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Abstrakt

Senescence je konecnd vyvojova faze rostliny. Jednda se o vysoce regulovany proces
postupné degradace a recyklace zZivin, béhem kterého zGstdavaji bunky Zivé. Pro senescenci
je charakteristicky pokles obsahu chlorofylu a+b a pokles fotosyntetické aktivity. Pomoci
exogenni aplikace cytokinin a cytokininovych derivatl lze senescenci oddalit.
Z experimentl predchazejicich této bakalarské praci vyplyva, Ze po aplikaci nové
pfipraveného cytokininového derivatu 3MeOBAPA (6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-
arabinofuranosylpurin)) dochazi k akumulaci ROS, kterd ma signaliza¢ni funkci. Z toho
divodu bylo cilem této prace zjistit, jak 3MeOBAPA ovliviiuje senescenci u rostlin
deficientnich v genech LOX, RBOHF, PRX33PRX34, zapojenych do produkce ROS. Oddélené
listy Arabidopsis thaliana genotypld WT, LOX, RBOHF a PRX33PRX34 byly inkubovany ve tmé
po dobu 6 dni vroztocich BAP a 3MeOBAPA o koncentraci 10° mol/l. Nasledné bylo
provedeno méreni obsahu chlorofylli a+b a stanoveni maximalniho kvantového vytézku
fotosystému Il (Fy/Fm). Vlivem indukované senescence doslo u listd vSech genotypu k
vyraznému poklesu obsahu chl a+b i parametru Fy/Fy, pficemz nejvyssi pokles byl zjistén u
WT listd. V listech WT, LOX a RBOHF zpUsobila aplikace BAP i 3MeOBAPA zachovani obsahu
chl a+b i Fy/Fm. V pripadé listd PRX33PRX34 vykazoval BAP negativni efekt a 3MeOBAPA
pouze minimalni efekt na funkénost PSIl. OdliSny antisenescencni uUcinek 3MeOBAPA,
v porovnani s WT, ktery byl zaznamenan u listi RBOHF, mUZe naznacovat zapojeni RBOHF
v mechanismu ucinku 3MeOBAPA. Pro jednoznacné zhodnoceni zapojeni LOX, RBOHF a

PRX33PRX34 v mechanismu uc¢inku 3MeOBAPA by bylo potfeba provést dalsi experimenty.



Summary

Senescence is the final evolutionary stage of plants. It is a highly regulated process of
gradual degredation and recycling of nutrients, during which cells remain alive. Both
chlorophyll a+b content's decrease and decline of fotosythetic activity are characteristic for
sencescence. It is possible to postpone senescence by applying cytokinins and cytokinin
derivates. Based on the experiments taking place before writing of this bachelor thesis we
can say, that application of a newly prepared cytokinin derivate 3MeOBAPA (6-(3-
methoxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin)) is followed by accumulation of ROS,
which has a signaling function. For that reason was this thesis' objective to find out how
3MeOBAPA affects senescence in plants deficient in genes LOX, RBOHF, PRX33PRX34,
involved in ROS production. Seperated leaves of Arabidopsis thaliana of genotypes WT,
LOX, RBOHF a PRX33PRX34 were incubated in darkness for 6 days in solutions of BAP
a 3MeOBAPA with concentration of 10 mol/l. Then followed a measurement of content
of chl a+b and determination of maximal quantum yield of photosystem Il (Fy/Fm). Due to
the induced senescence, there was a significant decrease in the content of chl a+b and the
Fv/Fm parameter in leaves of all genotypes, while the highest decrease was found in WT
leaves. In WT, LOX and RBOHF leaves, the application of BAP and 3MeOBAPA caused the
preservation of the content of chl a+b and Fy/Fwm. In the case of PRX33PRX34 leaves, BAP
showed a negative effect and 3MeOBAPA had only a minimal effect on PSIl functionality.
The different antisenescence effect of 3MeOBAPA, compared to the WT observed in RBOHF
leaves, may indicate the involvement of RBOHF in the mechanism of effect of 3MeOBAPA.
Further experiments would be needed to clearly evaluate the involvement of LOX, RBOHF

and PRX33PRX34 in the mechanism of action of 3MeOBAPA.
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8 Seznam pouzivanych zkratek



Cile prace

1.

Vypracovat prehled problematiky o vlivu cytokininG a cytokininovych derivatd na
indukovanou senescenci rostlin a roli reaktivnich forem kysliku béhem senescence.
Zvladnout metodiku péstovani anavozeni indukované senescence u listl
Arabidopsis thaliana.

Zvladnout metodiku stanoveni obsahu chlorofylu.

Zvladnout metodiku méreni chlorofylové fluorescence v plose listu pomoci pfistroje
FluorCam véetné zpracovani imagingu parametru Fy/Fwm.

Provést stanoveni obsahu chlorofylu a méfreni parametru Fy/Fm u oddélenych listl
béhem indukované senescence pod vlivem cytokininu a nové pfripraveného
cytokininového derivatu.

Zpracovat vysledky experimentl azhodnotit vliv aplikovanych latek na
indukovanou senescenci urostlin  Arabidopsis thaliana s mutacemi v ROS

signalingu.



1 Uvod

Béhem senescence dochazi v rostlindch ke zménam v bunécné strukture, metabolismu
a genové expresi. Jako prvni dochdzi krozpadu chloroplastld. Asimilace uhliku pfi
fotosyntéze je nahrazena katabolismem fotosyntetickych pigmentl, proteind,
membranovych lipid(, nukleovych kyselin. Nékteré ztéchto molekul mohou byt
recyklovdny a pouzity na stavbu novych struktur v rostliné. Pfirozend senescence je
nejcastéji spojovdna se starim rostliny, ale senescenci Ize rovnéz indukovat. Tento druh
senescence je vyvolan rlznymi formami stresu, napf. zménou environmentdlnich
podminek (napf. tma, nizkd ¢i vysoka teplota, mnoZstvi Zivin, sucho ¢i tma) nebo
mechanickym poskozenim. Pfi senescenci lze pozorovat postupné Zloutnuti listl, které je
zplUsobené prednostni degradaci chlorofylu pred degradaci karotenoidl a xantofyld.
Pribéh senescence vyrazné ovliviuji také rostlinné hormony. Mezi fytohormony, které
urychluji senescenci, patfi kyselina abscisovd a etylen. Naopak cytokininy senescenci
oddaluiji.

Reaktivni formy kysliku (ROS) maji dudlni charakter, vznikaji jako signalni molekuly
pfi stresech, ale zpUsobuji také oxidativni posSkozeni. ROS vznikaji pfi fotosyntéze
v chloroplastech nebo pfi dychani v mitochondriich a v peroxizomech. ROS v organismu
vznikaji jako toxické vedlejSi produkty aerobniho metabolismu, které jsou odstrafiovany
pomoci antioxidantl. Kromé toho mohou ROS fungovat jako signalni molekuly kontrolujici
dulezité procesy rostlin jako je rlst, vyvoj, reakce na biotické a abiotické stresory
a programovanou bunéénou smrt. Reaktivni formy kysliku jsou toxické az ve wvyssSich
koncentracich, kdy zpUsobuji oxida¢ni poskozeni buriky (napf. peroxidace lipidQ).

V této bakalarské praci byl porovndvan ucinek 6-benzylaminopurinu (BAP) a nové
pripraveného cytokininového derivatu s oznacenim 3MeOBAPA na senescenci oddélenych
listd rostlin Arabidopsis thaliana s mutacemi v ROS signalingu. Byly pouZzity rostliny se
standardnim genotypem (WT) a rostliny s knock-outovanymi geny zapojenymi do tvorby
ROS (LOX, RBOHF a PRX33PRX34. Mira indukované senescence byla stanovovdna pomoci
obsahu chlorofylu a+b a fluorescence chlorofylu, kdy byl sledovan parametr Fy/Fum, ktery

popisuje ucinnost fotosyntetického aparatu Il (PSll).
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Senescence

Senescence predstavuje konecnou vyvojovou fazi rostliny (Noodén 1988). Béhem
senescence dochazi k rozsahlym zménam v bunééném metabolismu a k postupné
degeneraci rostlinnych struktur (Nam 1997). Senescenci ovliviiuji nejen endogenni
faktory (starnuti a hormony), ale také rGzné faktory prostfedi (Gan a Amasino
1997; Quirino et al. 2000). V pfirozeném prostiedi jsou rostliny vystaveny mnoha
stresim, patfi mezi né napt. dusikova deprivace, nedostatek svétla, sucho, chlad,

vysoka teplota, zasoleni nebo poranéni (Becker a Apel 1993).

