. Plant Physiology
125, 85-88.

Bryksova M., Dabravolski S., Kucerova Z., Zavadil Kokas F., gpundové M., Plihalova L., Takac T.,
Griz J., Hudeéek M., Hlouskova V., Koprna R., Novak O., Strnad M., Plihal O., Dolezal K.
(2020) Aromatic cytokinin arabinosides promote PAMP-like responses and positively regulate
leaf longevity. ACS Chemical Biology 15, 1949-1963.

Causin H. F., Jauregui R. N., Barneix A. J. (2006) The effect of light spectral quality on leaf senescence
and oxidative stress in wheat. Plant Science 171, 24-33.

Danilova M. N., Kudryakova N. V., Doroshenko A. S., Daminova A. G., Oelmiiller R., Kusnetsov V. V.
(2023) Versatile effect of cytokinin on detached senescing leaves of Arabidopsis in the light.
Plant Growth Regulation 99, 313-322.

Eckstein A., Grzyb J., Hermanowicz P., Zglobicki P., Labuz J., Strzatlka W., Dziga D., Banas A. K. (2021)
Arabidopsis phototropins participate in the regulation of dark-induced leaf senescence.
International Journal of Molecular Sciences, 22, 1836.

Hudecek M., Nozkova V., Plihalova L., Plihal O. (2023) Plant hormone cytokinin at the crossroads of
stress priming and control of photosynthesis. Frontiers in Plant Science, 13, 1103088.

Jaji¢ 1., Sarna T., Szewczyk G., Strzalka K. (2015) Changes in production of reactive oxygen species in
illuminated thylakoids isolated during development and senescence of barley. Journal of Plant
Physiology 184, 49-56.

Janeckova H., Husickova A., Ferretti U., Pré¢ina M., Pilafova E., Plackova L., Pospisil P., Dolezal K.,
Spundova M. (2018) The interplay between cytokinins and light during senescence in detached
Arabidopsis leaves. Plant, Cell & Environment 41, 1870-1885.

Janeckova H., Husickova A., Lazar D., Ferretti U., Pospisil P., gpundové M. (2019) Exogenous
application of cytokinin during dark senescence eliminates the acceleration of photosystem 11
impairment caused by chlorophyll b deficiency in barley. Plant Physiology and Biochemistry
136, 43-51.

KozukaT., OkaY., Kohzuma K., Kusaba M. (2023) Cryptochromes suppress leaf senescence in response
to blue light in Arabidopsis. Plant Physiology 191, 2506-2518.

Kucerova Z. (2015) Viiv derivatii cytokininii odvozenych od mocoviny na zmény fotosyntetickych

parametrii béhem indukované senescence. Diplomova prace, Univerzita Palackého v Olomouci,
Ceska republika.

57



Kucerova Z., Rac M., Mikulik J., Plihal O., Pospisil P., Bryksova M., Sedlafova M., Dolezal K.,
Spundova M. (2020) The anti-senescence activity of cytokinin arabinosides in wheat and

Arabidopsis is negatively correlated with ethylene production. International Journal of
Molecular Sciences, 21, 8109.

Lazar D. (2015) Parameters of photosynthetic energy partitioning. Journal of Plant Physiology 1785,
131-147.

Liebsch D, Keech O. (2016) Dark-induced leaf senescence: new insights into a complex light-dependent
regulatory pathway. New Phytologist 212, 563-570.

Lichtenthaler H. K. (1987) Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic biomembranes.
Methods in Enzymology 148, 350-382.

Luklova M., Novak J., Kopecka R., Kameniarova M., Gibasova V., Brzobohaty B., Cerny M. (2022)
Phytochromes and their role in diurnal variations of ROS metabolism and plant proteom.
Internation Journal of Molecular Sciences, 23, 14134,

Melkovi¢ova H. (2012) Koncentracnd zavislost ucinkov cytokininov na indukovanii senescenciu rastlin.
Bakalarska prace, Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska republika.

Nisler J., Zatloukal M., Sobotka R., Pilny J., Zdvihalova B., Novak O., Strnad M., Spichal L. (2018)
New urea derivatives are effective anti-senescence compounds acting most likely via a
cytokinin-independent mechanism. Frontiers in Plant Science, 9, 1225.

Nisler J., Kucerova Z., Koprna R., Sobotka R., Slivkova J., Rossall S., gpundové M., Husickova A,
Pilny J.. Tarkowska D., Novak O., Skrabiova M., Strnad M. (2023) Urea derivative MTU
improves stress tolerance and yield in wheat by promoting cyclic electron flow around PSI.
Frontiers in Plant Science, 14, 1131326.

Novak J., Pavlii J., Novak O., Nozkova-Hlavackova V., Spundova M., Hlavinka J., Koukalova $..
Skalak J., Cemy M., Brzobohaty B. (2013) High cytokinin levels induce a hypersensitive-like
response in tobacco. Annals of Botany 112, 41-55.

Pandhair V., Sekhon B. S. (2006) Reactive oxygen species and antioxidants in plants: an overview.
Journal of Plant Biochemistry and Biotechnology 15, 71-78.

Prochazkova D., Wilhelmova N. (2004) Changes in antioxidative protection in bean cotyledons during
natural nad continuous irradiation-accelerated senescence. Biologia Plantarum 48, 33-39.

Prokopova J., gpundové M., Sedlafova M., Husickova A., Novotny R., Dolezal K., Naus J., Lebeda A.
(2010) Photosynthetic responses of lettuce to downy mildew infection and cytokinin treatment.
Plant Physiology and Biochemistry 48, 716-723.

Sakuraba Y. (2021) Light-mediated regulation of leaf senescence. Internation Journal of Molecular
Sciences, 22, 3291.

Sakuraba Y., Jeong J., Kang M., Kim J., Pack N., Choi G. (2014) Phytochrome-interacting transcription
factors PIF4 and PIF5 induce leaf senescence in Arabidopsis. Nature communications, 5, 4636.

Spichal L. (2012) Cytokinins — recent news and views of evolutionally old molecules. Functional Plant
Biology 39, 267-284.

58



Spundové M., Popelkova H., Ilik P., Skotnica J., Novotny R., Nau§ J. (2003) Ultra-structural and
functional changes in the chloroplasts of detached barley leaves senescing under dark and light
conditions. Journal of Plant Physiology 160, 1051-1058.

Spundova M., Strzalka K., Naug J. (2005) Xanthophyll cycle activity in detached barley leaves senescing
under dark and light. Photosynthetica 43, 117-124.

Vickova A, Spundové M., Kotabova E., Novotny R., Dolezal K., Naus J. (2006) Protective cytokinin
action switches to damaging during senescence of detached wheat leaves in continuous light.
Physiologia Plantarum 126, 257-267.

Werner T., Motyka V., Laucou V., Smets R., Van Onckelen H., Schmiilling T. (2003) Cytokinin-deficient
transgenic Arabidopsis plants show multiple developmental alterations indicating opposite
functions of cytokinins in the regulation of shoot and root meristem activity. The Plant Cell 15,
2532-2550.

Zwack P. J., Rashotte A. M. (2013) Cytokinin inhibition of leaf senescence. Plant Signaling & Behavior,
8:7,€24737.

59



