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Shrnuti

Tak jako vliv cytokininl patii mezi nejvyznamnési endogenni faktory regulujici nastup
a pribéh senescence, tak ivliv svétla patfi mezi nejvyznamngj$i exogenni faktory. Z
dosavadnich vysledkl studia vlivu cytokinini a svétla na senescenci plyne, Ze oba faktory
pusobi aditivné, pficemz existuje hypotéza o existenci hranice signalniho vystupu obou faktort
a preklenuti této hranice vyvolavajici zménu charakteru jejich vlivu na senescenci z regulace
negativni na pozitivni.

Ve své diplomoveé praci jsem pro oveéieni vySe zminénych faktd kultivoval listy rostlin
Arabidopsis thaliana, u nichz byla jejich oddélenim uméle navozena senescence, a analyzoval
jsem u téchto listl miru oxidativniho poskozeni. Listy byly kultivovany v roztocich s riznymi
koncentracemi cytokininu (meta-topolinu, mT nebo benzyladeninu, BA) a soufasné
pfiriznych intenzitdich svétla (tma, péstebni intenzita a vysokd intenzita svétla).
V experimentech byly pouzity rostliny riznych genotypt vcetné¢ mutantii pga22, u nichz lze
17-B-estradiolem indukovat zvySeni biosyntézy cytokinini. Vedle téchto mutantd byli
testovani dvojiti ahk- mutanti s vyfazenou funkci dvou ze tii (dosud znamych) receptort
zodpovédnych za vnimani cytokininl, jez patii mezi Arabidopsis histidinkinasy (AHK).
To umoznilo prozkoumani ulohy jednotlivych AHK receptort. Pro analyzu oxidativniho
poskozeni byly pouzity dv€é metody: Prvni metodou byla bézn€ pouzivana analyza TBARS -
produkti reakce s kyselinou thiobarbiturovou. Druhou metodou bylo nové testované stanoveni
obsahu malondialdehydu (MDA) pomoci HPLC s vyuzitim DNPH reagentu. Pro moznost
podrobnéjsi analyzy a rozsifeni kontextu byly také analyzovany vysledky Mgr. MelkoviCové:
obsah chlorofylu a maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F./Fu);
experimenty byly vedeny soubézné a za stejnych podminek.

Vysledky ovétily a potvrdily vySe zminéna dosavadni zji§téni jinych autori a hypotézu
o zvratu pozitivniho vlivu cytokininii a svétla na senescenci pii prekroCeni hranice jejich
nadmérného aditivniho vlivu. Ohledné roli jednotlivych zndamych AHK receptorti jsem zjistil,
ze béhem senescence oddélenych listd Arabidopsis méa naregulaci oxidativniho poskozeni
ze tif znamych receptorti nejvyznamnégjsi vliv AHK4 (CRE1 / WOL1), mensi vliv méa pak
AHK?2 a nejméné vyznamny vliv ma AHK3 receptor. Poradi v sile ovlivnéni udrzeni obsahu
chlorofylu je u téchto tii receptort piekvapive pravé opacné. Necekanym vysledkem této prace
je zjisténi, ze 17-B-estradiol, tedy lidsky hormon pouzity pro cilenou indkuci rostlin pga22, ma
fyziologické uc€inky (v ramci sledovanych parametri) na listy rostlin, jez na rozdil od pga2?2

nebyly geneticky modifikovany pro tcel indukce estradiolem.
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Summary

As the effect of phytohormones cytokinins is one of the most important endogenous
factors regulating onset and ongoing of senescence, so is the effect of light amongst the most
important exogenous factors. Current research in senescence shows, that the effect of
cytokinins and light on senescence has additive character. There is also a hypothesis that the
output signal of the two factors may have certain treshold, which turns the effect of cytokinins
and light from protective against senescence into speeding up the senescence.

To prove the above mentioned facts and hypothesis, | detached Arabidopsis thaliana
leaves, hence induced an artificial senescence, which was consequently studied. The leaves
were cultivated and analysed for the level of damage, caused by oxidative stress. The
cultivation was conducted under diverse conditions which combined application of differently
concentrated cytokinins (meta-topolin, mT or benzyladenin, BA) in cultivating solution,
and three distinct light conditions (dark, growth light intensity and high light intensity). I used
several plant genotypes, including pga22 mutants with 17-B-estradiol-inducible overexpression
of IPT, thus overproducing endogenous cytokinins. To assess specific roles of three so far
known cytokinine receptors (belonging to Arabidopsis Histidin Kinase family), I used three
distinct ahk- double-mutants with nonsense mutations in two genes encoding AHK receptors. I
analysed an oxidative damage in the senescent leaves of the mutants. Firstly I used the
common TBARS analysis of products reacting with thiobarbituric acid. Secondly, I tested new
method - HPLC analysis of malondialdehyde (MDA) content, using DNPH as a reagent. For
more complex conclusions, Ialso assessed results of the colleague of mine, Helena
Melkovi¢ova,. She analysed relative chlorophyll content and maximum quantum yield
of photochemistry of photosystem II (F,/F.), whereas our experiments had been conducted
under the same experimental conditions and plants.

The results confirmed formerly proposed hypothesis: cytokinins and light act
in an dditive manner, and that if their signal output crosses the treshold, their senescence-
protective effect turns into senescence accelerating. The most interestig result emerges from
comparing the results of all three akk- double-mutants: The conclusion, that the highest impact
in regulating the oxidative stress has the AHK4 (CRE1 / WOLI1) receptor, the lowest has the
AHK3, whereas AHK2 is inbetween the other two receptors. In contrary, a degree
of the regulatory effect on the chlorophyll content is just opposite, with AHK3 having the
strongest and AHK4 the weakest effect. Beside this, I found out the surprising conclusion, that
the human hormone 17-B-estradiol acts not only as an inductor for (in this way) genetically

modified pga22, but that the hormone has a noticeable effect on plant physiology as well.
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1 UVOoD

Senescence, tedy posledni faze zivota organismu nebo jeho ¢asti je pro ¢loveéka vyznamna
zmnoha divodi. Budeme-li se soustfedit na senescenci rostlinnou, mizeme diky pochopeni
mechanismd, regulujicich senescenci, vyvinout metodiky, jak ziskat vice ¢asu pro produktivni fazi
zivota rostlin, kterym vdécime za svij zivot. Vzdyt bez rostlin jako primarnich producentt
by nebyl mozny ani zivot ¢lovéka, ani Zivot na Zemi vibec (nebo alespoil ne v té formé, jak jej
zname). Zamyslime-li se také nad soucasnym vyvojem biotechnologickych ptistupti, mizeme
snadno nabyt dojmu, Ze se jedna o dalsi ruku, drzici pilku, kterou si nase civilizace podiezava
vétev, naniz sedi. Modifikace rostliny genem pro rezistenci k herbicidim vede k naduzivani
téchto herbicidii a zamotovani zivotniho prostiedi nebezpeCnymi latkami, jakym napi. glyfosat
bezesporu je. Vneseni genu rezistence napt. vici hmyzimu parazitu mize znit neskodné, nicméné
jeto jen otazka casu, kdy pfirodni vybér umozni parazitujicimu organizmu piekonat nami
vytvofenou bariéru. Tyto popsané metody jsou metodami boje, boje proti konkurencnim
rostlindm, boje proti parazitim, boje proti pfirod¢, jiz jsme soucasti. Je snadné si domyslet,
Ze prave tento rozpor piivadi nasi civilizaci kriicek po kriicku blize k apokalypse. S uvédoménim
si téchto fakth se zdd byt cesta zvySovani vynost jinymi, nez-li vySe popsanymi agresivnimi
metodami, snesitelnéj$i a méné rizikova. Ipokud by zkouméani vlivu cytokinini a svétla
na senescenci rostlin nakonec nevedlo k biotechnologické modifikaci zemédélskych plodin,
je takovy vyzkum zajimavy svym odkryvanim dalSich dilka do skladacky pochopeni fungovani
rostlinného organismu. Anebo isamotnd radost z pozndni by moznd mohla stacit — védéni
prinasejici nadhled je pieci pro nasi kulturu naprosto zasadni. Navic ma zvySovani efektivity
zemédelské produkce dnes obrovské rezervy, které nespocivaji tolik ve slozitych a financné
naro¢nych biotechnologickych upravach organismi, ale zejména v absurdnosti plytvani a ptilisné
orientaci zeméd¢lstvi na extrémné narocnou zivocisnou vyrobu — vzdyt 30 — 50% celosvétové
potravinové produkce skon¢i nevyuzita! Vzdyt plodiny, kterymi jsou krmeny hospodaiska zvitata
by mohla slouzit k nakrmeni miliond hladovéjicich! Proto véfim, Ze ac¢ je moje diplomova prace
pouze malickym dilkem veliké komplexnosti nasi védy a kultury, poslouzi k rozvoji takového
poznani, jez povede k nalezeni trvale udrzitelného, soucitného a uslechtilého mista nasi civilizace

v ramci biosféry Zem¢, jiz jsme soucasti.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 SENESCENCE

2.1.1 Senescence - soucast zivota rostlin

Vseobecny vyznam slova senescence (z lat. senescere = starnout) je proces biologického
starnuti organismu. Nékdy jsou vSak pojmy stdrnuti a senescence rozliSovany — kdy stdarnuti
vyjadfuje zmény organismu spojené s jeho vyvojem v Case, zatimco senescence oznacuje
konkrétné proces starnuti, pii némz dochazi ke zhorSovani stavu organismu. U rostlin se pak
vyrazu senescence uziva specificky pro popis geneticky fizeného starnuti rostliny. Howard
Thomas ve svém review trefné¢ poznamenavd, Zze stdrnuti senescenci zahrnuje, avSak neni

limitovano nebo definovano terminalni fazi senescence nebo smrti rostliny (Thomas, 2012).

Senescence je strategicka a taktickd odpovéd’ na sezénni a/nebo neptedvidatelny stres,
jimz mtze byt napt. zména délky dne, zaplaveni, sucho, zvySena intenzita svétla, tma, limitujici

mnozstvi Zivin, nemoci.

K senescenci vSak dochazi také v souladu s Zivotnim planem rostliny a nastava
1 za optimalnich podminek, v prostfedi s dostatkem nutrientd a bez biotického ¢i abiotického
stresu (Gan a Amasino, 1997). To znamena, Ze tento proces je soucasti ptrirozeného vyvoje
rostliny a je geneticky fizeny. Zaroven to napovidd, Ze se jedna o jev v danych souvislostech
zadouci. Senescence je totiz evoluc¢ni vyhoda, takticka odpovéd na nepiedvidatelné stresové
podminky a strategickd reakce na stresovou zatéz, zplisobenou sezonné se ménicimi faktory
prostfedi. Senescence muze byt spusténa jako geneticky program jiz u jednotlivych bunck
a dochazi diky ni pak k programované bunécné smrti (PCD = Programmed Cell Death). Takovato
bunécnd sebevrazda mulize byt programovou soucasti vyvoje a tim umoznit rust a diferenciaci
dalsich bunék, a spravny vyvoj tkané. Piipadné¢ mize byt PCD odpovédi na stresové podminky,
kupftikladu u patogenni infekce mize dojit k hypersenzitivni reakci, kdy u skupiny bunék v okoli

infekce dojde k PCD, a tim se fyzicky zabrani Sifeni patogenu do zdravych ¢asti organismu.

Jak jednotlivé buriky, tak i vybrané celé organy mohou podléhat senescenci, mluvime
proto o senescenci polykarpické a jako ptiklad se nabizi podzimni opad listd stromu, ktery
je adaptaci na chladnou sezénu. Vysledkem je minimalizace stresu a Skod zptisobenych chladem.
Polykarpické senescenci vSak podléhaji riizné organy, nikoli pouze listy. K senescenci dochézi

u pletiv tvofenych specializovanymi bunécnymi typy (napf. trichomy, tracheidy, cévni elementy),



u déloznich a okvétnich listd, k senescenci (resp. dozravani) dochazi také u ploda a u celych prytt

nekterych viceletych rostlin.

Senescence muze byt také konecnou etapou zivota celého organismu bez ohledu na to,
do jaké miry se podminky prosttedi blizi optimalnim. Tak je tomu u monokarpickych rostlin.
Doslo-li k oplozeni a dozrani semen, rostlina umoznila existenci svych potomkt a splnila svij
zivotni program (Taiz a Zeiger, kap.16, 2003), svym zanikem muze uvolnit Zivotni prostor dalsi

generaci.

Vyse zminéné piiklady ukazuji, Ze senescence neni pouze proces degenerativni, ale také
recyklac¢ni. Rostlina se prostfednictvim senescence zbavuje nadbytecnych organti a do znacné
miry je recykluje — translokuje ziviny ze senescencniho organu do jinych ¢asti organismu:
do jinych list, které se pravé vyvijeji, do kvétl ¢i plodl nebo do zasobnich organti. Senescence
je tedy zptisob, jak rostlinny organismus efektivné vyuziva vlastnich energetickych kapacit béhem
svého vyvoje. Tento zpisob vyuzivani nutrientt usnadiiuje vypotradani se s nepifiznivymi

podminkami a naplnéni zivotniho programu rostliny (Taiz a Zeiger, kap.16, 2003).

2.1.2 Senescen¢ni syndrom aneb: Co se déje v senescentnich listech?
Jelikoz je senescence geneticky naprogramovand, lze vypozorovat pomérné jasny vzorec
jeva, které se d€ji v bunikdch senescencnich rostlinnych organt. Tyto jevy jsou souhrnné

oznacovany jako senescencni syndrom.

Prvni zmény Ize pozorovat u chloroplasti. Z fyziologického pohledu, aktivita
elektronového transportu vézaného na tylakoidni membrany ve fotosystémech I all, se béhem
senescence kontinudlné snizuje (Lu a Zhang, 1998) avsak slozeni a fluidita tylakoidni membrany
se zpocatku neméni. Ztrata maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F./Fy,),
ktera reflektuje funk¢ni integritu fotosystému II, miize byt pouZita jako parametr popisujici pokro-
Cilost senescence. Zasadnimi zménami v chloroplastech jsou rychlé odbouravéani stromatalnich
enzymu a proteinti v tylakoidech (Martinez a kol., 2008). Hensel a kol. (1993) dokonce zjistili,
ze pokles exprese gent kodujicich proteiny fotosyntetického aparatu, a tim i pokles fotosyntézy,
pfedchézi naristu exprese gent souvisejicich se senescenci (SAG, Senescence Associated Genes).
Pozdéji jsou odbouravany také nukleové kyseliny a membranové lipidy. Katabolismus
chloroplastt je zasadni, jelikoz chloroplasty mohou obsahovat vice nez 50% vesSkerych listovych
lipid(i a az 70% vSech listovych proteind. Jejich odbourani je proto zasadni z hlediska recyklace
nutrientd (Davies a Gan, 2012). Zajimavé také je, Ze pokles fotosyntézy na pocatku senescence

je spojen spisSe s degradaci membranovych proteinovych komplexti, nez-1i s rozkladem celého



membranového systému (Zimmermann a Zentgraf, 2005). To koreluje s faktem, Ze senescence

je do znaéné miry reverzibilni proces (Thomas a kol., 2003).

Senescenéni syndrom ovliviluje samoziejmé také cytoplazmu, pficemz Dochazi

ke zmensSovani jejiho objemu a k odbouravani ribozomt (Bleecker a Patterson, 1997).

Nutné je podotknout, Ze zminéné autolytické procesy se zpo€atku netykaji mitochondrii
ani jadra, u nichz dochazi k degenerativnim zménam teprve na konci senescence (DeCecco a kol.,
2011). Podobné¢ se degradace netyka ani cévnich svazka, které jsou taktéz funkéni az do pozdnich
stadii senescence (Gan a Amasino, 1997). Funkce mitochondrii je udrzovdna az do pozdnich
stadii senescence rostlin. Jejich vyznam v senescenci rostlin je jednim z aspektd odliSnosti
rostlinné a zivocisné bunky: urostlin se nafizeni senescence podileji chloroplasty, zatimco
u zivo¢isnych bun€k takto slouzi mitochondrie. Funk¢énost mitochondrii je béhem senescence
udrzovana, aby umoznily efektivni vyuziti energie z bunéénych struktur, jez jsou degradovany

(Gan a Amasino, 1997).

Vysledkem katabolismu jsou jednoduché cukry, nukleosidy a aminokyseliny, jezZ mohou
byt floémem snadno transportovany do jinych potfebnych ¢€asti rostlinného organismu,
kde poslouzi jako substraty anabolickych procest ¢i energetického metabolismu (Taiz a Zeiger,
kap.16, 2003). Aby vSak byla zajisténa funkcnost redistribuce energie uchované v senescentnim
organu, musi byt logicky katabolické procesy provazeny také procesy syntetickymi. Pravé proto
musi jadro zustat, alespon v pocatecnich fazich senescence, funk¢ni. To potvrzuji také studie
ukazujici, ze pfeména listu v senescentni list, ktery je zdrojem nutrientt, je spojena s globalnimi
zménami genové exprese (Hensel a kol., 1993; Buchanan-Wollaston a kol., 2005). To se tyka
genll, kodujicich hydrolytické enzymy (proteasy, nukleasy, lipasy, enzymy podilejici
se na katabolismu chlorofylu a.j.), geni koédujicich enzymy spojené s konverzi, remobilizaci
a transportem produkti katabolismu, napfiklad glutamin-synthetasa, kterd zabudovava amoniak
do struktury glutaminu a umoziuje tak recyklaci dusiku, anebo transaminasy, které umoziuji
transport dusiku v jeho nejbézngjSich mobilnich formach, tedy glutaminu a asparaginu
(Hortensteiner a Feller, 2002). Dalsi geny, jez jsou upregulovany v dob¢ senescence koduji
enzymy, podilejici se na biosyntéze karotenoidli a antokyant. A také geny, zodpovédné
za biosyntetické drahy hormonti, pozitivné regulujicich senescenci (etylén) a geny, kodujici
transkripcni faktory, dalezité pro expresi gent, zajistujicich biosyntézu vsech vyse zminénych
molekul (Thomas, 2012). Je samoziejmé, ze mnoho metabolickych drah, které jsou soucasti
senescen¢niho syndromu nejsou aktivni pouze v priitbéhu senescence, ale uplatituji se, alespon

do jisté miry, i v jinych fazich zivota (Bleecker a Patterson, 1997).



2.1.3 Regulace senescence

2.1.3.1 Vnéjsi a vnitini faktory regulujici senescenci

Senescence je pro rostlinu natolik zdsadni proces, az neni divu, Ze je ovliviiovdna mnoha
nejruznéjSimi  faktory a slozit€¢ fizena. Senescenci mohou spustit a ovlivilovat mnohé
environmentalni vlivy. Dulezity vliv ma svétlo, jeho intezita a fotoperioda. Velky vyznam maji
nejriznéjsi abiotické stresové faktory: dostupnost vody, zivin a svétla. V neposledni fadé¢ ma
vyznam také bioticky stres (Jibran a kol., 2013). Tyto environmentalni faktory ovlivijici
senescenci pusobi s nejvétsi pravdépodobnosti skrze signalni drahy vyuZivané vnitii regulaci

senescence, tedy prostfednictvim hormonti a jejich signdlnich drah (Zhang a Zhou, 2012).

Jelikoz je svétlo zasadnim faktorem ovlivilujicim senescenci a zaroven stézejni
sledovanou proménnou v praktické casti této prace, budu vlivu svétla na senescenci vénovat

samostatnou kapitolu (kap.2.3.1).

I pfes vyznamnost vlivu environmentalniho stresu na senescenci, miize k senescenci
dochdzet i za idealnich podminek, jelikoz je to vyvojovy program, zavisly, kromé vySe zminénych
vnéjSich faktori, také na veku rostliny (Wu a kol., 2012). U Arabidopsis bylo pozorovano,
Ze se senescence zacala projevovat u listd starych 35 dnii. Exogenni vliv etylénu zptisobil indukci
senescence uz od 25. dne. Tyto vysledky ukazuji, Zze kolem 25. dne listy pfechazeji z juvenilni
do dospelé faze. Od té doby jiz mize za urcitych podminek zapocit senescence listu, napf. vlivem
exogenni aplikace etylénu. Do té doby jsou listy k senescenci nekompetentni, jelikoz jsou
limitovany nékterym ze svych endogennich regula¢nich faktori. List je tedy citlivy viéi faktoraim
vyvolavajicim senescenci pouze v jisté dob¢ Zivota a tento koncept je nazyvan ,,okno senescence

(Thomas, 2012).

Propojenost faktl, Ze senescence je geneticky naprogramovana a zdroven vyznamng
ovliviiovana environmentalnimi faktory, l1ze dobfe pochopit diky ideji, ze stafi listu (ve vyznamu
senescence) je piimo umérné jeho funkcnosti. Funkcnost lze definovat jako schopnost listu
provadét fotosyntézu a zasobovat asimilaty tzv. sinkové Casti rostlinného organismu , coz jsou
zpravidla reproduktivni organy, mladé rostouct listy, zasobni organy a.j.) (Wu a kol., 2012). Navic
je pruvodnim jevem senescence akumulace reaktivnich kyslikovych latek (ROS, Reactive
Oxygene Species) a zmény v metabolismu cukr@i (viz déle), coz ukazuje, Ze vnitini regulace

senescence je spojena s vrcholem funkcnosti a staiim listu.

Velmi zasadni je, Ze nastup a prubeh senescence je kontrolovan integrovanym komplexem
signdlnich drah, odpovidajicich jak na vnitini vyvojové tak i na environmentalni faktory (Jibran

a kol., 2013).



2.1.3.2 Hormonalni regulace senescence

Klicovou roli v regulaci senescence hraji samoziejm¢ rostlinné hormony, ba dokonce
do jist¢é miry vSechny skupiny fytohormontl. Bylo prokazano, Ze pozitivné regulacni vliv
na senescenci maji fytohormony etylén, kyselina abscisovd (ABA), kyselina jasmonova (JA),
kyselina salicylovd (SA) a brassinosteroidy. Tyto molekuly jsou bud’ pozitivnimi modulatory
senescence a/nebo indukuji expresi SAG (Jibran a kol., 2013). Zasadnimi hormony regulujicimi
senescenci jsou cytokininy. Jelikoz jsou pfedmétem z&jmu praktické ¢asti moji diplomové prace,

budu jim vénovat vice pozornosti v samostatné kapitole (viz kap. 2.2).

Auxiny jsou skupina fytohormont, nepostradatelnych pro rist a vyvoj rostlin. Ridi iroké
spektrum procesti od vyvoje embrya, pres diferenciaci cévnich svazkt, vyvin kofenového
a vzrostného vrcholu, apikalni dominanci, vétveni, tropismus a kveteni. Mezi vyznamné
biologicky aktivni auxiny patii kyselina indoloctova (IAA, Indol Acetic Acid) a indolmaselna
(IBA, Indol Butyric Acid). Funkce auxini souvisi s aktivaci auxinem siln¢ inducibilniho genu
SAUR36 (Small Auxin Upregulated RNA = mala auxinem upregulovana RNA), jehoz zvySena
exprese byla zaznamendna v senescentnich listech (Khan a kol., 2014). Ackoliv jsou auxiny
povazovany za pozitivni regulatory senescence, ndsledujici zminéna studie ukazuje piekvapivé
opacny vliv auxinu na senescenci listll, u nichZ byla senescence spuSténa zatemnénim. Vi se,
ze na syntéze auxini se podileji enzymy YUCCA (monooxygenasy obsahujici flavin), a mutantni
rostliny yuc6-1D overexprimujici gen YUCCA6, mély zvySené mnozstvi IAA a zaroven se u nich
zpozdil nastup senescence. S tim také koreluje sniZzena exprese SAGI/2, genu uznavaného jako
marker senescence. Tento efekt potvrzuje i studie na rostlindch s mutantnim ARF2 (Auxin
Responsive Factor 2), na auxin reagujicim transkripénim faktorem a represorem auxinové
signalizace. U téchto mutant korelovala se zvySenou citlivosti na auxin i zpozdéna senescence

(Lim a kol., 2010).

Kyselina salicylova (SA) je zndma zejména diky své ucasti v rostlinnych obrannych
mechanismech viici fytopatogentim, jez jsou uplatnovany prostiednictvim indukce hypersenzitivni
reakce. Rostliny se zvySenym mmnozstvim SA jsou typické vyrazné zakrslym fenotypem a jsou
téZce poSkozené nadmérnymi projevy hypersenzitivni reakce (Khan a kol., 2014). Naopak rostliny
s narusenou biosyntézou nebo signalizaci SA vykazuji morfologicky zdravy fenotyp, zaroven
ale zvysenou citlivosti k biotrofickym patogentim. Je u nich ale také vidét vliv SA na senescenci:
u téchto rostlin bylo pozorovano snizeni exprese mnoha SAG, spojené se zpozdénim nastupu

senescence (Morris a kol., 2000).

Nedavna studie také ukazuje jisté propojeni senescence, kyseliny salicylové a svétla. Totiz

u mutanti saull (Senescence-Associated Ubiqitin Ligase 1), u nichz dochézi k aktivaci predcasné



senescence vlivem nizké intenzity osvétleni, bylo zjisténo, Ze za nizké intenzity osvétleni nad-
exprimuji transkripcni faktory, které pozitivné reguluji senescenci. PfiCemz se zjistilo, Ze tento

fenotyp je zavisly na signalni draze kyseliny salicylové (Vogelmann a kol., 2012).

Jasmonaty jsou pro rostliny dilezitymi molekulami, hraji roli v bunécné signalizaci,
odpovédich na bioticky 1 abioticky stres, a pii vyvojovych procesech, od embryogeneze a kliceni
semene, pres vyvoj kvétu, az po dozravani plodu. Co se tykd vlivu jasmonatii na senescenci,
ukézalo se, ze u senescencnich listl se zvySuje biosyntéza jasmonati. Metyl-jasmonovéa kyselina,
tékavy derivat kyseliny jasmonové (JA), indukuje senescenci list u mnoha druhl rostlin,
prostfednictvim aktivace exprese genti, zodpovédnych za rozklad chlorofylu a také indukuje
degradaci RuBisCO Aktivasy (Aktivasa Ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasy/oxygenasy). Zatim
se vSak jasmonaty nedaji povazovat za klicové v regulaci senescence, jelikoz u vétSiny rostlin
s mutacemi v genech pro biosyntézu a signalizaci JA se neprojevily vyznamné rozdily v postupu

senescence, byly-li porovnany s WT rostlinami (Khan a kol., 2014).

Kyselina abscisova (ABA, Abscisic Acid) je hormonem, podilejicim se na fizeni
vyvojovych procest, jako je dormance semen, pifechod z embryonalniho ristu na riist vegetativni,
a zajist'uje syntézu zasobnich proteint a lipidi. Krom toho reguluje schopnost rostlin adaptovat se
na environmentalni stres. ABA taktéZ ovliviluje senescenci, pficemz funguje jako pozitivini
regulator senescence. Tento fakt je znam diky studiim vlivu jeji exogenni aplikace 1 jejimi
zvySenymi endogennimi hodnotami v prubéhu senescence. Taktéz celogenomova expresni
analyza potvrdila, Ze geny spojené s biosyntézou a signalizaci ABA jsou béhem senescence
upregulovany (Khan a kol., 2014). Je mozné, ze ABA tidi senescenci vznikajici jako reakce
na stresové podminky, jelikoz byl zaznamenan narGst jeji koncentrace pii nékterych stresovych
faktorech, tedy pti vodnim stresu (nedostatek vlahy, zasoleni substratu) a pii stresu vyvolaném
nizkymi teplotami. O téchto faktorech je znadmo, ze indukuji nastup senescence (Zimmermann

a Zentgraf, 2005).

Etylén (neboli ethen) reguluje mnoho rtiznych pochodl v rostlinném organismu, véetné
vyvojovych procesu: kli¢eni semene, rust kofenovych vlaskl, kveteni, dozravani a opad plodu.
Reguluje také odpovéedi na stresové vjemy a senescenci. Navic méa velmi zvlastni postaveni: jeho
malé rozméry, plynnd povaha a s nispojend tékavost totiz umoziuje etylénu synchronizovat
pochody mezi jednotlivymi rostlinami v ramci populace (Khan a kol., 2014).

Co se vSak tyka vyznamu etylénu na regulaci senescence, je znamo, ze u listl rostlin
indukuje senescenci pouze dosdhnou-li urCitého véku. Autofi Jing a kol. (2005) vSak zjistili,

ze etylén je schopen senescenci regulovat, jak pozitivné, tak i negativng, v zavislosti na délce jeho



pusobenti, a Ze jeho vliv na indukci senescence je ovliviiovan alesponl osmi regulacnimi OLD geny

(Onset of Death, nastup smrti listil).

2.1.3.3 Geneticka regulace

Ackoliv nekteré signalni drahy fytohormont necili své ptisobeni skrze regulaci genové
exprese, je vétSina efektii ptisobeni fytohormont spojena bud’ s kontrolou mnozstvi nebo aktivity
transkripénich faktorti, at' uz aktivator ¢irepresori (Dhamasiri a kol., 2013). Navic zmény
v mnozstvi kazdého hormonu v pribéhu zivota rostliny jsou zprostfedkovany zejména riznou
mirou exprese genl, kodujicich biosyntetické drdhy téchto hormoni. Je jasné, ze regulace

senescence prostfednictvim hormont je izce propojena s regulaci genetickou.

Pozoruhodné je mnozstvi geni, jez se né¢jakym zplisobem uplatiuji pti senescenci. Prace
autori  Guo akol. (2004) ukazuje analyzu transkriptomu v listech Arabidopsis, zjistili,
ze v prubéhu senescence je ve zvysené mife exprimovano (z celkovych 25498 genil) az 2491
genil, mnohé dal$i jsou naopak downregulovany (Gan akol., kap. 10.1.2., 2007). Tyto geny
se podle toho fadi do dvou skupin: senescenci negativn¢ regulované geny (SDG = Senescence
Down-regulated Genes) a se senescenci asociované geny (SAG = Senescence-Associated Genes)

(Taiz a Zeiger, kap.16, 2003).

Dohromady bylo mezi SAG geny identifikovano vice nez 100 transkripcnich faktort,
patficich do mnoha rodin (NAC, WRKY, MYB, C2-H2 zinc-finger, bZIP a AP2/EREBP).
Ackoliv jen u nemnoha z téchto transkripcnich faktorti byla prokazana funkce spojend piimo
se senescenci, presto jista zjiSténi nasvédcuji, ze se tyto geny néjakym zpltisobem na zapoceti,

prabehu ¢i koordinaci senescence podileji (Besseau a kol., 2012).



2.2 CYTOKININY

Cytokininy (CK) jsou rozsahlou skupinou fytohormont. Kromé ptirozené se vyskytujicich

cytokinint byly laboratorné ptfipraveny také syntetické latky s cytokininovou aktivitou.

Cytokininy hraji zasadni roli v Sirokém spektru vyvojovych procest, jako je napf.
zakladani meristému vzrostného vrcholu, vyvoj cévnich svazki, fotomorfogeneze, vyvoj semen,
gravitropismus (Khan a kol., 2014). Jiz po cela desetileti je zndma také jejich schopnost oddalit
senescenci. Pokles hladiny cytokinint je totiZ spojen jak s nastupem, tak i prubéhem senescence
(Singh a kol., 1992), pricemz jak jejich exogenni aplikace, tak i endogenné zvyseny obsah dokaze
senescenci oddalit nebo zpomalit (Gan a Amasino, 1997). Jako hlavni inhibitory senescence
pusobi cytokininy prostfednictvim regulace genové exprese, potlacuji expresi SAG (gent
spojenych se senescenci) ajsou zaznamenany také piipady, kdy vliv cytokininli dokazal

senescenci dokonce zvratit (Gan a Amasino, 1997).

2.2.1 Klasifikace a nejdilezitéjsi cytokininy

Spole¢nym rysem pfirozenych i syntetickych cytokininii je chemickd povaha — vétSina
cytokininG patii mezi N°-derivaty adeninu. Jejich Kklasifikace je zaloZena na konfiguraci
postranniho fetézce v pozici N°. Na zaklad¢€ struktury postranniho fetézce se déli do dvou
zakladnich skupin: na cytokininy izoprenoidni a aromatické. Jsou ale znamy také derivaty
fenylmocoviny, jez maji podobné ucinky jako cytokininy a pii klasifikaci jsou uvadény jako
aromatické, proto jsou vice zkoumany (Aremu a kol., 2012). Mezi izoprenoidni cytokininy patii
zeatin, prekurzor jeho syntézy isopentenyladenin (iP, neboli také i°Ade) a derivat zeatinu

dihydrozeatin (DHZ) (viz Obr. ¢.1).