2.1.1 Listova senescence
V této préci byl kladen dliraz na listovou senescenci. Pfevdzna ¢ast fotosyntézy se
odehrdva v listech rostliny. List na zacatku svého vyvoje potfebuje pfisun Zivin
z rostliny. Po zacdtku fotosyntetické aktivity listu dochazi k tvorbé Zivin listem. Po
produktivni fotosyntetické fazi dochazi k senescenci daného listu (Lim et al. 2003).
Listova senescence je zasadni pro preziti rostlin a pro adaptaci na nepfiznivé vlivy
prostfedi. Pouziva se jako modelovy systém pro studium regulac¢nich mechanismu
u biologickych déja, které jsou regulovany jak vékem, tak ifaktory prostredi
(Yoshida et al. 2001). Béhem senescence dochazi k vnitrobunéénym zménam, mezi prvni
zmény patti degradace chloroplastd (Platt-Aloia a Thomson 1987; Makino a Osmond 1991).
Chloroplasty, které obsahuji vice nez 50 % celkového mnozstvi listovych bilkovin a lipidQ
(Peoples a Dalling 1988), jsou primarnim mistem senescence (Platt-Aloia a Thomson 1987).
Béhem listové senescence dochdzi k postupnému snizovani poctu chloroplastd
a ke zmen3ovani jejich velikosti. SniZujici se mnoZstvi chloroplastli ma za ndsledek pokles
aktivity fotosyntézy (Ono et al. 1995). Senescence predstavuje vysoce usporadany proces,
jakym rostliny mobilizuji a recykluji Ziviny z listl do jinych ¢&asti rostlin, ato semen,
zasobnich organli nebo vyvijejicich se listd a kvétl (Thomas et al. 1980). Senescence listl
muzZe byt zahajena vyvojem semen u urcitych monokarpickych druht. (Noodén et al. 1997).
Listova senescence byva nékdy oznacovdna jako typ programované bunécné
smrti (PCD). PCD je sebedestruktivni systém, kdy burnky podporuji svoji vlastni

smrt. PCD se nevyskytuje pouze pfi senescenci, ale dochdazi k ni ipfi jinych
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procesech, jako je xylogeneze, embryogeneze nebo hypersenzitivni reakce na
infekci patogeny (Gan a Amasino 1997).

Geny zapojené do katabolismu aremobilizace Zivin v prdbéhu senescence jsou
oznacovany, jako geny asociované se senescenci (SAG) (Lohman et al. 1994). Ze vSech
vyvojovych fazi listu jsou SAG geny nejvice exprimovany praveé pfi senescenci. (Nam 1997).
SAG koduji hlavné katabolické enzymy, jako jsou ribonukleasy (Taylor et al. 1993),
proteinasy (Lohman et al. 1994; Drake et al. 1996) a lipasy (Ryu a Wang 1995) a dalsi
enzymy, které se podileji na preméné zivin, jako je gulatanin syntetasa. Glutamin syntetasa
je zdsadni enzym pro asimilaci amonnych iontl a biosyntézu glutaminu v rostlindch
(Kawakami a Watanabe 1988). Pfi zkoumani genové exprese béhem prirozené senescence
bylo objeveno, Ze nékteré SAG jsou exprimovany i v jinych procesech nez je senescence.
Z tohoto dlvodu jsou SAG déleny do dvou kategorii, ato SAG, které jsou exprimovany
pouze pfi senescenci anebo SAG, jejichz exprese se béhem senescence zvySuje. (Gan a
Amasino 1995). Pouze malé mnoizstvi SAG je vysoce specifické pro senescenci. Jednim
znich je SAG12 , ktery je exprimovan béhem indukované i pfirozené senescence
u Arabidopis thaliana (Weaver et al. 1998). Gen SAG12 patfi mezi cysteinové protedzy (ma
proteolytickou funkci) aje hojné vyuzivdn ke studiu regulace listové senescence (Noh

a Amasino 1999).

2.1.2 Senescence a fotosyntéza

K poklesu ucinnosti fotosyntézy dochazi mnohem dfive, neZ se objevi prvni viditelné
znamky degradace chlorofylu v listu (Majer et al. 2010). Méreni fluorescence chlorofylu je
dllezitd metoda pro ziskani kvalitativnich a kvantitativnich informaci o fotosyntéze
(Rohagek a Bartak 1999), kterd je vyuzivana i pti studiu senescence (Spundovd et al. 2003).
Metody stanoveni chlorofylové fluorescence vyuZivaji absorpce svételné energie
molekulami chlorofylu v listu. Po absorpci energie dochazi ke tfem jeviim: energie mize
byt vyuzita k fotosyntetickym déjam, prebytecnd energie muize byt uvolnéna jako teplo
nebo muzZe byt emitovana jako fluorescence chlorofylu. Tyto tfi déje jsou na sobé zavislé,
pfi zméné ucinnosti jednoho déje dojde ke zméné i u ostatnich déji (Zaman et al. 2018).
Metoda je zaloZena na neinvazivhim méreni uUcinnosti zejména fotosystému Il (PSll),

poptipadé lze méfit i Ucinnost fotosystému I. Pro indikaci fyziologického stavu se pouziva
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nejcastéji parametr Fy/Fw, ktery vyjadfuje maximalni kvantovy vytéZek fotochemie PSII.
Pokud dojde k poskozeni fotosyntetického apardtu nebo k senescenci, dojde také ke snizeni
hodnoty Fv/Fum (nap¥. Spundovd et al. 2003). Kdyz je list pfizplsobeny tmé, dojde vlivem
saturacniho zablesku k ziskani maximalni fluorescence chlorofylu (Fm). Rozdil mezi Fv a Fo
(minimalni fluorescenci) se oznacuje jako variabilni fluorescence (Fv). Hodnota Fv/Fm je

dana vztahem (Fm — Fo) /Fm (Bresson et al. 2018).

2.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) byly vnimany jako toxické vedlejsi produkty aerobniho
metabolismu, které rostlina odstrafiuje pomoci antioxidant(i. Nasledné bylo zjisténo, Ze
ROS maji také signalni funkci a podileji se na fizeni mnoha procesl, jako jsou napf. rast,
vyvoj, reakce na biotické a abiotické podnéty prostfedi nebo programovand bunéénd smrt
a senescence. Ztoho vyplyva, Ze ROS v rostlinach maji dudini funkci (obr. 1). Vysoka
koncentrace ROS je toxickd, naopak nizkda koncentrace muize byt pouZita k signalizaci

v rostliné (Dat et al. 2000; Bailey-Serres a Mittler 2006).

mitochondrie
2

oxidasy o

lipidova

peroxidace S SOH
:( Protein Protein
: l

oxidativni stres °
signalizace

Obr. 1 Schéma dualniho charakteru ROS v rostlinach. Pfevzato z Schieber a Chandel (2014)
a upraveno
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Ktvorbé ROS dochdzi béhem mnoha biochemickych procesti, kdy se
z atmosférického kysliku (O2) vytvari ¢astecné redukovana forma. Mohou nastat dva
pripady. Prvni, kdy dojde k jednoelektronové redukci, kdy na molekulu kysliku ptrechazi 1
elektron avznikd tak superoxidovy aniontovy radikdl (O27), na ten mlze ddle prejit 1
elektron za vzniku peroxidu vodiku (H202) a nasledné muze prejit 1 elektron i na H20; za
vzniku hydroxylu (OH:). V druhém pfipadé dochazi k dvouelektronové redukci, zde na
molekulu kysliku prechazi 2 elektrony najednou a rovnou vznikd H,O,. Reaktivni formy
kysliku mohou reagovat s rliznymi bunéénymi slozkami a mohou oxidacné poskodit buriku,

tim se lisi od atmosférického kysliku, ktery takové vlastnosti nema (Mittler 2002).

2.3 Oxidativni stres u rostlin

Oxidativni stres byvad povazovan za patologicky pro rostlinu, ale zvySeny obsah ROS ma
vyznam také jako signdlni molekuly. Rozdil mezi oxidativnim stresem a signalizaci je
v koncentraci danych ROS, kdy jejich vysoky obsah m{ze vést k poskozeni DNA, bilkovin
a lipidd, zatimco nizky obsah ma opacny efekt (Schieber a Chandel 2014). Je znamo, ze ROS
se zapojuji jako signdini molekuly do regulace celé fady biologickych a fyziologickych
procesl (Finkel 2011). Rostliny produkuji ROS, hlavné superoxid a H.0,, které slouzi jako
poslové v déjich spojenych sridstem avyvojem rostlin (Schroeder et al. 2001). Velmi
dulezity zpUsob, jak rostliny prenasi informace ozméné prostiedi je také pomoci
superoxidového vzplanuti na plazmatické membrané (Foreman et al. 2003). Bylo
predpokladano, Zze ROS jsou Skodlivé pro rostlinu, ale novéjsi poznatky ukazuji, Ze ROS patti
mezi mechanismy, diky kterym rostlina mlZe upravovat genovou expresi a bunécné
struktury na zakladé podmét( z okoli. Ukazuje se, Ze vztah mezi metabolismem a redoxnimi
stavy je slozity. PrestoZe oxidace proteini muzZe snizit vitalitu rostliny, bylo zjiSténo, Ze tyto
procesy jsou dulezité pro vnimani areakci rostlin na Zivotni prostfedi. Dochazi
k strukturnim zméndm protein( pfi produkci oxilipidl nebo pfi rozpoznani poSkozené DNA
prostfednictvim enzymu polyadribosa polymerasa (PARP). Ke strukturnim zménam dochazi
i pfi oxidaci specifickych proteinl, napf. glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, ktera je
zapojenda do bunécné signalizace. Bylo prokazano, Ze regulace prostfednictvim PARP

poskytuje ochranu pred abiotickym stresem (Schulz et al. 2012).
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2.3.1 Ochrana proti oxidativnimu poskozeni

Antioxidanty a antioxidacni enzymy, které se podili na odstranéni ROS, prerusuji kaskady
nekontrolované oxidace. Redoxni reakce jsou katalyzované pomoci téchto enzymu, kdy
jsou elektrony dodavané z redukcnich cinidel s nizkou molekulovou hmotnosti (Noctor
a Foyer 1998). Prvni skupina zahrnuje neenzymatické antioxidanty, které chrani rostlinu
pfed oxidativnim poskozenim. Zde je dlleZité zminit kyselinu L-askorbovou (vitamin C),
ktera se nachazi ve vétsiné rostlinnych bunék. Vyznamné pfispiva k odstranéni volnych
radikalt, ¢imZ se snizuje oxidativni poskozeni. Dale do této skupiny patti karotenoidy, které
rychle odstranuji singletni kyslik (Piterkova et al. 2005). Glutation spolecné se svoji
oxidovanou formou udrzuji redoxni rovnovahu v burikdch, podili se na regulaci bunééného
cyklu a zabranuje peroxidaci lipidG. Glutation také pomdaha obnovovat kyselinu askorbovou
pomoci askorbat-glutationového cyklu. Soucasti lipidovych membran je antioxidant a-
Tokoferol (vitamin E). Do druhé skupiny patfi antioxidacni enzymy. Mezi dllezité
antioxidac¢ni enzymy patfi superoxiddismutasa a katalasa. Superperoxiddismutasa
katalyzuje pfeménu superoxidového radikadlu na peroxid vodiku (Blokhina et al. 2003).

Katalasa se podili na odstrafiovani peroxidu vodiku (Dat et al. 2000).

2.3.2 Pasobeni ROS na senescenci

Je zndmo, Ze v béhem senescence dochazi k lipidové peroxidaci, kterd je charakteristicka
tvorbou volnych radikal( (Spiteller 2003). Peroxidace lipidd zahrnuje tti faze, a to iniciaci,
propagaci a terminaci. BEhem iniciace dochazi k odstépeni vodikového atomu z mastné
kyseliny a vznika tak volny radikal mastné kyseliny a voda. Kvili odtrZeni vodiku dojde
k presmyku, kdy dvé dvojné vazby jsou oddéleny pouze jednou jednoduchou vazbou
namisto dvou jednoduchych vazeb, ¢imz vznikne konjugovany dien. Konjugovany dien
reaguje s kyslikem za vzniku peroxylového radikalu. V propagaci peroxylovy radikal dale
reaguje se sousedni mastnou kyselinou, kdy dochazi k odebrani atomu vodiku radikalem
a vytvafi se lipoperoxid, ktery mize napadat dalsi molekuly a tak dochazi ke vzniku fetézové
reakce. Lipoperoxidy jsou primarni produkty peroxidace lipida. Jejich dalsi zmény, jako
cyklizace ¢i polymerace, vedou k tvorbé sekundarnich produktl. K terminaci dochazi pfi
reakci dvou radikall, pfi vyCerpani substratd nebo plisobenim antioxidantl (Dhindsa et al.

1982).
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Vtéto praci byly pouzivdny mutantni rostliny Arabidopsis (LOX, RBOHF
a PRX33PRX34), které byly deficientni v jednom ¢i dvou enzymech zapojenych v produkci
ROS. NADPH oxidazy, mezi které se fadi také RBOHF, katalyzuji vznik
superoxidu jednoelektronovou redukci z kysliku, kdy NADPH je zde donorem elektront
(Apel aHirt 2004). NADPH oxidasy se nachazi v cytoplazmatické membrané a jsou
povazovany za hlavni zdroje apoplastického oxidacniho vzplanuti u rostlin napadenych
mikrobialnimi patogeny (Kdman-Téth et al. 2019). Bylo zjisténo, Ze knock-out dvou genl
RBOHD a RBOHF u Arabidopsis thaliana zp(sobi zastaveni produkce ROS béhem obranné
reakce rostliny na patogeny. To znadi, Ze do obrannych reakci rostliny vici patogeniim jsou
tyto dva enzymy zapojeny (Apel a Hirt 2004). Enzymy oznacené jako lipoxygenazy (LOX)
mohou oxidovat nenasycené mastné kyseliny, coz vede k lipoperoxidaci biologickych
membran. Dany proces zpUsobuje syntézu signalnich molekul a vede také ke zméndm
bunécného metabolismu. LOX jsou zapojené také do PCD a reakci na biotické a abiotické
stresové faktory (Umate 2011). Peroxidazy bunécné stény, mezi které se radi také
PRX33PRX34, se podileji na produkci apoplastického peroxidu vodiku (H202) u Arabidopsis
thaliana (O’Brien et al. 2012) a hraji klicovou roli v rezistenci rostlin k patogentim (Daudi et

al. 2012).

2.4 Rostlinné hormony

Kyselina abscisova (ABA), gibereliny (GA), etylen, brassinosteroidy (BR), auxiny, cytokininy
a dalsi signalni molekuly maji rozsahlé ucinky na vyvoj rostlin. Funguji jako chemicti poslové
v mezibunééné, v tkanové a orgdnové komunikaci. Rostlinné hormony jsou nezbytné také
pro regulaci vegetacniho klidu a kliceni (Kucera et al. 2005). Etylen, kyselina abscisova
a jasmonaty jsou fytohormony, které pfispivaji k senescenci, naopak auxiny a cytokininy
(CK) se uplatnuiji pfi potlaceni senescence (Lim et al. 2003).