Obrazek ¢.1 ¢islo: Strukturni vzorce nékterych diilezitych isoprenoidnich cytokinini
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Zleva doprava: trans-zeatin, dihydrozeatin (DHZ), isopentenyladenin (iP)




Zeatin je povazovan za zékladni pfirodni cytokinin. Tvofi cis/trans izomery, pfi¢emZ posledni
studie postupné ukézaly, ze oba izomery se v rostlindch vyskytuji hojn€ a maji vysokou aktivitu,
s rozdily mezi riznymi druhy (Murai, 2014). Jelikoz byl vSak trans-zeatin dlouho povazovan
za vSeobecné fyziologicky efektivnéjsi, je stale jeho aktivita akceptovana jako méfitko aktivity
pro ostatni latky, fazené do skupiny cytokinin. Aromatické cytokininy byly dlouho pokladany
za pouh¢ artefakty syntézy a byly pfipravovany umeéle. Dnes uz je znamo, ze mezi endogennimi
cytokininy jsou i aromatické, napiiklad benzyladenin (BA) a vysoce fyziologicky aktivni meta-
topolin (mT) (Strnad a kol., 1997) (viz Obr. ¢.2); pro vice informaci, viz napft. Frébort a kol.
(2011).

Obrazek ¢.2: Strukturni vzorce nékterych dulezitych aromatickych cytokininu

Zleva doprava: benzyladenin (BA), meta-topolin (mT)

2.2.2 Biosyntéza cytokinini

Nejvyznamnéjsi misto produkce cytokinint se nachéazi v kofenovém apikalnim meristému,
odkud jsou transportni formy cytokininti (ribozidy a ribotidy) rozvadény xylémem do nadzemnich
¢asti rostliny. Pfesto nelze opomenout, Ze jsou cytokininy syntetizovany nejen v meristému
kotenovych S$picek, ale ve vsech pletivech, kde dochéazi k déleni bunék, tedy iv embryich,

mladych listech a plodech (Taiz a Zeiger, kap. 21, 2003).

Biosyntézu cytokininli 1ze rozdélit na dva odlisné zptsoby. Jeden z nich je degradace
tRNA, pricemz je to jediny prokazany zplsob biosyntézy cis-zeatinu (Miyawaki a kol., 2006).
Vyznamna je de novo biosyntéza isoprenoidnich cytokininti, kterd zacind kliCovym krokem:
transferem isoprenové skupiny na adenosinfosfit (AMP, ADP nebo ATP). Tento krok je
katalyzovan enzymem adenosinfosfat isopentenyltransferasou (IPT). Dtlezitost této reakce
spociva zejména v tom, Ze je to krok, limitujici rychlost celé de novo biosyntézy cytokinint
(Kakimoto, 2001). Podobn¢ jako IPT funguje také enzym tRNA-IPT, katalyzujici transfer
isoprenylové skupiny na adenin v tRNA. Pro zajimavost, jak shrnuli Frébort a kol. (2011),

10



ey

se tento enzym nachazi krom¢é domény Archaea bezmala ve vSech Zijicich organismech:
v bakteriich, kvasinkach, rostlinach i zivocisich. Donorem isoprenylové skupiny v biosyntéze
isoprenoidnich cytokinini je dimethylallyl difosfat (DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyl
difosfat (HMBDP). DMAPP je produktem mevalondtové drahy (MVA) nebo methylerythritol
fosfatové drahy (MEP), jejimZz produktem je také HMBDP. Takto vznikd isopentenyladenin
mono-, di- nebo trifosfat (iPMP, iPDP, iPTP) (Sakakibara a kol., 2006). Dalsim dulezitym krokem
biosyntézy cytokinind je moznost modifikace isoprenylové cCasti cytokininovych meziprodukta,
které zprostiedkovavaji cytochromy P450 monooxygenasy (CYP450) (jejichz isoformy
se u Arabidopsis nazyvaji CYP735A1 a A2) (Takei a kol., 2004). Zvyseni fyziologické u¢innosti
cytokininii poté zajistuji fosforibohydrolasy specifické pro cytokininy, zvané LOG (,,Lonely
Guy“) (Kurakawa a kol., 2007). Cytokininy s hydroxylovou skupinou na postrannim fetézci
mohou byt také pfeménény na zisobni formy cytokinind, pomoci O-glykosylace, kterou
katalyzuji glycosyltransferasy (UGT, uridin-5'-difosfo-glukuronosyltransferasa). Inaktivaci
cytokininl zajistuji cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (CKX) (Galuszka a kol., 2007). Viz Obr.
¢.3.

Obrazek ¢.3: Schéma popisujici model metabolismu cytokininu
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Rychlost fidicim krokem biosyntézy cytokinini je reakce katalyzovand enzymem
adenosinfosfat isopentenyltransferasou (IPT), ktery katalysuje vznik iP-nukleotidii, které
mohou byt konvertovany na pfislusné tZ-nukleotidy pomoci cytochrom-P450
monooxygenazy (CYP735A). Cytokininové nukleotidy mohou byt pfeménény na aktivni
volné baze pomoci ,Lonely Guy*“ phosphoribohydrolas (LOG). Biologicky aktivni
cytokininy jsou zvyraznény modrym rameckem. Mohou byt inaktivovany cytokinin
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2.2.3 Percepce a transdukce signalu cytokinint

U Arabidopsis se prenos signalu cytokininli déje skrze dvouslozkovou signalni drahu.
Pocatecni soucasti této signalni drahy jsou receptory (Zwack a Rashotte, 2013) a dosud byly
identifikovany tfi tyto receptrory: AHK?2 (A4rabidopsis Histidin Kinasa 2), AHK3 a AHK4 (Inoue
akol., 2001). Udajné vsak neni vyloutena moznost existence dalitho nepopsaného receptoru

(Higuchi a kol., 2004).

Jednotlivé receptory jsou funkéné navzajem alespon cCastecné zastupitelné, ale jejich
mnozstvi se li§i v riznych ¢astech rostliny: AHK2 a AHK3 se vyskytuji pfevazné v prytu a AHK4
zejména v koteni (Higuchi a kol., 2004). Co se tyka vnitrobunééné lokalizace, doneddvna panoval
nazor, ze cytokininové receptory se nachazeji v cytoplasmatické membrané. Novéjsi vyzkumy
vSak ukazuji, ze vét§ina z nich je soucasti membranového systému endoplazmatického retikula

(Wulfetange a kol., 2011).

Cytokininy se navazuji na extramembranovou doménu AHK receptord, zvanou CHASE
(Cyclase/His Kinase-Associated Sensing Extracellular) (Dharmasiri a kol., 2013). Navazanim
cytokininu na tuto doménu dojde k autofosforylaci histidin kinasové domény receptoru. Poté
dojde k transferu fosfatové skupiny na konzervativni asparagin dalSi domény, z né&jz je fosfat
prenesen na dal$i komponentu cytokininové signalni drahy - AHP protein (Arabidopsis Histidine
Phosphotransfer), ktery se nachazi v cytoplazmé. Dosud bylo identifikovano pét typia AHP
(AHP1-5). Fosforylaci aktivované AHP signal pifenaSeji do jadra, kde mohou fosforylovat
transkripéni faktory ARR (Arabidopsis Response Regulator). Ty pak mohou iniciovat transkripci
cytokininy aktivovanych genil, mezi néz patii i samotné ARR typu A a také faktor cytokininové
odezvy CRF (Cytokinin Response Factor), ktery déale funguje jako aktivator exprese dalSich genti
cytokininové odezvy (To a Kieber, 2008; Dharmasiri a kol., 2013); viz Obr. ¢.4.

Co se tyka variability ARR, bylo dosud popsano celkem 25 proteini a byly rozd€leny
do dvou tfid. ARR tfidy A (A-ARR) jsou patrné negativnimi regulatory cytokininové odpovédi
a jsou tvofeny pouze piijimaci doménou. Mezi ARR tfidy B (B-ARR) patii pozitivni regulatory
cytokininové odpovédi a jsou tvofeny krom pfijimaci domény také vystupni doménou, ktera

slouzi jako transkip¢ni faktor (Taiz a Zeiger, kap. 21, 2003). Viz Obr. ¢.4.

Konkrétnim ptikladem signalni drdhy je propojeni receptoru AHK3 a dvou kli¢ovych
komponent: ARR2 proteinu a transkripéniho faktoru CRF6. Pifimy vztah mezi témito tfemi
proteiny byl dokazan prostiednictvim vysoké podobnosti fenotypt rostlin, které nesly mutace
vySe uvedenych klicovych prvka signalni dréhy. Jednim z t€chto mutantii je orel2 s mutaci
zesilujici funkci alely pro receptor AHK3, ktery funguje specificky pro vnimani cytokininovych

podnétii pro zpomaleni senescence (Kim a kol., 2006). Podobny fenotyp vykazuji i mutanti
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s variantou proteinu ARR2 odoléavajici proteolyze, a rostliny nadexprimujici transkripéni faktor
CRF6. Ten je exprimovan pievazné v Zilnatiné listli a jeho exprese roste pii abiotickém stresu
(v korelaci s nartistem koncentrace cytokinintl) a klesa s vékem rostliny. Je také zndmo, ze CRF6
je negativnim regulatorem piirozené i stresem vyvolané senescence. Kromé toho bylo prokazéano,
ze CRF6 interaguje 1isjinymi typy ARR proteinli, coz dale podporuje pravdépodobnost,
ze vSechny tii vySe zminéné proteiny jsou komponenty stejné signalni drahy (Zwack a Rashotte,
2013). Molekularni interakce v pfenosu signalu cytokininii podrobnéji popsali Dhamasiri a kol.,

(2013).
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Obrazek ¢.4.: Schéma cytokininové signalni drahy
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Percepci cytokinind zajistuji AHK receptory, nachazejicich se v plazmatické membran¢ (PM)
a membrané endoplazmatického retikula (ER). Struktura receptorti obsahuje vazebnou doménu
pro cytokininy, His kindzovou doménu (znacena tmave zelené s pismenem H), pfijimaci doménu
(svétle zelenda, znaCena pismenem D) a doménu podobajici se na pfijimaci (svétle zelena bez
oznaceni pismenem). Aktivace receptoru zpusobuje nékolikakrokovou kaskadu fosforylaci (P),
pricemz zasadnim mezikrokem je fosforylace konzervativniho histidinu (H), jenz je soucasti
proteinu AHP (AHP1 - 5). Fosforylaci aktivovany AHP se poté ptesune do jadra, kde fosforyluje
konzervovanou asparaginovou doménu (D) transkripéniho faktoru ARR typu A nebo B. Jednim
z takto aktivovanych gent je 1 gen kodujici transkripéni faktor CRF. Ten spolecné s ARR typu B
zprostiedkovava aktivaci genti ovliviijicich cytokininy regulované procesy, jakymi jsou vyvoj
prytu a kofene, de-etiolizace, rust listu, diferenciace kofenovych cévnich svazkl, senescence
a homeostaza cytokininti. ARR typu A reguluji cirkadianni rytmy, funkci fytochromt a inhibici
vyvoje meristému. Zajistuji také zpétnovazebnou negativni regulaci fosforylacni kaskady
cytokininové signalizace. Funkci negativni regulace spliiuje protein WUS, jehoz funkce
je zpétnovazebné inhibovana proteinem CLV.

Ptevzato od autorti To a Kieber, (2008); upraveno.




2.2.4 Interakce cytokininu a dalSich faktoru

2.2.4.1 Cytokininy a hladina cukrit

Hlavni vyznam cukrii spo¢iva v metabolismu. Krom toho jsou vsak také dulezité z jinych
davodul, napt. udrzuji osmoticky potenciadl a maji roli také v signalizaci (van Doorn, 2007).
Naptiklad ukvasinek byly dosud objeveny alesponn tii glukézové signdlni drahy
a je pravdépodobné, ze u mnohobunécnych organismi je signalizace cukri jesté slozitéjsi.
U rostlin se cukry prostiednictvim své signalizace zasadné podili na regulaci fotosyntézy, fixace
uhliku, glykolyze, gluk6zo-fosfatového metabolismu (van Doorn, 2007). Krom toho maji cukry

vliv také na fizeni senescence (podrobnéji nize).

Uloha hladiny cukréi v regulaci senescence miZe byt matouci, nebot senescence
je ovliviiovana mnoha faktory a skrze n¢kolik signalnich drah. Dosud nepanuje jasné shoda v tom,
jaky je presné vyznam cukri pro senescenci. Je to spiSe jejich nahromadéni, které urychluje
senescenci nebo jejich nedostatek? Ukazuje se, Ze pozitivnim faktorem pro rozvoj senescence

je jak nedostatek cukri, tak i jejich nadmérna akumulace.

Pro prvni moznost hovofi fakt, ze u Arabidopsis je pr¥ivyvojové senescenci typicka
akumulace cukrii (Lara a kol., 2004). Pourtau a Jennings (2006) pomoci Affymetrix GeneChip
analyzy ukazali, Ze exprese genu SAG12, specifického pro senescenci, se zvysila vlivem glukozy
az 900 — nasobné. Dal$imi SAG geny, unichz byla prokdzana indukce glukozou, jsou geny
transkripnich faktort PAPI a PAPZ2, souvisejici s biosyntézou antokyantli, a geny kodujici
remobiliza¢ni metabolismus dusiku (glutamin synthetasa GLNI;4 a nitratovy transportér

AtNRT2.5) (Pourtau a Jennings, 2006).

Do tohto tématu pfinesl dulezit¢é poznatky mutant Arabidopsis, gin2-1 (glucose
insensitive = necitlivy ke glukéze). Tato rostlina nese v genu pro hexokinasovy receptor 1 (HXK1,
Hexokinasa 1) tzv. nonsense mutaci (tedy takovou, ktera zptisobuje poskozeni nebo ztratu funkce
vysledného proteinu) (Moore a kol., 2003). Je znamo, ze funkci hexokinas je kontinualni vnimani
mnozstvi glukozy v pletivech (Dai akol.,, 1999). Ackoliv se vi, Ze vnimani glukoézy se déje
i nezavisle na hexokinasach, jsou mutanti gin2-1 necitlivi ke glukéze, a bylo u nich pozorovano,
ze neakumulovali hexo6zy, a ze zarovenl vykazovali zpoZdénou senescenci (Moore a kol., 2003).
Je pfitom znamo, ze u Arabidopsis vyrazna akumulace hexéz proces senescence provazi
(Pourtau a Jennings, 2006). Navic po exogennim dodani glukézy u gin2-1 doslo jen k ¢astecné
normalizaci rychlosti nastupu senescence (Moore a kol., 2003). To potvrzuje i fakt, Ze naopak
overexprese genu HXKI vedla ke zvySené akumulaci hexozafosfati spolu se zrychlenim

senescence (Dai akol., 1999). U rostlin gin2-/ se vSak ztrata funkce HXK1 projevila také
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v dalSich faktorech: mutanti méli velmi malo rozvinuty kofenovy systém, malé listy a byli také
charakterizovani necitlivosti k auxinim. Naopak byli hypersenzitivitivni k exogennimu
podani cytokininl, coz by mohlo také vysvétlit zpomaleny nastup senescence. Pourtau a Jennings
(2006) proto poukazuji na zasadni roli receptoru HXKI1, nejen jako reguldtoru senescence,

ale 1 pro jeho vyznam celkové v ontogenezi rostlin.

Ze studia mutanta gin2-1 by mohlo plynout, Ze zména v metabolismu cukrii (inhibovana
akumulace hex6z) a/nebo naruSeni na glukdze zavislé signalizace by mohla byt primarnim
divodem oddaleni senescence. Jistou nezanedbatelnou roli zde vSak hraje také intenzita osvétleni:
u nesenescentnich gin2-1 rostlin byla hladina hex6z nizsi, rostly-li na svétle o vysoké intenzit¢,
nikoli vSak u téch, které rostly pfi nizké hladiné osvétleni (Moore a kol., 2003), vznika zde tedy
zajimavy paradox — vice svétla — mensi akumulace hex6z. Na zaklad¢ toho se autofi domnivaji,

ze HXKI1 kooridinuje vnitini signalizaci s vlivem svételné intenzity.

Samoziejmé, ze nejen vyse zminéna akumulace, ale naopak prave i nedostate¢na hladina
cukrii miize mit u€inek oddalujici senescenci. U zastinénych ¢i zatemnénych listl je omezena
nebo zcela znemoZnéna fotosyntéza. To vede k hladovéni, spojenému s nedostatkem sacharidd,
a dochazi také k senescenci. Byly-li oddé€lené listy Arabidopsis kultivovany ve tmé, in vitro
abyla-li jim dodana sachardza, nedoSlo u nich k expresi tmou-indukovanych gent, vcetné
jednoho ze SAG. To znaci, ze u oddelenych list, kultivovanych ve tmé, vede dodani sacharozy

k oddaleni senescence (Fujiki a kol., 2001).

2.2.4.2 Cytokininy a charakter pletiva

K hlubsimu pochopeni toho, jak ovliviluje rozdilna hladina cukri senescenci, se lze
propracovat skrze uvédomeni si diilezitosti dynamiky zmén charakteru organu ¢i pletiva. Kazda
rostlina je totiz jakousi mozaikou fotosynteticky aktivnich pletiv, slouZicich jako zdroj (source),
a fotosynteticky mén¢ aktivnich (nebo zcela neaktivnich) pletiv, které ziviny pfijimaji (sink).
A vztahy mezi jednotlivymi pletivy, mezi source a sink, se v ramci rostliny dynamicky méni (Lara

a kol., 2004).

Pfeménu charakteru pletiva nebo organu ze sinku na source ovliviuji také cytokininy,
coz se d¢je Castecné skrze regulaci aktivity enzymu invertasy vazané na bunécnou sténu (CWINV,
Cell Wall INVertase; nazyvana téz jako extracellularni nebo apoplasticka invertasa). CWINV
je kovalentn¢ vazana na sténu bun¢k sinkového pletiva, kde zajistuje Stépeni sachardzy, dostupné
z floému, na monomery hex6z, které mohou bunky sinku transportovat pres svoji membranu
a dale je mezi sebou distribuovat. Lara a kol. (2004) ukézali, ze CWINV je uzlem v signalizaci
cukrl a cytokinind, a zdsadné ovliviiuje jejich pisobeni na senescenci. Cytokininy totiZ indukuji
CWINV, coz vede k aktivaci vyuziti cukrti, ¢imz se piredchazi tomu, aby akumulace sacharid
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mohla zapficCinit senescenci. OvSem velmi zasadni je zjiSténi, plynouci z experimentu
s transgennimi rostlinami tabaku, které pod promotorem indukovatelnym cytokininy exprimovaly
inhibitor enzymu CWINV. Po indukci senescence oddélenim listli a nasledné aplikaci cytokininu
(kinetinu) u listd transgennich rostlin zpomaleni procesu senescence pozorovano nebylo, zatimco
ulistt WT kinetin senescenci oddalil. Z toho plyne nezastupitelna role CWINV pfi regulaci

senescencce (Lara a kol., 2004).

Ve vztahu k senescenci je dulezita nedavna studie popisujici hypoteticky tzv. ,,zbyte¢ny*
(futile) cyklus, diky némuz by CWINV mohla imitovat silny export sacharozy, typicky pro silné
zdrojova pletiva (Zwack a Rashotte, 2013). Krom toho existuje také studie, provedena
na hvozdiku karafiatu (Dianthus caryophyllus) ukazujici, ze sachardza u oddélenych kvetoucich
pryti oddaluje senescenci skrze zabranéni upregulace SAG (Hoeberichts a kol., 2007). Aktivita
CWINV je proto povazovana za centralni reguldtor sinkové aktivity. Jak jiz bylo vySe zminéno,
Lara akol. (2004) prokazali vztah CWINV a cytokinint, kdyz zjistili vyssi aktivitu CWINV
urostlin tabdku (Nicotiana tabacum) se zvySenou expresi genu [PT, ftidictho biosyntézu
cytokinind, ktery byl exprimovan pod promotorem SAGI2 asociovanym se senescenci. Proto
je pravdépodobné, Ze nartist aktivity CWINV je nezbytnou komponentou molekularniho
mechanismu, jakym cytokininy zplsobuji oddéaleni senescence. Kromé¢ CWINV hraji dilezitou
roli také hex6zové transportéry, které jsou vlivem cytokinin indukovéany spolu s CWINV (Lara

a kol., 2004).

2.2.4.3 Vliv dusiku

Jelikoz senescence ovlivituje metabolismy nejen uhliku, ale i dusiku (redukci asimilace
uhliku a zajiStovanim opétovného vyuziti dusiku ze senescen¢nich pletiv), da se povazovat
za jakousi kfizovatkou metabolismu téchto dvou prvka (Wingler a kol., 2009). Neni mozno proto
opomenout i vliv dusiku na zménu charakteru pletiva ze source na sink a tedy ina senescenci,
kterd je zménou poméru hladin cukri a dusiku ovliviiovdna. Byly-li rostliny Arabidopsis
péstovany na médiu s 2% glukozou a s nedostatecnym mnozstvim dusiku, doslo u nich
k senescenci na rozdil od rostlin, které byly ziveny krom glukézy i dostatkem dusiku. Analyza
exprese u Arabidopsis, kterou provedli Pourtau a Jennings (2006) ukézala, Ze exprese genu
SAG12 byla nejsilngjsi na médiu s glukdzou a nedostatkem dusiku, v porovnani s variantami, kdy
bylo rostlinam poskytnuto médium s vysokym obsahem dusiku a glukézou anebo s nizkym
obsahem dusiku a bez pfidané glukozy. ZvySena akumulace cukrd u rostlin s deficitem dusiku

tedy indikuje, Ze dostupnost dusiku ma vliv na metabolismus cukrii (Pourtau a Jennings, 2006).
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2.3 VLIV SVETLA A CYTOKININU NA SENESCENCI

2.3.1 Vliv svétla na senescenci

Svétlo je jednim z nejdilezitéjSich vnéjSich faktort, na kterém zavisi Zivot rostlin. I proto
jsou rostliny schopny vnimat jeho spektralni kvalitu, smér plisobeni a periodicitu jeho zmén.
Na zéklad¢ téchto informaci pak také optimalizuji sviij rust a vyvoj. Svétlo (nebo jeho absence)
ma krom¢ toho komplexni vliv i na senescenci. Ovliviiuje efektivitu fotosyntézy, oxidativni stres

a cirkadidnni rytmus, pfi¢emzZ to, jakym zpisobem a do jaké miry svétlo senescenci ovlivni, zalezi

na jeho intenzité, kvalit€ a délce ptisobeni (Gan a kol., kap.6.2, 2007).

2.3.1.1 Vliv zatemnéni

Vliv zatemnéni na senescenci také neni jednotny a zavisi na dalSich faktorech. Je vSak
zajimavé, ze studie zjistujici vliv rtiznych faktort (v€k, vodni stres, zatemnéni a exogenni
pusobeni fytohormonti: ABA, cytokininy, etylén) na expresi nékolika SAG u Arabidopsis (a to jak
u intaktnich, tak i u odd€lenych listl) ukazala, Ze zatemnéni odd€lenych listd zvySuje expresi SAG
nejvice (Weaver a kol., 1998). Je také znamo, ze zatemnéni vede ke zmén¢ exprese az tisice gent

(Gan a kol., kap.6.2.1, 2007).

Je dillezité rozliSovat zatemnéni jednotlivych listi a celé rostliny. Jsou-li pfimo na rostliné
Arabidopsis zatemnény jednotlivé listy, dojde k indukci senescence lokalizované specificky
v téchto zatemnénych listech. AvsSak zatemnéni celé rostliny Arabidopsis senescenci
neindukovalo vibec (Weaver a Amasino, 2001). Domnivam se tedy, Ze moznou pfi¢inou
by mohlo byt to, jaky je pomér sily zdrojovych organi (source). Jeden zatemnény list se stava
oproti ostatnim slabym zdrojem a je u néj zahajen proces senescence. Zatimco u celkové
zatemnéné rostliny poklesne sila zdroje u vsech organd. Nicméné je jasné, Ze indukce senescence
zatemnénim je siln€¢ autonomni pro listy, ba dokonce mozna bunééné-autonomni (Gan a kol.,

kap.6.2.1,2007).

Procesy senescence indukované urostlin jak pfirozenym zplsobem (jako soucasti
vyvojového programu starnuti rostliny) tak i,uméle” (zatemnénim) sdileji biochemické
a fyziologické charakteristiky. Aktivace nebo inhibice n&kterych gend je také sdilenou
charakteristikou pro senescenci pfirozenou a senescenci vyvolanou zatemnénim. Nicméné
molekulérni analyzy odhalily, Ze senescence uméla je spojena s expresi jiné sady gend nez jak je
tomu u pfirozené senescujicich rostlin. Dosud neni mnoho zndmo o mechanismech regulace SAG
pfi zatemnéni, velmi pravdépodobné ale procesy budou souviset s hladovénim (Fujiki a kol.,

2005). Proto je dilezité odliSovat od sebe senescenci pfirozenou a umele vyvolanou.
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2.3.1.2 Vliv nizké intenzity osveétleni

Co se tyka nizké intenzity osvétleni, plisobi na senescenci rizné a jeji efekt je druhové
specificky. Rostliny se zpravidla na zastinéni adaptuji morfologickymi zménami, jako napf.
prodluzovanim stonkt a fapikd, které samoziejmé souviseji s fyziologickymi zménami.
Pro zastinénou rostlinu je zdsadni vybalancovat fotochemickou efektivitu fotosyntézy tak,
aby byla minimalizovana respirace za G¢elem sniZeni tzv. bodu svételné kompenzace (LCP, Light
Compensation Point) (Brouwer a kol., 2012); LCP je charakterizovan jako stav, kdy je ustavena
rovnovaha mezi mirou fotosyntézy a respirace organismu, proto zarovenn nedochéazi k zédnému
ukladani asimilati.

Nizka intenzita osvétleni, zpisobena v pfirozenych podminkach zastinénim, byva
faktorem korelujicim se senescenci. Vliv zastinéni na senescenci byl kuptikladu pozorovan u pln¢
rozvinutych zastinénych listd manioku (Manihot esculenta), u nichz nizka intenzita osvétleni
vedla k akceleraci senescence (Cock a kol., 1979). Zajimavé také je, ze podobn¢ jako nedostatek
svétla pisobi také ¢ast cervného svételného spektra o vysoké vinové délce, tzv. ,.far red” (FR)
svétlo. Rousseax a kol. (1996) zjistili, Ze svétlo o dostatecné intenzité, ale zaroven obohacené
o FR cast spektra zpusobilo rychlejsi Zloutnuti listli. To je jeden z ptiznakl senescence, nikoli

vSak priikazny.

Jak bude rostlina ovlivnéna nizkou intenzitou svétla, je do znaéné miry urceno tim,
jak velka c¢ast rostliny je zastinéna. U individaln€ zastinénych listi Arabidopsis je udavan efekt
fotosyntetické aklimatizace a prerozdéleni zdroji, které spolu s mensi respiraci vedly ke snizeni
LCP (Brouwer a kol., 2012). Z toho plyne, ze k senescenci dochazi pouze u téch listl, které jsou
kvtli zastinéni fotosynteticky vyrazné méné aktivni v porovnani s ostatnimi listy. Tim padem
se zméni charakter zastinénych listii ze source na sink. Energie ze senescentnich listd je proto
vyuzita prorust novych listd, které by mohly potencidln¢ efektivné prispét k pokryti
energetickych narokti celého organismu. Brouwer a kol. (2012) ukazali, Ze senescence listi byla

indukovana pouze pri silném zastinéni, které¢ negativné ovlivnilo uhlikovou rovnovahu.

Pozdgjsi studie, kterou provedli Brouwer a kol. (2014) pak také ukdzala rozdil
ve vyznamu vlivu fytochromu A (PHYA) a fytochromu B (PHYB) na obsah chlorofylu,
a fotosyntetickou aklimaci. U celkové zastinénych rostlin Arabidopsis bylo zjisténo, ze udrzeni
obsahu chlorofylu je tizeno pouze PHYB, zatimco pfi ¢astecném zastinéni tuto funkci splituje
PHYA. To potvrzuje dulezitost rozliSovani ¢aste¢ného a celkového zastinéni. Krom toho Brouwer
a kol., (2014) zjistili, ze ackoliv nedostatek PHYA (u mutantti phyA) vede kvili nedostatecné
biosyntéze chlorofylu k pfed¢asnému Zloutnuti listl, neni ziejm¢ absence PHYA pifimym

spoustécem sensecence.

19



Vliv svétla na oddaleni senescence nastiva pouze do té doby, dokud intenzita
osvétleni presahuje LCP. KdyZz se naptiklad snizilo mnozstvi fotosynteticky aktivniho svétla
poskytnutého rostlindm slunecnice, doslo k akceleraci senescence jejich bazalnich listt. Naopak
narist této slozky svétla oddalil senescenci tychz listd (Rousseaux a kol., 1996). To potvrzuji
1 Brouwer a kol. (2012), ktefi pozorovali, Ze v porovnani s Uplnym zatemnénim doslo pii nizké
intenzité osvétlenni k senescenci pozdé¢ji. Mechanismus, kterym nizka intenzita osvétleni
zpusobuje senescenci neni dosud podrobné prozkoumén, ikdyZz je jasné, Ze tim je negativné
ovlivnén metabolismus cukri, uchovavani energie a také moznd dochazi ke zvySené mife
oxidativniho poskozeni (Spundova a kol., 2005; Gan a kol., kap.6.2.1, 2007). Brouwer a kol.
(2012) zastavaji nazor, ze indukce senescence listd pii zastinéni zavisi na efektivité¢ s jakou

je fixovan uhlik, coz je zfejmeé modulovano skrze receptory PHYA.

2.3.1.3 Vliv vysoké intenzity osvétleni

Existuji dikazy, ze kontinualni osvétleni vysokou intenzitou vede k fotooxidativnimu
poskozeni, jak ukédzala prace autorG Choudhury a Behera (2001), ktefi vystavili semendcky
pSenice svétlu o intenzité¢ 1175 pmol'm™s™. U té&chto rostlin doSlo k dramatickému poklesu
obsahu chlorofylu a karotenoidii, a zarovenn k narustu koncentrace malondialdehydu (MDA),
povazovaného za indikator oxidativniho poskozeni. Co se tyka nartistu koncentrace MDA, autofi
zjistili, Ze nejvyssi koncentrace MDA nebyla zaznamenana u semenackt vystavenych vysoké
intenzité osvétleni, ale u téch, jez rostly pfi mimé intenzit¢ (70,5 umol'm?s"') (Choudhury
a Behera, 2001). To by mohlo byt vysvétleno tim, Ze vysoka intenzita osvétleni miize zpisobit

rozvoj rezistence vuci fotoinhibici, jak to zaznamenali Ivanov a kol. (1998).

Je v8ak nutno podotknout, Ze bez studia dalSich charakteristik typickych pro senescenci
(jako je exprese SAG), nejsou vysSe zminéné zmeény dostatenym dilkazem, ze vnéjsi stimul vedl

k nastupu ¢i akceleraci senescence (Brouwer a kol., 2012; Gan a kol., kap.6.2.1, 2007).

Jak poznamenavd Gan akol., kap.6.2.1, (2007), jetaké vysoce pravdépodobné,
ze v piipadé rostlin, u nichz jiz proces senescence zapocal, mize mit vysoka intenzita osvétleni
siln¢jsi poskozujici ucinek. Jeden z divodi mulze byt ten, ze v pribéhu senescence klesa
schopnost rostliny nebo organu kompenzovat nartst hladiny ROS. Pro senescentni rostliny
je totiz typické sniZeni aktivity antioxida¢nich enzymi. Dalsim dulezitym faktorem
je snizena schopnost fotosyntetické aklimace (Brouwer a kol., 2012). To je vSak ziejmé
proménlivé mezi jednotlivymi druhy rostlin, jelikoz u baviniku (Gossypium hirsutum) nebyly
zjiStény zadné rozdily v poklesu fotosyntetické kapacity a efektivity pfi studii vlivu riznych

intenzit svétla (15% - 100% pIného slunecniho svitu) (Sassenrath-Cole a kol., 1996).
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2.3.1.4 Podobnost piisobeni svétla a cytokininii

Odpovédi rostlin na svétlo se v mnohém podobaji odpovédim na exogenni aplikaci
cytokinini  (Husi¢kova, 2010). Nejznaméj$im piikladem je fotomorfogeneze, regulovand mimo
svétla také cytokininy. Chory a kol. (1994) zjistili, ze kli¢ila-li WT semena Arabidopsis v médiu
s obsahem cytokinint (iP / BA / kinetin; konc.: 0 — 95 pmol-1") a zaroveni ve tmé&, byly vysledkem
semenacky, které se vyznamné liily od béznych etiolizovanych rostlin, naopak se v mnohém
podobaly na svétle rostoucim rostlindm. Z morfologického hlediska me¢ly inhibovany rist
hypokotylu, vyvijely se u nich listy a chloroplasty. Z molekularniho hlediska byla u téchto rostlin
v porovnani s kontrolnimi (WT na svétle. v médiu bez aplikace cytokinini) az osminasobné vice
aktivni exprese sledovanych svétlem regulovanych gent. Byly to geny CAB, kodujici proteiny
vazici se na chlorofyl a/b (Chlorophyll a/b binding proteins) a CHS (Chalcone Synthase) (Chory
a kol., 1994).