Skoro kazdy krok rlistu a vyvoje je doprovdzen auxinovou signalizaci (Stewart
a Nemhauser 2010). Auxiny ovliviiuji Sirokou Skalu procest v rostlinach, jako jsou tropismy,
morfologie kofenud a vyhonk( a tvorba cév (Davies, 1995). Auxiny také potlacuji transkripci
nékterych gen, které se podileji na senescenci (Noh a Amasino 1999).

Etylen je plynny hormon, ktery ovliviiuje kliceni semen, prodluzovani bunék, kveteni
i zrani plodd (Abeles et al. 1992). Dale ma etylen vliv také na listovou senescenci. Pfi

exogenni aplikaci etylenu dochazi k poklesu obsahu chlorofylu a proteinG a zvySuje se
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aktivita hydrolytickych enzymU (Mattoo a Aharoni 1988). Naopak inhibitory biosyntézy
etylenu mUZou zpomalit listovou senescenci. (Abeles et al. 1992).

Do skupiny jasmondtl se radi kyselina jasmonova (JA), methyljasmonat (MelA)
a pribuzné slouceniny. Uplatnuji se v procesech spojenych s rlistem a vyvojem rostlin, jako
je kli¢ivost a vyvoj sazenic, listova senescence a zrani. Exogenni aplikace jasmonatl snizuje
mnozstvi chlorofylu a potlacuje genovou expresi fotosyntetickych gend (Ananieva et al.

2004).

2.5 Cytokininy

Cytokininy (CK) patfi mezi rostlinné hormony a uplatiuji se v rastu a vyvoji rostlin. Mezi
oblasti, kde pUsobi, patfi napr. apikalni dominance, tvorba meristému u vyhonkd, starnuti
listd, mobilizace Zivin, kli¢eni semen a odpovéd na patogeny. Déale se zapojuji do procesu
regulovanych svétlem, jako je deetiolace a diferenciace chloroplastli (Mok et al. 2005) .
Zakladni rozdéleni CK je na prirozené se vyskytujici a na syntetické. CK, které se
pFirozené vyskytuji, jsou derivaty adeninu, které na atomu dusiku N® nesou postranni
fetézec. Tento postranni fetézec muze byt bud aromaticky, nebo isoprenoidni. Z pfirozené
se vyskytujicich CK jsou nejhojné&ji zastoupené N°®-substituované adeninové derivaty
s nenasycenym isoprenoidnim postrannim retézcem (napf. cis-zeatin(cZ); trans-zeatin (tZ);
isopentenyladenin (iP)). Jejich homeostdza je regulovadna rychlosti de novo syntézy a
importu, tvorbou arozpadem cytokininovych konjugdtl (coz jsou hlavné glukosidy)
a rychlosti exportu a katabolismu (Mok a Mok 2001). tZ byl v roce 1963 objeven, jako prvni
prirozené se vyskytujici cytokinin v rostlindch (Letham 1963). Zastupci CK s aromatickym
postrannim fetézcem jsou 6-benzylaminopurin (BAP) a kinetin (K) (Plihalova et al. 2016).
Derivaty fenylmocoviny tvori skupinu syntetickych cytokininl, jako je napt. (2-chloro-

pyridin-4-yl)-N'-fenylmocovina (CPPU) a thidiazuron (TDZ) (Mok a Mok 2001).

2.5.1 Uéinek cytokinin(i na senescenci

CK maji vliv na mnoho procest v rostlinach, véetné senescence. V listech a v okvétnich
listech funguji CK jako negativni regulatofi senescence. V 70. letech 20. stoleti bylo
prokazano, Ze pokles hladiny CK je spojen se ztratou zelené barvy list(i (Sabater a Rodrguez

1978).
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Béhem listové senescence dochazi k poklesu mnozstvi CK obsaZzenych v listech,
naopak pfi exogenni aplikaci CK bylo zaznamenano zpomaleni listové senescence. Byl
proveden experiment, kdy byl uméle vnesen gen pro isopentenyltransferasu (IPT)
z Agrobacterium tumefaciens pod promotor Arabidopsis SAG12. IPT je enzym dulezity pro
syntézu CK. Takto byly vytvoreny transgenni rostliny tabdku s autoregulovanym systémem
pro tvorbu CK béhem senescence, coz vedlo k prodlouZeni fotosyntetického obdobi rostliny
(Gan a Amasino 1995). Na zdkladé dalSich experimentd, které byly provddény na listech
baviniku, bylo zjisténo, Ze CK mohou béhem senescence regulovat transkripci mnoha genl
spojenych s rGznymi metabolickymi cestami, jako je syntéza flavonoidl, metabolismus

argininu a prolin(, glyoxalovy cyklus ¢i degradace RNA (Zhao et al. 2013).

2.5.2 U&inek cytokininovych derivatii na senescenci
Listova senescence je velmi dulezity proces, protoZze ma zasadni vliv na zemédélstvi
a predevsim na produkci plodin (Noodén et al. 1997). BAP je jednim z nejCastéji
pouzivanych CK. PFfi jeho exogenni aplikaci dochazi k ac¢innému zpomaleni senescence.
Zasadni je ale zvolit sprdvnou koncentraci, protoze pfi priliS§ vysoké koncentraci mlze
naopak dojit k urychleni senescence. Vysokda koncentrace BAP muize mit také negativni vliv
na tvorbu primdrnich kotfen( a jejich vétveni (Rulcova a Pospisilova 2001). Z tohoto dlivodu
se zacaly syntetizovat nové slouceniny, které jsou odvozené od 6-benzylaminopurinu.
Dolezal et al. (2007) syntetizovali 48 derivatd 6-benzylaminopurinu,
substituovanych atomy halogent v pozicich ortho, meta, para. Dale bylo pracovano také
s hydroxy a methoxy derivaty. Biologicka aktivita téchto derivatl byla testovana pomoci
kalusového, senescenc¢niho aamarantového testu. Vysoka biologicka aktivita byla
prokdzdna u vétSiny syntetizovanych monosubstituovanych derivatl CK. Nejlepsich
vysledkll bylo dosaZeno v senescencnim testu, ve kterém nékteré nové latky dosahovaly az
0 220 % vétsi aktivity nez BAP, a skoro 50 % novych derivatQ bylo aktivnéjsi nez BAP. Bylo
také zjisténo, Ze methoxy derivaty adeninu v poloze ortho nebo meta mély dvakrat vyssi
antisenecencni aktivitu nez BAP (DolezZal et al. 2007). V amarantovém testu vykazovaly
vysokou aktivitu sloueniny, které obsahovaly v postrannim fetézci atom fluoru. Znaéné
rozdily mezi aktivitou v jednotlivych testech byly pozorovany iu disubstituovanych
derivatl, coz ukazuje, Ze i mald zména v substituci benzylového kruhu mlze mit zasadni

vliv na cytokininovou aktivitu. Cytokininové receptory CRE1/AHK4 ani AHK3 nebyly Uplné
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aktivovany Zadnym znové pripravenych benzyladenosinovych derivatli, ikdyz tyto
receptory dokazi rozpoznat jak isoprenoidni CK, tak odpovidajici ribosidy. Na zdkladé téchto
poznatkl, se autofi domnivaji, Ze v rostlindch existuje jesté jiny systém na rozpoznavani
cytokinin(, ktery interaguje s aromatickymi analogy (Dolezal et al. 2007).