Podobnost vlivu cytokininti a svétla dale potvrzuji studie na mutantnich rostlinach,
napiiklad na Arabidopsis s mutaci v genu ampl. TazvySuje prostiednictvim biosyntézy
endogenni hladinu cytokininl, coz umoziuje projev de-etiolovanych znakti u rostlin rostoucich
ve tm¢ (Chin-Atkins a kol., 1996; Nogué a kol., 2000). Dalsim piikladem jsou mutantni
Arabidopsis, s nimiZ pracovali autofi Chory a kol. (1994) v jiz vySe zminéné studii. Semenacky
mutantll det! a det2 nesly ive tmé znaky de-etiolizovsné morfologie (od ¢ehoz je také odvozen
nazev téchto mutantll), tim se podobaly na rostliny rostouci na svétle. Zasadni také je, Ze fenotyp
ve tmé rostoucich det- semenacki je podobny ve tmé kli¢icm WT rostlinam s cytokininy
pusobenim zvysené hladiny cytokinint, ale zménénou citlivosti vnimani cytokinini. Koncentrace
cytokininl v det- mutantech nebyla vyznamné odlisnd od wild-type rostlin. Pii senescenci listh
detl adet2, zpisobené jejich oddélenim, byla naptiklad zjiSténa az desetinasobna hladina
chlorofylii, dale také indukce exprese svétlem regulovanych gent, podniceni ristu déloznich
i pravych listi, a naopak potlaceni prodluzovani hypokotylu. Protoze se prokazalo, ze vyvojové
zmény u mutantii det/ a det2 jsou zpusobeny intenzivnéjsi percepci cytokinint, je velmi zajimavé,
ze ani jeden z det- mutantll nereagoval prohloubenim fyziologickych zmén na exogenni plisobeni
cytokininii (Chory a kol., 1994). Z toho lze ulinit zavér, Ze rostliny WT, péstované ve tmé
a zaroven pod vlivem zvySeni signalniho vystupu cytokinind, si jsou s rostlinami rostoucimi
na svétle podobné ve tiech hlavnich chrakteristikich: morfologii, vyvoji plastidi

a specifické expresi gent.

Vyse zminénd studie neni jedina, v niz se mluvi o vlivu cytokinii na expresi svétlem

regulovanych genli. Této problematiky se dotkli ve své studii autoii Flores a Tobin (1986).
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Na rostlinach okiehku (Lemna gibba) sledovali hladiny mRNA genti kodujicich CAB a malou
podjednotku RuBisCO. Byly-li rostliny pieneseny ze svétla do tmy, doslo u nich ke sniZzeni hladin
sledovanych mRNA. Nésledn¢ pasobili na rostliny ¢ervenym svétlem anebo submikromolarnimi
koncentracemi BA. Vysledkem vlivu ¢erveného svétla i BA bylo n¢kolikanasobné zvySeni hladin
onéch mRNA. Soucasnym pisobenim obou faktorti bylo jesté vyssi zvySeni hladiny mRNA.
Zajimavé také bylo, Ze narast hladiny nastal zfejm¢ na zakladé post-transkripni regulace

mnozstvi mRNA (Flores a Tobin, 1986).

Dalsi studie byla provedena na okurce seté (Cucumis sativa), uniz bylo zjisténo,
ze hladina transkripti svétlem regulovaného genu phyA se u etiolizovanych semenacku
snizila po aplikaci benzyladeninu, tudiz oba faktory ziejmé reguluji expresi fytochromu

podobnou mérou (Cotton a kol. 1990).

Mezi nové€j$imi studiemi figuruje naptiklad ta, kde se autofi Ullanat a Jayabaskaran (2002)
zabyvali vlivem rostlinnych hormonti (CK a auxiny) asvétla naexpresi genu nezbytného
pro déleni chloroplasti (gen FtsZ). Vysledkem bylo, ze u etiolizovanych oddélenych déloZnich
listi okurky (Cucumis sativa) byl prokazan pozitivni vliv jak svétla, tak i BA na zvySeni
expresni aktivity sledovaného genu, atonarozdil od auxinu, ktery Zadny signifikatni vliv
nemél. Svétlo upregulovalo aktivitu sledovaného genu az sedmindsobn€, zatimco efekt
benzyladeninu byl oproti svétlu asi polovi¢ni. Krom toho je zajimavé, ze mira ovlivnéni zdsadné
souvisela s délkou ptisobeni svétla nebo cytokininu, pfi¢emz pusobil-li jeden z téchto faktort 24
hodin vedlo to pfiblizné ke zdvojnasobeni nartstu exprese oproti dvouhodinovému pusobeni.
Z toho plyne, pro ze regulaci exprese genu FtsZ, bylo svétlo Castecné nahrazeno exogennim

pusobenim benzyladeninu (Ullanat a Jayabaskaran, 2002).

2.3.1.5 Interakce svétla a cytokinini
Jak jsem popsal vyse, je znamo, Ze n€které disledky ptsobeni cytokinini v rostling
se velice podobaji vlivu svétla. Z toho plyne moznd interakce obou faktorti. Forma interakce vsak

dosud zlstava neprozkoumana.

Autofi Flores a Tobin (1986), vychazejic z vysledkti svych méfeni predpokladaji,
ze cytokininy a Cervené svétlo plsobi paralelné, tedy ze histidinkinasy a fytochromy nezavisle
na sobé méni hladinu intermediatu, ktery poté piimo reguluje genovou expresi. Vysledky autorii
Flores a Tobin (1986) vSak zaroven ukazuji, ze pusobeni jednoho z faktori, cytokinini a RL,
bylo efektivnéjsi za pritomnosti druhého faktoru. Existuje také zprava o tom, zZe u semen sosny
(Pinus silvestris) dochdzi k postupnému nartstu hladiny cytokininti v disledku pisobeni pulzii

Cerveného svétla (Quamaruddin a Tillberg, 1989).
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Co se vSak d¢je v rostlinach, jsou-li vystaveny jak intenzivnimu svétlu, tak i exogennimu
podani cytokinini? Osvétlneni této otazky pfinesla jiz v osmdesatych letech publikovand prace
autor Buschmann a Lichtenthaler (1982), ktefi provedli experimenty na semenaccich fedkvicky
(Raphanus sativus). Ty byly péstovany ve tmé&, pfi mirné (62 pmol'm™s™) a vysoké (400 umol-m"
*-s") intenzit& osvétleni. Pro srovnani lze uvést hodnotu intenzity zafeni 1700 umol-m™-s”, kterou
jsem naméfil béhem jarniho dne, za jasného pocasi (v Olomouci, 10.4.2015, 10 hod 45 min).
Témto rostlinam byl aplikovan roztok BA (8,9-10° mol-1") nebo kinetinu (9,3-10°mol-1™).
Vysledkem bylo zjiSténi, Ze vliv cytokinini se ruznil v zavislosti na svételnych podminkach
pri nichZ byly rostliny péstovany. Cytokininy stimulovaly prodluzovani kotfene a supresi ristu
hypokotylu jak ve tmé, tak u obou intenzit svétla. U semenacki rostoucich ve tmé aplikace
cytokinin vedla k vétSimu ristu plochy déloznich listli, na rozdil od téch, co rostly na svétle,
a také k vétsi akumulaci karotenoidl a fototransformovatelného protochlorofylidu. Semenacky
rostouci na svétle mély pod vlivem exogennich cytokininii obsah karotenoidi naopak snizeny.

(Buschmann a Lichtenthaler,1982).

O n&kolik let pozd&ji pozorovali u Arabidopsis autofi Zacarias a Reid (1990) ze vliv
stejnych koncentraci BA (byly pouzity konc. v rozsahu 10° —10° mol-I") byl zcela opacny
u senescentnich listovych diskli ve tmé oproti senescentnim listovym diskiim pfi kontinualnim
osvétleni (200 umol'm™s™). Ve tmé BA zpomalil pokles hladiny chlorofylu, zatimco na svétle

degradaci chlorofylu naopak stimuloval.

Na rozdil od téchto vysledkl existuji dikazy také o aditivnim vlivu cytokininu a svétla:
oddélené listy je¢mene a ovsa pii kontinualnim svétle (140 pumol-m™s™) a za ptsobeni BA (konc.
BA u listl je¢mene: 4,5-10° mol-l""; u listt ovsa: 10° mol-1") (Weidhase a kol., 1987; Klerk a kol.,
1993).

To, Ze soucasny vliv svétla a cytokinini muze byt jak antagonisticky, tak i aditivni,
se mize zdat byt rozporuplné. Toto na prvni pohled odlisné spoluplisobeni vSak davd smysl
pfi uplatnéni hypotézy prahové hodnoty spole¢ného aditivniho vlivu cytokininu a svétla. Jejich
senescenci oddalujici spolupiisobeni se miiZze prehoupnout v opacny, senescenci urychlujici
efekt, je-li rostlina vystavena piisobeni bud’ prili§ velké koncentrace cytokininu nebo prili§

intenzivnimu svétlu nebo kombinaci obojiho.
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2.4 ROSTLINY SE ZMENENYM VNIMANIM NEBO OBSAHEM
CYTOKININU

V experimentalni ¢asti této prace bylo pouzito nékolik druhi mutanti husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana, L.), pti¢emzZ vSichni tito mutanti se od béznych rostlin lisili pfedev§im bud’
obsahem cytokininti (v pfipadé¢ mutanta pga2?2) anebo zménénym vnimanim cytokinina (u rostlin

s mutacemi v AHK receptorech).

V této kapitole se budu nejprve vénovat popisu mutanta pga22. Poté popiSu rostlinné
vnimani cytokinind prostfednictvim AHK receptorii a posléze se budu vénovat popisu riznych

mutantd, s riznymi kombinacemi vytazenych AHK receptort.

2.4.1 Mutantni rostliny pga22

Autofi Sun a kol. (2003) provedli transformaci rostlin Arabidopsis, s cilem ziskat rostliny
s modifikaci v genech, kli€¢ovych pro biosyntézu ¢i signalizaci cytokinini. Transformaci provedli
za pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens s chemicky indukovatelnym vektorem, oznacujici
aktivaci genu. Soucasti tohoto vektoru byla regula¢ni sekvence pER16, zajistujici indukovatelnost
modifikovaného genu pomoci lidského hormonu 17-B-estradiolu (jako vektor byl pouzit LexA-
VP146-extrogenovy receptorovy vektor pER16 - podle autortt Zuo a kol., 2000). Takto vzniklo
pres cCtyficet riznych geneticky modifikovanych kalust, které diky estradiolové indukci byly
schopny tvofit pryt pii kultivaci na selekénim médiu, které obsahovalo auxiny, nikoli vSak

cytokininy. Jednim z nich je pga22 (Plant Growth Activator 22).

Klic¢ila-li semena pga2? naneinduktivnim médiu, nebyly unich pozorovany zadné
abnormalni zmény, coz naznacuje, Zze tato mutace neovliviiuje normalni fungovani genu.
Na induktivnim médiu obsahujicim 17-B-estradiol v koncentracich 0,2 umol-1" a vy$8ich, vSak
mutantni rostliny vykazovaly znacné fenotypové abnormality: extrémné kratké koteny, zluté
zbarveni déloznich listh po kliceni a znaéné potlaceni vyvoje pravych listd. Brzy po vykli¢eni
doslo u téchto rostlin ke kompletnimu zastaveni rastu. Bylo-li v§ak pro indukci pouzito nizsich
neZ rutinné pouZzivanych koncentraci, vyznacCovali se mutantni semendcky pga2? fenotypem
typickym pro rostliny se silngj§im puasobenim cytokinint, tedy kratsimi kofeny, delSimi
hypokotyly, tmavéji zelenymi déloznimi listy. Estradiol (0,2 pmol-l"") pfi ristu ve tmé zpiisoboval
upga?? semenackll deetiolovany fenotyp. Autofi uvadéji, ze sila fenotypu velmi zavisela

na pouzité koncentraci 17-f-estradiolu (Sun a kol., 2003).

Krom studia vlivu mutace pga22 na fenotyp prozkoumali Sun a kol., (2003) také, kterého
konkrétniho genu se tato mutace tykd. Gen PGA22 identifikovali jako totozny s jiz v minulosti
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popsanym genem At/PT8, ktery zfejmé¢ zastava zasadni funkci pii biosyntéze cytokininll a jehoz
upregulace prostfednictvim této mutace je dostateCna k tomu, aby stimulovala cytokininovou
signalni drdhu. Autofi to potvrdili expresni analyzou cytokininovych markerovych gentt CycD3
a ARRS, onichz je znamo, Ze jsou cytokininy aktivovany, pficemz exprese téchto genti byla
po indukci u mutantii zvySena. Obsah prekurzorti cytokininti u mutanti pga22 byl estradiolovou
indukci  vyrazné zvySen: hladiny iPMP (isopentenyladenosin-5'-monofosfat) a iPA
(isopentenyladenosinu) vzrostly po 24 hodinové inkubaci semenackd v roztoku 5 pmol-1" 17-B-
estradiol 19 — 38 nasobné. Mnozstvi zeatinu a dalSich jeho sledovanych forem (ribosida

a ribotidlr) vSak vzrostlo pouze mirné (Sun a kol., 2003).

2.4.2 AHK receptory zajist'uji percepci cytokinini
Pro pfipomenuti uvadim, ze u rostlin jsou dosud znamy tii receptory zajist'ujici
percepci cytokinind, tedy AHK2, AHK3 a AHK4 (nebo téz CRE1 / WOLI). Tyto receptory

patfi do rodiny histidin kinas. V nasledujici kapitole se budu vénovat jejich specifikaci.

2.4.2.1 Lokalizace AHK receptori

Jednotlivé AHK jsou exprimovany ve vSech tkéanich, avSak v odlisné mite (Higuchi a kol.,
2004; Nishimura a kol., 2004; Stolz a kol., 2011). To potvrzuje také fakt, Ze mRNA vSech tii
receptort je, ackoliv v rizném mnozstvi, pfitomna v kazdém rostlinném organu (Riefler a kol.,
2006). Higuchi a kol. (2004) analyzovali lokalizaci exprese AHK geni GUS reportérovou
metodou. Tato metoda spociva v tom, Ze se pod promotorem AHK exprimuje reportérovy gen
GUS (B-glukuronidasa), zajistujici modré zbarveni bunck, v nichz probiha exprese tohoto
konstruktu. Takto bylo zjisténo, ze AHK2 byl exprimovan piiblizné ve stejné miie jak v oblasti
listové rozety, tak iv kofeni, vice hlavné ve stvolu a listové zilnatin€; exprese AHK3 byla
vSudypfitomna, pticemz nejsilnéjsi byla v listové rozeté, stiedné v kofeni a malo v plodu (Sesuli);

AHK4 byl exprimovan v kofeni, sttedn¢ ve stvolu a nejméné v listové rozeté. Viz. Obr.c.5.
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Obrazek ¢.5: Lokalizace AHK2, AHK3 a AHK4 v organech rostliny Arabidopsis

A RMNA gel blot hybridizace - RNA z rlznych pletiv WTrostliny:
AHK2 AHK3 AHK4

-+ ~ listova rozeta
o

~ kofeny

~ kvétenstvi

B Exprese GUS reportérového genu pod kontrolovou regulacnich
sekvenci AHK genu:

AHK2::GUS aktivita AHK3::GUS aktivita AHK4::GUS aktivita

Pfevzato z Higuchi a kol. (2004); upraveno

Obrazek znazoriiuje organové specifickou lokalizaci exprese gent AHK2, AHK3 a AHK4
v Arabidopsis. Cast obrazku (A) znazoriuje gel blot hybridizaci 5 ug RNA z pletiv rtiznych
organt s probami specifickymi ke gentim AHK2, AHK3 a AHK4. Cast obrazku (B) znazorfiuje
expresi reportérového genu GUS (modré zbarveni) pod promotory vySe zminénych gent.
Usecky v dolni ¢asti fotek ukazuji méfitko: 2 mm.
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2.4.2.2 Ligandova specifita AHK receptorii

Jednotlivé receptory se také liSi svou specifitou a afinitou k riznym ligandim. Studie,
kterou provedli Spichal a kol. (2004) ukazuje odliSnou citlivost, s jakou receptory AHK3 a AHK4
vnimaji n¢které z isoprenoidnich a nekteré z aromatickych cytokinint, tedy: trans-zeatin (tZ), cis-
zeatin (cZ), dihydrozeatin (DZ), isopentenyladenin (iP), benzyladenin (BA), meta-topolin (mT)
a kinetin (K). Studie ukazuje, ze zatimco AHK3 ma podobnou citlivost vii¢i vSem sledovanym
cytokininim, vyjma tZ (na néjz reaguje podstatné citlivéji), AHK4 vykazuje vysokou afinitu
k obéma hlavnim cytokininim, iP i #Z, avSak na ostatni ligandy slabé reaguje. Celkové vzato

ma AHK3 vyrazné nizsi citlivost vici cytokininim, nez AHK4.

Jedna z hypotéz hovoii také o tom, Ze AHK3 receptor je citlivy specifi¢téji k cytokininim
pochézejicim z kotfend (¢Z typ) a mén¢ cytokininim iP-typu syntetizovanym v prytu (Romanov
a kol., 2006). Presna specifita AHK3 vSak dosud neni prozkoumana kviili nesnadné heterologni
expresi. Stolz a kol. (2011) také studovali aktivitu tfi zmiflovanych receptorti in planta, s dirazem
na srovnani citlivosti viici iP a ¢Z, a dosli k zavéru, ze AHK2 ma nejniZzsi citlivost ve srovnani
s druhymi dvéma receptory. Také zjistili, ze AHK3 ma nizsi citlivost k iP v porovnani s tZ
(Stolz a kol., 2011), coz potvrzuje i studie autort Spichal a kol. (2004), ktera také uvadi celkovou
niz8i citlivost AHK3 receptoru ve srovnani s AHK4. Bez ohledu na rozdily v citlivosti k riznym
ligandiim vyplyva ze studii Spichal a kol., (2004) a Stolz a kol., (2011), ze lze urcit poradi
vSeobecné citlivosti AHK receptoru viici (vybranym sledovanym) cytokininim takto: AHK4

> AHK3 > AHK2.

2.4.2.3 Nékteré funkce specifické pro AHK receptori

2.4.2.3.1 Regulace bunécéného déleni a diferenciace

Nishimura a kol. (2004) na zékladé svych studii vicecetnych ahk- mutanti uvadéji,
ze AHK receptory zprosttedkovavaji v meristémech regulaci diferenciace a déleni bunégk.
U mutantnich rostlin se dvéma a vice nefunkénimi AHK receptory dochdzi k omezeni déleni

vvvvvv

1 prytu, tak i lateralni kofenova primordia, cévni svazky i listy.

2.4.2.3.2 Ovlivnéni hladiny cytokininii v disledku naruSené signalizace
Dalsim dilezitym aspektem, sledovanym u ahk- mutantd, byl vliv defektd vnimani
cytokininii na jejich endogenni obsah. Tento vliv byl patrny piedevS§im u rostlin s defektem

ve dvou anebo vsSech tfech ahk- receptorech. Mezi jednoduchymi mutanty tvofily vyjimku
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rostliny ahk3-7, unichz byla naméfena dvoj- az trojndsobnd koncentrace vSech zeatinovych
metabolitl. Podobny narlst byl zaznamenan 1 u dvojitych mutantd s mutovanou alelou ahk3-7.
Nejvyssi hladiny cytokininti byly zméfeny u trojitych mutantd (Riefler a kol., 2006). Namétena
data také konkrétné ukazuji, Ze ackoliv mutace ahk3-7 vedla k vyraznému nartstu hladiny ¢Z
a jeho derivatl, naopak cytokinini iP typu, DHZ typu a aromatickych cytokinini se nartst
netykal. A to dokonce aniu ostatnich mutantii, s vyjimkou toho s defektem ve vSech trech

receptorech (Riefler a kol., 2006).

2.4.2.3.3 Role AHK3 v regulaci senescence

Z vysledku prace, kterou provedli Werner a kol. (2003) vyplyva, Ze u rostlin s mutantnimi
unichz byla deficience zpuisobend nadmérou expresi AtCKX (Arabidopsis thaliana CKX).
To ukazuje, Ze nizka hladina cytokininii zi‘ejmé neni spoustécem senescence. Nov¢jsi vysledky
vSak pfinesly zésadni zjiSténi: analyza jednoduchych mutanti, kterou provedli Kim a kol. (2006).
Studovali senescenci u rostlin Arabidopsis, s mutaci ore-12-1, které vykazovaly, v porovnani
s kontrolnimi rostlinami, zmény v mnoha rtiznych faktorech, na nichz se senescence podepisuje.
Po delsi dobu mély vyssi hodnoty maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II
(F\/F) ataké vyssi hodnoty chlorofylu, coz ukazuje, Ze utéchto rostlin mutace zpUsobuje
zpozdéni nastupu senescence. Exprese genetickych markerti senescence to potvrdila taktéz: gen
CAB (protein vazajici chlorofyl a/b) byl exprimovan u mutantl o nékolik dni déle a naopak
exprese SAGI2 zacala u mutanta o nékolik dni pozd&ji. Senescence listli mutanta orel2-1 byla
zpozdéna také behem zatemnéni, coz ukazuje i zpozdéna exprese genu SEN4, ktery je markerem
senescence zpusobené zatemnénim a/nebo vysokym vékem. Mutace vyvolala také snizeni exprese
genll zodpoveédnych za remobilizaci nutrientl, cozZ je také znadmka zpozdéné senescence. Vyse
zminéné¢ mnozstvi dikazi ukazuje, Ze mutace orel2-1 se nachazi v genu s kli¢ovou funkci
v regulaci senescence. Pfi¢emz pozicnim klonovanim se zjistilo, ze orel2-1 je alelou genu AHK3
(Nishimura a kol., 2004; Higuchi a kol., 2004). Orel2-1 je missense mutace zvySujici intenzitu
genové exprese. Podobny vliv jaky ma mutace orel2-1 lze ziskat overexpresi AHK3
u transgennich rostlin. Bylo zjiSténo, Ze mezi geny, jejichZ exprese se u mutanta zvysila, jsou
zejména ARR proteiny typu A, o nichz je zndmo, ze jsou zapojeny do odpovédi regulovanych
cytokininy. Ze AHK3 negativné reguluje nastup senescence autofi potvrzuji také studiem
mutantnich ahk3 rostlin, u nichz tmou indukovali senescenci. Vysledkem bylo, ze ahk3 mély
fenotyp typicky pro zrychleny nastup senescence. To ukazuje, Ze ostatni dva receptory, AHK2

a AHK4, zprostredkovavaji vliv cytokininil na senescenci pouze marginalné nebo vibec.
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Potvrzuje toifakt, Zeurostlin seztrdtovymi mutacemi ahk2 nebo ahk4 byla
pti elektroforéze zaznamendna zména mobility proteinu ARR2, zplsobend fosforylaci ARR2.
Mutace ahk2 nebo ahk4 tedy nevede k naruSeni fosforylace ARR2 tak, jako u rostlin s mutaci
ahk3. Konkrétné u proteinu ARR2 (transkripéniho faktoru, jenz je soucasti cytokininové signalni
drahy) je znamo, ze je zapojen do procesu oddaleni senescence, kteryzto je pozitivné regulovan
cytokininy (Kim akol., 2006). Metodou gel-shift assay bylo potvrzeno zapojeni ARR2
do cytokininové signalni dréhy: Zjistili totiz, ze exogenni aplkace cytokininu (#rans-zeatin: 10 —
1000 nmol-1") vedla pti SDS-PAGE ke zpomaleni mobility prouzku, reprezentujiciho ARR2 (Kim
a kol., 2006). Autoii také prokazali funkéni zavislost ARR2 na AHK3 receptoru, kdyz u ahk3
mutanta ke zpomaleni migrace ARR2 prouzku nedoslo a naopak pfi heterologni expresi genu
orel2-1 u ahk3 mutanta ano. To ukazuje, ze exprese orel2-1 u ahk3 mutanta vyvolava akumulaci
ARR2, coz potvrzuje kompenzaci ahk3 mutace. Autofi taktéZ nezaznamenali Zddnou akumulaci
ARR2 u izolovanych protoplasti ahk2ahk3 mutanta. Dohromady tyto vysledky potvrzuji,
ze AHK3 je nutné potiebny pro fosforylaci ARR2 (Kim a kol., 2006).

2.4.2.3.4 Zpomaleni odbouravani chlorofylu béhem senescence zprostredkovava AHK3

Na zakladné vysledkd, které publikovali Riefler a kol. (2006) se zd4, Ze cytokininy nejsou
nutné potiebné pro syntézu a udrzeni chlorofylu. U vSech jednoduchych a dvojitych ahk- mutantd,
krom¢ mutantQ ahk4 a ahk2ahk4, totiz zaznamenali pokles hladiny chlorofylu, ale ani u trojitého
mutanta u n¢jz bylo mnozstvi chlorofylu mutaci ovlivnéno nejvice, neklesla hladina chlorofylu
pod 35% (v porovnani s WT). Jistd hladina chlorofylu se tedy udrzuje i bez vlivu cytokinind,
respektive bez ucasti znamych AHK receptord. Pfesto je zfejmé, ze cytokininy pfispivaji
k pozitivni regulaci hladiny chlorofylu nad urCitou zakladni uroven (Riefler a kol., 2006),
coZ se projevuje vyznamn¢ béhem senescence, jejiz pruvodnim jevem je pokles mnoZstvi
chlorofylu. Riefler a kol. (2006) prozkoumali, jak jednotlivé AHK receptory zprostfedkovavaji
zdrzeni odbourani chlorofylu pii exogenni aplikaci cytokininu (0,1 a I umol-1" BA) na odd&lené
listy béhem senescence, vyvolané zatemnénim: Ztrata funkce pouze jednoho zreceptort
nezplsobila vyraznou zménu odpovédi na cytokininy (v porovnani s WT). Taktéz ahk2ahk4
mutanti vykazovali miru reakce na exogenni cytokininy podobnou, jako WT. Zasadnim zjiSt€énim
je, ze pfiexogenni aplikaci 1 umoll’ BA na senescentni listy dvojittho mutanta ahk2ahk3
nedoslo k zddnému zpomaleni odbouravani chlorofylu. Z jejich vysledk plyne, Ze samotny
receptor AHK3 dostacoval k tomu, aby rostliny pln¢ reagovaly na efekt BA, zajist'ujici zlepSenou
retenci chlorofylu. Reakce na signal cytokinint sice, pfi sledovani tohoto faktoru, zprostiedkovaly
také ostatni dva receptory, nicméné az pii vysSich koncentracich dodaného cytokininu (Riefler

a kol., 2006).
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2.4.2.3.5 Vyznam AHK receptori pri reakcich na vodni stres
Kumar a Verslues (2014) provedli na ahk- mutantech studii pro objasnéni fyziologickych

vlastnosti AHK receptorti pfi stesovych podminkach (vodni stres). Zjistili, Zze mezi mutanty
v genech jednotlivych AHK receptori jsou zasadni rozdily v reakcich na vodni stres,
coz se projevilo odlisSnymi fenotypy riznych ahk- mutantl. Prikladem mize byt odliSnost zmén
v hladinadch prolinu (vyznamného nejen jako strukturni aminokyselina ¢i nizkomolekularni
antioxidant, ale také ijako osmolyt) u sledovanych ahk- mutanti. U jednoduchych i dvojitych
mutantll s mutaci ahk4 byla zaznamendna vyrazné niz$i hladina prolinu (zfejmé& kvili jeho
omezené biosyntéze), zatimco mutanti ahk2-2 méli hladinu prolinu ve srovnani s WT vyrazné

zvySenou (Kumar a Verslues, 2014).

2.4.2.3.6 Deetiolizaci reguluje AHK3 spoleé¢né s AHK2 nebo AHK4

U semendcki Arabidopsis inkubovanych ve tmé bylo také zjisténo, ze vysoka hladina
cytokininli je ovliviiuje tak, Ze unich dochazi krozvoji nekterych charakteristik typickych
pro rostliny rostouci na svétle, tedy rust listi a potlaceni dlouzivého ristu hypokotylu (Riefler
a kol., 2006). U dvojitych mutanti ahk2ahk3 a ahk3ahk4 bylo zaznamenéano potlaceni tohoto
vlivu cytokinind, na rozdil od mutanti s narusenou funkci pouze jednoho AHK. Z toho plyte,
ze deetiolizacni procesy zavislé na cytokininech reguluje AHK3 za spoluucasti AHK2

nebo AHK4 (Riefler a kol., 2006).

2.4.2.3.7 Inhibici kliceni tmou a FR-svétlem ovliviiuje zejména A HK4
U AHK receptorti byl mimo jiné zjistovan také jejich vliv na kli¢eni. Za normalniho stavu
je u Arabidopsis kli¢eni semen béhem tmy blokovéano. Tato vlastnost je regulovana cytokininy

prostiednictvim souhry vsech tii receptorti, s pravdépodobné hlavnim vlivem AHKA4.

Za svétla je kliceni inhibovano c¢asti spektra v daleké cervené oblasti sektra (FR), zatimco
Cervena oblast funguje jako signal spoustéjici kliceni. Pfi porovnani dynamiky kli¢eni
na ¢erveném a FR svétle bylo zjiSténo, Ze mutace ve dvou a vice AHK receptorech urychluji
kliceni na ¢erveném svétle, a pti FR svétle vyrazné omezuji inhibici kliceni. Nejvyraznéjsi efekt
byl zaznamendn u ahk2ahk3 mutanta a trojittho mutanta, coz ukazuje na regulac¢ni vliv AHK
receptorti. Zejména AHK4 ziejmé nejzasadnéji zprostiedkovava vliv cytokinini na potlaceni

kliceni FR svétlem (Riefler a kol., 2006).
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2.4.3 Charakterizace rostlin s mutacemi v AHK receptorech:

2.4.3.1 Rostliny s mutaci v jednom AHK genu

Nishimura a kol. (2005), kteti zkoumali mutanty ahk2-1, ahk3-1 a ahk4-1, zjistili, Ze ztrata
funkce v jednom ze tfi AHK receptorii nevede ke zmeéné fenotypu, tedy alespon za standardnich
podminek. Jiz ve stejném roce ale provedli analyzu jednoduchych mutantd také Riefler a kol.
(2006). Ackoliv potvrdili, ze ztratové mutace ahk2-5 nebo ahk4-2 neovliviji fenotyp, zjistili
vSak také, ze mutant ahk3-7 ma asi o 15% redukovanou velikost listové rozety. Celkové Ize ale
fici, ze ztrata funkce jednoho AHK receptoru vede pouze k malym zméndm, coZ naznacuje,

ze funkce jednotlivych AHK se do znacné miry piekryvaji.

2.4.3.1.1 Mutant ahk2

Bylo zjisténo, ze mutace v genu AHK?2 vede ke snizenému obsahu chlorofylu, av§ak mén¢,
nez-li uahk3 (Riefler akol., 2006). Celkové se vSak z dosavadnich zjisténi zda, ze ackoliv
je AHK2 sadm o sob¢ dostacujici k zachovani normalniho vyvoje rostliny béhem standardnich

podminek (Higuchi a kol., 2004), nejsou u n¢j znamy zadné specifické funkce (Stolz a kol., 2011).

2.4.3.1.2 Mutant ahk3

Fakt, ze ahk3 mutant m¢l omezeny rist nadzemni casti, spo¢iva ziejmé ve sniZzené
citlivosti vici cytokinintim, kterou Riefler a kol. (2006) zaznamenali u této mutantni rostliny. Kim
a kol. (2006) také zjistili, ze u oddélenych listh mutanta ahk3 tma indukovala senesceni rychleji,
nez-li u WT, azeexogenni aplikace cytokininli u téchto mutantd nemd tak vyrazny vliv
na oddaleni senescence, jako u WT (Kim a kol., 2006). U ahk3 mutanta byla také prozkoumana
exprese ARR typu A. Ackoliv mnoh¢ z téchto gent jsou u téchto rostlin upregulovany, zjistilo se,
7e ty ARR, jejichz indukce je zavisld na cytokininech, jsou u mutanta ahk3 regulovany negativné
(Kim akol., 2006). Bylo také zjiSténo, ze mutace v genu AHK3 vedla ke snizeni obsahu
chlorofylu u in vitro péstovanych rostlin (24 dni po vykli¢eni). U ahk3-7 bylo pozorovano snizeni
obsahu chlorofylu na 75% oproti WT. Podobny, ale mirngjsi efekt byl pozorovan taktéz u ahk?2
mutanta, zatimco u ahk4 nikoliv (Riefler a kol., 20006).

Jelikoz rostliny s mutaci pouze v jednom z gent pro receptor AHK2 nebo AHK3 mély
fenotyp srovnatelny s WT, je zfejmé, Ze pro normalni riist za béznych podminek rostlin€é staci

kombinace receptord AHK3 a AHK4 anebo AHK2 a AHK4 (Stolz a kol., 2011).

2.4.3.1.3 Mutant ahk4
Ve spojitosti se studiem mutantii ahk4 se Riefler a kol. (2006) zminuji o tom, ze ackoliv
vétSina znamych mutaci genu AHK4 nezplsobuje vyrazné morfologické zmény, ovliviuji

fyziologické parametry, které jsou ziejmé AHK4 receptorem fizeny: odpovéd na nedostatek
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fosfatu aregulaci vyuziti sulfatu. Tento receptor ma také vyznamné vazby na fizeni koteni:
reguluje jejich dlouzivy rist (Riefler a kol., 2006) a zarodecné formovani kotfene (Miiller a Sheen,

2007).

Podstatné je také zjiSténi, ze mutant ahk4-1 méa podobné jako ahk3-7 snizenou citlivost

k exogenni aplikaci cytokinind (Nishimura a kol., 2005).

2.4.3.2 Rostliny s mutaci ve dvou AHK genech
Jelikoz studiem jednoduchych mutanti byla zjiSténa znac¢na funk¢éni redundance AHK
receptort,, byly provedeny také studie s rostlinami, které nesly dvojitou mutaci a tedy pouze

jedinou funkéni AHK.

2.4.3.2.1 Mutant ahk2ahk3

Nejvyraznéjsi zmény, at’ uz morfologické ¢i fyziologické, byly pozorovany u dvojitého

mutanta ahk2ahk3: Jeho fenotyp charakterizovala redukovana velikost listli v rozeté i celkova
velikost prytu, vcetné vyrazné kratSiho stvolu (Higuchi a kol., 2004; Stolz a kol., 2011). Dalsi
zménou typickou pro tohoto dvojitétho mutanta je tvar listd: redukce jejich velikosti byla
vyrazngjsi v délce, nez v Sifce, vysledkem byly proto mirné okrouhlejsi listy (Nishimura a kol.,
2004). Riefler akol. (2006) dale popisuji, ze u ahk2-5ahk3-7 (a také u trojit¢tho mutanta
ahk2ahk3ahk4) byly pozorovany smérem doll se rolujici délozni listy, naznacujici, Ze narusené
vnimani cytokininii u téchto rostlin zpusobilo odlisSny rist na adaxidlni a abaxialni strané
déloznich listd. Bylo také odhaleno, Ze umutanta ahk2-5ahk3-7 je prumérnd velikost
epidermalnich bunék dvojnasobna oproti WT. ZvétSenim bunék ziejmé rostliny kompenzuji
omezeny pocet déleni (Riefler a kol., 2006). Kofenovy systém byl u tohoto dvojit¢tho mutanta

vyrazné zvétSeny, hmotngéjsi a také oproti WT vice rozvétveny.

U tohoto mutanta je velmi zajimavy vliv mutaci na stav chlorofylu. Kdyz Riefler a kol.
(2006) péstovali rostliny in vitro, zméfili 24 dni po vykli¢eni mnozstvi chlorofylu a zjistili,
ze dvojity mutant ahk2ahk3 mél ze vSech mutantti (jednoduchych i dvojitych ahk-) nejnizsi
hodnoty chlorofylu. Jesté vyrazné€jsi rozdily byly zjistény, kdyz vySe zminéni autofi podrobili
oddélené listy rostlin zatemnénim indukované senescenci a aplikovali jim pfitom exogenné 0,1
umol-1" nebo 1 pmol-1" BA. U vsech jednoduchych i dvojitych ahk- mutantd totiz koncentrace
chlorofylu pozitivné korelovala s koncentraci dodan¢ho cytokininu, vyjimkou byl dvojity mutant
ahk2ahk3 (podobné jako trojity mutant akhk2ahk3ahk4), u néjz hladina chlorofylu nijak po dodani
BA nevzrostla (Riefler a kol., 2006). Z toho plyne, Ze samotny AHK4 nepostacuje k suplovani

funkci ostatnich AHK receptord. Mutanti ahk2ahk3 vykazovaly také snizenou citlivost
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k cytokinintim: Explantaty dvojitého mutanta ahk2-5ahk3-7 pottebovaly pro vytvoreni kalusu tii-

az desetinasobnou koncentraci cytokininu (iP) a pryt tvofily velice ztidka (Riefler a kol., 2006).

Jelikoz dvojity mutant ahk2ahk3 vykazoval nejzasadnéj$i morfologické i fyziologické
zmeény, je mozné se domnivat, Ze receptory AHK2 a AHK3 zastavaji castecné podobné funkce,
nezastupitelné AHK4. S tim souvisi 1 vzajemné evolu¢ni vztahy: AHK2 a AHK3 jsou si evolu¢né

blizsi nez jak je kterykoliv z nich piibuzny s AHK4 (Stolz a kol., 2011).

Zajimavé jsou vysledky promoter-swap (vyména promotoru) experimentu, ktery provedli
Stolz akol. (2011). Aby prozkoumali rozdily v regulaci exprese jednotlivych AHK geni,
transformovali ahk2ahk3 mutantni rostliny. Vnesené geny byly chimerické konstrukty, vzniklé
kombinaci jednoho z geni AHK2, AHK3 nebo AHK4 a jednoho z promotori téchto genti. Expresi
Pauka:AHK4 u dvojitého mutanta ahk2ahk3 se jeho fenotyp nijak nezmeénil. Gen AHK4 byl
schopen komplementovat chybéjici funkce u dvojitého mutanta témét plné, ale pouze tehdy, byl-li
exprimovan pod AHK2 promotorem (nikoli vSak, byl-li exprimovan pod AHK3 promotorem).
Transformované rostliny mély velikost listové rtizice jen o malo mensi nez WT a opét ziskaly
schopnost reagovat na exogenni plsobeni cytokininG pfi tmou indukované senescenci. Tyto
vysledky ukazuji moznost funk¢éni zastupitelnosti AHK2 a AHK4 receptorti a to, Ze jejich funkéni
odlisnost spociva z velké casti v regulacnich sekvencich. Tyto vysledky také koreluji s podobnosti

ligandové specifity AHK2 a AHK4.

2.4.3.2.2 Mutanti ahk2-1ahk4-1 a ahk3-1ahk4-1

Co se tyka rostlin s jinou kombinaci AHK receptorti vyfazenych z funkce, Nishimura

a kol. (2004) vytvorili mutantni ahk2-1ahk4-1 a ahk3-1ahk4-1. Ackoliv se zjistilo, ze mutace
mirné ovlivnily embryogenezi rostlin (konkrétné byl zaznamendn asio 10% niz8i pocet
epidermalnich bunc¢k hypokotylu), nebyly zaznamendny fenotypové zmény ani ve stadiu

semenacki, ani v pribé¢hu dalsiho vyvoje.

2.4.3.3 Rostliny s mutaci ve tiech AHK genech

Rostliny s trojitou mutaci ahk2ahk3ahk4 mély fenotyp miniaturniho vzrlstu, vyrazné
mensi nejen v porovnani s WT, ale i se vSemi ostatnimi mutantnimi genotypy. To také dokazuje
funkci AHK4 v prytové cCasti rostliny. VSeobecné bylo u nich patrné prohloubeni negativniho
ucinku nedostatecné signalizace cytokinini (ktery byl patrny i u dvojitétho mutanta ahk2ahk3).
Rist celé rostliny byl vyrazné omezen, coz se tyka jak prytu, tak i hypokotylu a kofenové casti
(Nishimura a kol., 2004). Ackoliv v§ak mél trojity mutant trpasli¢i vzrist, Nishimura a kol. (2004)
nezjistili zménu struktury a organizace apikalniho meristému rastového vrcholu, pouze redukci

velikosti a poctu bunék. Naopak Higuchi a kol. (2004) zménu struktury apikalniho meristému
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prytu zaznamenali. Jisté vSak je, Ze 1 pfes zmény v meristémech byla zachovéna jejich funkénost,
byt v omezené mife. Dal§imi zjiSténymi charakteristikami trojitétho mutanta jsou az trojnasobna
velikost epidermélnich bun€k, v porovnani s ostatnimi ahk- mutanty i WT, a také nejvyraznéjsi

pokles obsahu chlorofylu (pod 40% oproti WT), (Riefler a kol., 2006).

2.4.4 Cytokininy pusobi ziejmé i mimo dosud znamé AHK receptory
Werner a kol. (2003) zjistil, ze silnd redukce obsahu cytokinini vedla ke kompletnimu
zastaveni rastu nadzemni ¢asti rostliny. U mutanta s nefunkénimi vSemi tfemi AHK receptory
vSak funkénost meristéml zlstala zachovéana, ackoliv pryt mél pouze trpasli¢i vzrast (Higuchi
a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004; Riefler a kol., 2006). Tyto vysledky ukazuji, Ze rostliny
mozna vnimaji cytokininy i mimo zndmé AHK receptory. Proto lze predpokladat existenci
dalSiho, dosud neznamého receptoru. Druhou, neméné pravdépodobnou moZnosti je
potencialni existence na receptorech nezavislého systému cytokininové signalizace: autofi
Riefler a kol. (2006) navrhuji existenci dvou nezavislych systémi percepce cytokinind. Jeden,
zavisly natfech znamych histidin kinasovych receptorech, vnimajicich cytokininy (AHK),
a druhy, pro néjz tyto receptory nejsou zapotiebi. Soucasti této hypotézy je bunééné autonomni
cytokininova signalizace, kdy hormon piisobi natutéz buiku, vniz byl syntetizovan.
Domnivam se, Ze pro moznost autokrinni cytokininové signalizace miize svédcit fakt, Ze se AHK
receptory nachazeji pievazné v membranach endoplazmatického retikula (Wulfetange a kol.,

2011), nikoli v cytoplazmatické membrang.
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Obrazek ¢.6: Schéma ucinki jednotlivych AHK receptori a jejich kombinaci

na procesy regulované cytokininy. Funké¢ni receptory jsou zvyraznéné tuénym pismem.

Cytokinin

AHK2 AHK2 AHK2 AHK2 AHK2

AHK3 AHK3 AHK3 AHK3 AHK3

AHK4 AHK4 AHKA AHKA4 AHK4

k 4 A 4
Dosud Zzadné zname Pozitivni regulace:
specifickeé ucinky - formovani bunék listu
- vétveni kofent
) 4
Pozitivni regulace: y
- ativitu apikalniho meristému
- fertilitu - Jediny AHK aktivni ve stomatech X
- velikost semen - Negativni regulace: Pozitivné reguluje:
- kliceni regulované FR - senescence - prodiuZovani primarniho kofene
- plastochron - Poazitivni regulace: - reakce kefenii na exog. piis. CK
- retence chlorofylu - regeneraci ) )
Negativni regulace: - CK-indukované fotomorfogeneze - diferenciaci

- metabolismu CK (mozna spoluicast AHK2 nebo AHK4) - hladinu prolinu
- kliceni ve tmé - reakce na nedostatek fosfatu
- rychlosti kli¢eni - vyuZiti sulfatu

Podle: Riefler a kol. (2006), doplnéno o informace z ¢lanku Stolz a kol. (2011) a.].
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2.5 OXIDATIVNI STRES

Jelikoz pro experimentalni ¢ast této prace jsou stéZejni meéteni oxidativniho poskozeni,

je nutné popsat oxidativni stres jako takovy, i jeho souvislosti se senescenci.

2.5.1 Oxidativni stres a senescence

Dva zasadni faktory, vztahujici se k mife intenzity oxidativniho stresu jsou koncentrace
toxickych vysoce reaktivnich molekul (ROS a RNS, reaktivni formy kysliku / dusiku) a aktivita
systému antioxidani ochrany. Nartst koncentrace ROS je spojen se stresem a se senescenci
aje povazovan za jeden z nejcasnéjSich detekovatelnych ptfiznakli senescence (Prochdzkova

a Wilhelmova, 2007).

Mira poskozeni, zplsobeného oxidativnim stresem zavisi na ochrannych tucincich
antioxidacnich molekul. Koncentrace nizkomolekularnich antioxidantd se vyviji ne zcela
jednoznac¢né. Napftiklad Dertinger a kol. (2003) pii experimentech na rostlinach tabaku zjistili,
ze ackoliv dochazi postupné k poklesu koncentrace ve vodé rozpustnych AsA (kyselina
askorbova) a GSH (glutation), hladina lipofilniho a-tokoferolu naopak nartsta. Co se ale tyka
antioxidacnich enzymi (AOE), askorbat peroxidasy (APX), glutathion reduktasy (GR)
a superoxid dismutasy (SOD), jejich aktivita v pribéhu Zivota rostliny v listech jednoznacné
klesala. Ve vSeobecnosti lze fici, Ze v zavéru zivota rostliny ¢i organu postupné klesa celkova
a kol., 2003; Gan akol., kap.6.2.1, 2007). Piehled vyvoje obsahu nebo aktivity riznych AOE
bchem senescence lze nalézt v review autorek: Prochdzkova a Wilhelmova (2007). Spolu
snaristem hladiny ROS, kterym je senescence provazena, je vysledkem zintenzivnéni
oxidativniho stresu a tim také urychleni senescence (Prochazkova a kol., 2001; Gan a kol.,

kap.6.2.1,2007).

O tom, ze oxidativni poSkozeni, resp. volné radikaly, zpisobuji senescenci, psal ve své
préci jiz pfed mnoha lety Harman (1956). Jeho teorie tvrdi, Ze na zaklad¢ korelace tvorby volnych
radikalt a pribéhu senescence je toxicita kumulovanych volnych radikalt pfiinou senescence
a degradacnich procest ji provazejicich. Existuje i novejsi prace, ktera to potvrzuje: Experimenty
na listech kultivaru kukufice s brzkym nastupem senescence ukazuji, ze pokles aktivity
antioxidacniho systému, zpusobujici narast oxidativniho poskozeni, je zédkladem senescence.
poklesem aktivity rznych antioxidativnich enzyma v prubéhu dozravani Prochazkova a kol.

(2001).
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2.5.2 Vliv cytokinint na oxidativni stres
Je znadmo, ze cytokininy hraji v rostlin€ roli pfi obrané€ vii¢i oxida¢nimu stresu. Neni vSak

dosud ptesné prozkoumano, jakym mechanismem pusobi.

Prvnim diikazem, ze cytokininy reguluji antioxida¢ni enzymy, je studie, kterou provedli
Toyama akol. (1995) naoddélenych dé€loznich listcich okurky seté¢ (Cucumis sativus),
kultivovanych ve tmé& za pGsobeni BA (10 pmoll"). Zaznamenali pokles mnoZzstvi mRNA
transkripti nékterych gend, véetné mRNA transkriptii vykazujicich vysokou homologii s genem
kédujicim CAT. Po 24 hodinach ptsobeni BA kleslo mnozstvi zminénych molekul mRNA
na 20% v porovnani s kontrolou. Zfejm¢ tedy cytokininy reguluji systém antioxida¢ni ochrany

na urovni genové exprese. Jejich ptisobenim vsak také dochdzi ke zvyseni aktivity AOE.

Dal8im pfikladem je vyzkum, v némz Hatami a kol. (2013) vyuzili exogenni aplikace
cytokininu thidiazuronu (25 — 100 umol-I") k prodlouzeni Zivota u pelargonii (Pelargonium
zonale). Bylo zjisténo, ze doslo k navyseni hladiny chlorofylu a i b, karotenoidu a k vyssi aktivité
antioxidacnich enzymi (APX a SOD) v kontrastu s kontrolnimi rostlinami. Krom toho autofi
zaznamenali také mens$i poskozeni membranovych systémd, charakterizované jako propustnost

membrany pro ionty.

Podobné¢ také Clarke a kol. (2002) ukazali vliv cytokininu na aktivitu AOE. Kontinudlng,
po dobu deseti dni, dodavali dihydrozeatin v koncentraci 2,5 nmol-lI" rostlindim fazole obecné
(Phaseolus vulgaris). Pouzili pii tom zvla$tni metodu, vyuzivajici bavinéného vlakna, zavedené¢ho
do stonku rostliny s konci namocenymi do roztoku cytokininu. Svym experimentem potvrdili,
ze vlivem exogenni aplikace cytokininti dochdzi k upregulaci aktivity sledovanych enzymi: SOD,

CAT, GR a peroxidasy (POX).

Krom¢ vySe zminénych studii pracujicich s vlivem exogenné podaného cytokininu,
poskytuji velmi zajimavé vysledky také studie s transgennimi rostlinami, jez maji produkci
cytokininii zvySenou endogenné. Takovymi rostlinami jsou napiiklad ity, které studovali
Dertinger a kol. (2003) — pracovali s rostlinami transgenniho tabaku Ps.s,2-ipt, ktery mél zvySenou
biosyntézu cytokininli autoregulovanou SAG12 promotorem. Na téchto rostlinach byly zkoumany
listy riizného stafi. Béhem senescence byly pii porovnani s kontrolnimi rostlinami zaznamenany
zvySené hodnoty vSech sledovanych proménnych: transgenni tabdk mél vyssi obsah chlorofylu
icelkovy obsah proteinti, ataké vysSi rychlost asimilace CO,. Krom toho mél také vyssi
koncentrace askorbatu a glutathionu a vyssi aktivitu sledovanych AOE (APX, GR, SOD). To vse
vedlo kdel§i dobé Zivota listd té€chto rostlin. Autofi ve svych experimentech vyuzili také
transgenni rostliny tabaku se zvySenym mnozstvim GR, hodnoty sledovanych parametrti u téchto

rostlin vSak byly srovnatelné s WT, kromé zvySené aktivity GR. To vypovidd o tom, ze vyssi
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endogenni hladiny cytokinint maji komplexni ucinek na zvySeni antioxidacnich schopnosti

rostliny, coz je jedna z cest, skrze niz zpomaluji senescenci.

Podobné vysledky zaznamenali také Synkova a kol. (2006) u transgennich Pssu-ipt rostlin
tabaku, s genem ip¢ konstitutivné exprimovanym pod promotorem malé podjednotky enzymu
RuBisCO. Tyto rostliny mély az desetinasobnou hladinu cytokinini oproti kontrolnim WT
a v pribéhu ontogeneze nabyla akumulace CK u transgennich rostlin nejvétsiho rozdilu (oproti
kontrole) v nejpozdéjsich stadijich vyvoje. Nadprodukce cytokinini stimulovala aktivitu
antioxidacnich enzymii (CAT, GR, SOD, APX) v prib¢hu ontogeneze rostlin Pssu-ipt, ptiCemz
rozdil oproti kontrolnim rostlindAm byl patrny zejména v koncovych stadiich ontogeneze rostlin.
Tyto vysledky dokazuji, Ze cytokininy potlacuji rozvoj senescence prostfednictvim stimulace
AOE. Zvysena aktivita AOE je také vSeobecné spojena s adaptaci na zvySené mnozstvi ROS
a zlepSuje toleranci stresu (Synkova a kol., 2006). Tento fakt také podporuje prace, v niz vyssi
aktivita AOE zaznamenana u mladych, nestresovanych listii, koresponduje s vyssi fotosyntetickou

a metabolickou aktivitou (Casano a kol., 1994).

2.5.3 Méreni oxidativniho poSkozeni

Vzhledem ke kratké Zivotnosti ROS neni lehké stanovit hodnoty téchto latek v buiikach.
Jednodussi je analyzovat obsah latek, které vznikaji ndsledkem reaktivity ROS. Jelikoz jednim
zcili pasobeni ROS jsou lipidové molekuly a jelikoz jsou lipidy v zivych systémech
vSudypfitomné, byva méfeni lipidové peroxidace (LPO), respektive jeho markerd, castym
zpisobem meéfeni oxidativniho poskozeni. Nejcastéji méfenym markerem je malondialdehyd

(MDA).

2.5.3.1 Vznik malondialdehydu

MDA, spolu s dal§imi aldehydy a hydroperoxidy lipidd, vznika pii peroxidaci lipida
(LPO). K tomu dochazi v biologickych systémech sice i pfirozen¢, nicméné mira peroxidace
se nasledkem oxidativniho stresu zvySuje, s ¢imz také koreluje vy$si mira vyskytu produkta LPO
(Shibamoto, 2006). Piikladem muize byt reakce hydroxylového radikalu s mastnou kyselinou
(pficemz polynenasycené mastné kyseliny jsou snadnym cilem atakti radikalovych molekul).
Dehydrogenaci lipidu vznika lipidovy radikal — viz (1) v Obr. €.7. Lipidovy radikal podléha dalsi
sérii reakci. Téch se ucastni také dalsi lipidova molekula za vzniku peroxidového derivatu
puvodni (substratové) molekuly — viz (3) v Obr. €.7. Z nové do reakce vstupujiciho lipidu vznika

novy radikal, ¢imz se reakce fetézové §ifi — viz (3) v Obr. ¢.7. vzniku dalSich radikalovych
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molekul. Molekula malondialdehydu vznika pfti rozpadu meziproduktu zminénych reakci, ma-li

puvodni lipidova molekula alespoii tfi nenasycené vazby.

39



Obrazek ¢.7: Schéma vzniku MDA p¥i peroxidaci lipida
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dehydrogenaci mastné kyseliny (napf. polynenasycené mastné kyseliny = ,,polyunsaturated fatty
acid®). Vznika lipidovy radikal (1), jenz podléha oxygenaci (2). V dalsim kroku (3) se reakce

Nnéastni dal&l liniddova moleknla 7za vznikn neroxidavéhoa derivatn miivadni mastné kveelinv

2.5.3.2 Malondialdehyd: struktura a reaktivita
MDA je komplexnéjsi organicka latka, nez se na prvni pohled mtze zdat, nebot’ jeho
struktura umoznuje pfechod mezi dvéma formami, pficemz enolova forma je Castéjsi (viz Obr.

&.8).

Obrazek ¢.8: Mezomerni struktura malondialdehydu

Diky své struktuie je MDA silné elektrofilni molekula, coz vede k silné reaktivité
s nukleofily, jakymi jsou napiiklad rezidua bazickych aminokyselin. Reaktivita MDA neni
zpusobena pouze aldehydickou povahou samotnou, ale také strukturou dialdehydu schopného
tvofit mezomericky stabilni Schiffovy baze. Kvili své vysoké reaktivité pisobi MDA uvnitf
bun¢k toxicky. Vytvaii kovalentni proteinové adukty, zvané jako Advanced Lipoxidation End-
products (ALE), ty jsou analogické k AGE (Advanced Glycation End-products). Dal$im
vysledkem vysoké reaktivity MDA je tvorba aduktli s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem

v DNA (Giera a kol., 2012).
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2.5.3.3 Metody stanoveni malondialdehydu
2.5.3.3.1 Metoda TBARS

TBA (ThioBarbituric Acid), tedy kyselina thiobarbiturova je reagentem pro stanoveni
latek, vznikajicich pfi LPO. Proto je tato skupina molekul, které pti LPO vznikaji, nazyvana jako
latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou TBARS (ThioBarbituric Acid Reactive Substances).
Totozné¢ jako tyto latky je také nazyvana bézna metoda méteni LPO, vyuzivajici TBA, respektive
koncentrace téchto latek, pfi¢emz alternativnim nézev se vztahuje k produktiim, které vznikaji pfti

reakci TBA a latek, vzniklych pti LPO, tedy TBARP (ThioBarbituric Acid Reactive Products).

Pti reakci se vyuziva toho, ze MDA a dalsi latky reagujici s thiobarbiturovou kyselinou
(souhrnné tedy TBARS) kondenzuji se dvéma ekvivalenty thiobarbiturové kyseliny (TBA); viz
Obr.¢.9. Vzniklé komplexy jsou chromofory s absorpénim maximem v Cervené Casti spektra, pii
532 nm, spektrofotometrickou analyzou lze tedy zjistit jejich koncentraci, kterd koreluje s mirou

peroxidace lipidi.

Obrazek ¢.9: Reakce TBA a MDA, za vzniku TBA-MDA komplexu a vody.
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TBARS assay — metoda stanoveni miry peroxidace lipida: reakce malondialdehydu
(MDA) se dvéma ekvivalenty reagentu, - kyselinou thiobarbiturovou (TBA).
V reakci vznika spektrofotometricky detekovatelny produkt a dva ekvivalenty vody.

41



Ackoliv je TBARS Siroce akceptovana, feknéme az klasickd metoda métfeni oxidativniho
poskozeni, ma také své nevyhody. Mezi né patii fakt, ze MDA je pouze jednou z mnoha latek,
vznikajicich jako produkty peroxidacni degradace lipidi. Navic metoda TBARS samoziejmé
nerozliSuje MDA, pfirozené¢ se vyskytujici ve vzorku a MDA vznikly jako disledek oxidativniho
poskozeni. Dalsi vyznamnou nevyhodou je, Ze v mnohych rostlinnych pletivech se vyskytuji latky
(cukry, anthokyany a jiné fenolické molekuly), které podobné jako MDA maji absorb¢ni
maximum pfi vinové délce 532 nm. Nadhodnoceni obsahu MDA tak mtze dosahovat az 0 96.5%

(Hodges a kol., 1999)

2.5.3.3.2 Stanoveni MDA pomoci DNPH

Pravé kvili vySe zminénym nevyhoddm TBARS metody bylo vyvinuto nékolik novych
metod. Mezi né patii 1 derivatizace pomoci hydrazinovych reagentli, jako je naptiklad DNPH

(dinitrofenylhydrazin) (Sim a kol., 2003).

Konkrétnim piikladem metody a zaroven metoda, ktera byla vyuzita v této praci, zahrnuje
homogenizaci, centrifugaci, alkalickou hydrolyzu, precipitaci proteinti kyselinou (vyuziva
se kyselina chloristd, HclO,), finalni derivatizaci prostfednictvim DNPH a detekci pomoci HPLC

(High Performance Liquid Chromatography).
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3 CILE PRACE

Jednim z cild praktické ¢ésti této diplomové prace byla snaha zjistit, jaky efekt ma
kombinace plisobeni svétla a cytokinini na senescenci huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana,
L.) a pripadné ovérit hypotézy tykajici se aditivniho vlivu téchto dvou faktorti, a hypotézy
o ,,treshold efektu*, kdy nadmérna intenzita jednoho nebo obou faktor vede k pfevraceni jejich

ucinku z protektiviho vii¢i senescenci v senescenci urychlujici.

Druhym cilem prace bylo zjistit, jakou roli hraji jednotlivé cytokininové receptory
ve zprosttedkovani ucinkli cytokinini na senescenci, pii sou¢asném pusobeni svétla o riiznych

intenzitach.

Ttfetim cilem prace bylo otestovani nové metodiky izolace malondialdehydu (MDA)
z rostlinného materidlu a stanoveni jeho obsahu za vyuZiti derivatizace MDA s DNPH

(dinitrofenylhydrazinem) a méteni pomoci HPLC (High-Performance Liquid Chromatography).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Pro pfedbézné vyzkouseni metodiky Experimentu 1 byl zvolen je¢men (Hordeum vulgare,
L.); vysledky nejsou prezentovany.

Pro experimenty 1 a 2 (Exp.l a Exp.2) byl zvolen modelovy rostlinny organismus
Arabidopsis thaliana, L. Jako wild-type (WT) slouzil kultivar Columbia 0. Kromé néj byly
vyuzity Ctyfi rdzné genotypy mutantnich rostlin: pga22 - mutant s indukovatelnou overexpresi
klicového genu syntézy cytokinini (A4#/PTS), atfi typy rostlin s mutacemi vyfazujici z funkce
vzdy dva ze tfi cytokininovych AHK receptort, tedy mutanti: ahk2ahk3, ahk2ahk4 a mutant
ahk3ahk4.

4.2 Metodika Experimentu 1
4.2.1 Exp.1: Metodika péstovani rostlin

Semena byla ponotfena do vody - byla podrobena imbibici a chladové stratifikaci (4°C)
ve tmé (kvétinace byly prikryty pro svétlo nepropustnou fo6lii) po dobu tii dni. Poté bylo vétsi
mnozstvi semen, dne 2. 11.2013, vysazeno do kvétind€l se substratem Potgrond H od firmy
Klasmann a Geilmann (Geeste, Némecko) a byly presunuty do fytotronu, kde problihalo kli¢eni
arist rostlin. Po dvou tydnech byly semenacky vyjednoceny. Péstovani probihalo v rezimu
kratkého dne (8 hod svétla, 16 hod tmy), pfi intenzité svétla kolem 170 umol-m™>s™. Teplota
ve fotokomote byla 22°C ptes den a 20°C v noci; vlhkost 60%.

4.2.2 Exp.1: Indukce syntézy cytokininii u rostlin pga22

Na vSechny pga2?2 rostliny byl dva dny pfed oddé€lenim listd sprejem aplkovan 17-f-
estradiol (10 pmol1" roztok v 0,01% Silvetu; dale bude uvadén jako ,.estradiol), a to v mnoZzstvi
ptiblizné 2 ml / rostlinu. Aplikace byla provedena v digestofi mimo fytotron, ve kterém byly

rostliny péstovany.

4.2.3 Exp.1: Metodika oddélovani listi a jejich kultivace

Po Sesti tydnech rustu rostlin bylo provedeno oddélovani listii. Bylo dbano na to, aby byly
oddélovany listy dosp€lé, ptiblizné€ stejného stafi.

Cast oddélenych listtl byla zvaZena a rozdélena tak, aby jeden vzorek vazil piiblizné 0,5 g.
Poté¢ byly vzorky listi zabaleny do alobalu, ihned zmrazeny v tekutém dusiku, a uchovany

v mrazicim boxu pii -80°C. Tyto listy slouzily poté jako kontrolni vzorky.
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Dalsi listy umistény do ¢tyf rGznych podminek kultivace. Prvni skupina byla ve tmé
v Petriho miskach s destilovanou vodu. Druha skupina vzorki byla taktéZ ve tmé, ale za plisobeni
cytokininu, jelikoz do Petriho misky byl napipetovan roztok meta-topolinu o koncentraci 10
mol-l"', rozpustény v 0,5% DMSO (dimethylsulfoxid); tento roztok bude déale uvadén jako ,,mT*.
Dalsi dvé skupiny vzorkil byly umisténo do fytokomory s péstebnimi podminkami (viz kap.
4.2.1). Skupiny vzorkd kultivovanych na svételném rezimu se liSily pouzitym kultivaénim

roztokem, stejné jako skupiny vzorki kultivovanych ve tmé.

4.2.4 Exp.1: Sklizeni senescentnich listii a méreni fotosyntetickych
parametri

Odd¢lené listy byly sklizeny z kultiva¢nich misek po Sesti dnech. Nez byly vzorky listi
zamrazeny, byla na nich provedena neinvazivnimi metodami méfeni nasledujicich dvou

parametra:

U kontrolnich vzorkdi byl obsah chlorofylu méfen pomoci fluorometru SPAD-502
(od firmy Konica Minolta, Sensing, Japonsko). U ostatnich vzorkti byl zméfen relativni obsah
chlorofylu, a to pomoci pfistroje PlantPen (od firmy Photon Systems Instruments, spol.s.r.o.,
Drasov, Ceska Republika), ktery pracuje na principu méfeni reflektance, srovnava odrazné svétlo
dvou riznych vinovych délek, 660 a 740 nm. Vysledkem je stanoveni NDVI (Normalized

Difference Vegetation Index), jakozto dulezitého indikatoru obsahu chlorofylu.

Velmi rychly fluorescenéni indukéni jev byl zméfen fluorimetrem PEA (Plant Efficiency
Analyser) od firmy Hansatech Instruments Ltd. (Norfolk, Spojené Kralovstvi), Z namé&fenych
kiivek byl pak vyhodnocen maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F.),

coz je parametr fluorescence, jehoz pokles je korelujici se stresem u rostlin.

Listy byly okamzité zamrazeny uloZenim do tekutého dusiku a uchovany v mrazicim boxu

pfi teploté - 80°C.