Holub et al. (1998) provedli sérii pokusu, ve kterych byl kromé Gcinku CK derivatud
na senescenci hodnocen také zplsob aplikace CK derivatl. K experimentu byly pouzity
roztoky BAP, tZ, meta-topolinu, ortho-topolinu (o koncentracich 10® — 10* mol/l). Trans-
zeatin byl pouzit jako modelova slouéenina, protoze je povazovan za nejaktivnéjsi pfirozené
se vyskytujici CK. VSechny vyse zminéné roztoky byly exogenné aplikovany na listy pSenice,
které byly danou latku postfikany, umistény do roztoku celou plochou listu nebo pouze
fezem. Po oddéleni byly listy inkubovany po 4 dny ve tmé. Nasledné byla hodnocena
aktivita latek v ramci senescencniho, amarantového a kalusového testu. Bylo zjisténo, ze
kromé senescencniho testu, u kterého byly segmenty ponoreny do CK roztok(l rezem,
dosahoval BAP lepSich vysledkl nez tZ (Holub et al. 1998).

Kucerova et al. (2020) porovnavali antisenescencni aktivitu BAP a dvou nové
pripravenych CK derivatQ, arabinosid(i, a to konktrétné 30OHBAPA (obr. 2) a 3MeOBAPA
(obr. 3) aplikovanych na listové segmenty pSenice a na listy Arabidopsis thaliana. Bylo
hodnoceno, mimo jiné, mnozstvi chlorofylu a maximalni kvantovy vytézek fotoystému Il. U
pSenice vykazoval nejvyssi antisenescencni aktivitu 30OHBAPA a u Arabidopsis thaliana byl

nejaktivnéjsi 3MeOBAPA . (Kucerova et al. 2020).
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Obr. 3 Chemicka struktura 3MeOBAPA
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Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze se CK uplatiuji v mnohych procesech od kliceni az
po senescenci. Pfi senescenci dochazi k poklesu mnozstvi CK, coz ma za nasledek také
snizeni obsahu pigmentu a pokles fotosyntetické aktivity. Pfi exogenni aplikaci CK dochazi
k oddaleni projevd senescence, coZ lze vyuZit napf. vzemédélstvi pro zvySeni vynosl
plodin. Rozdily v uc¢innosti mezi jednotlivymi CK jsou zplisobeny jejich odliSnou chemickou
strukturou. Jednim z nejhojnéji pouzivanych CK je BAP, ktery vSak pfi exogenni aplikaci
muUZe mit nezadouci ucinky mj. na kofeny rostlin. Ztohoto divodu jsou syntetizovdny
a testovany nové CK derivaty, které tyto nezadouci Ucinky nemaji. Na zakladé vysledku
publikovanych Bryksovou et al. (2020) a Kucerovou et al. (2020), byl pro experimenty v této
bakalarské praci vybran derivat 6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin,
oznacovany také jako 3MeOBAPA. V predchozich experimentech s 3MeOBAPA bylo
zjisténo, Ze kratce po jeho aplikaci dochazi k akumulaci ROS, ale u senescentnich listl
Arabidopsis oSetfenych 3MeOBAPA nebylo zaznamenano oxidativni poskozeni. Produkce
ROS ma tedy funkci v signalingu (Bryksova et al. 2020, Kucerova et al. 2020). Z tohoto
dlvodu byli v této bakaldrské praci pouziti knock-out mutanti LOX, RBOHF a PRX33PRX34,
tyto geny jsou zapojené do tvorby ROS. Sledovan byl vliv 3MeOBAPA na indukovanou
senescenci téchto mutantl Arabidopsis thaliana L.. a bylo zkoumdno, jestli knockout
téchto gent ovliviiuje prlibéh senescence. Hodnoceni bylo provadéno pomoci parametru

chlorofylové fluorescence (Fv/Fm) a obsahu fotosyntetickych pigmentd.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro praktickou &ast byly pouZity rostliny Arabidopsis thaliana L., a to WT ekotypu Columbia
0 a mutantni rostliny LOX, PRX33PRX34 a RBOHF (NASC ID: N3749, N68901 a N675268).
Byla provedena stratifikace semen v destilované vodé v chladnicce pfi teploté 4 °C
po dobu 3 dn0, nasledoval vysev do pudniho substratu. Rostliny byly péstovany ve
fytotronu (PSI, Drasov, CR) za podminek, které jsou uvedeny v tab. 1. Po $esti tydnech byly

z rostlin oddéleny paté a/nebo Sesté listy.

Tab. 1 Podminky péstovani

Fotoperioda 8 hsvétlo/ 16 htma
Intenzita PAR 110 mol.m2.s?
Teplota 22 °Cden/20°Cnoc

Listy byly umistény spodni stranou do 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), roztoku 6-
benzylaminopurinu (BAP) nebo jeho derivatu 6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-
arabinofuranosylpurinu (3MeOBAPA ) (obr. 4) o koncentraci 10 mol/l. BAP a 3MeOBAPA
byly rozpustény v 0,1% DMSO, ktery byl z tohoto dlvodu poufZit jako kontrolni. Derivat
3MeOBAPA byl pripraven na oddéleni Chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana
pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum a poskytnut Mgr. Karlem Dolezalem, Dr., DSc.
Do 6-jamkové mikrotitracni desticky byly roztoky pipetovany po 5 ml. Do kazdého roztoku
bylo umisténo 5 aZz 6 listli. Nasledné byla desticka s listy vroztocich uzaviena vikem
a zabalena do Cerné folie a skladovana pfi teploté 24 °C po dobu 6 dni. Kontrolni listy byly
oddéleny a po 30 minut adaptovany na tmu, poté nasledovalo méreni parametru Fy/Fm
pomoci pFistroje FluorCam 800-0 (PSI, Drasov, CR). Po méFeni listd byly listy vyfoceny
a obkresleny. Dané listy byly ndsledné preneseny do 2 ml mikrozkumavek a zamrazeny
v tekutém dusiku. Nakonec byly listy uskladnény do hlubokomraziciho boxu pfi teploté —

80 °C.
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3.2 Pouzité metody

V této préci bylo provddéno méreni chlorofylové fluorescence prostrednictvim pristroje
FluorCam 800-0, ddle bylo analyticky stanovovdno mnozstvi pigmentu v listech Arabidopsis

thaliana L..

3.2.1 Méfeni parametrd chlorofylové fluorescence

U kontrolnich list( bylo méreni uskutecnéno hned po oddéleni a 30-minutovém zatemnéni.
Méreni bylo provadéno na fluorescenénim zobrazovacim pfistroji FluorCam 800-0. Pro
méreni byl pouzit protokol s preddefinovanymi hodnotami: 10% senzitivita, 50% saturacni
pulz (relativni intenzita saturaéniho PAR, kterd odpovidala ozafenosti 900 umol/m?s v misté
vzork(). Na listech byl mérfen parametr maximalni (Fm) a minimalni (Fo) fluorescence,
z téchto parametrd byl nasledné vypocitan maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII
(Fv/Fm).

(Fm-Fo)/Fm = Fy/Fwm

3.2.2 Analytické stanoveni pigmentu

Listy byly homogenizovany s uhli¢itanem hore¢natym v tfeci misce a nasledné byl ptidany
2 ml vychlazeného 80% acetonu. Takto pfipravené extrakty byly centrifugovany po dobu 12
min pfi 3600 g a 4 °C. Byl zaznamenan celkovy objem a popfipadé byl pfidan aceton ke
vzorkiim, u kterych byla absorbance u vinové délky 663,2 nm vyssi nez 0,8. Nasledné bylo
provedeno spektrofotometrické stanoveni absorbance chlorofylového extraktu pfi
vinovych délkach 470 nm; 648,6 nm; 663,2 nm a 750 nm. Celkovy obsah chlorofylu a+b byl
poté vypocitan podle rovnice dle Lichtenthalera (1987):

Vypocet obsahu chlorofyll a+b:

CHF (A+B) = 7,15 * (As63,2 — A7s0) + 18,71 * (Asea,s — A7s0)

Hodnoty Ass3,2; Assa,s a A7sojsou absorbance extraktu pigmentd v danych vinovych délkach.

Takto ziskané hodnoty se déle ndsobi objemem extraktu a déli listovou plochou [cm?].