4.2.5 Exp.1: Izolace TBARS a stanoveni peroxidace lipidi

Me¢fteni bylo provedeno metodou TBARS (Thiobarbituric Reactive Substances), pticemz
bylo vyuzito postupu uvedeného v praci autortt Dan a kol., (1996), s jedinou zménou — v teploté
horké lazn¢. Konkrétni postup:

Vzorek listi o hmotnosti asi pil gramu byl homogenizovan v hmozdifi s 0,5 ml 0,1%
trichloroctové kyseliny (TCA, TriChloracetic Acid) a centrifugovan (10 000 g, 10 min, 4°C). Poté
byl odebran 1 ml supernatnatu a smichan s 4 ml roztoku, obsahujiciho 20 % TCA a 0,5 % (w/v)
kyseliny thiobarbiturové (TBA, ThioBarbituric Acid). Takto vznikla smés byla zahtivana ve vodni

lazni o teplot¢ 96°C. Po 30 minutdch zahfivani byla smés rychle ochlazena na ledové tristi
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a nasledné centrifugovéna (10 000 g, 10 min, 4°C). Supernatant byl odebran a byla u n¢j zméfena
absorbance pii 532 nm a 600 nm proti blanku, jimZz byl roztok 20% TCA s 0,5% TBA.
Koncentrace TBARS byla stanovena dle nize uvedeného vzorce, kde ¢ je molarni extink¢ni

koeficient (155 M . cm™) a AA= Asz — Ag.

CMDA — (AA) / 1 . &

4.3 METODIKA EXPERIMENTU 2
4.3.1 Exp.2: Metodika péstovani rostlin

Metodika péstovani rostlin byla totozna, jako u predchoziho experimentu (viz kap. 4.2.1)
s vyjimkou pouzitého substratu. V Exp.2 byl pouzit Substrat 2 od firmy Klasmann a Geilmann
(Geeste, Némecko). Vysazeni semen probéhlo 19.1.2015.

4.3.2 Exp.2: Indukce syntézy cytokinini u rostlin pga22,

Polovina vysazenych mutanti pga2? byla dva dny pfed oddé€lenim listi podrobena
aplikaci 17-B-estradiolu (10 pmolI" roztok v 0,01% Silvetu; dale bude uvadén jako ,.estradiol®).
Roztok hormonu byl aplikovan sprejem v mnozstvi piiblizn¢ 2 ml / rostlinu. Pro kontrolu
vedlejsich vlivli roztoku byl aplikovan také na polovinu WT rostlin. Aplikace byla provedena

v digestofi mimo fytotron, kde byly rostliny péstovany.

4.3.3 Exp.2: Metodika oddélovani listi a jejich kultivace

Po Sesti a pul tydnech od vysazeni, kdyz byly rostliny shledany dostate¢né¢ vzrostlymi
a zaroven jesté nekvetly, byly odd¢leny listy ptiblizné stejného staii (7. - 10. list v poradi
od nejstarsiho). Listy byly zvazeny a rozdéleny do kultivacnich misek tak, aby jejich hmotnost
byla vrozmezi 71 — 78 mg (cemuz odpovidalo asi 2 — 6 listli, v zavislosti na genotypu). Jako
kultiva¢ni misky byly pouzity Sestijamkové makrotitracni desticky. Do misek byl pfed umisténim
listd napipetovan jeden ze Ctyt roztoki 0,2% DMSO, lisici se v koncentraci rozpuSténého BA: 0,
107, 10° a10° umoll1'BA. Jedna skupina desticek byla poté umisténa do tmy (zabalena
do neprisvitné folie), druha byla ponechéna na péstebnich svételnych podminkach (péstebni
rezim den/noc a péstebni intenzita svétla, tedy 120 umol'm™s™), a tieti skupina destiek byla

umisténa na svételny rezim s vy$$i intenzitou osvétleni (400 pmol-m™>s™).

4.3.4 Exp.2: Sklizeni senescentnich listi
Odd¢lené listy byly sklizeny z kultivaénich misek po Sesti dnech. Listy byly okamzité

zamrazeny ulozenim do tekutého dusiku a uchovany v mrazicim boxu pfi teploté - 80°C.
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4.3.5 Exp.2: Izolace a stanoveni obsahu malondialdehydu ve vzorku

Pro méfeni celkového mnozstvi MDA ve vzorcich byla modifikovana metodika izolace
MDA dle Rac a kol. (2015).

Ptipravené vzorky byly homogenizovany pomoci tfeci misky a tloucku v 1,5 ml 0,11%
butylhydroxytoluenu (BHT) rozpusténém v metanolu. BHT slouzilo jako antioxidant, aby
se zamezilo dalsi potencialni peroxidaci lipidi zkreslujici vysledek. Nasledné byl homogenat
centrifugovan (2000 g, 10 minut, 4°C). Po této prvni centrifugaci bylo 125 pl supernatantu
odebrano a inkubovano s 25 pul NaOH (6 mol - 1) po dobu 30 minut pfi 60°C. Tim probé&hla
alkalicka hydrolyza a tedy i zpfistupnéni kovalentné vazanych molekul MDA. Dalsim krokem
byla precipitace proteinii pomoci pfidani 62,5 pl HCIO4 (35%) a druha centrifugace (16 000 g,
10 min, 4°C). Ze ziskaného supernatantu bylo odebrano 125 ul a napipetovano do insertu
ve vialce. K tomtuto byl pfidan 1 ul DNPH reagentu o konc.: 50 mmol - 1" a diikladn& promichan.
Poté¢ probéhla 30 minutova inkubace pfii pokojové teplote¢ (25°C). 25 ul smési bylo poté
nastfiknuto do HPLC systému s UV/VIS detekci pti 310 nm. Mobilni fdze A probihala isokraticky
10 min. Nasledovala gradientni eluce trvajici 2 min., ozacujici ptrechod z fize A na fazi B.
Mobilni faze A obsahovala smé&s triethylaminu (25 mmol - I, pH = 3,5) a acetonitrilu (50 : 50,
v /v). Mobilni faze B, byla sloZzena pouze ze 100% metanolu k procisténi kolony od piipadnych
necistot. Prutok latek ptes HPLC systém byl nastaven na 1 ml/min; teplota vzorkovny byla 25 °C
a kolony 35°C.

Cely prubeh piipravy vzorku i méfeni probihal ve tmé.

4.3.6 Exp.2: Méreni fotosyntetickych parametru

Tuto ¢ast experimentu provedla Mgr. Helena Melkovicova. Jeji 1 moje méfeni probéhla
jako soucast jednoho experimentu. A jelikoz data ziskana stanovenim MDA a data ziskana
meéfenim fotosyntetickych parametrii jsou nezbytna pro vzajemnou interpretaci, uvadim zde
vysledky Mgr. Melkovi¢ové jako jednu z nedilnych soucasti své diplomové prace. Grafické
znazornéni jejich vysledkll je mozné nalézt v ptiloze.

Pro méfeni obsahu chlorofylu a fluorescen¢nich indukénich kiivek (parametru F,/F,,) byly
ze vsech rostlin vybirany listy podobného stari (pfiblizné 7. v pofadi od nejstarSiho) a tyto listy
byly odd¢€leny a kultivovany - viz kap. 4.3.3. U téchto listii byly v prabéhu kultivace opakované
méfeny (méfeni byla vZdy provadéna na stejnych listech) nasledujici fotosyntetické parametry,
a to pomoci neinvazivnich metod:

K meéfeni relativniho obsahu chlorofylu byl pouzit chlorofylmetr SPAD-502 od firmy

Konica Minolta (Sensing, Japonsko).
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K méfeni F./F, byl pouzit pfistroj FluorCam od firmy Photon Systems Instruments,
spol.s.r.o. (Drasov, Ceska Republika).

Me¢éteni bylo provedeno v desiti terminech: v den oddélovani listti (ihned po oddéleni),
nasledné ctyfikrat kazdy sudy den (2., 4., 6., a 8. den po oddéleni; dale uvadéno jako d.p.o.)

a nakonec je$té 12. den po oddéleni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Experiment 1
5.1.1 Obsah TBARS naméreny v Exp.1

U listi zamrazenych ihned po oddé€leni, tedy listy kontrolni (ctrl), byly naméfeny hodnoty
TBARS v rozmezi od 166 — 256 pmol-l"'. Vyraznéjsi rozdily v hladiné TBARS byly zaznamenéany

v souvislosti se senescenci v riznych podminkach, jak uvadim dale.

U Sest dni oddé€lenych listt WT je vidét jasny nariist obsahu TBARS jak ve tmé, tak
i na svétle, v porovnani s kontrolnimi listy, zamrazenymi ihned po odd¢€leni. Exogenné podany
meta-topolin o koncentraci 10 molI"' (déale jiz koncentraci nebudu uvadét) zpisobil ve tmé
vyrazné snizeni hladiny TBARS, a to jak v porovnani s oddélenymi listy ponechanymi ve tmé,
tak 1 s kontrolnimi rostlinami. Naopak, vliv stejné koncentrace mT na oddélené listy kultivované

na svétle byl opacny — peroxidace lipidti u téchto listti vzrostla.

Listy nékterych variant mutantnich rostlin genotypu ahk2ahk3, konkrétné ty, jez byly
kultivovany ve tmé bez mT a na svétle s mT, vykazovaly nejvyssi hodnoty TBARS. Byly-li listy
ve tm¢ kultivovany s cytokininem, doslo u nich k mensimu nartstu koncentrace TBARS,
ve srovnani s témi bez exogenniho mT, zatimco na svétle naopak exogenni mT narGst hladiny

TBARS urychlila.
U listh mutanta ahk2ahk4 byly zaznamenany podobné hladiny TBARS, jako u WT,

a to ve vSech podminkach, jen u listd na svétle mT nevyvolal nartist obsahu TBARS ve srovnani

s listy bez exogenni aplikace cytokininu.

Na odd¢lené listy mutanta ahk3ahk4 méla kultivace pii zatemnéni, pii zatemnéni
s exogennim vlivem cytokininu i kultivace na svétle bez exogenniho cytokininu, podobny vliv
jako na oddélené listy WT nebo mutanta ahk2ahk4. Mirny rozdil nastal na svétle u listl v roztoku
meta-topolinu, ktery vyvolal mirné snizeni TBARS oproti varianté na svétle bez vlivu exogenniho
cytokininu, zatimco u WT i ahk2ahk4 byl pozorovan spiSe nartst.

Nejvetsi odliSnosti byly zaznamenany u mutanta pga22, u n¢jz byla pted oddélenim listi
indukovéana biosyntéza endogennich cytokininti estradiolem. Listy pga22 kultivované 6 dni
ve tm¢ mély srovnatelnou hladinu TBARS s nesenescentnimi listy kontroly. Pfi kultivaci ve tmé
v roztoku cytokininu vSak byl zaznamendn téméf dvojnasobny nartist obsahu TBARS. Na svétle

aplikace mT zvysSila obsah TBARS pouze mirné.
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Graf ¢. 1: Peroxidace lipidi u oddélenych listi Arabidopsis mérena 6. den po oddéleni
metodou TBARS
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Peroxidace lipidii stanovena metodou TBAR na oddé€lenych listech rostlin wild-type
(,WT*), ahk2ahk3 (,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4%), ahk3ahk4 (,,ahk3,4“) apga2?2
indukovanych 17-B-estradiolem (,,pga22 i“), kultivovanych po dobu 6 dni po oddéleni
ve vodé nebo v roztoku meta-topolinu o konc. 10* moll" (,mT*). Vzorky byly bud
kultivovany na svétle o péstebni intenzit¢ 170 umol-m™s' (,,S*) nebo ve tm& (,,T%).
Vzorky kontrolnich listi (,,ctrl*) byly po oddé¢leni ihned zamrazeny a do doby méteni byly
uchovany pfii — 80°C. Hodnoty v grafu predstavuji praméry (n = 3) £+ SE.

5.1.2 Fotosyntetické parametry namérené v Exp.1

U listh kultivovanych béhem Exp. 1 byly také zméfeny fotosyntetické parametry. Jednim
z nich byl relativni obsah chlorofylu (NDVI). Ackoliv se mnohé z rozdili mezi namétenymi
hodnotami 1i$i jiZ od prvniho pohledu pouze nevyznamné, lze z hodnot vycist zasadni vliv meta-
topolinu béhem senescence ve tmé. Bez vlivu mT totiz doslo ve tmé k dramatickému snizeni
obsahu chlorofylu, ve srovnéni s listy kulitovavanymi ve vod¢é na péstebni intenzité svétla,
zatimco pfi aplikaci zminéného cytokininu byl pokles hladiny chlorofylu mnohem mén¢ vyrazny.
Ve srovnani s témito vysledky doslo ke zcela opacnému efektu u estradiolem indukovanych listt
pga22, kultivovanych ve tmé. Zatimco byla u listd tohoto genotypu zméfena ve tmé hladina
chlorofylu srovnatelna s kultivaci ve vod¢ pii osvétleni, k dramatickému poklesu doslo pravé
u vzork s exogenni aplikaci mT.

Za zminéni stoji jeSté povSimnutelné nizsi hladiny chlorofylu u zatemnénych variant
vzorkd ahk2ahk4 a ahk3ahk4. Dalsi jednoznaéné vyznamné zmény relativniho obsahu chlorofylu

vSak pozorovany nebyly.
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Graf ¢.2: Obsah chlorofylu (SPAD) méfen u Kontrolnich vzorki oddélenych listi
Arabidopsis
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Obsah chlorofylu (SPAD), stanoveny pomoci pfistroje SPAD-502, u kontrolnich vzorkt
(ihned po oddéleni listl) raznych genotypt: wild-type (,WT®), ahk2ahk3 (,,ahk2,3%),
ahk2ahk4 (,,ahk2,4*), ahk3ahk4 (,,ahk3,4“) a pga22? indukovanych 17-B-estradiolem
(,,pga22 i*). Hodnoty v grafu pfedstavuji priméry (n = 10) = SE.

Graf ¢.3: Hodnoty relativniho obsahu chlorofylu (NDVI) u listd Arabidopsis 6. den
po oddéleni
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Relativni obsah chlorofylu (NDVI)

Relativni obsah chlorofylu (NDVI), stanoveny pomoci pfistroje PlantPen, u listh rostlin
wild-type (,,WT*), ahk2ahk3 (,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4“), ahk3ahk4 (,,ahk3,4“) au
listl rostlin pga22, indukovanych 17-B-estradiolem (,,pga22 i), kultivovanych 6 dni po
oddéleni v kombinaci riznych podminek: ve vodé nebo v roztoku meta-topolinu o konc.
10* mol-I" (,mT*), a na svétle o péstebni intenzit¢ 170 umol'm?-s™ (,,S*) nebo ve tm&
(,T*). Hodnoty v grafu ptedstavuji praiméry (n = 10) = SE.

51



V ramci Experimentu 1 byl také métfen parametr F./F.,, uddvajici maximalni kvantovy
vytézek fotochemie PSII. U oddé¢lenych listh WT, které byly ponechany na péstebnim svételném
rezimu, byla vlivem mT hodnota F./F,, spiSe vyssi, nez-1i z varianty bez aplikace cytokininu.
Opacny efekt byl zaznamenan u zatemnénych WT vzorkl. Oddélené listy ve tmé bez aplikace
cytokininu mély sice oproti tém, které byly na svétle, vyrazné niz8i F./F.,, avSak pfi kultivaci
s roztokem mT, doslo jesté ke znateln¢ vyraznéjsSimu poklesu F,/F,,.

V namétfenych hodnotach lze také vSeobecné vidét, ze nejen u WT, ale také u variant
dvojitych mutantl ahk- byly zjiStény vyss$i hodnoty F./F. u vzorkd na svételném rezimu
s exogennim mT, nez-1i u na svétle bez podani cytoininu. U listd pga22 byla naopak hodnota
F./F., vys$i na svétle bez aplikace mT, nez-1i na svétle v roztoku s timto cytokininem. Po aplikaci
cytokininu byla u tohoto genotypu hodnota F,/F,, na svétle srovnatelna s hodnotu u zatemnénych
vzorkl téZe varianty bez exogenni aplikace cytokininu.

Pfi kultivaci ve tmé byly z jistého pohledu vysledky u vSech genotypovych variant
podobné tém, jez byly naméfeny u WT — u vSech genotypi doslo aplikaci mT ve tmé
k vyznamnému sniZeni hodnoty F./F., ve srovnani se vzorky bez aplikace mT. Nutno vSak
poukazat na genotyp ahkZahk3, u néjz nebyly ve tmé tak vyrazné snizené¢ hodnoty F./F,
(ve srovnani se vzorky téhoz genotypu na svételném rezimu), jako u vzorki ostatnich dvou ahk-

dvojitych mutanti nebo u WT.

Graf ¢.4: Hodnoty F,/F., méfeny pomoci PEA u listi Arabidopsis 6. den po oddéleni
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Maximalniho kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F./F,) stanoveny pfistrojem
PEA u vzorka listh rostlin wild-type (,, WT*), ahk2ahk3 (,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4%),
ahk3ahk4 (,,ahk3,4“) arostlin pga?? indukovanych 17-B-estradiolem (,,pga22 i),
kultivovanych 6. dni po odd¢€leni riznych kultiva¢nich podminkéch: ve vod€ nebo roztoku
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meta-topolinu o konc. 10* mol-1" (,,mT*), a na svétle o péstebni intenzit¢ 170 pumol-m™>s
(,,5) nebo ve tmé (,,T*). Hodnoty v grafu pfedstavuji priméry (n = 10) + SE.

5.2 Experiment 2
Experiment 2 byl do jist¢ miry opakovanim Exp.l, zaroven vsSak byl rozsifen o dalsi
podminky kultivace odd€lenych listt. Zasadni odlisnosti je také pouziti nové metodiky stanoveni

oxidativniho poSkozeni, kterd detekuje MDA ptesnéji, neZ metoda TBARS.

5.2.1 Vysledky genotypu WT a mutanta pga2?2

5.2.1.1 Senescence listit pga2?2 kultivovanych ve tmé

5.2.1.1.1 Obsah malondialdehvdu u listu pga22 kultivovanvch ve tmé

Srovnam-li vysledky hodnot MDA u kontrolnich listG (ctrl; byly zamrazeny tésné
po oddéleni listll) indukovanych a neindukovanych variant WT a pga22 genotypu, je patrné,
zerozdily mezi vzorky jednotlivych variant nejsou velmi vyrazné, s vyjimkou listd
neindukovanych pga22, které mély nékolikanasobné niz$i hladinu MDA oproti ostatnim
kontrolam. Navic tato zjisténa koncentrace MDA byla zaroven nejnizs$i mezi vSemi naméienymi
hodnotami MDA v priibéhu celého Exp.2.

Po Sesti dnech senescence, doslo ulistt varianty WT, ponechanych v DMSO,
k n¢kolikanasobnému nartistu MDA ve srovnani se stavem tésn¢ po odd€leni. Exogenni aplikace
BA tento narGst snizila, pficemz vyssi koncentrace BA méla na potlaceni nartstu vétsi ucinek.
U wild-type listll, na né€Z byl nasprejovan estradiol, byl zaznamendn velmi podobny trend, tedy
nartist MDA se senescenci a vyrazné klesajici hladina MDA korelujici s rostouci koncentraci
exogenniho cytokininu.

Do jisté miry podobny trend se také uplatnil u senescentnich listli neindukované varianty
Me¢teni MDA u listt rostlin pga22, na néz byl ptred oddélenim estradiol aplikovan, vSak piineslo
odlisné¢ vysledky. Naméfené¢ hodnoty obsahu MDA u listd kultivovanych v DMSO byly
srovnatelné s kontrolni variantou. A exogenn¢ podany BA mél vsSeobecné opacny vliv
na koncentraci MDA, nez-li u neindukované varianty pga2?? a obou variant WT. Nejnizsi
koncentrace BA (107 mol1") sice je§t€ neméla zadny vyznamny vliv na zménu hladiny MDA

bchem senescence listil, avSak vyss§i koncentrace zvyraznily narist MDA o asi 70% pii podani

53



BA o konc. 10° mol'l', a az tém&F na trojndsobek u nejvyssi konc. MDA (10° mol-1"), vie

v porovnani s hodnotami zmé&fenymi u kontrolnich lista.

Graf ¢.5 : Vliv riznych koncentraci BA na obsah MDA v oddélenych listech Arabidopsis

(WT a pga22, a jejich estradiolem ovlivnénych variantach), kultiovanych 6 dnii ve tmé
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Obsah malondialdehydu (MDA) v listech rostlin genotypt: wild-type (,,WT*), pga22
ajejich 17-B-estradiolem indukovanych variant (, WT i“ a,pga22i“), jez byly bud
zamrazeny (—80°C) ithned po oddéleni (,,ctrl*) nebo byly kultiovany 6 dni po oddéleni
ve tmé v roztocich DMSO, obsahujicich rtizné koncentrace BA (0, 0,1, 1 anebo 10 umol-I
". Hodnoty v grafu piedstavuji praiméry (n =3 - 4) = SE.

5.2.1.1.2 Fotosvntetické parametry u listd pga22 kultivovanvch ve tmé

Byly-li oddélené listy WT kultivovany ve tmé, klesal u nich relativni obsah chlorofylu
nejvyraznéji, pokud byly ponechany v roztoku DMSO. Aplikaci jakékoliv koncentrace cytokininu
se tento Ubytek chlorofylu zpomalil, pficemz bylo ziejmé, ze vyssi koncentrace maji na zpomaleni
ubytku chlorofylu vyraznéjsi vliv (viz Ptilohu 1).

Srovnanim listd WT rostlin — téch na néz byl aplikovan estradiol, a téch bez jeho aplikace,
se ukazalo, ze vlivem estradiolu nedoslo ve tmé¢ k vyznamnému snizeni relativniho obsahu
chlorofylu u intaktnich rostlin. Nicméné u odd€lenych listh WT, na néz byl estradiol aplikovan
(a které byly zaroven kultivovany bez cytokininu), byl pozorovan rychlejsi ubytek chlorofylu nez-
li u estradiolem neovlivnénych WT listd (viz Pfilohy 1 a 2). Aplikace cytokinini ubytek
chlorofylu zpomalila u obou variant WT, a to ve vSech pouzitych koncentracich. Zejména 6.d.p.o.
byl relativni obsah chlorofylu mnohondsobné vyssi u vSech variant WT ovlivnénych estradiolem

a exogennim cytokininem zaroven, ve srovnani s estradiolem indukovanymi WT listy
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kultivovanymi v DMSO (viz Pfilohu 1 a 2). Nejvyraznéji byl ubytek chlorofylu zpomalen
u indukovanych listd kultivovanych v roztoku s 107 mol-I' BA. Mezi estradiolem ovlivnénymi
aneovlivnénymi WT listy byl pozorovan rozdil tykajici se efektu koncentrace cytokininu.
Estradiolem neovlivnéné WT listy mély pfi obou vy$sich (10 a 10° mol-lI") koncentracich BA
nejméné sniZzenou hladinu chlorofylu ve srovnani se vzorky v nejniZ§i koncentraci BA (viz
Piilohu 1). Oproti tomu, u WT listi s aplikaci estradiolu méla na zpomaleni Ubytku chlorofylu
nejvyrazné&jsi Géinek pravé nejnizsi koncentrace BA (107 mol1") (viz Pfilohu 2).

Co se tyké parametru F,/F,,, 1 jeho hodnoty klesaly u listh WT po oddéleni velmi vyrazné.
Sesty d.p.o. viak aplikace 107 mol-I" BA u vzorkid bez vlivu estradiolu tento pokles vyrazné
zpomalila. Nejvyssi koncentrace (10° mol-1") BA naopak pokles F./F,, zrychlovala. Co se tyka
srovnani estradiolem ovlivnénych a neovlivnénych WT, u listi bez aplikace estradiolu byla v
dobé oddéleni listli naméfena sice o malo nizsi, le¢ zfejm& vyznamné mensi hodnota F,/F.,, nez-li
u vzorkd bez aplikace estradiolu. Tento rozdil se zvyraziioval s dobou plynouci od oddéleni listil.
U estradiolem ovlivnénych vzorkii byl také zjistén vyrazngjsi vliv na ucinek BA — u estradiolem
ovlivnénych vzorkl s aplikaci kterékoli koncentrace BA byla namétfena vyrazné mensi F./F,,
ve srovnani se vzorky bez aplikace estradiolu (a také ve srovnani se vzorky téZe varianty
kultivované v DMSO) a také ve srovnani u vzorkil na néz byl aplikovan estradiol (viz Ptilohy 8
a9).

Co se tyka rostlin genotypu pga22, mély vSechny varianty, kromé téch, jez byly
kultivovany v roztoku s 107 moll' BA, vys§i relativni obsah chlorofylu ve srovnani
s odpovidajicimi variantami WT (viz Pfilohu 3). Vezmeme-li v potaz rozdily ¢i podobnosti mezi
indukovanymi a neindukovanymi pga2?2, pak je mozné vidét, Ze pokles relativniho obsahu
chlorofylu byl u vzorka estradiolem ovlivnénych i neovlivnénych pga22 podobny (viz Prilohy 3
a 4). Prestoze dochazelo k vykyvim, obecné se da fici, Ze dynamika poklesu byla u obou variant
srovnatelna. Jediny patny rozdil mezi obéma variantami lze spatfit u vzorkd kultivovanych
pokles relativniho obsahu chlorofylu (viz Ptilohu 3 a 4).

Co se tykd zmén v hodnotach F./F,, klesaly u indukovanych pga2?2 list, kultivovanych
v DMSO, sice o malo, ale pfesto vyznamné rychleji, nez-li u neindukovanych listi tohoto
mutanta. Naopak, obecn¢ aplikace cytokinini vedla ke zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu
u indukovanych variant pga22, ve srovnani se vzorky neindukovanymi pga22. Cim vysi byla
vSak pouzita koncentrace BA, tim rychlejsi byl tibytek chlorofylu, a to u obou variant pga2? (viz
Prilohy 10 a 11)..
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5.2.1.2 Senescence listit pga2?2 kultivovanych na péstebnim svétle

5.2.1.2.1 Obsah malondialdehvdu u listu pga22 na péstebnim svétle

Obsah MDA se u odd¢lenych listt WT, kultivovanych po Sest dni na péstebnim svétle
zvysil asi 2,5 krat ve srovnani se stavem tésné po oddéleni listd a piiblizné poloviéné ve srovnani
se stavem po Sesti dnech senescence ve tmé. Tento nartst byl mén¢ vyrazny u listt, kultivovanych
pfi pouziti BA o riznych koncentracich. Nicméné v ramci srovnani riznych pouzitych

koncentraci BA nebyly pozorovany vyznamné rozdily v hladindich MDA.
Podobné hodnoty byly naméteny u vzorkii z WT rostlin, na néz byl aplikovan estradiol.

U vzorkli pga?? bez exogenné pridaného cytokininu nastal 6. d.p.o. vyrazny,
mnohonasobny narist koncentrace MDA, az na hladinu srovnatelnou se vzorky WT s podobnym
treatmentem. U listd kultivovanych v roztocich BA o koncentracich 10”7 mol-I" a 10 mol-1" doslo
oproti kontrole k nariistu koncentrace MDA sice také, avSak mirng€ji, nez u listd kultivovanych
v DMSO. Avsak pouzitim 10° mol-1" BA do$lo k narGstu koncentrace MDA témé&f totozng
se vzorky v DMSO.

Graf ¢.6: Vliv ruznych koncentraci BA na obsah MDA v oddélenych listech Arabidopsis
(genotypech WT a pga22, ajejich estradiolem indukovanych variantach), kultiovanych
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Obsah malondialdehydu (MDA) v listech rostlin genotypt: wild-type (,WT®), pga22
ajejich 17-B-estradiolem indukovanych variant (, WT i a,pga22i“), jez byly bud
zamrazeny (— 80°C) ihned po oddéleni (,,ctrl*) nebo byly kultiovany 6 dni po oddéleni

56



na péstebni intenzité¢ svétla (100 umol'-m2s™) v roztocich DMSO, obsahujicich rizné

koncentrace BA (0, 0,1, 1 anebo 10 umol-1""). Hodnoty v grafu piedstavuji priméry (n = 3

-4)+ SE.

Budeme-li posuzovat hodnoty MDA u listi rostlin pga22, které prosly estradiolovou
indukci, je vidét, ze narist hladiny MDA u vzorkt kultivovanych v DMSO je sice v absolutni
hodnoté srovnatelny s neindukovanymi listy kultivovanymi ve stejnych podminkach, vztahne-li
se vSak narist MDA u indukovanych pga2? k vlastni kontrole je rozdil relativné mensi. Pfi
aplikaci cytokinini se u senescentnich listi indukovanych pga22 narGist MDA, ve srovnani

s DMSO, bud’ zmirnil (viz konc. BA 107 a 10 mol-1™").

5.2.1.2.2 Fotosyntetické parametry u listii pga22 na péstebnim svétle

Vseobecné feceno, u vsech variant WT i1 pga22, kultivovanych na péstebni intenzité¢ doslo
be&hem senescence k signifikantné mensimu ubytku chlorofylu (viz Ptilohy 1 - 4) a k signifikantné

mens$imu poklesu F,/F,, oproti kultivaci ve tm¢ (viz Ptilohy 8 — 11).

Konkrétnéji, absolutni hodnoty obsahu chlorofylu byly u senescentnich vzorki WT
na péstebni intenzité vyssi nez-li ve tmée, pricemz nejvyraznéjsiho rozdilu bylo pozorovano mezi
variantami kultivovanymi v DMSO - listy na nizkém svétle v DMSO m¢ély piiblizn€ srovnatelnou

koncentraci s témi, které¢ byly pod vlivem exogenniho BA, na rozdil od listh v DMSO ve tmé,

vvvvvv

U listh WT varianty ovlivnénych estradiolem klesal béhem senescence relativni obsah
chlorofylu vyznamné mirnéji, nez-li u WT bez vlivu estradiolu. Srovnanim vzorkll v rGznych

koncentracich BA, vSak neni patrny vyrazny rozdil (viz Ptilohu 2).

Zajimavé vysledky je vSak mozné vidét pii porovnani hodnot F,/F, u indukovanych
a neindukovanych pga22 rostlin. Zatimco u pga22, kultivovanych v roztocich DMSO a 107
mol-1" BA, se béhem senescence postupné snizovaly hodnoty F,/F,, pfi pouziti vysSich konc. BA
(10° mol-1" a 10° mol-1" ) doslo ke snizeni hodnot F./F,, jen velmi mirn& a to dokonce i u listl

mefenych 12.d.p.o. (viz Prilohy 10 a 11).

5.2.1.3 Senescence listii pga2?2 kultivovanych na vysoké intenzité svétla

5.2.1.3.1 Obsah malondialdehvdu u listu pga22 na svétle o vysoké intenzité

U oddélenych listt WT bez vlivu cytokinint a estradiolu doslo pfi kultivaci na vysoké
intenzité svétla k menSimu nartistu obsahu MDA ve srovnani se vzorky kultivovanymi na péstebni

intenzité svétla. Pii kultivaci estradiolem ovlivnénych vzorkli WT na vysoké intenzité osvétleni
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byl vSak 6.d.p.o narist obsahu MDA srovnatelny s vysledy vzokll na péstebni intenzit¢. U obou
variant (estradiolem ovlivnéné i1 neovlivnéné listy WT) naméfené hodnoty MDA nartstaly
s rostouci koncentraci cytokininu v kultivacnim roztoku, pfic¢emz se da vSeobecné fici, ze u vSech
kultiva¢nich roztokdi byl nartst hladiny MDA mnohem vyraznéj$§i u estradiolem ovlivnéné

varianty WT, nez-li u estradiolem neovlivnénych vzorkd.

Senescentni listy genotypu pga22, bez vlivu exogenniho cytokininu a estradiolu, mély
oproti kontrole mnohonasobné vys$si koncentraci MDA. Podobné vysoka byla hladina MDA
iuvzorki neindukovanych pga22 kultivovanych v roztoku 107 mol-1" BA. Pii pouziti vyssi
koncentraci cytokininu u neindukovanych vzorki vSak doslo k mirn¢jSimu naristu MDA

ve srovnani s mens$i koncentraci BA nebo s DMSO.

Indukovana varianta pga22, respektive jeji senescentni listy v DMSO, se vyznacovaly
taktéz nartstem koncentrace MDA ve srovnani s kontrolou. Nicméné¢ tento narlst nebyl
tak vyrazny, jako vzorkii neindukované varianty stejného genotypu. Pouzitim cytokininu

v kultiva¢nim roztoku nedoslo k vyznamnym zméndm nardstu, oproti DMSO.