3.2.3 Zpracovani dat
Pro vyhodnoceni parametru Fyv/Fm byl pouZit imaging parametru Fv/Fm. K vypoctu plochy
list( byl pouZit program Imagel. Obsah chlorofyl( a+b byl vztaZzen k celkové plose listu. Data
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byla zpracovdna pomoci programu MS Excel. Ke grafickému vyhodnoceni obsahu chlorofylu
a+b byly pouzity sloupcové grafy, které predstavuji median hodnoty obsahu chlorofylu a+b
a chybové usecky znazornujici horni a dolni kvartil.

U analytického stanoveni chlorofyld a+b byl pouzit T-test v programu Excel pro
zjisténi statisticky vyznamnych rozdild mezi kontrolnimi listy a listy, na které byly aplikovany
roztoky DMSO, BAP a 3MeOBAPA. Statisticky vyznamné rozdily (p <0,05) byly v grafech
oznaceny rozdilnymi pismeny (a az d), jestlize se hodnoty vyznamné neliSily (p >0,05), byly

tyto sloupce oznaceny stejnym pismenem.
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4. Vysledky

Vramci této bakalarské prace bylo pracovano se standardnim genotypem (WT)
a mutantnimi genotypy LOX, RBOHF a PRX33PRX34 rostlin Arabidopsis thaliana. Bylo
provedeno analytické stanoveni obsahu chlorofylu a+b a méreni chlorofylové fluorescence
(parametr Fv/Fm) na oddélenych listech, které byly osetfeny roztokem BAP nebo od néj
odvozenym derivatem 3MeOBAPA o koncentracich 10®° mol/l. Naméfené hodnoty byly
srovnany s hodnotami namérenymi u kontrolnich listd nebo u list(i oSetfenych 0,1% DMSO.

DMSO byl pouzit jako rozpoustédlo k fedéni pouzitych cytokinind.
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4.1 Obsah chlorofylu a+b

4.1.1 Obsah chlorofylu u listi se standardnim genotypem (WT)

Vlivem indukované senescence doslo uvsech listli inkubovanych v roztocich k poklesu
obsahu chl a+b pfi srovnani s kontrolou (obr. 4). K velmi vyraznému poklesu obsahu chl a+b
doslo u listl uchovanych v DMSO, a to na pfiblizné 15 % hodnoty namérené u kontrolnich
listd Pokles obsahu chl a+b byl srovnatelny ulistd inkubovanych vroztocich BAP
a 3MeOBAPA, v obou pfipadech byl obsah chl a+b pfiblizné na 70 % hodnoty namérené

u kontrolnich lista.
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Obr. 4 Obsah chlorofylu a+b [ug/cm?] v listech Arabidopsis thaliana L. (WT) naméfeny
ihned po oddéleni (K) a 6. den po oddéleni a uchovani ve tmé v roztocich 0,1%
dimethylsulfoxidu (DMSQO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od BAP odvozeného
derivatu 3MeOBAPA o koncentracich 10 mol/I. V grafu jsou uvedeny mediany obsahu
chlorofylu a+b, chybové usecky znazorruji horni a dolni kvartil. Rozdilna pismena oznacuji
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou, DMSO, BAP a 3MeOBAPA, p <0,05.
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4.1.2 Obsah chlorofylu u listti LOX

U oddélenych listd genotypu LOX doslo rovnéz vlivem indukované senescence ke snizeni
obsahu chl a+b ve vsech roztocich (obr. 5). Mnozstvi zachovaného chl a+b v DMSO bylo
vsak pfiblizné o 50 % vyssi nez u WT. Obsah chl a+b se lisil napfi¢ vSemi listy inkubovanymi
(pFiblizné 70% hodnoty kontrolnich listl). Listy oSetfené roztokem 3MeOBAPA mély nizsi

obsah chl a+b (pfiblizné 60 % hodnoty kontrolnich list(i) nez listy oSetfené roztokem BAP.
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Obr. 5 Obsah chlorofylu a+b [ug/cm?] v listech Arabidopsis thaliana L. (LOX), namé&feny
ihned po oddéleni (K) a6. den po oddéleni auchovani ve tmé v roztocich 0,1%
dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od BAP odvozeného derivatu
3MeOBAPA o koncentracich 10 mol/I. V grafu jsou uvedeny mediany obsahu chlorofylu
a+b, chybové Usecky znazornuji rozdil mezi horni a dolni kvartil. Rozdilna pismena oznaduji
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou, DMSO, BAP a 3MeOBAPA, p <0,05.
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4.1.3 Obsah chlorofyll u listd RBOHF

V ptipadé listd RBOHF inkubovanych v DMSO doslo k poklesu chl a+b (ptiblizné na 40 %
a+b je u listh inkubovanych v roztocich BAP a 3MeOBAPA srovnatelny s kontrolou. Oproti
genotyplm WT aLOX je ulistG RBOHF inkubovanych ve vsech pouZitych roztocich

zachovano vice sledovanych pigmentu.
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Obr. 6 Obsah chlorofylu a+b [ug/cm?] v listech Arabidopsis thaliana L. (ROBHF), naméfeny
ihned po oddéleni (K) a6. den po oddéleni auchovani ve tmé v roztocich 0,1%
dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od BAP odvozeného derivatu
3MeOBAPA o koncentracich 10 mol/I. V grafu jsou uvedeny mediany obsahu chlorofylu
a+b, chybové Usecky znazornuji rozdil mezi horni a dolni kvartil. Rozdilna pismena oznaduji
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou, DMSO, BAP a 3MeOBAPA, p <0,05.
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4.1.4 Obsah chlorofyll u list PRX33PRX34

Vlivem indukované senescence doslo u listl inkubovanych v DMSO k poklesu obsahu chl
a+b, ktery byl ale nejméné vyrazny v porovndni s ostatnimi sledovanymi genotypy
(pFiblizné 60 % hodnoty kontrolnich list( (obr. 7). Vlivem inkubace listd v roztocich BAP
i 3MeOBAPA doslo ke zpomaleni poklesu obsahu chl a+b, pficemz obsah chl a+b u list(
oSetifenych 3MeOBAPA byl mirné nizsi a srovnatelny s DMSO (78 % hodnoty kontrolnich
listd u BAP, 76% v ptipadé 3MeOBAPA).

PRX33PRX34

a
¢ bc
b mK
m DMSO
H BAP
H 3MeOBAPA
0

Obr. 7 Obsah chlorofylu a+b [ug/cm?] v listech Arabidopsis thaliana L. (PRX33PRX34),
naméreny ihned po oddéleni (K) a 6. den po oddéleni a uchovdni ve tmé v roztocich 0,1%
dimethylsulfoxidu (DMSQO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od BAP odvozeného derivatu
3MeOBAPA o koncentracich 10 mol/l. V grafu jsou uvedeny medidny obsahu chlorofylu
a+b, chybové Usecky znazornuji rozdil mezi horni a dolni kvartil. Rozdilna pismena oznaduji
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou, DMSO, BAP a 3MeOBAPA, p <0,05.
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4.2 Parametr Fy/Fm

Parametr Fy/Fm u kontrolnich listl byl zméren okamZité po oddéleni a adaptaci na tmu.

Hodnota parametru Fv/Fm se uvSech genotypld pohybovala okolo 0,82, to odpovida

zdravym listlim s pIné funkénim fotosystémem Il.
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4.2.1 Standardni genotyp (WT)

Velmi vyrazny pokles parametru Fy/Fm nastal u listd inkubovanych v roztoku DMSO. Velka
¢ast plochy listu je nefunkéni, je bez fluorescenéniho signalu, coz je na snimku viditelné jako
bilé plochy (obr. 8). Roztok BAP vyrazné zpomalil pokles parametru Fy/Fm zplsobeny
indukovanou senescenci. Hodnota Fv/Fwm u listli inkubovanych v BAP dosahovala pfiblizné
70 % hodnoty kontrolnich listl. Roztok 3MeOBAPA dokazal, ve srovnani s roztokem BAP,
jesté vyraznéji oddalit indukovanou senescenci. Parametr Fy/Fm dosahoval u listl

inkubovanych v roztoku 3MeOBAPA pfiblizné 90 % hodnoty kontroly.