Graf ¢.7: Vliv riznych koncentraci BA na obsah MDA v oddélenych listech Arabidopsis
(genotypech WT a pga22, ajejich estradiolem indukovanych variantach), kultiovanych
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Obsah malondialdehydu (MDA) v listech rostlin genotypt: wild-type (,,WT*), pga22
ajejich 17-B-estradiolem indukovanych variant (, WT i“ a,pga22i“), jez byly bud
zamrazeny (—80°C) ithned po oddéleni (,,ctrl*) nebo byly kultiovany 6 dni po oddéleni
na vysoké intenzité¢ svétla (400 pmol'm™?s™) v roztocich DMSO, obsahujicich riizné
koncentrace BA (0, 0,1, 1 anebo 10 umol-1""). Hodnoty v grafu piedstavuji priméry (n = 3
-4)+ SE.
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5.2.1.3.2 Fotosyntetické parametry u listli pga22 na svétle o vysoké intenzité

Co se tyka poklesu relativniho obsahu chlorofylu u listht WT v roztoku DMSO, je ziejmé,
ze obsah chlorofylu klesal u vzorki kultivovanych pii vysoké intenzité osvétleni vyrazné
pomaleji, nez ve tme, a zaroven rychleji, nez pii kultivaci na péstebni intenzit¢ svétla. Naopak
rychlej$i snizovani obsahu chlorofylu ve srovnani jak s jinymi variantami pouzitych kultiva¢nich
roztokd na témze svétle, tak se srovnani s jinymi svételnymi podminkami, bylo zaznamendno u
senescentnich listdt WT, kultivovanych v roztoku 107 mol-I" BA na vysoké intenzité svétla. (viz
Pfilohu 1). Vys8i koncentrace cytokininu (10° a 10° mol-1") pokles obsahu chlorofylu oproti
DMSO sice také urychlily, nicméné méné vyrazng€, neZ nejniz$i koncentrace cytokininu (viz
Piilohu 1). Podobny trend nejpomalejsiho poklesu obsahu chlorofylu u vzorki v DMSO
a zvySujiciho se ubytku chlorofylu pfi vyssich koncentracich cytokininu v roztoku, se ukazal také
u listt WT s aplikaci estradiolu (viz Pfilohu 2). AvSak o dynamice zmén u varianty s nejnizsi
koncentraci cytokininu a vlivem estradiolu, se nelze spolehlivé vyjadrit, kvili vysoké smérodatné

odchylce.

K ubytku chlorofylu u neindukovanych listd rostlin pga22 lze vSeobecné fici, Ze byl
pti kultivaci na vysoké intenzit€¢ svétla rychlej§i, nez wu ostatnich svételnych podminek,
a to u vSech variant kultivacnich roztoki (viz Ptilohu 3). Pfi srovnani v ramci jednotlivych variant
lze pozorovat trend vyraznéjSiho poklesu relativniho obsahu chlorofylu pfi pouziti BA, pficemz
s rostouci koncentraci cytokininu byl pokles rychlejsi. U listli indukovanych rostlin tohoto
genotypu byly zaznamenany podobné tredy poklesu obsahu chlorofylu, jako u neindukovanych
rostlin pga22. A také, podobné jako u neindukovanych vzork, dochazelo do 6.d.p.o. k urychleni
poklesu obsahu chlorofylu pii aplikaci BA o vSech koncentracich (viz Ptilohu 4). Ve vSeobecnosti
1ze fici, ze na vysokeé intenzité svétla klesal u listh WT i pga22 obsah chlorofylu vyrazné&ji, byly-li

kultivovany v roztoku s cytokininem (viz Ptilohy 1 a 3).

Co se tykd meéfeni maximdlniho kvantového vytézku fotosystému II u WT apga2?2,
kultivovanych na vysoké intenzité svétla, existuje ohledné vysledkii téchto méteni obava, Ze by

mohly byt ovlivnény systematickou chybou pfi zpracovani (viz Piilohy 8 a 10).

Co se tyka pga22, u vsech vzorkl listl neindukovanych rostlin byla dynamika a mira
poklesu hodnot F./F,, postupna, jako u WT vzorkti v DMSO. U téch pga22, které vSak byly
naindukovany estradiolem byl pokles velmi vyrazné zpomalen, bez ohledu na roztok pouzity
pti kultivaci. U téchto vzorkii byly tedy vysledky poklesu F./F, velmi podobné vyslekiim
u indukovanych WT (viz Prilohy 8, 10 a 11).
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5.2.2 Srovnani dvojitych ahk- mutantit s wild-type

5.2.2.1 Senescentni listy dvojitych ahk- mutantit kultivované ve tmé

5.2.2.1.1 Obsah MDA u listi dvojitvch ahk- mutantu kultivovanych ve tmé

Zmeétfenim obsahu MDA u kontrolnich listd mutanta ahk2ahk3 se ukazalo, ze ve srovnani
s WT kontrolou maji men$i hladinu MDA. Také senescentni listy ahk2ahk3 bez aplikace
exogenniho cytokininu mély vetmé 6.d.p.o. vyrazn€ niz§i hladinu MDA, nezlisty WT
kultivované za stejnych podminek: zatimco u listt WT doslo k narastu obsahu MDA na pfiblizné
¢tyinasobek hodnoty vychoziho stavu, u ahk2ahk3 mutanta narostl obsah MDA pouze asi o 50%,
¢imz se dostal priblizn€¢ na hladinu MDA naméienou u listi WT pied zacatkem senescence.
Co se tyka vlivu exogenni aplikace cytokininu, je zfejmy jejich opacny ucinek u vzorka ahk2ahk3
ve srovnani s WT: Zatimco u vzorkdt WT zmirnily aplikovany BA nartst obsahu MDA se zfejmou
korelaci: vyssi koncentrace cytokininu — mensi narist MDA, u senescentnich listh ahk2ahk3 byl
vysledek ptisobeni cytokininu opacny, totiz vSechny pouzité koncentrace BA vyznamné zvysily

narust koncentrace MDA.

Graf ¢.8: Vliv riznych koncentraci BA na obsah MDA v 6 dni zatemnénych oddélenych

listech dvojitych ahk- mutanti rostlin Arabidopsis
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Obsah malondialdehydu (MDA) v oddé€lenych listech rostlin wild-type (,, WT*), ahk2ahk3
(,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4“) a ahk3ahk4 (,,ahk3,4%), jez byly bud zamraZeny
(— 80°C) ihned po oddéleni (,ctrl“) nebo byly kultiovany 6 dni po odd€leni ve tmé
v roztocich DMSO, obsahujicich riizné koncentrace BA (0, 0,1, 1 anebo 10 pmol-1™).
Hodnoty v grafu ptedstavuji priméry (n =3 - 4) £ SE.
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I ptes to, ze listy mutanta ahk2ahk4 mely pred indukci senescence obsah MDA
srovnatelny s WT, 6.d.p.o. byl u nich zaznamenan, nejvétsi nartist obsahu MDA, ve srovnani
se vsemi genotypy a vSemi podminkami v Exp.2. Podobné jako u WT, vSechny pouzité
koncentrace BA vyrazn& zmirnily tento nartist. Neju¢inné&jsi byla konc.10° M BA.

U oddélenych listh mutanta ahk3ahk4, kultivovanych ve tmé, byl nariist hodnoty MDA
pii senescenci ve srovnani s kontrolou sice vys$si, nez u mutanta ahk2ahk3, nikoli vsak tak vysoky,
jak genotypu ahk2ahk4 nebo u WT. A exogenni aplikace cytokininu v kultivacnim roztoku tento
nartist zmirnila, pficemz u tohoto genotypu je patrna korelace zvySujici se koncentrace

aplikovaného BA a niz$ich narGstd hodnot MDA.

5.2.2.1.2 Fotosyntetické parametry u listi dvojitvch ahk- mutanti ve tmé

Porovnanim poklesu relativniho obsahu chlorofylu u mutanta ahk2ahk3 sWT
se vSeobecné da fici, ze ubytek chlorofylu byl u vsech variant pouzitého kultiva¢niho roztoku
rychlej$i u senescentnich listd mutanta ahk2ahk3 nez u WT varianty. Dale 1ze ze srovnani mutanta
a WT vidét, ze jak u WT, tak i u mutanta cytokininy zpomalily pokles obsahu chlorofylu (viz
Prilohy 1 a 5).

Co se tyka parametru F,/F,, u listh ahk2ahk3 mutanta klesal v porovnani s WT podobné¢
rychle, nicmén¢ u mutantnich listd hral exogenni vliv BA a jeho koncentrace jinou roli, nez
uWT. U vzorklli mutanta ahk2ahk3 byl zjistén nejvyrazngj$i vliv BA na zpomaleni poklesu
hodnot F,/F,, pfi pouZiti nejvyssi koncentrace cytokininu (10~ mol-l™"), tedy opa¢né, nez u vzorki

WT, kde méla nejvyraznéjsi efekt nejnizsi koncentrace BA (viz Ptilohy 8 a 12).

U oddélenych listi mutanta ahk2ahk4 byl naméfen pomalejsi pokles relativniho obsahu
chlorofylu, nez-li u WT, a také, pii pouziti kultivaéniho roztoku obsahujiciho BA, se pokes
zpomalil vice, nez-li u WT. Podobn¢ jako u WT méla na zpomaleni poklesu chlorofylu nejvétsi

vliv koncentrace BA 10° mol-1" (viz Piilohy 1 a 6).

Zpomaleni poklesu hodnot F,/F, bylo u ahk2ahk4 mutanta také pomalejsi nez u WT,
a to vyrzang. Pfi vyssich koncentracich cytokininu v kultivaénim rozotku vsak byl pokles rychlejsi
nez pii kultivaci v roztoku bez cytokininu, hodnoty F./F,, vSak byly i u nejvyssi koncentrace BA

vy$$§i, nez-li u odpovidajicich vzorktt WT (viz Ptilohy 8 a 13).

U vzorkd mutanta ahk3ahk4 se méfenim obsahu chlorofylu ukéazalo, ze pokles hladiny
chlorofylu ve srovnani s WT byl pomalejsi. U listi kultivovanych pfi kterékoli ze tfi pouzitych
koncentraci cytokininu byl 6.d.p.o a pozd¢ji zaznamenan menSi pokles relativniho obsahu
chlorofylu oproti listim kultivovanym v DMSO, pfi¢emZ u dvou vyssich koncentraci (10° a 10

mol‘1") bylo zpomaleni ubytku chlorofylu vyrazné&jsi (viz Ptilohy 1 a 7).
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Pokles hodnot F,/F, byl béhem senescence ahk3ahk4 listh pomalejSi ve srovnani
se vzorky WT, pficemz uziti cytokininu v kultivaénim roztoku signifikantn€ snizilo F./F.
Nejrychlejsi pokles nastal pti aplikaci nejvySsi koncentrace BA. Vyrazngjsi ubytek byl
zaznamenan zejména u nejvyssi koncentrace BA po vicedennim ptsobeni (6.d.p.o. a pozdéji) (viz

Ptilohy 8 a 14).

5.2.2.2 Senescentni listy dvojitych ahk- mutanti pri péstebni intenzité

svétla

5.2.2.2.1 Obsah MDA u listi dvojitvch ahk- mutantu na péstebni intenzité svétla

Pti ponechani oddélenych listh v roztoku DMSO na péstebni intenzit¢ svétla byl
pozorovan mensi narist obsahu MDA, nez u oddélenych listl ve tmé&, a to u vSech variant ahk-
mutantl a stejné tak i u WT. Tento mensi narast byl u WT listii na péstebni intenzité svétla jeste
vice zmirnén pouzitim cytokinini. A podobn¢ jako ve tmé, byl i na péstebni intenzité¢ svétla
u senescentnich listd mutanta ahk2ahk3 trend opacny vici WT. Oddélené listy tohoto mutanta
si piekvapivé udrzely nizky obsah MDA i 6.d.p.o., a aplikace 107 M BA na tuto nizkou hodnotu
neméla vliv. Ale pfi aplikaci vyssich koncentraci (10° mol-l1" a 10° mol-1") BA byl zaznamenan

vyrazny narast obsahu MDA.

Graf ¢.9: Vliv ruznych koncentraci BA na obsah MDA v oddélenych listech dvojitych ahk-

mutanti rostlin Arabidopsis, kultivovanych 6 dnii na péstebni intenzité svétla
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Obsah malondialdehydu (MDA) v oddélenych listech rostlin wild-type (,,WT*), ahk2ahk3
(,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4“) a ahk3ahk4 (,,ahk3,4“), jez byly bud’ zamrazeny
(— 80°C) ihned po oddéleni (,,ctrl*) nebo byly kultiovany 6 dni po oddéleni na péstebni
intenzité svétla (100 umol-m™-s™) v roztocich DMSO, obsahujicich riizné koncentrace BA
(0, 0,1, 1 anebo 10 umol-I'"). Hodnoty v grafu piedstavuji priméry (n =3 - 4) + SE.

62



Kontrolni listy mutanta ahk2ahk4 obsahovaly tésné po oddéleni podobnou koncentraci
MDA, jako WT. A také podobné jako u WT, doslo pfi kultivaci v DMSO u listd mutanta po Sesti
dnech senescence k narGistu hladiny MDA na pfiblizné dvojndsobek ve srovnani s kontrolou.
Aplikace BA o koncentraci 107 mol-1" vedla u listd mutanta k men$imu nériistu obsahu MDA,
u konc. 10 mol‘I"' byl ov§em zaznamenan vyrazny narist MDA.

U oddélenych listi mutanta ahk3ahk4, podobné jako u mutanta ahk2ahk4, dokazala nartst
MDA v priibéhu senescence efektivné zmirnit pouze 107 mol-1"' koncentrace BA. NejenZze u listt
v tomto roztoku nebyl zaznamenan nartst obsahu MDA, byl zaznamenan dokonce pokles
na témet polovinu obsahu MDA v kontrolnich (nesenscentnich) listech. Pfi kultivaci v roztoku
o vys§i koncentraci BA (10° moll") pak mély listy hladinu MDA srovnatelnou s té&mi bez
exogenniho cytokininu v kultivaénim roztoku, a nejvyssi koncentrace BA (10° mol-I")narist

hladiny MDA dokonce, ve srovnani s variantou v DMSO, zvysila.

5.2.2.2.2 Fotosyntetické parametry u listii dvojitych ahk- mutantii na péstebnim svétle

Podobné jako u listii senescentnich WT a ahk2ahk3, kultivovanych na péstebni intenzité
svétla, kde byla zaznamenana mirnéjsi rychlost ubytku relativniho obsahu chlorofylu ve srovnani
s kultvaci ve tm¢, a to pfi pouziti kteréhokoli z kultiva¢nich roztokd. Vyznamny rozdil mezi WT
variantou a mutantem vsak Ize vidét v celkové pomalejSim ubytku relativniho obsahu chlorofylu,
naméfeného u listl ahk2ahk3 na péstebnim svétle, zatimco u WT byl tento pokles o néco
rychlejsi. Dalsi podobnost ahk2ahk3 senescentnich listd s WT je vidét v tom, ze zadna varianta
kultiva¢niho roztoku neméla prokazatelné vyznamny vliv na rychlost ubytku chlorofylu (viz

Piilohy 1 a 5).

Co se tyka poklesu hodnot parametru F./F,, byl u listli tohoto mutanta také podobny, jako
u WT, avsak pouze u listi kultivovanych v DMSO a s nejmensi koncentraci BA. Ob¢ vyssi
koncetrace signifikantné urychlily pokles F./F,, a to zejména 6.d.p.o. a pozdéji. Krom¢ toho
je také zajimavé, ze podobné jako ve tmé, i pii péstebni intenzité svétla dochazelo u ahk2ahk3

k pomalej$imu poklesu hodnot F,/F,, nezu WT (viz Ptilohy 8 a 12).

Podobn¢ jako u predchoziho zminéného mutanta, také u ahk2ahk4 doslo ke zpomaleni
poklesu relativniho obsahu chlorofylu oproti WT. Z naméfenych hodnot vsak také vyplyva,
ze pouziti BA o nizSich koncentracich ubytek chlorofylu urychluje, pficemz vyrazn€jsi pokles

nastal pfi konc. BA 10° molI"' nez-li u 10”7 mol-1" BA (viz Ptilohy 1 a 6).

Hodnoty F./F,, u listd ahk2ahk4 mutanta klesaly oproti WT mirn¢ pomaleji. Lze také fici,
ze se hodnoty drzely po celou dobu experimentu na urovni 2.d.p.o. Aplikace exogenniho

cytokininu zde neméla na hodnoty F,/F,, u ahk2ahk4 mutanta kultivovaného pii péstebni intenzité
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svétla zietelny vliv (viz Ptilohy 13 ).

U senescentnich listl ahk3ahk4 mutanta klesal relativni obsah chlorofylu s podobnou
dynamikou jako u WT. U parametru F,/F,, nastal hned 2.d.p.o. vyrazny pokles, ktery se poté jiz
vyrazné neménil, az do posledniho dne méfeni (12.d.p.o.), které ukazalo vyrazny nartst F./F,,, coz

muze ukazovat na chybné provedené méteni (viz Ptilohy 8§ a 14).

5.2.2.2.3 Obsah MDA u listi dvojitvch azk- mutanti na svétle o vysoké intenzité

Ptipomenu, Ze u vzorklh WT kultivovanych na vysoké intenzité svétla doslo k menSimu
nartstu obsahu MDA oproti vzorkim na péstebni intenzité, pficemz s exogenni aplikaci BA

o riznych koncentracich byl nartist veétsi.

U vzorkd mutanta ahk2ahk3 na vysoké intenzité svétla byl zaznamenam podobny trend,
jako u WT ve stejnych podminkach, nicméné aplikace 107 mollI" BA nevedlo k narGstu MDA
oproti vzorkim v DMSO, tak jako u WT, a naopak pii podani jedné ze dvou vyssich koncentraci
BA (10° nebo 10 mol-1") doslo k vyrazn&j$imu nariistu obsahu MDA oproti vzorkim v DMSO,
nez-li u WT. Po srovnani vysledkd ahk2ahk3 pti kultivacich na dvou pouzitych svételnych
intenzitach lze fici, Zze pfi kultivaci na vysoké intenzité¢ svétla se zachoval stejny trend, jako u

pestebni intenzity, s vy$§imi hodnotami MDA pii kultivaci v kazdém z roztok.

Graf ¢.10: Vliv riznych koncentraci BA na obsah MDA v oddélenych listech dvojitych ahk-

mutanti rostlin Arabidopsis, kultivovanych 6 dnii na vysoké intenzité svétla
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Obsah malondialdehydu (MDA) v oddélenych listech rostlin wild-type (,, WT*), ahk2ahk3
(,,ahk2,3%), ahk2ahk4 (,,ahk2,4“) a ahk3ahk4 (,,ahk3,4“), jez byly bud’ zamrazeny
(— 80°C) ihned po oddélenti (,,ctrl*) nebo byly kultiovany 6 dni po oddéleni na vysoké
intenzité svétla (400 umol-m™-s™) v roztocich DMSO, obsahujicich riizné koncentrace BA
(0, 0,1, 1 anebo 10 umol-I"). Hodnoty v grafu piedstavuji priméry (n =3 - 4) + SE.
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Stav obsahu MDA u vzorka ahk2ahk4 se od ptedchoziho zminéného mutanta vyrazné
nelisil, aCkoliv pfi aplikaci vysSich koncentraci BA doslo k mirné menSimu narastu MDA, nez-li
u ahk2ahk3. Tento nartst byl stale vSak vyraznéjsi, nez u WT. U oddélenych listd ahk2ahk4 byl
také mén¢ patrny vSeobecny nardst hodnot MDA pii kultivaci na vysoké intenzité svétla oproti

péstebni intenzité, srovname-li to se variantami ahk2ahk3 vzorkd.

Narust obsahu MDA u vzorkl ahk3ahk4 byl pii kultivaci na vysoké intenzité svétla vetsi,
nez na péstebnim svétle, byly-1i vzorky kultivovany bez BA v roztoku anebo s nejnizsi pouzitou
koncnetraci BA (107 mol-1") - pravé s pouzitim této koncentrace BA byl narist obsahu MDA
markantni. Nicméné aplikace dvou vyssi koncentraci BA nedoslo oproti hodnotam pii péstebni

intenzité k vyraznm zmeénam.

5.2.2.2.4 Fotosyntetické parametry u listi dvojitvch akk- mutanti na svétle o vvsoké

intenzité

Pro srovnéani uvedu znovu vysledky relativniho obsahu chlorofylu u vzorktt WT: oproti
pestebni intenzité svétla a zjeména oproti tmé doslo k vyraznému zpomaleni ubytku chlorofylu,
pfedevsim, jednalo-li se o vzorky kultivované v roztoku DMSO. S aplikaci cytokininii se na
vysoké intenzit€¢ mirn¢ urychlil pokles obsahu chlorofylu, coz bylo patrné zejména ve srovnani se

vzorky ve tmé (viz Ptilohu 1).

U oddélenych listi mutanta ahk2ahk3 kultivovanych v roztoku DMSO nebyla patrna
vyrazna zména v rychlosti ubytku chlorofylu pii kultivaci na vysoké intenzité svétla, oproti
kultivaci péstebni intenzité. AvSak témét nepatrné zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu u vzorka
kultivovanych s BA, které bylo patrné na péstebni intenzité svétla, bylo na vysoké intenzité

mnohem vyraznéjsi (viz Piilohy 1 a 5).

U vzorkli ahk2ahk4 se na vysoké intenzité svétla také zvyraznil vliv BA na relativni obsah
chlorofylu — jeho pokles byl s aplikaci BA mnohem vyrazné€jsi na vysoké intenzité svétla nez-li na
pestebni (viz Piilohy 1 a 6).

Relativni obsah chlorofylu u vzorkd ahk3ahk4 mutanta klesal pfi kultivaci na vysoké
intenzit¢ svétla pfiblizné stejné rychle, jako pfi kultivaci na péstebni intenzité. Pfi kultivaci
na vysoké intenzité nebyl u tohoto mutanta patrny jasny vliv cytokininl na obsah chlorofylu (viz

Ptilohy 1 a 7).
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6 DISKUSE

6.1 Uvod do diskuze

Tato kapitola se bude tykat interpretace vysledki experimentt, provedenych v ramci moji
diplomové prace na vzorcich oddelenych listi Arabidopsis — tedy analyzy obsahu MDA, jakozto
produktu peroxidace lipidi. MDA bylo stanovovano pomoci metody TBARS a také metodou
vyuzivajici DNPH reagentu a HPLC analyzy, pficemz druha z téchto metod je povazovana za
presngjsi. U vzorkl byly také analyzovany fotosyntetické parametry, pfiCemz c¢ast mefeni
fotosyntetickych parametri  byla provedena kolegyni Mgr. Melkovicovou. Tyto vysledky

srovnam se znalostmi zisaknymi v minulosti jinymi autory.

6.2 Vliv estradiolu na listy WT rostlin

V experimentech provedenych v této diplomové praci bylo vyuzito m.j. rostlin,
modifikovanych pro moznost indukce biosyntézy cytokinini pomoci 17-B-estradiolu
(pro zjednoduSeni pouzivam jen ,.estradiol®), ktery u mutantnich rostlin pga22 zpisobuje zvySeni
exprese genu /P7, kodujiciho enzym urcujici rychlost biosyntézy cytokinind (Sun a kol., 2003).
Jelikoz je vSak estradiol Siroce povazovan za zivocisny, resp. lidsky hormon, bylo piedpokladéano,
ze vyse zminény zamérny induktivni u€inek je jedinym zptisobem, jakym muze estradiol ovlivnit
rostliny, které byly vyuzité v této diplomové praci. Ve studii, kterou provedli Sherafatmandjour
a kol. (2013) byl v8ak u estradiolu zaznamenan protektivni vliv na nékteré parametry, méfené
u semenacki fenyklu (Foeniculum vulgare). Sedmidenni aplikace estradiolu (o konc. 10 pmol-17;
aplikovan sprejem, jednou denné,) zpusobila pokles obsahu MDA a zaroven nartst hladin

chlorofylu, prolinu a sacharidu.

Vysledky méieni, provedenych v ramci Exp.2 moji diplomové prace potvrzuji, ze aplikace
estradiolu ma vliv na rostliny, respektive na odd¢lené listy rostlin Arabidopsis. Mezi estradiolem
ovlivnénymi a neovlivnénymi listy WT jsem konkrétn¢ zaznamenal odlisny obsah MDA
pfi kultivaci v rezimu s vysokou intenzitou svétla, a také rozdily v relativnim obsahu chlorofylu
pti kultivaci ve tmé (viz Graf ¢.7 a ptilohy), ptfic¢emz z vysledk 1ze soudit, Ze estradiol v pouzité
koncentraci 10 pmol1" ma na oddélené listy Arabidopsis, kultivované pii vysoké intenzité
osvétleni (400 pmol'm™s™) G&inek zvySujici miru oxidativniho poSkozeni. Tato koncentrace
estradiolu ovliviluje také pfi kultivaci ve tmé obsah chlorofylu, a to mirnym urychlenim jeho
ubytku u oddé€lenych listi kultivovanych v DMSO (tedy v 0,2 % DMSO = kontrolnim roztoku,
jelikoz pouzité cytokininy byly solubilizovany v 0,2% DMSO). Nutno vSak zduraznit,
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ze v ostatnich kultivacnich podminkdch Experimentu 2 nebyly zjiStény zadné dalSi vyznamné
odliSnosti mezi estradiolem ovlivnénymi a neovlivnénmi variantami WT listi. Proto je potieba,
pro zvySeni diivéryhodnosti tvrzeni o vlivu 10 umol-l" estradiolu, provést dalsi, na to zaméfené

experimenty.

Z popsanych vysledkti by se dalo soudit, Ze jsou v protikladu k vySe zminéné studii, tedy
ze ukazuji negativni Uc¢inek aplikace estradiolu na rostliny, respektive na oddélené listy. Nutno
vSak dodat, Ze ve studii autorti Sherafatmandjour a kol. (2013) se jasné€ ukazuje protektivni ti¢inek
niz§i koncentrace estradiolu, tedy 10 nmol-l', zatimco pfipouziti 10 umol-I' roztoku byly
pozorovany slabsi protektivni nebo nesignifikatni G¢inky. Z toho muze vyplyvat, ze protektivni
ucinek estradiolu na obsah chlorofylu se projevuje u nizsich, nanomolarnich koncentraci, zatimco

vys$si, mikromolarni koncentrace, maji spiSe negativni vliv.

Dale z vysledkl plyne, Ze faktorem modulujicim uc€inek estradiolu miize potencidlné byt
i svétlo, jelikoz vliv estradiolu na zvySovani obsahu MDA byl patrny jen u listd kultivovanych
pfi vysoké intenzit¢ osvétleni, nikoli u téch na péstebni intenzité ¢i ve tmé. Navic nelze vyloucit,

ze efekt estradiolu, a jeho riznych koncentraci, miize byt u rostlin druhové specificky.

Zasadni je poznatek, Ze estradiol nefunguje pouze jako planovany induktor biosyntézy
cytokinint u cilenych mutanti pga2?2, ale Ze tento zivocisny hormon ovliviiuje také fyziologické

procesy u rostlin, které nebyly pro vliv estradiolu cilené geneticky modifikovany.

6.3 Potvrzeni hypotézy o prahové koncentraci piisobeni
cytokininii

V ramci této prace byla potvrzena dosud platna hypotéza o prahové koncentraci pisobeni
cytokininii na senescenci. Vyplyvato ze srovnani vysledkd, naméfenych jak béhem Exp.1,
tak 1 Exp.2 u odd¢lenych listh WT a mutanta pga22, kultivovanych ve tmé. Estradiolova indukce
u mutanta pga22 vedla k tomu, ze jeho odd¢€lené listy ani 6. d.p.o. nemély zvySeny obsah MDA,
oproti vzorkim WT i neindukovanym vzorkim pga22 - u nich byl zaznamenan vyrazny nartst
(viz Graf ¢.5). Tyto vysledky jsou zvlasté¢ zajimavé srovname-li je s ostatnimi variantami
roztokovych a svételnych podminek, a s ostatnimi genotypy (vcetné dvojitych ahk- mutanti).
Zasadni je, Ze k narGstu obsahu MDA doslo, kdyz byly zatemnéné listy pga22 zéaroven
pod vlivem exogenniho cytokininu (BA) a estradiolové indukce (ktera u pga2?2 zvySuje endogenni
biosyntézu cytokininti). Navic, narust obsahu MDA wutéchto listi pozitivné koreloval
s koncentraci aplikovaného BA. U odd¢€lenych listh WT i neindukovanych pga2? se vysledky

méteni ukazaly byt oproti vzorkim indukovanym pga2?2 ptesné opacné — s rostouci koncentraci
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BA byl zaznamenan menSi narGst MDA. S témito vysledky jsou v souladu vysledky méfeni
koncentrace TBARS v Exp.l (viz Graf ¢.1). Celkov€ lze tyto vysledky interpretovat tak,
ze u oddélenych listi WT Kkultivovanych ve tmé€ dochazi diky aplikaci cytokininu
ke zpomaleni narustu peroxidace lipidi, spojeného se senescenci, pricemz pouziti BA mélo
nejvyssi udinek v nejvyssi pouzité koncentraci 10° mollI"'. Naopak u listi mutanta pga22
samotnou estradiolovou indukci zvySena hladina cytokinini ziejmé minimalizuje
oxidativniho poSkozeni, zatimco dalSi zvySovani hladiny cytokinini exogenni aplikaci vede
az k supraoptimalnimu efektu cytokinini. Tyto vysledky tedy potvrzuji vySe zminénou
hypotézu, Ze prekrofenim prahové koncentrace cytokinini dochazi ke zméné ucinku

cytokininti ze senescenci zpomalujiciho na senescenci urychlujici u¢inek.

6.4 Podobné tcinky svétla a cytokininii

Vysledky moji prace ukazuji, ze efekt cytokinintl je ovlivitovan svételnymi podminkami
pti kultivaci. Toto téma bylo zkoumano jiz v minulosti, napiiklad cytokininy aplikované exogenné
na semenacky Arabidopsis iniciovaly, podobné jako svétlo, rozvoj charakteristik, typickych
pro deetiolizované rostliny, vcetn¢ morfologickych zmén, vyvoje plastidi a specifické exprese
gent (Chory akol.,, 1994). Pfitom vliv méd jak endogenné zvySena hladina cytokinin (napf.
u mutanta ampl), tak i exogenni aplikace cytokininu (Nogué a kol., 2000; Chory a kol., 1994;
Chin-Atkins a kol., 1996).

V souladu s vysledky vyse uvedenych studii jsem diky experimentalni ¢asti moji prace
pozoroval, ze pokud je na oddélené listy WT kultivované ve tmé exogené aplikovan BA
o koncentracich 10 mol-I" ¢i 10®° mol-l", vede to ke snizeni nartstu obsahu MDA na hodnoty
srovnatelné s témi, jez byly nameéfeny u vzorkil kultivovanych v roztoku DMSO pfi péstebni
intenzité svétla (viz Graf ¢.5 a Graf ¢.6). Podobné také zatemnéné listy indukovanych pga2?2
kultivované v roztoku 10° mol-l" BA mé&ly podobnou hodnotu obsahu MDA, jako indukované
vzorky téZe genotypové varianty kultivované na svétle bez exogenniho podani BA. Z toho plyne,
Ze pri kultivovaci ve tmé exogenni podani BA, endogenné zvySena biosyntéza cytokinini
i kultivace za normalnich (péstebnich) svételnych podminek vedou u oddélenych listi
k podobnému ochrannému ucinku proti oxidativnimu poSkozeni, jako. Tato zjisténi vSak
nebyla potvrzena vysledky analyzy TBARS, provedené v ramci Exp.l. U list na néz nebyly
aplikovany cytokininy a byly kultivovany ve tm¢ nebo na svétle byla totiz zaznamenana
srovnatelna mira oxidativniho poskozeni charakterizovaného mnozstvim TBARS (viz Graf ¢.1).
Tato rozdilnost by hypoteticky mohla byt dana rozdilnou ptesnosti TBARS metody ve srovnani
se stanovenim MDA pomoci HPLC metody. Pii vyuziti metody TBARS totiz s pouzivanym
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reagentem (TBA) mohou reagovat kromé MDA 1 jiné latky, jez nejsou produkty lipidové
peroxidace, a to zejména proteiny, coZ snizuje piesnost této metody oproti vyuziti DNPH reagentu

a HPLC metodiky.

6.5 Aditivni ucinek svétla a cytokininti

Jestlize cytokininy a svétlo jsou schopny vyvolat podobné odezvy, otevira se otazka, zda-
li piisobi skrze stejnou signalni drahu ¢i nikoliv. Autofi Buschmann a Lichtenthaler (1982) zjistili,
ze u semendcki fedkve (Raphanus sativus) ma pusobeni cytokinint a svétla aditivni charakter.
Vysledkem toho je, ze spoluptisobenim obou téchto faktorti mize byt prekro¢ena prahova tiroven
ucinkl, ¢imz dochazi k obraceni uc¢inkd spolupiisobicich faktort. Dulezitym poznatkem jejich
studie je fakt, ze pro rizné sledované procesy, ovliviiované svétlem a cytokininy (prodluzovani
kotene, suprese rustu hypokotylu, akumulace antokyanti, expanze listl, akumulace
protochlorofylidti a karotenoidi1), existuje riizna prahova aroven.