WT

DMSO

-0,

WESRE. BAP

3MeOBAPA

Obr. 8 Imaging parametru Fy/Fm béhem indukované senescence u oddélenych listd Arabidopsis
thaliana L. (WT) bezprostfedné po oddéleni (K) a 6. den po oddéleni a uchovani ve tmé v roztocich
0,1 % dimethylsulfoxidu (DMSQ), 6-benzylaminopurinu (BAP) ajeho derivatu 3MeOBAPA
o koncentracich 10° mol/I.
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4.2.2 LOX

U listd LOX inkubovanych v DMSO doslo vlivem indukované senescence k poklesu
parametru Fy/Fm (obr. 9), ktery byl srovnatelny s WT. Inkubace listl v BAP tento pokles
vyrazné zpomalila, pfiCemz v pfipadé LOX byl parametr Fy/Fm vy$si nez u WT. U 3MeOBAPA
doslo k mirnému zpomaleni poklesu parametru Fy/Fwm, ten byl srovnatelny s WT ve stejném

roztoku.
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Obr. 9 Imaging parametru Fy/Fm béhem indukované senescence u oddélenych listd Arabidopsis
thaliana L. (LOX) bezprostfedné po oddéleni (K) a 6. den po oddéleni a uchovani ve tmé v roztocich
0,1 % dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) ajeho derivatu 3MeOBAPA
o koncentracich 10 mol/I.
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4.2.3 RBOHF

Vlivem indukované senescence doslo u listG RBOHF inkubovanych v DMSO k poklesu
parametru Fy/Fm (obr. 10), pokles vsak nebyl tak vyrazny jako v pfipadé WT. U listl
oSetfenych BAP i 3MeOBAPA byly hodnoty parametru Fy/Fm jen mirné vyssi nez u DMSO.
V pfipadé 3MeOBAPA byl Fv/Fm niZsi nez u ostatnich genotypu.

RBOHF

0.9

K 0.3
DMSO _
3MeOBAPA

Obr. 10 Imaging parametru Fy/Fy béhem indukované senescence u oddélenych listl Arabidopsis
thaliana L. (ROBHF) bezprostiedné po oddéleni (K) a6. den po oddéleni a uchovani ve tmé
vroztocich 0,1 % dimethylsulfoxidu (DMSQO), 6-benzylaminopurinu (BAP) ajeho derivatu
3MeOBAPA o koncentracich 10° mol/I.
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4.2.4 PRX33PRX34

U listd PRX33PRX34 inkubovanych vDMSO byl parametr Fy/Fm vyrazné vyssi neZ
u ostatnich genotypl, coz naznaCuje pomalejsi pribéh senescence. Zatimco u listl
PRX33PRX34 osetfenych BAP byl parametr Fy/Fwm nizsi nez u listd inkubovanych v DMSO,
v pfipadé 3MeOBAPA byl Fy/Fu srovnatelny s DMSO (obr. 11).

PRX33PRX34

&L B

DMSO 0

o7 I Bap

—0.3
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Obr. 11 Imaging parametru Fy/Fm béhem indukované senescence u oddélenych listl Arabidopsis
thaliana L. (PRX33PRX34) bezprostiedné po oddéleni (K) a 6. den po oddéleni a uchovani ve tmé
vroztocich 0,1 % dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) ajeho derivatu
3MeOBAPA o koncentracich 10° mol/I.
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5 Diskuze

Senescence je poslednim vyvojovym stadiem rostliny. V pribéhu senescence dochazi
k mnohym fyziologickym a biochemickym zménam, které jsou fizeny geneticky a zaroven
jsou ovliviiovany environmentalnimi podminkami. Dochazi ke kontrolovaného rozpadu
bunéénych slozek a jejich recyklaci (Gan a Amasino 1997). V pribéhu senescence lze
pozorovat degradaci chlorofylu a postupny rozpad fotosyntetického aparatu, coz vede
k zastaveni fotosyntézy.

Je velmi dobfe zndmo, Ze tyto senescenci indukované zmény lze zpomalit ¢i oddalit
aplikaci CK. Pfi exogenni aplikaci CK dochazi ke zpomaleni pribéhu senescence, mimo jiné
dochdzi k zpomaleni poklesu chl a+b a zachovani Ucinnosti PSII (parametr FV/FM). (Holub
et al. 1998; Spundové et al. 2003; VI¢kova et al. 2006). {Formatting Citation}. (2006)
zkoumali ucinek cytokininu meta-topolinu na fotosynteticky aparat u oddélenych listovych
segmentl psenice. Listové segmenty byly uchovany ve tmé po dobu Sesti dnli nebo byly
vystaveny kontinudlnimu svétlu (100 umol m-2 s -1). Parametr Fy/Fm byl méfen Sesty den
po oddéleni a inkubaci v roztoku meta-topolinu. U¢inek meta-topolinu byl u listd
inkubovanych na svétle zcela jiny neZ u listl inkubovanych za tmy. Diky meta-topolinu byly
hodnoty Fv/Fmskoro stejné jako u Cerstvé oddélenych listd, ale u list( uchovanych na svétle
doslo k velmi vyraznému poklesu Fy/Fm (VICkova et al. 2006). Antisenescencni aktivita CK je
zavisla na vice faktorech. Ovliviiuje ji rizna chemicka struktura cytokinint, druh rostliny,
tak i metoda aplikace CK (Holub et al. 1998; Dolezal et al. 2007). Bylo zjisténo, Ze vysoka
koncentrace BAP mze mit negativni ucinky na rlst a vyvoj rostlin (Rulcova a PospiSilova
2001), proto jsou syntetizovany slouceniny od BAP odvozené, které ale nemaji tyto
negativni Ucinky. Zaroven bylo zjisténo, Ze nékteré nové pripravené cytokininové derivaty
mohou mit silnéjsi antisenescencni ucinek nez BAP, jedna se napf. o methoxy derivaty BAP
(Dolezal et al. 2007; Kucerova et al. 2020). 3MeOPABA, pouzity v rdmci této prace, se radi
mezi methoxyderivaty abylo zjiSténo, Ze oddaluje senescenci u oddélenych list(
Arabidopsis efektivnéji nez BAP.

Bryksova et al. (2020) zkoumali vliv derivatd BAP (véetné 3MeOBAPA) na
oddadleni senescence. Ve své praci pouzili oddélené listy Arabidopsis thaliana (WT), které
byly inkubovany ve tmé po dobu Sesti dni v roztocich CK a poté byl méren parametr Fy/Fum.

Listy, které byly inkubovany v DMSO, mély pouze velmi nizkou hodnotu parametru Fy/Fm.
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Pfi aplikaci 3MeOBAPA o koncentraci 10 mol/l do$lo ke zpomaleni poklesu Fy/Fwm , které
bylo vyrazné;jsi nez pti pouziti BAP. Pfi méreni akumulace ROS po aplikaci 3MeOBAPA bylo
zjisténo, Ze po 3 hodinach od aplikace doslo k prudkému nartstu ROS, ktery byl nasledovéan
pomalym sniZovanim obsahu ROS, a to aZz na hodnoty pred aplikaci 3MeOBAPA (po 16
hodinach) (Bryksova et al. 2020). Zaroven bylo zjisténo, Ze 3MeOBAPA ma ochranny ucinek
proti oxidativhimu poskozeni u senescencnich listl Arabidopsis thaliana (Kucerova et al.
2020). Z téchto vysledku Ize usuzovat, Ze zvySena akumulace ROS po aplikaci 3MeOBAPA
ma signaliza¢ni funkci.