V kapitole 6.3 zminéna hypotéza o prahové koncentraci pusobeni cytokininti, kterou
potvrzuji i VIckova a kol. (2006), byla v jejich studii dana do souvislosti s ucinky svétla. Zjistilo
se, ze ucinek aplikace cytokininu (mT) na oddélené listy pSenice (7riticum aestivum) mize vést
k utlumeni projevli senescence nebo naopak k jejich prohloubeni, a to v zavislosti na absenci
¢i ptitomnosti svétla oddalujici. Zminénou hypotézu rovnéz podporuji i vysledky starsich studii.
Kupiikladu autoii Zacarias a Reid (1990) ve své studii vlivu hormonil na senescenci oddélenych
listovych diskl zjistili, Ze aplikace BA v koncentraénim rozsahu 107 — 107 mol‘I" zabrafioval
odbouravani chlorofylu, byly-li disky kultivovany ve tmé. Aplikace stejnych koncentraci BA
pti kultivaci na svétle v§ak méla opacny ucinek (VI¢kova a kol., 2006).

Jak ukazuji experimenty provedné v ramci moji diplomové prace, aditivni vliv cytokininii
a svétla se provuje také u oddelenych listi Arabidopsis. Dobie pozorovatelné to je na hodnotach
obsahu MDA naméfenych v Exp.2. Spoluptisobeni svétla o péstebni intenzit€ a exogenni aplikace
cytokininu omezila narist obsahu MDA pfi senescenci WT listi vice, neZ pouhd aplikace BA
pii kultivaci ve tmé (viz Grafy ¢.5 a 6). PrekroCeni prahové hodnoty spoluptisobeni svétla
a cytokininti se projevilo u vzorkti mutanta pga2?2, a to pii srovnani vysledki pii kultivaci ve tmé
a na péstebni intenzité svétla. Vzorky pga22 bez exogenni aplikace BA totiz mély pii kultivaci
na péstebni intezité svétla vyssi obsah MDA, nez vzorky ve stejném roztoku kultivované ve tmé.
Velmi zajimavé vSak je, Ze exogenni aplikace BA nepfispéla ke zvyraznéni opacného efektu
cytokinin a svétla. Tomuto faktu se budu vénovat podrobnéji nize (viz kap. 6.6). V souladu
s t¢émito vysledky jsou také hodnoty relativniho obsahu chlorofylu. Zatimco u WT listi
kultivovanych ve tm¢ byl pozorovan jasny protektivni vliv exogenné podaného cytokininu (mT

nebo BA) naudrzeni obsahu chlorofylu, pfi kultivaci WT listl na svétle (at’ uz o péstebni
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nebo vysoké intenzit¢) nemél exogenné podany cytokinin na obsah chlorofylu vyrazny vliv (oboji
se projevilo jak v Exp.1, tak i v Exp.2) (viz Graf ¢.3 a pfiloha). Tyto 1 vSechny vySe zminéné
vysledky vsouladu sjiz zminénymi méfenimi MDA provedenymi v Exp.2, a ukazuji,
ze u indukovanych vzorkli pga2? se aditivni vliv svétla, indukci zplsobené overexprese IPT,
a exogenni aplikace cytokinind, neprojevuje tak negativné, jak by se dalo cekat dle hypotéz
o aditivnim vlivu svétla a cytokininti, a prahové hodnotg jejich ptisobeni.

S témito vysledky jsou do znaéné miry v souladu také vysledky srovnani hodnot
relativniho obsahu chlorofylu u oddélenych listh indukovanych a neindukovanych rostlin pga22
(viz priloha). Jak pfi kultivaci ve tmé, tak na péstebni intenzité svétla se u neindukovanych rostlin
projevil 6. d.p.o. mirny protektivni vliv 107 mol-l' BA na zpomaleni tbytku chlorofylu. Tento
protektivni vliv exogenniho poddni cytokininu se vSak neuplatnil ulisti pga22 rostlin
indukovanych estradiolem. U nich zifejmé mohlo dojit k tomu, Ze spolupiisobeni estradiolové
indukce a exogenni aplikace BA vedlo jiz k takovému zvySeni obsahu cytokininti, ze zacalo
dochazet spise k opacnému, tedy negativnimu piisobeni cytokininti na obsah chlorofylu.

S navrhem, jak vysvétlit odliSnost plisobeni cytokinini v podminkéch svétla a tmy pfisla
ve své disertatni praci také Husickova (2010), diky tomu, ze sledovala, jak mize soucasné
plsobeni svétla (kontinualni reZim s intenzitou 100 pumol'm™s"') aexogenné aplikovaného
cytokininu (mT) ovlivnit senescenci oddélenych listd pSenice. Na zdkladé vysledki téchto
experimentil byla navrzena nasledujici hypotéza: Zvysena koncentrace cytokininti vede k udrzeni
funkce fotosyntetického aparatu, a tim pomaha oddalit senescenci. Cytokininy vsak také indukuji
enzym CWINV (Cell Wall Invertase), ktery je vyznamnym regulatorem charakteru pletiva
a potazmo 1 senescence (Lara a kol., 2004). Husickova (2010) zjistila, Ze aplikace mT zvysila
aktivitu CWINV asi dvojnasobné, a ackoliv je o CWINV uzovano spiSe jako o negativnim
regulatoru senescence, je ziejmé, ze zvySena akumulace hexdz, kterou zptisobuje, mize vést
naopak 1kurychleni senescence skrze negativni zpétnovazebnou regulaci fotosyntézy
(Husickova, 2010), coz potvrzuje mikroskopicky detekovanad akumulace skrobu (VIckova a kol.,
2006).

6.6 Sveétlo ovliviiuje aktivitu CKX

Na rozdil od kultivace ve tmég, byl pfi kultivaci oddélenych listd indukovanych mutanti
pga22 vliv cytokinind, kombinovany s vlivem svétla o péstebni intenzit¢ bud’ nevyrazny anebo
spiSe snizujici oxidativni poSkozeni (zjistované jako obsah MDA v Exp.2). Tento vliv se projevil

iuneindukovanych pga22. U vzorki WT, at uzs aplikaci estradiolu nebo bez ni, m¢la
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kombinace aplikovaného BA a péstebni intenzity svétla jednoznacn€ pozitivni vliv — doslo
k menSimu narlstu oxidativniho poSkozeni (viz Graf ¢€.6). Podobné vysledky ukazal také Exp. 1
(viz Graf ¢€.1). Pti vyhodnoceni vysledki ptisobeni vysoké intenzity osvétleni a exogenni aplikace
cytokinini lze spiSe vidét, ze tyto faktory maji pfi spoluplisobeni spiSe nartst oxidativniho
poskozeni. Nicméné u vzorkli kultivovanych na vysoké intenzit¢ svétla nelze ptehlédnout
ani odlisnost trendt vlivu koncentraci aplikovaného BA u indukovanych a neindukovanych
vzorkli WT. Tento zvlastni rozdil zistava predmétem dohad. Slibné vSak miize byt vyhodnoceni
dalsiho zjisténych faktt: Navzdory mym ocekavanim se obsah MDA u listi indukovanych rostlin
pga2?2 podobal (neindukovanym) WT vzorkiim, a to pii kultivaci na obou svételnych rezimech.
Naopak ve tmé¢, jak jiz bylo zminéno, byl rozdil mezi hodnotami indukovanych pga2? a WT
markantni. Tyto vysledky je mozné vysvétlit tim, ze ve tm¢ dochéazi u rostlin pga22 k snadné
kumulaci cytokinind, jejichz nadmérnd koncentrace vede k nariistu oxidativniho poSkozeni.
Pii kultivaci oddélenych listi na svételném rezimu vSak k tak vysoké akumulaci cytokinini
nedochdzi avliv jejich hladiny siproto bud’ zachovéa protektivni ucinky vii€i oxidativnimu
poskozeni anebo nedojde ke zietelnému piekroceni hranice mezi protektivnimi a poSkozujicimi
ucinky. Pro¢ by ale ve tmé a na svétle mélo dochazet k odlisné akumulaci cytokinini? To miize
vysvétlit rizna mira degradace cytokininii, zpisobena (hypoteticky) vyssi aktivitou CKX
enzymu ve vzorcich indukovanych pga2?2 kultivovanych na svétle, ve srovnani s témi, co byly
kultivovany ve tmé. Pravdépodobnost této hypotézy doklada fakt, ze v minulosti jiz pisobeni
svétla na aktivitu CKX zaznamenano bylo: autofi Schliiter a kol. (2011) experimentovali
s oddélenymi segmenty jeCmennych listh (Hordeum vulgare), pticemz tyto listy byly kultivovany
bud’ ve tmé& nebo na rezimu 16 hodin den — 8 hodin noc. Zjistili, Ze narast sledované aktivity CKX
byl wuvzorkli kultivovanych narezimu den-noc nékolikandsobné vétsi oproti vzorkiim
kultivovanym ve tmé€. Pro ovéfeni spravnosti této hypotézy by bylo vhodné provést analyzu
obsahu cytokininii u riiznych variant vzorkd. Pro tento piipad jsou jiz pfipraveny vzorky, které
jsou dosud uschovany v mrazicim boxu, pfipadna analyza obsahu cytokinini proto miize byt

dodate¢né provedena.

6.7 Podobnosti a odlisnosti vlivu svétla a cytokininti

na oxidativni poskozeni a obsah chlorofylu

Dalsi rovinu interpretace vysledkil piinasi pohled na hodnoty relativniho obsahu
chlorofylu. Ze je obsah chlorofylu v priibéhu senescence zasadné regulovan cytokininy, je dobfe

znamo. Namatkou je mozno zminit piiklad mutanti det/ a det2 se zvySenou citlivosti
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k cytokininiim, u nichz byla béhem senescence zaznamenana az desetindsobna hladina chlorofylu,
oproti WT (Chlory a kol., 1994). Vysledky této diplomové prace jsou s tim v souladu — naptiklad
béhem Exp.2 bylo u vzorkiit WT kultivovanych ve tm€ mozné pozorovat jasny protektivni ucinek
exogenn¢ aplikovaného BA (o vSech pouzitych koncentracich). Krom toho jsme zaznamenali také
zmény tohoto efektu cytokinind, a to v souvislosti se svételnymi podminkami. Protektivni ucinek
aplikovaného cytokininu, ktery se projevil ve tm¢ jiz na péstebni intenzité¢ svétla zaznamenan
nebyl, anaopak pfipéstovani na vysoké intenzit¢ svétla prispél k mirnému, avSak znatelné
rychlejSimu ubytku chlorofylu. V souladu s tim jsou i vysledky namétené béhem Exp.l. Fakt,
ze vliv cytokinind na obsah chlorofylu je propojen s vlivem svétla ukazuje jiz zminéné zpomaleni
odbouravani chlorofylu vlivem aplikace BA u senescentnich listovych diskt Arabidopsis thalina,
knémuz vSak doSlo pouze zatmy, zatimco pfi vystaveni listovych diskli soucasné¢ svétlu
a exogenni aplikaci BA, doSlo k obraceni uc¢inku — Ubytek chlorofylu se zvyraznil (Zacarias
a Reid, 1990).

Dtlezité je také porovnani vlivu cytokinini a svétla na sledované parametry oxidativniho
poskozeni (resp. obsahu MDA) a retence chlorofylu. Vezmeme-li v potaz vysledky plynouci
z Exp.2, konkrétné z vysledkli namétenych u vzorki WT kultivovanych za riznych podminek,
uvidime, ze pfi kultivaci ve tmé se dodavanim vyssich mnozstvi cytokinint snizoval obsah MDA
pfiblizn¢ na hladinu, jaka byla u vzorki WT pfi kultivaci na péstebnim svétle. Pfidani BA
u vzorkd na péstebnim svétle pak jesté vice snizilo obsah MDA a k mirnému preklenuti hranice
protektivniho ucinku cytokininti a svétla doslo az pii spoluptisobeni vysoké intenzity svétla
a vysSich koncentraci cytokinini. Podobny trend je patrny také z vysledki méfeni obsahu
chlorofylu, kdy dramaticky tbytek chlorofylu u WT byl vyznamné zmirnén bud’ vlivem exogenni
aplikace BA nebo ufinkem svétla o péstebni intenzit¢. Vyssi mira spoluptisobeni obou faktort
(vysoka intenzita svétla a exogenn¢ dodaného cytokininu) se projevila mirnym obratem v ucinku.
Z téchto vysledku vyplyva, Ze pro rizné parametry, souvisejici s oddalenim senescence (tedy
v této praci sledovand mira oxidativniho poSkozeni a schopnost udrZeni dostate¢né
funkéniho fotosyntetického aparatu) plati podobna hranice oddélujici protektivni
a poskozujici u¢inek aditivniho vlivu cytokinini a svétla.

Vliv spolupiisobeni svétla o péstebni intenzité a aplikace cytokininii mélo zietelné silnéjsi
protektivni vliv proti oxidativnimu poskozeni, nez pouhy vliv péstebniho svétla anebo pouhy vliv
exogenniho podani BA, zatimco exogenni aplikace BA nezlepSila protektivni vliv svétla
o péstebni intenzité na zpomaleni ubytku chlorofylu. Jako rozdilna se tedy ukazuje hranice,
kdy nastava faze plato, tedy stav, kdy dalsi zvySovani signalu cytokinini a svétla na jistou
dobu nepovede ani ke zvyraznéni jejich protektivniho ucinku, ani ke zméné na senescenci

urychlujici ucinek.
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6.8 Role AHK receptorti

Jako dalsi dily komplexni sklddacky poznani senescence rostlin a vlivu cytokinind
a svétla, je uloha AHK receptort, které zprostiedkovavaji G€inky cyokinint. Proto byl jednim
z cili této prace zjistit dalsi fakta o funkéni specifité¢ jednotlivych AHK receptorfi. Z tohoto
divodu byly pro Exp.1 a Exp.2 vybrany také rostliny dvojitych ahk- mutantil, které maji funkéni

pouze jeden znamy AHK receptor pro percepci cytokinini.

6.8.1Interpretace vysledkii experimentii s mutantem ahkZ2ahk3

Mutant ahk2ahk3 poskytl dle mého nazoru nejzajimavéjsi vysledky ve srovnani
s ostatnimi ahk- mutanty. Po Sesti dnech kultivace ve tm¢é mély oddélené listy tohoto mutanta sice
vys§i obsah MDA, neZ vzorky kontrol, ale ve srovnani s WT 1 ostatnimi ahk- mutanty to byly
stale vyrazné nejnizsi hodnoty namétrené u vzorkl kultivovanych ve tmé v roztoku DMSO (viz
Graf ¢€.8). Tyto vysledky pravdépodobné souvisi s endogenné zvysSenou hladinou cytokininii
u ahk2ahk3 mutantli, coz potvrzuje studie autorti Riefler a kol. (2006), kterd uvadi, Ze u rostlin
s vyfazenym genem AHK3 byla naméfena dvoj- az trojnasobna koncentrace vSech zeatinovych
metabolitd. To by mohlo znamenat, Ze pravé AHK4, tedy jediny funkéni receptor (z dosud
znamych) u tohoto mutanta, zprostiedkovava ucinek cytokinini na zbrzdéni oxidativniho
poskozeni v priibéhu senescence nejvyraznéji ze vSech tfi znamych AHK receptori. Jakym
zpisobem k tomu dochazi — zda-li dochazi k produkci mensiho mnozstvi reaktivnich kyslikovych
substanci (ROS) nebo vyssi aktivitou antioxida¢nich enzymi, vSak dosud neni znamo.

To, ze aplikace jakékoli ze zkoumanych koncentraci BA vedla ve tmé u vzorkii ahk2ahk3
k vyraznému zvyseni obsahu MDA, a Ze takto fungovaly i vyssi koncentrace BA pfi kultivacich
na svételnych podminkach (viz Grafy ¢.9 a 10) naznacuje, ze listy ahk2ahk3 mutanta mohly byt
co do stavu oxidativniho poskozeni blizko optimu, a dal$i zvySeni hladiny cytokinint aplikaci BA
vedlo k supraoptimalnim ucinkiim.

Exp.1 vSak ukazal vysledky protichidné vyse zminénym, tedy vysledkiim Exp.2. Je vidét,
ze u vzorkll ostatnich genotypt (vyjma indukovanych pga2?2) aplikace mT pfi kultivaci ve tmé
zpusobila markantni sniZzeni oxidativniho poskozeni, zatimco u vzorkt ahk2ahk3 tento protektivni
efekt byl mnohem slabsi. Mozné vysvétleni 1ze vyvodit za pomoci vysledki studie ligandové
specifity, kterou provedli Spichal a kol. (2004). Z jejich zjisténi vyplyva, ze AHK4 receptor
reaguje mnohem citlivéji (asi Ctyfnasobné) na mT, nez-li na BA. Navic jereceptor AHK4
vSeobecné vici cytokinintim citlivéjsi, nez AHK3, konkrétné vici mT asi 2,5x vice. Na zaklad¢

téchto poznatkii vyplyva mozné vysvétleni zdanlivé rozporuplnosti vysledkti analyzy TBARS
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v Exp.l aobsahu MDA v Exp.2: v podané koncentraci 10* mol-1" (tedy desetinisobné& vy3si
nez v Exp.2 nejvyssi pouzitd konc. BA) plsobil mT vyrazné silnéji na mutanta ahk2ahk3, jehoz
jedinym funkénim (ze znamych receptorti cytokininti) byl AHK4 a kvili jeho vyssi citlivosti
vSeobecné a také kvili vyssi citlivosti k mT (nez k BA) vedla aplikace mT k supraoptimalnimu
ucinku.

Zaroven podle vysledki Exp.2 vyplyva, ze funkce receptoru AHK4 pravdépodobné
zprostiedkovava zachovani relativniho obsahu chlorofylu, s cytokininy a svétlem jako
pozitivnimi regulatory této funkce. Ze srovnani Exp.1 a Exp.2 pak také plyne, ze mT, na rozdil
od BA, nema u mutanta ahk2ahk3 znatelné Gcinky na relativni obsah chlorofylu, tedy alespon
v pouzité koncentraci 10* moll" (taje v8ak, podotykdm, desetinasobné vy$si, nez nejvyssi

pouzita koncentrace BA v Exp.2).

6.8.2 Interpretace vysledkii experimentii s mutantem ahk2ahk4

Z vysledki experimenti s listy mutanta ahk2ahk4 bych rad poukdzal na zietelnou
podobnost vysledki méfeni koncentrace TBARS (Exp.1) a obsahu MDA (Exp.2) u vzorki tohoto
mutanta a vzorki WT (viz Graf ¢.1 a Grafy ¢.8 - 10). Tento fakt ukazuje, ze co se tyka vlivu
cytokininli a svétla na zabrzdéni ¢i naopak rozvoj oxidativniho poskozeni v pribéhu senescence
listli, je receptor AHK3 sam, z dosud znamych, schopen zprostiedkovat normalni vliv
sledovanych faktoru v dostate¢né mire.

Ackoliv tedy soucasné vyrazeni funkce AHK2 a AHK4 ziejm¢ vyrazné neméni moznosti
svétla a cytokininti regulovat oxidativni stres a jeho projevy, neplati to pro vliv na relativni obsah
chlorofylu. V Exp.1 bylo zjidténo, ze mT (10 mol-l") ma pozitivni vliv na zachovani obsahu
chlorofylu u oddélenych listi mutanta ahk2ahk4, a to jak na svétle, tak i ve tmé. Z vysledkt
Exp.2, konkrétn¢ ze snizené rychlosti ubytku chlorofylu u vzokri kultivovanych ve tmé
bez exogenniho podani BA, (viz Graf ¢.8) pak plyne, ze u mutanta ahk2ahk4 dochéazi (zejm.
ve tm¢) k nejpomalejsSimu poklesu chlorofylu ve srovnani s ostatnimi ahk- mutanty i ve srovnani
s WT. Receptor AHK3 (jenZ je u ahk2ahk4 mutanta jediny funk¢ni ze znamych receptori
vnimajicich cytoininy) se ziejmé nejvyraznéji podili na zprostFedkovani zpomaleni

odbouravani chlorofylu ve tmé.

6.8.3 Interpretace vysledkii experimentii s mutantem ahk3ahk4
Mezi vysledky mutanta ahk3ahk4 povazuji za nejvyznamnéjsi ty, které ukazuji, ze funkce
samotného AHK?2 receptoru umoziuje prostirednictvim pusobeni endogennich cytokinini

a bez vlivu svétla vyraznou obranu viuci oxidativnimu poskozeni, tedy alespon ve srovnani
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s WT. Ukazuje se to z méfeni obsahu MDA provedenych v ramci Exp.2 (viz Grafy ¢.8 - 10).
Krom¢ toho také AHK2 piisobi ziejmé jako vyznamny regulator mnozstvi chlorofylu. Z vysledka
totiz vyplyva, ze zprostiedkovava vliv endogennich cytokininii na zabranéni odbouravani

chlorofylu, ackoliv ne do té miry, jako AHK3.

6.8.4 Srovnani tloh AHK pri spolupiisobeni cytokininii a svétla

Z vyse diskutovanych vysledki vyplyva, ze kazdy ze tii znamych AHK receptorii sam
o sobé pusobi behem senescence oddélenych listi na zachovani obsahu chlorofylu, a také
na zachovani funk¢nosti obrany vii¢i oxidativnimu poskozeni. Je vSak také jasné, ze na kazdou
rostlinnou, resp. genotypovou variantu pusobi zkoumané vnéjsi faktory (intenzita svétla, exogenni
aplikace cytokininll) rizn¢€. Stejna mira spoluptsobeni svétla a cytokininti vyvolava u kazdého
z dvojitych  ahk- mutanti reakce o rizné intenzité, coz je ddno mirnymi odliSnostmi
fyziologickych vlastnosti jednotlivych receptorii, které zlstaly u téchto mutantd funkéni,
a to i presto, zZe jejich funkce se navzajem do znacné miry prekryvaji. Jak zjistili Higuchi a kol.
(2004), exprese vSech tii cytokininovych receptorti je redundantni, exprese AHK3 je vSak
nejsilnéjsi v listové rozeté, zatimco AHK4 je exprimovan vyraznéji v kofeni. Dal$im piikladem
odlisnosti jednotlivych receptori miize byt funkéni specifita, pficemz funkce se opét, tak jako
v piipad¢ lokalizace, do jist¢ miry ptekryvaji, ptesto jednotlivé receptory ovliviiuji nekteré jevy
riznou silou. AHK3 je (oproti AHK2 a AHK4) vyznamnéjsi v pusobeni proti ztraté chlorofylu
a proti nastupu senescence. Naopak AHK4 ma vyznamnéj$i vliv na regulaci inhibi¢niho vlivu
svétla na kliceni (Riefler a kol., 2006).

Pro snaz$i srovnani aleps$i znazornéni specifik AHK receptorti, jez byly v pribéhu
indukované sensecence listi v ramci této prace zjiStény, jsem vytvoril dva grafy ilustrujici
odlisnosti v ptisobeni popft. spoluptisobeni cytokinintl a svétla béhem senescence oddélenych listt
jednotlivych ahk- dvojitych mutanti. Graf ¢.11 ukazuje vliv na oxidativni poskozeni (které¢ Ize
charakterizovat mirou kumulace MDA), zatimco Graf ¢.12 znazorniuje vliv na relativni obsah
chlorofylu, jakoZzto indikatoru miry senescence. Jako vychozi stav vSech znazorménych genotypt
jsem zvolil stav oddélenych listi 6 dni kultivovanych ve tmé v roztoku DMSO, tedy bez vlivu jak
exogenni aplikace cytokininti, tak i svétla. Zvonovita kiivka reprezentuje miru ochrany proti
oxidativnimu poskozeni s optimem ve vrcholu kfivky. Sipky pak oznaluji posun na této kiivce
vlivem pusobeni péstebni intenzity svétla, exogenni aplikace BA, ¢i spolupiisobenim vysoké
intenzity svétla a exogenni aplikace BA.

Z Grafu €.8 lze vycist, ze vzorky oddélenych listh WT, jsou pfti kultivaci ve tmé vyrazné

vzdaleny od optimalniho stavu, tedy od nejmensi miry oxidativniho poskozeni, spojené¢ho
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s indukovanou senescenci (zpusobenou oddélenim listl). Exogenni plsobeni cytokininl
anebo svétla o péstebni intenzité na tyto vzorky vede ke zmirnéni zmén spojenych se senescenci —
ptiblizeni optimalnimu stavu. Soucasné spoluptisobeni vyssi intenzity svétla a vyssich koncentraci
exogenné podanych cytokininl vede naopak k piekroceni optima (viz Graf €.11).

Zustal-li ze zndmych receptori aktivni pouze AHK4, Ize vidét, Ze doSlo k posunu vlivu
endogennich cytokininii na téméf optimalni Uroven. Spolupiisobeni péstebni intenzity svétla
a endogennich cytokininii vede ziejmé praveé k optimalnimu spoluptsobeni cytokininti. Pfidani
BA (o jakékoli z testovanych koncentraci) vede pak jiz k supraoptimalnimu tc¢inku (viz Graf
¢.11), coz zfejmé souvisi s mnohem vyssi citlivosti AHK4 receptoru vici cytokininim (Spichal
a kol., 2004). Ve srovnani s WT a ostatnimi zkoumanymi ahk- mutanty, se pri vlivu pouze
svych endogennich cytokinini nejvice blizi optimu pravé vzorky mutanta ahk2ahk3.
Receptor AHK4 tedy pravdépodobné nejvice ze vSech tFi znamych AHK receptoriu
zprostiredkovava ucinek cytokinini na ochranu pred oxidativnim poSkozenim.

U oddélenych listdh mutanta ahk3ahk4, u néhoz si ze znamych AHK receptord zachoval
funkci AHK2, je pfi plisobeni pouhych endogennich cytokininli posunut jejich vliv také blize
k optimalnimu stavu, nez u WT, nikoli vsak tolik, jako u vzorkt pfedchoziho zminéného mutanta.
Do stavu blizkého optimu, co do minimalizace oxidativniho poSkozeni se vSak odde€lené listy
mutanta ahk3ahk4 dostavaji také, avSak az za spoluptisobeni exogenné podaného 107 mol-1" BA
a péstebni intenzity svétla. Vyssi uroven spoluptsobeni obou faktorti vSak uz vede k piekroceni
hranice do supraoptimalni urovné (viz Graf ¢.11).

Naopak odd¢lené listy mutanta s funkénim receptorem AHK3, tedy ahk2ahk4 mutanta,
byly pfi kultivaci ve tm¢ vzdaleny od optimalni urovné nejvice, z ¢ehoz lze soudit, Ze AHK3
receptor zprostiedkovava vliv endogennich cytokinini na minimalizaci oxidativniho
poskozeni nejméné (viz Graf ¢.11).

Zajimavé jsou 1 zjiSténi, Ze jak WT, tak i mutanti ahk2ahk4 a ahk3ahk4 se z riznych
suboptimalnich urovni posunuli pouhym vlivem exogenni aplikace BA do podobného bodu
nachdzejiciho se blize optimu. Dale z vysledkt vyplyva, ze vysoka intenzita svétla spoluptisobici
s exogennim BA vede u vSech sledovanych genotypt (WT a vSech tfi ahk- dvojitych mutant)

k prekroceni hranice optima pfiblizn€ na stejnou supraoptimalni uroven (viz Graf ¢.11).
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Graf ¢. 11: Graf popisujici ucinky cytokinini a svétla na oxidativni poSkozeni, resp. obsah

MDA v oddélenych listech dvojitych aik- mutanti
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Graf znazornuje, do jaké miry mohou cytokininy, svétlo nebo jejich spoluplisobeni
ovlivnit oxidativni poSkozeni, resp. obsah MDA (jez je privodnim jevem senescence),
ajakou roli v plsobeni téchto faktori sehravaji dosud znamé AHK receptory,

zprostiedkovavajici vliv cytokininti. Jako vychozi stav (vétsi barevné tecky) je bran stav
po 6 dnech kultivace oddélenych listdl ve tmé&. Sipky znazorfuji p¥ibliznou miru ovlivnéni
vychoziho stavu exogenni aplikaci cytokininu (BA) a/nebo svétla (¥¥). Vzorky WT jsou
oznaceny modrte, vzorky ahk2ahk3 razove, ahk2ahk4 oranzové a vzorky ahk3ahk4 zluté.
Graf predstavuje priblizné hodnoty odvozené z vysledka Exp.2 (viz Grafy ¢.8-10).
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Graficka interpretace vysledkl experimentl tykajicich se role AHK receptori v retenci
chlorofylu pfi senescenci oddélenych listli ukazuje pozitivni vliv svétla nebo exogenni aplikace
BA nazpomaleni odbourdvani chlorofylu uvzorki WT, pficemz tento vliv se muze
pii soucasném ptisobeni obou zminénych faktorti (podobné jako u obsahu MDA) piehoupnout
do supraoptimalni Urovné. Za podminek kultivace ve tmé, tedy pouze za vlivu endogennich
cytokinint, jsou vzorky mutanta ahk2ahk3, jak lze z Grafu ¢.12 vidét, optimu nejvzdalenéjsi.
Nicméné ani piisobeni svétla o vysoké intenzité a vysokych koncentraci exogenné aplikovaného
BA nevedlo ziejm& k prekroceni hranice za optimum. Ztoho plyne, ze ackoliv AHK4
zprostiedkovava zachovani obsahu chlorofylu, a tim i funkéni fotosyntézu, je u néj tato funkce
ze vSech tfi znamych receptort nejslabsi, coz souvisi pravdépodobné i s tim, ze je AHK4 ziejmé
nejméné citlivy viaci vlivu cytokininii a svétla na regulaci retence chlorofylu. Zasadni je,
Ze ve srovnani s ostatnimi dvéma receptory ma AHK4 nejslabsi u¢inek na retenci chlorofylu
i presto, Ze na zmirnéni narustu MDA ma tcinek naopak nejsilnéjsi.

Oproti zminénému vlivu AHK4 receptoru na retenci chlorofylu u oddélenych listt, je vliv
receptori  AHK2 a AHK3 vyznamnéj$i, atozejména ureceptoru AHK3, jak lze wvidét
v Grafu ¢.12. Zavlivu pouze svych endogennich cytokinini méli oba mutanti, ahk2ahk4
1 ahk3ahk4 vétsi schopnost pozastavit ubytek chlorofylu béhem senescence, nez-li WT. A tedy
i vliv exogenniho podani cytokinini nebo mozZnost fotosyntetizovat pii kultivaci na péstebnim
svételném rezimu posunula vzorky obou mutantli jesté blize optimu, nez jak k tomu doslo u WT.
Zajimavé vsak je, ze vliv svétla (o péstebni intenzité) vedl k pfiblizeni retence chlorofylu

k optimu vSech mutantt pfiblizn€ stejné, a zaroven vice, nez u WT.
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Graf ¢.12: Utinky cytoKininii a svétla na relativni obsah chlorofylu v oddélenych listech

dvojitych ahk- mutanti
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Graf znazornuje, do jaké miry mohou cytokininy, svétlo nebo jejich spoluptisobeni
ovlivnit relativni obsah chlorofylu, (jehoz ubytek je privodnim jevem senescence),
ajakou roli v plsobeni téchto faktori sehravaji dosud znamé AHK receptory,
zprostiedkovavajici vliv cytokininti. Jako vychozi stav (vétsi barevné tecky) je bran stav
po 6 dnech kultivace oddélenych listil ve tmé&. Sipky znazorfiuji p¥ibliznou miru ovlivnéni
vychoziho stavu exogenni aplikaci cytokininu (BA) a/nebo svétla (péstebni intenzita
svétla, 100 pmol'-m?s™: ¥¥; vysoka intenzita svétla, 400 pmol-m>s"'; %). Vzorky WT jsou
oznaceny modrte, vzorky ahk2ahk3 razove, ahk2ahk4 oranzové a vzorky ahk3ahk4 zluté.
Graf predstavuje piiblizné hodnoty odvozené z vysledkti Exp.2 (viz prilohy).
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Z obou uvedenych grafickych znazornéni vyplyva zjednodusené schéma (viz Obr.
¢.10), které zdiraziuje, Ze vSechny tfi znamé AHK receptory se funk¢éné prekryvaji, presto
jsou specifické, a to napriklad v tom, do jaké miry ovliviiuji rizné fyziologické jevy.
Konkrétné receptor AHK3 se ze vSech tii receptori nejvyznamnéjSim zptisobem podili
na zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu. Zaroven ale nejméné zpomaluje narust
oxidativniho poSkozeni. Pravé naopak piisobi receptor AHK4, ktery nejvyraznéji zpomaluje
oxidativni poSkozeni, ale nejméné vyznamné zpomaluje pokles obsahu chlorofylu. Receptor
AHK?2 je v ramci ovliviiovani zminénych jevii nejméné specificky, vzhledem k tomu, Ze mira
jeho prispévku ke zminénym jevim se pohybuje nékde mezi ostatnimi dvéma AHK
receptory. Schéma také znazoriuje odliSnou citlivost jednotlivych receptoru k cytokininim,

tedy Ze AHK4 > AHK3 > AHK?2 (Spichal a kol., 2004; Stolz a kol., 2011).

Obr. €.10: Schéma vlivu receptori AHK2, AHK3 a AHK4 na ztratu chlorofylu a oxidativni

poskozeni zptisobené senescenci

Schéma ztjednoduSen¢ znazoriuje
rozdilnou citlivost AHK receptorQ
vuci cytokininim a rozdilnou miru,
jakou kazdy ze zndzornénych AHK
receptortl ovlivituje ubytek

l chlorofylu a oxidativni poSkozeni
A H K3 A H K2 AH K4 zptisobené senescenci.

ubytek oxidativni
chlorofylu poskozeni
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7 ZAVER

Z experimentl provedenych v rameci této diplomové prace na oddé€lenych listech rostlin
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) a mutantech odvozenych od tohoto druhu vyplyvaji

nasledujici zavéry:

Pusobeni cytokininl a svétla ma u rostlin Arabidopsis podobny ucinek, alespon pokud
se jedna o ovlivnéni oxidativniho poskozeni a zachovani funkcnosti fotosyntetického aparatu

v prubehu senescence.

Piisobeni cytokininti a svétla ma u rostlin Arabidopsis aditivni charakter. Jejich uéinky
zpomaluji nastup a pribéh senescence, coz se projevuje zpomalenim nartstu oxidativniho
poskozeni a zpomalenim odbouravani chlorofylu. Prekoné-li vSak jejich soubézny ucinek urcitou

hranici, zméni se uc¢inek téchto faktor na senescenci urychlujici.

Béhem senescence oddélenych listh Arabidopsis mé receptor AHK4, ve srovnani s AHK?2
a AHK3, nejvyznamnéjsi vliv na sniZovani oxidativniho poSkozeni, a naopak ma nejslabsi vliv
na ztratu chlorofylu, coz se projevilo tim, ze u vzorkli mutanta ahk2ahk3 byla zjisténa nejnizsi
mira oxidativniho poSkozeni a zaroven dochdzelo k nejrychlejsimu ubytku chlorofylu.

Receptor AHK3 ma naopak nejvyznamnéjsi vliv na pokles obsahu chlorofylu a nejslabsi
vliv na oxidativni poskozeni, coz se projevilo u vzorkii mutanta ahk2ahk4 nejvyssi mirou
oxidativniho poskozeni a zaroven nejpomalejsim ubytkem chlorofylu.

U receptoru AHK2 nebylo odhaleno specifické zaméteni.

Vysledky potvrzuji dosavadni zjisténi, Zze afinita benzyladeninu (BA) je, ze tii

zkoumanych receptori, nejsiln€jsi viici receptoru AHK4 a nejslabsi vici receptoru AHK?2.

Lidsky hormon 17-B-estradiol ovliviiuje fyziologii rostlin v€etné¢ obsahu chlorofylu

a ochrany vii¢i oxidativnimu poskozeni.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABA = Abscisic Acid, kyselina abscisova: rostlinny hormon

AHK?2 = Arabidopsis Histidin Kinasa 2: receptor vnimani cytokininti u Arabidopsis

AHK3 = Arabidopsis Histidin Kinasa 3: receptor vnimani cytokinint u Arabidopsis

AHK4 / WOL1 / CRE1 (Arabidopsis Histidin Kinasa 4 / Wooden Legl / Cytokinin Responsel):
receptor vnimani cytokininti u Arabidopsis

AHP protein (4rabidopsis Histidine Phosphotransfer protein): protein, jeZ jsou souc¢asti signalni drahy
cytokinind

AOE = antioxidac¢ni enzymy: skupina enzymu eliminujici latky, které zptisobuji oxidativni poskozeni
APX = askorbat peroxidasa: antioxida¢ni enzym

ARR = Arabidopsis Response Regulator: protein, jez jsou soucasti signalni drahy cytokinin

AsA =kyselina askorbova = antioxida¢ni enzym

BA = benzyladenin: jeden z aromatickych cytokininti, benzylaminopurin

CAB = Chlorophyll a/b binding = protein vazici se na chlorofyl a/b

detl / 2 = de-etiolisatedl / 2: mutanti Arabidopsis s deetiolizovanym fenotypem

CWINV = Cell Wall INVertase = Invertasa vazana na buné¢nou sténu

CKX = cytokinin oxidasa/dehydrogenasa: enzym podilejici se na degradaci cytokinind

CRF = Cytokinin Response Factor = faktor cytokininové odezvy: protein, jeZ jsou soucasti signalni
dréhy cytokinini

cZ = cis-zeatin: jeden z isoprenoidnich cytokinint

DHZ = dihydrozeatin: jeden z isoprenoidnich cytokininii

DMSO = dimethylsulfoxid: organické rozpoustédlo pouzité k ptipravé roztokd cytokinind
pro exogenni aplikaci

DNPH = dinitrofenylhydrazin: reagent pro stanoveni obsahu MDA

d.p.o. = den po oddéleni

FR = Far Red = ¢ast cervného svételného spektra o vysoké vinové délce

F./F., = maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II

gin2-1 = glucose insensitive = necitlivy ke glukdze: mutant s nefunkénim HXK1 receptorem

GR = glutathion reduktasa: antioxidacni enzym

GLN = glutamin synthetasa: gen kddujici remobiliza¢ni metabolismus dusiku

GSH = glutathion = antioxidacni enzym

HPLC = High Performance Liquid Chromatography = vysoko ucinna kapalinova chromatografie
HXK1 = hexokinasovy receptor 1: receptor vnimajici monosacharidy

iP = isopentenyladenin: jeden z isoprenoidnich cytokinint
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IPT = isopentenyltrasferasa: enzym zajist'ujici kli¢ovy krok biosyntézy cytokininii

LCP = Light Compensation Point = bod svételné kompenzace: rovnovaha mezi mirou fotosyntézy
a respirace organismu

LPO = Lipid Peroxidation = peroxidace lipidt: degradace lipidii

ore-12-1 = oresara-12-1: mutant se zvySenou intenzitou exprese AHK3

m'T = meta-topolin: jeden z aromatickych cytokinint

NDVI = Normalized Difference Vegetation Index: indikator obsahu chlorofylu: parametr méteny
fluorometrem SPAD

PEA = Plant Efficiency Analyser = Analyzator rostlinné efektivity: fluorimetr

PHYA = phytochrom A = fytochrom A: receptor vnimajici svétlo z Cervené oblasti spektra

PHYB = Phytochrom B = fytochrom B: receptor vnimajici svétlo z Cervené oblasti spektra

pga22 = Plant Growth Activator22 = aktivator rostlinného ristu22: mutant Arabidopsis thaliana
s estradiolem indukovatelnou overexpresi genu At//PT8

POX = peroxidasa: antioxida¢ni enzym

ROS = Reactive Oxygen Species = reaktivni formy kysliku

RuBisCO = Ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa: klicovy enzym fotosyntézy

SAG = Senescence Associated Genes, geny spojené se senesceni

SDG = Senescence Downregulated Genes = geny downregulované senescenci

SEN4 = Senescence 4: gen, patfici mezi SAG, marker senescence zpusobené vysokym vékem

SOD = superoxid dismutasa: antioxidacni enzym

TBA = Thiobarbituric Acid = kyselina thiobarbiturova: reagent vyuzivany v metodé TBARP

TCA = Trichloracetic Acid = kyselina trichloroctova

TBARS / TBARP = ThioBarbituric Acid Reactive Substances / Products: latky vzniklé pti peroxidaci
lipidd, které reaguji s kyselinou thiobarbiturovou, resp. produkty této reakce; nazev pro metodu
stanoveni peroxidace lipida

tZ = trans-zeatin: jeden z isoprenoidnich cytokinini

WT = wild type: typicky, v ptirod¢ se vyskytujici fenotyp dan¢ho druhu
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10 PRILOHY

92



10.1 Grafy

Piiloha 1: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u WT vzorki Arabidopsis thaliana

Relativni obsah chlofofylu (relative content of chlorophyll) u listh WT v prubéhu nekolika dni
po odd¢leni (day after detachment = den po oddéleni) a za riznych svételnych podminek. DMSO
reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA.Mé&feni i grafy provedla Helena Mgr.
Melkovicova.

TMA WT

N DMSO

mBA: 0.1 umol/l
m BA: 1 umolf]
mBA: 0.1 umol/l

Ralative content of chlo ro phyll [34]

0. day 2. day 4 day 6. day 8. day
Day after detachment

péstebni intenzita svétla
120

Ralative content of chlorophyll [3]

0. day 2. day 4. day B. day 2. day 12 day
Day after detachment

wysoka intenzita svétla
120

Ra lative content of chlorophyll [3:]

0. day 2. day 4. day & day 8. day 12 day
Day after detachment
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Piiloha 2: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listli estradiolem
ovlivnénych rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka WT

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listh WT, ovlivnénych estradiolem,
v prubéhu nékolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddéleni) a za rtiznych
svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méteni
provedla a grafy vytvotila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno

WT (I)-tma

120

m DMS0O

T_ T mEBA: 0,1 umol/]
HBA: 1 umol/l
mEBEA: 10 umol/

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day

Day after detachment

WT (I) - nizka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment

WT (I) - vysoka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [%)]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Piiloha 3: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listi Arabidopsis
thalina, vzorki pga22

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listi pga22 v prabéhu nékolika dni
po oddéleni (day after detachment = den po odd¢leni) a za riznych svételnych podminek. DMSO
reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. M¢éteni provedla a grafy vytvorila
Mgr. Helena Melkovi€ova; upraveno

pga22 -tma

120

m DMS0

mEBA: 0,1 umol/l
EBA: 1 umol/l
W BA: 10 urnol/|

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day

Day after detachment

pgal2 - péstebni intenzita svétla

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment

pga22 - vysoka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [3:]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Priloha 4: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listi rostlin
Arabidopsis thalina, vzorku pga22 indukovanych estradiolem

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listd rostlin pga22 indukovanych
estradiolem v prubéhu nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddéleni)
azariznych svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni
aplikace BA. M¢feni provedla a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno

pga22(l) - tma

120

m DMSO

mBA: 0,1 umoal/l
B BA: 1 umol/l
W BA: 10 umol/

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day

Day after detachment

pga22 (I) - nizka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment

pga22 (I) - vysokd intenzita svétla

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Priloha 5: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listii rostlin
Arabidopsis thalina, vzorka ahk2ahk43

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listd rostlin ahk2ahk3 v prubéhu
nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddé€leni) a za riznych svételnych
podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. M¢feni provedla
a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

ahk2ahk3 - tma

120

mDMS0

W BA: 0,1 umol/l
WEBA: 1 umol/l
WEA: 10 umal/l

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day

Day after detachment

ahk2ahk3 - nizka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2.day 4. day 6.day 8. day 12. day

Day after detachment

ahk2ahk3 - vyska intenzita svétla

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Priloha 6: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listii rostlin
Arabidopsis thalina, vzorkiu ahk2ahk4

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listd rostlin ahk2ahk4 v pribéhu
nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddé€leni) a za riznych svételnych
podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méteni provedla a
grafy vytvotila Mgr. Helena Melkovi¢ova; upraveno.

ahk2ahk4 - tma

M DMSO

W BA: 0,1 umal/I
W BA: 1 umol/I
W BA: 10 umol/l

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day

Day after detachment

ahk2hhkd4 - nizka intenzita svétia

120

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment

ahk2ahk4 - vysoka intenzita svétla

120

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Ralative content of chlorophyll [%]

Day after detachment
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Priloha 7: Vliv aplikace BA na relativni obsah chlorofylu u oddélenych listi rostlin
Arabidopsis thalina, vzorkiu ahk3ahk4

Relativni obsah chlorofylu (relative content of chlorophyll) u listd rostlin ahk3ahk4 v prubéhu
nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddé€leni) a za riznych svételnych
podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méteni provedla a
grafy vytvotila Mgr. Helena Melkovi¢ova; upraveno.

ahk3ahk4 -tma

H DMSO

mBA: 0,1 umoal/l
W BA: 1 umol/l
B BA: 10 umol/I

0. day 2. day 4. day 6. day 2. day

Ralative content of chlorophyll [35]

Day after detachment

ahk3ahk4 - nizka intenzita svétla

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment

ahk3ahk4 - vysoka intenzita svétla

120

Ralative content of chlorophyll [%]

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Piiloha 8: Vliv aplikace BA na F.,/F,, u oddélenych listh rostlin Arabidopsis thaliana, vzorku
WT

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listi rostlin WT, v pribéhu
nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddé€leni) a za riznych svételnych
podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méfeni provedla
a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

WT -tma
09
H DMS0
E M 0,1 umol/l BA
L.i.L" 1 umol/l BA
M 10 umol/l BA
0. day 2.day 4, day 6. day 8. day
Day after detachment
WT - péstebni intenzita svétla
09
08
0,7 -
0,6
£ 0,5
E- 04
03—
0,2
0,1
o0
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day
Day after detachment
WT - high intensity
09
E
3
£

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Priloha 9: Vliv aplikace BA na F,/F,, u oddélenych listii rostlin Arabidopsis thaliana, vzorkia

WT, ovlivnénych estradiolem
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listd rostlin WT, ovlivnénych
17-B-estradiolem, v prubéhu nékolika dni po oddé€leni (day after detachment = den po oddéleni)
azariznych svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni
aplikace BA. M¢feni provedla a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

WTi-tma

mDMSO

0,1 umol/l BA
W1 umol/l BA
W 10 urmol/l BA

Fv/Fm

0.day 2.day 4. day 6. day B.day

Day after detachment

WT i - péstebni intenzita svétla

0.9

Fu/Fm

4. day 6. day 8. day 12. day

0. day 2. day
Day after detachment

WT i - high intensity

0.9

Fu/Fm

6. day 8. day 12. day

0. day 2. day 4. day
Day after detachment
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Piiloha 10: Vliv aplikace BA na F./F,, u oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka

pgal?

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listd rostlin pga22 v prubéhu
nekolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddé€leni) a za riznych svételnych
podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méteni provedla a

grafy vytvotila Mgr. Helena Melkovi¢ova; upraveno.

pgaZZ -tma
0,9
M DMSO
E 0,1 umol/l BA
E‘ 1 urmol/I BA
10 umol/l BA
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day
Day after detachment
pga22 - péstebni intenzita svétla
0,9

£
=
£

0. day 2.day 4. day 6. day 8.day 12. day
Day after detachment
pga22 - high intensity
0,9

£

=

£

8. day 12. day

0. day 2. day 4. day 6. day
Day after detachment
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Piiloha 11: Vliv aplikace BA na F,/F,, u oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka
pga22, indukovanych estradiolem

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) ulisti rostlin pga2?2
indukovanych 17-B-estradiolem (,,pga22 i) v priabéhu n¢kolika dni po oddé€leni (day after
detachment = den po oddéleni) a za riznych svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky
kultivované bez exogenni aplikace BA. M¢feni provedla a grafy vytvofila Mgr. Helena
Melkovic¢ova; upraveno.

pga2? i-tma

03

HDM50
E W 0,1 urmol/l BA
w
‘E W1 umol/l BA
M 10 umol/l BA
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day
Day after detachment
pga22i- péstebniintenzita svétla
09
0,8
0,7
0.6
g 05
= 04
3 r
0,3
0,2
0,1 -
o
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day
Day after detachment
pga22 (1) - high intensity
03
0.8
0,7 4
0,6
g 05
L 0ad
rd
0,3
0,2
0,1+
=

0. day 2. day 4, day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Piiloha 12: Vliv aplikace BA na F./F,, u oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka
ahk2ahk3

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listd rostlin ahk2ahk3
v pribéhu n¢kolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddéleni) a za rtiznych
svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méfeni
provedla a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

ahk2, 3 - dark

03
H DMSO
0,1 umol/l BA
E ¥ 1 umol/l BA
F B 10 umol/I BA
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day
Day after detachment
ahk2ahk3 - péstebni intenzita svétla
09
£
=
L
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day
Day after detachment
ahk2ahk3 - vysokd intenzita svétla
0,9
E
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Piiloha 13: Vliv aplikace BA na F./F,, u oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka
ahk2ahk4

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listd rostlin ahk2ahk4
v pribéhu n¢kolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddéleni) a za rtiznych
svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méfeni
provedla a grafy vytvotila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

ahk2, 4 - dark

o]
HDMSO
£ 0,1 umol/l BA
= 1 umol/l BA
£ 10 umol/l BA
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day
Day after detachment
ahk2ahk 4 - péstebni intenzita svétla
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0,7
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05 |
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0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day
Day after detachment
ahk2ahk4 - vysokd intenzita svétla
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£
&
£

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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Piiloha 14: Vliv aplikace BA na F.,/F,, u oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, vzorka
ahk3ahk4

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F,/F,) u listd rostlin ahk3ahk4
v pribéhu n¢kolika dni po oddéleni (day after detachment = den po oddéleni) a za rtiznych
svételnych podminek. DMSO reprezentuje vzorky kultivované bez exogenni aplikace BA. Méfeni
provedla a grafy vytvofila Mgr. Helena Melkovicova; upraveno.

ahk3, 4 -dark

09
N DMSO
£ M 0,1 umol/l BA
& 1 umol/l BA
2 B 10 umol/l BA
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day
Day after detachment
ahk3ahkd4 - péstebni intenzita svétla
£
|
v
£
0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day
Day after detachment
ahk3ahk 4 - vysokd intenzita svétla
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£
.
&
£

0. day 2. day 4. day 6. day 8. day 12. day

Day after detachment
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10.2 Fotografie

Piiloha 15: Fotografie oddélenych WT listi Arabidopsis thaliana p¥i kultivaci v riznych
podminkach

Fotografie ukazuji vzhled WT listi
v ¢ase tésné¢ po oddéleni (,ctrl®)
anebo  po oddéleni a nasledné
Sestidenni  kultivaci  za riznych
svételnych podminek:

ve tmé (,,tma‘),

na péstebni intenzité svétla (100
umol'-m?-s”, , péstebni intenzita“),

ana vysoké intenzité¢ svétla (400
umol-m™>s™ vysoka intenzita®).

Rady listd jsou sefazeny sestupné
podle koncentrace benzyladeninu
(0, 107 mol-I', 10° mol-l', 107
mol-17), aplikovaného do
kultivacniho roztoku. Fotografie
potidila Magr. Helena

bl g1 \seks Intengiia Melkovicova; byly upraveny.
; .

Ptiloha 16: Fotografie oddélenych WT lista Arabidopsis thaliana, ovlivnénych estradiolem,
pri kultivaci v riiznych podminkach

Fotografie ukazuji vzhled WT
listi  ovlivnénych estradiolem
(,WT i)

v Case tésné po oddéleni (,,ctrl®)
anebo po oddéleni a nasledné
Sestidenni kultivaci za ruznych
svételnych podminek:

ve tmé (,,tma®),

na péstebni intenzité svétla (100
umol-m?-s”, ,,péstebni intenzita®),

ana vysoké intenzit¢ svétla (400

A FY pumol-m?-s™ ,,vysoka
, A - ! intenzita*).Rady listl jsou
WT i- péstebni intenzita WT i-vysoka intenzita sei"azeny sestupné pod]e

koncentrace benzyladeninu (0, 10
"mol-1", 10° mol-1", 10° mol-1"), aplikovaného do kultiva¢niho roztoku. Fotografie pofidila Mgr.
Helena Melkovic¢ova; byly upraveny
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Piiloha 17: Fotografie oddélenych Arabidopsis thaliana listi mutanta pga22; kultivace
v riznych podminkach

Fotografie ukazuji srovnani
vzhledu listt pga22
(,,pga22*), v Case t&sné
po odd¢leni (,,ctrl) anebo
po odd¢leni a nasledné
Sestidenni kultivaci
za ruznych svetelnych
podminek:

ve tme (,,tma‘),

na péstebni intenzita svétla
(100 pmol'm™s™, ,,p&stebni
int.*),

a na vysoké intenzit¢ svétla
(400 umol'm?s”' ,vysoka
int.“).

pga22 - péstebni int.

Rady listd jsou sefazeny
sestupné podle koncentrace benzyladeninu (0, 107 mol-I", 10° mol-1"', 10® mol-1"), aplikovaného
do kultiva¢niho roztoku. Fotografie potfidila Mgr. Helena Melkovicova; byly upraveny.

Ptiloha 18: Fotografie oddélenych listi estradiolem indukovanych rostlin Arabidopsis
thaliana, mutanta pga22,; kultivace v riznych podminkach

Fotografie ukazuji srovnani
vzhledu listh pga22, jez byly
ovlivnény 17-B-estradiolem
(,,pga22 i), vcase tésné
po odd¢leni (,,ctrl“) anebo
po odd¢leni a nasledné
Sestidenni  kultivaci, ktera
probéhla v riznych
podminkach:

ve tme (,,tma‘),

na péstebni intenzita svétla
(100 umol'm>-s™, , p&stebni
intenzita“®),

a na vysoké intenzité svétla
(400 pmol'm?s' vysoka
intenzita“®).

pga22 i - vysokd int.

Rady listd jsou sefazeny
sestupné podle koncentrace benzyladeninu (0, 107 molI", 10° mol-1"', 10* mol-1"), aplikovaného
do kultiva¢niho roztoku. Fotografie potidila Mgr. Helena Melkovicova; byly upraveny.
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Piiloha 19: Fotografie oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, mutanta ahk2ahk3;
kultivace v riznych podminkach

Fotografie ukazuji srovnani
vzhledu listdh  ahk2ahk3,
(,ahk2ahk3), v Case tésné
po oddéleni (,,ctrl) anebo
po odd¢leni a nasledné
Sestidenni kultivaci
za riznych svételnych
podminek:

ahk2ahk3 -tma

ve tmé (,,tma‘),

na péstebni intenzita svétla
(100 pmol'm™?s™, | péstebni
intenzita®),

a na vysoké intenzité svétla
(400 pmol'm™s? ,vysoka
ahk2ahk3 - péstebni intenzita ahk2ahk3 - vysokd intenzita intenZita“).

Rady listii jsou sefazeny sestupné podle koncentrace benzyladeninu (0, 107 mol-1", 10 mol-l",
10”° mol-1"), aplikovaného do kultivaéniho roztoku. Fotografie pofidila Mgr. Helena Melkovicova;
byly upraveny.

Priloha 20: Fotografie oddélenych listi rostlin Arabidopsis thaliana, mutanta ahk2ahk4;
kultivace v riznych podminkach

Fotografie ukazuji srovnani
vzhledu list ahk2ahk4,
(,;ahk2ahk4), v Case té€sné
po odd¢leni (,,ctrl) anebo
po odd€leni a nasledné Sestidenni
kultivaci za rbznych svételnych
podminek:

ve tmé (,,tma*),

na péstebni intenzita svétla (100
umol'-m?-s”, ,,p&stebni intenzita*),

a na vysoké intenzité€ svétla (400
umol-m?s™ vysoka intenzita*).

Rady listdl jsou sefazeny sestupné
podle koncentrace benzyladeninu
(0, 107 mol-l", 10° moll', 10°
mol-17), aplikovaného
do kultiva¢niho roztoku. Fotografie potidila Mgr. Helena Melkovi¢ova; byly upraveny.

‘:’ N ahk2ahk4 - péstebni |
1 intenzita

ahk2ahk4 - vysokd intenzitd
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Priloha 21: Fotografie oddélenych listii rostlin Arabidopsis thaliana, mutanta ahk3ahk4;

kultivace v riznych podminkach

=" ahk3ahk4 - péstebni int.

ahk3ahk4 - vysoka int.

Tyto fotografie ukazuji srovnani
vzhledu listt ahk3ahk4,
(ahk3ahk4), v Case tésné
po oddéleni (,,etrl) anebo
po oddéleni a nasledné Sestidenni
kultivaci za raznych svételnych
podminek:

ve tme (,,tma®),

na péstebni intenzita svétla (100
umol-m?s™, , péstebni int.,

a na vysoké intenzité¢ svétla (400
umol-m?s™” vysoka int.*).
Rady listd jsou sefazeny sestupné

podle koncentrace benzyladeninu
(0, 107 mol-l", 10° moll", 107

mol1"), aplikovaného do kultivaéniho roztoku. Fotografie potidila Mgr. Helena Melkovicova;

byly upraveny.

110



	1 ÚVOD
	2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY
	2.1 SENESCENCE
	2.1.1 Senescence - součást života rostlin
	2.1.2 Senescenční syndrom aneb: Co se děje v senescentních listech?
	2.1.3 Regulace senescence
	2.1.3.1 Vnější a vnitřní faktory regulující senescenci
	2.1.3.2 Hormonální regulace senescence
	2.1.3.3 Genetická regulace


	2.2 CYTOKININY
	2.2.1 Klasifikace a nejdůležitější cytokininy
	2.2.2 Biosyntéza cytokininů
	2.2.3 Percepce a transdukce signálu cytokininů
	2.2.4 Interakce cytokininů a dalších faktorů
	2.2.4.1 Cytokininy a hladina cukrů
	2.2.4.2 Cytokininy a charakter pletiva
	2.2.4.3 Vliv dusíku


	2.3 VLIV SVĚTLA A CYTOKININŮ NA SENESCENCI
	2.3.1 Vliv světla na senescenci
	2.3.1.1 Vliv zatemnění
	2.3.1.2 Vliv nízké intenzity osvětlení
	2.3.1.3 Vliv vysoké intenzity osvětlení
	2.3.1.4 Podobnost působení světla a cytokininů
	2.3.1.5 Interakce světla a cytokininů


	2.4 ROSTLINY SE ZMĚNĚNÝM VNÍMÁNÍM NEBO OBSAHEM CYTOKININŮ
	2.4.1 Mutantní rostliny pga22
	2.4.2 AHK receptory zajišťují percepci cytokininů
	2.4.2.1 Lokalizace AHK receptorů
	2.4.2.2 Ligandová specifita AHK receptorů
	2.4.2.3 Některé funkce specifické pro AHK receptorů
	2.4.2.3.1 Regulace buněčného dělení a diferenciace
	2.4.2.3.2 Ovlivnění hladiny cytokininů v důsledku narušené signalizace
	2.4.2.3.3 Role AHK3 v regulaci senescence
	2.4.2.3.4 Zpomalení odbourávání chlorofylu během senescence zprostředkovává AHK3
	2.4.2.3.5 Význam AHK receptorů při reakcích na vodní stres
	2.4.2.3.6 Deetiolizaci reguluje AHK3 společně s AHK2 nebo AHK4
	2.4.2.3.7 Inhibici klíčení tmou a FR-světlem ovlivňuje zejména AHK4


	2.4.3 Charakterizace rostlin s mutacemi v AHK receptorech:
	2.4.3.1 Rostliny s mutací v jednom AHK genu
	2.4.3.1.1 Mutant ahk2
	2.4.3.1.2 Mutant ahk3
	2.4.3.1.3 Mutant ahk4

	2.4.3.2 Rostliny s mutací ve dvou AHK genech
	2.4.3.2.1 Mutant ahk2ahk3
	2.4.3.2.2 Mutanti ahk2-1ahk4-1 a ahk3-1ahk4-1

	2.4.3.3 Rostliny s mutací ve třech AHK genech

	2.4.4 Cytokininy působí zřejmě i mimo dosud známé AHK receptory

	2.5 OXIDATIVNÍ STRES
	2.5.1 Oxidativní stres a senescence
	2.5.2 Vliv cytokininů na oxidativní stres
	2.5.3 Měření oxidativního poškození
	2.5.3.1 Vznik malondialdehydu
	2.5.3.2 Malondialdehyd: struktura a reaktivita
	2.5.3.3 Metody stanovení malondialdehydu
	2.5.3.3.1 Metoda TBARS
	2.5.3.3.2 Stanovení MDA pomocí DNPH




	3 CÍLE PRÁCE
	4 MATERIÁL A METODIKA
	4.1 Rostlinný materiál
	4.2 Metodika Experimentu 1
	4.2.1 Exp.1: Metodika pěstování rostlin
	4.2.2 Exp.1: Indukce syntézy cytokininů u rostlin pga22
	4.2.3 Exp.1: Metodika oddělování listů a jejich kultivace
	4.2.4 Exp.1: Sklízení senescentních listů a měření fotosyntetických parametrů
	4.2.5 Exp.1: Izolace TBARS a stanovení peroxidace lipidů

	4.3 METODIKA EXPERIMENTU 2
	4.3.1 Exp.2: Metodika pěstování rostlin
	4.3.2 Exp.2: Indukce syntézy cytokininů u rostlin pga22,
	4.3.3 Exp.2: Metodika oddělování listů a jejich kultivace
	4.3.4 Exp.2: Sklízení senescentních listů
	4.3.5 Exp.2: Izolace a stanovení obsahu malondialdehydu ve vzorku
	4.3.6 Exp.2: Měření fotosyntetických parametrů


	5 VÝSLEDKY
	5.1 Experiment 1
	5.1.1 Obsah TBARS naměřený v Exp.1
	5.1.2 Fotosyntetické parametry naměřené v Exp.1

	5.2 Experiment 2
	5.2.1 Výsledky genotypů WT a mutanta pga22
	5.2.1.1 Senescence listů pga22 kultivovaných ve tmě
	5.2.1.1.1 Obsah malondialdehydu u listů pga22 kultivovaných ve tmě
	5.2.1.1.2 Fotosyntetické parametry u listů pga22 kultivovaných ve tmě

	5.2.1.2 Senescence listů pga22 kultivovaných na pěstebním světle
	5.2.1.2.1 Obsah malondialdehydu u listů pga22 na pěstebním světle
	5.2.1.2.2 Fotosyntetické parametry u listů pga22 na pěstebním světle

	5.2.1.3 Senescence listů pga22 kultivovaných na vysoké intenzitě světla
	5.2.1.3.1 Obsah malondialdehydu u listů pga22 na světle o vysoké intenzitě
	5.2.1.3.2 Fotosyntetické parametry u listů pga22 na světle o vysoké intenzitě


	5.2.2 Srovnání dvojitých ahk- mutantů s wild-type
	5.2.2.1 Senescentní listy dvojitých ahk- mutantů kultivované ve tmě
	5.2.2.1.1 Obsah MDA u listů dvojitých ahk- mutantů kultivovaných ve tmě
	5.2.2.1.2 Fotosyntetické parametry u listů dvojitých ahk- mutantů ve tmě

	5.2.2.2 Senescentní listy dvojitých ahk- mutantů při pěstební intenzitě světla
	5.2.2.2.1 Obsah MDA u listů dvojitých ahk- mutantů na pěstební intenzitě světla
	5.2.2.2.2 Fotosyntetické parametry u listů dvojitých ahk- mutantů na pěstebním světle
	5.2.2.2.3 Obsah MDA u listů dvojitých ahk- mutantů na světle o vysoké intenzitě
	5.2.2.2.4 Fotosyntetické parametry u listů dvojitých ahk- mutantů na světle o vysoké intenzitě




	6 DISKUSE
	6.1 Úvod do diskuze
	6.2 Vliv estradiolu na listy WT rostlin
	6.3 Potvrzení hypotézy o prahové koncentraci působení cytokininů
	6.4 Podobné účinky světla a cytokininů
	6.5 Aditivní účinek světla a cytokininů
	6.6 Světlo ovlivňuje aktivitu CKX
	6.7 Podobnosti a odlišnosti vlivu světla a cytokininů na oxidativní poškození a obsah chlorofylu
	6.8 Role AHK receptorů
	6.8.1 Interpretace výsledků experimentů s mutantem ahk2ahk3
	6.8.2 Interpretace výsledků experimentů s mutantem ahk2ahk4
	6.8.3 Interpretace výsledků experimentů s mutantem ahk3ahk4
	6.8.4 Srovnání úloh AHK při spolupůsobení cytokininů a světla


	7 ZÁVĚR
	8 LITERATURA
	9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
	10 PŘÍLOHY
	10.1 Grafy
	10.2 Fotografie