Na zakladé téchto vysledkd byli v této bakalarské praci pouziti knock-out mutanti
Arabidopsis thaliana LOX, RBOHF a PRX33PRX34. LOX, RBOHF a PRX33PRX34 jsou geny
zapojené do tvorby ROS (Apel a Hirt 2004). V ramci této prace byl testovan dopad absence
téchto oxidaz na pribéh senescence u oddélenych listl Arabidopsis thaliana inkubovanych
ve tmé po dobu Sesti dnl v roztocich DMSO, BAP a 3MeOBAPA, a to prostrednictvim
analyticky stanoveného mnoistvi chlorofylu a+b a parametru chlorofylové fluorescence
Fv/Fum, ktery stejné jako obsah chlorofylu v pridbéhu senescence klesa (Janeckova et al.
2018). U listl WT inkubovanych v roztoku DMSO doslo k velmi vyraznému poklesu obsahu
chl a+b (obr. 4) i parametru Fy/Fm (obr. 8). Dale byl zaznamenan velmi vyrazny efekt
zpomaleni senescence u WT v 3MeOBAPA, coz odpovidd vysledkim publikovanym
v Bryksova et al (2020). K vyraznému poklesu obsahu chl a+b i Fy/Fm doslo i u genotypt LOX,
PRX33PRX34 a RBOHF, pticemz nejvyssich hodnot dosahovaly oba parametry u list(
PRX33PRX34, coz naznacuje pomalejsi pribéh senescence u tohoto genotypu. Pokles
obsahu chl a+b i parametru Fy/Fm indukovany senescenci byl vlivem aplikace BAP
zpomalen, a to jak u WT tak i u LOX a RBOHF. V pfipadé PRX33PRX34 byl parametr Fy/Fm
u listl oSetfenych BAP nizsi nez u listl inkubovanych v DMSO (obr. 11), coz svéddi o
negativnim efektu BAP na funkci PSIl. Srovnatelny uUc¢inek na udrzeni obsahu chl a+b jako
BAP mél i 3MeOBAPA, s vyjimkou mutanta LOX (obr. 6), kde byl obsah chl a+b u list(
inkubovanych v 3MeOBAPA nizsi neZ v pfipadé BAP. Zatimco u mutanta LOX (obr. 9) byl
tento efekt srovnatelny s WT (obr. 8), u RBOHF (obr. 10) a PRX33PRX34 (obr. 11) byl Fy/Fm
mirné nizsi.

He et al. (2002) se zabyvali vlivem kyseliny jasminové na listovou senescenci.
Plsobeni JA urychluje senescenci. U rostlin coil, které byly rezistentni na plsobeni JA, to

naznacuje existenci signalnich drah JA v souvislosti se senescenci. Pfepoklada se, Zze geny
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LOX11, LOX2 a LOX3 wvytvari signalni drahy pro tvorbu JA a tim dochazi k urychleni
senescence. (He et al. 2002).

Vramci mych experimentl bylo zjiSténo, Ze indukovand senescence
probihala obecné u LOX mutanta (obr. 5) mirné pomaleji nez u listd WT (obr. 4). To
potvrzuje teorii He et al (2002) o zapojeni LOX gen(l do priibéhu senescence. Zatimco na
ucinek 3MeOBAPA neméla absence genu LOX Zadny vliv, v pfipadé BAP byl jeho
antisenescencni Ucinek u LOX vyssi nez u WT. Senescence u mutantl RBOHF (obr. 6 a 10)
probihala pomaleji nez v pfipadé WT (obr. 4 a obr. 8), nicméné hodnoty Fy/Fwm u listd RBOHF
oSetfenych 3MeOBAPA byly mirné nizsi (obr. 10) a naopak obsah chl a+b vyssi (obr. 6) nez
v pripadé WT listli, coZz mUze naznacovat moziné zapojeni genu RBOHF v mechanismu
ucinku 3MeOBAPA. V pripadé listd PRX33PRX34 byla senescence vyrazné pomalejsi nez
u ostatnich genotyp0 (obr. 7 a 11), ale Fv/Fm u listl osetfenych 3MeOBAPA je srovnatelny
s DMSO, zcehoz vyplyva, Ze 3MeOBAPA nemd v pfipadé PRX33PRX34 vyrazny
antisenescencni ucinek. V ramci této bakaldrfské prace nebylo provedeno dostatecné
mnoZstvi experimentll, které by umozZnovalo jednoznacné zhodnoceni efektu absence
oxidazy na priibéh senescence u listd osetfenych 3MeOBAPAa mechanismus ucinku tohoto

nové pfipraveného cytokininového derivatu.
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6 Zaveér

Senescence predstavuje konecnou vyvojovou fazi rostliny. Tento proces je vysoce geneticky
regulovany a je ovlivnitelny fadou vnitfnich i vnéjsich faktor(. BEhem senescence dochazi
k poklesu obsahu chlorofylu v listech a dochazi k poklesu parametru Fy/Fm. Cytokininy se
uplatiuji v celé radé vyvojovych procest véetné senescence. Exogenni aplikaci cytokinin(
Ize pokles obsahu chl a+b a parametru Fy/Fm G¢inné zpomalit. Antisenescencni aktivita byla
prokazanaiu CK derivat(, jejichz schopnost oddalit senescenci je zavisla na vice faktorech,
jako je chemicka struktura, druh rostliny nebo metoda aplikace CK. Kucerova et al. (2020)
zjistili, Zze dochazi k akumulaci ROS na zacatku plsobeni cytokininového derivatu, ale
nasledné pfi senescenci nedochazi k zadnému oxidativnimu poskozeni. Proto v této
bakaldrské praci byl zkouman efekt absence genl LOX, RBHOF a PRX33PRX34 zapojenych
v produkci ROS na prabéh senescence u oddélenych listl Arabidopsis thaliana
inkubovanych ve tmé v roztocich BAP a 3MeOBAPA, a to prostfednictvim stanoveni obsahu
chl a+b a parametru chlorofylové fluorescence Fv/Fm. Vlivem indukované senescence doslo
u vSech genotypl k vyraznému poklesu obsahu chl a+b a parametru Fy/Fm, pfiemz
nejpomaleji senescence probihala u listd PRX33PRX34 a RBOHF. Inkubace oddélenych list(
v BAP i 3MeOBAPA méla za nasledek zachovani obsahu chl a+b i funkénosti PSII u listd WT,
LOX a RBOHF. U listd RBOHF se antisenescentni ucinek 3MeOBAPA liSil od ostatnich
genotypl, coZ muZe naznacCovat zapojeni RBOHF v mechanismu ucinku 3MeOBAPA.
V ptipadé listli PRX33PRX34 byl zaznamenan negativni efekt BAP a pouze minimalini efekt
3MeOBAPA na funkénost PSIl. Pro jednoznaéné zhodnoceni zapojeni LOX, RBHOF a

PRX33PRX34 v mechanismu uc¢inku 3MeOBAPA by bylo potfeba provést dalsi experimenty.
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8 Seznam pouzivanych zkratek

3MeOBAPA
30HBAPA
ABA

AHK3

BR

CK
CRE1/AHK4
CPPU

cZ

Fo

Fm

iP

DMSO

BAP

Fv/Fm

GA

Chl

IPT

JA

MelA
NADPH
PAR
PCD
PSI

PSII
ROS
SAG

tz

TDZ

6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin
6-(3-hydroxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin
kyselina abscisova

Arabidopsis histidine kinase 3

brassinosteroidy

cytokininy

cytokinin response 1/ Arabidopsis histidine kinase 3
(2-chloro-pyridin-4-yl)-N'-fenylmocovina

cis-zeatin

minimalni fluorescence chlorofylu (vzorek adaptovany na tmu)
maximalni fluorescence chlorofylu (vzorek adaptovany na tmu)
isopentenyladenin

dimethylsulfoxid

6-benzylaminopurin

maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému Il
gibereliny

chlorofyl

isopentenyltransferasa

kyselina jasminova

kinetin

methyljasmonat

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

photosynthetically active radiation, fotosynteticky aktivni zareni
programmed cell death, programovana bunécna smrt
fotosystém |

fotosystém |l

reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

senescence associated genes, geny spojené se senescenci
trans-zeatin

thidiazuron
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