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SUHRN

Cytokininy (CK) su dobre zname pre ich schopnost’ spomalit’ senescenciu, avSak
bolo zistené, Ze u istych okolnosti st cytokininy schopné naopak urychlit’ tento proces.
Takyto zvrat vuc¢inku CK bol zaznamenany u vysokych koncentracii a/alebo pri
vystaveni listov vyssej intenzite alebo davke svetla.

V predkladanej praci bol Studovany vplyv cytokininov 6-benzylaminopurinu
(BAP) a meta-topolinu (mT; N°-(meta-hydroxybenzyl)adenin) u oddelenych listovych
segmentov tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) aja¢mena siateho (Hordeum
vulgare L.) zhladiska koncentracnej a svetelnej zavislosti. Miera indukovanej
senescencie bola stanovovana cez obsah chlorofylu a hodnotu maximalneho kvantového
vytazku fotochémie fotosystému II (Fy/Fp). Boli pouzité tri koncentracie cytokininov
mT a BAP (10° M, 10* M, 3:10* M). U tabaku bol vplyv koncentracie CK
asvetelnych podmienok (tma a periodické svetlo 90 pmol'm?s™) sledovany
na rastlinach typu wild type a typu s overexpresiou cytokinin oxidazy/dehydrogenazy
(CKX). U ja¢mena bolo pouzitych pit’ svetelnych rezimov (tma, periodické svetlo 70
umol-m'z-s'l, kontinualne svetlo 70 umol-m'z-s'l, periodické svetlo 370 umol-m'z-s'l,
kontinualne svetlo 370 pmol-m™?-s™).

U kontrolnych segmentov (bez CK) umiestnenych vtme bol po oddeleni
zaznamenany vyrazny pokles obsahu chlorofylu i F,/Fp. Svetlo vo véicsine pripadov
tento pokles spomalilo. U segmentov umiestnenych v tme mali CK o¢akavany pozitivny
ucinok (tj. spomalili pokles obsahu chlorofylu aF,/Fp) vo vSetkych pouzitych
koncentraciach. Avsak pozitivny G¢inok CK sa znizoval S narastom svetelnej davky
a pri kontinudlnom svetle (370 umol-m'z-s'l) sa dokonca zmenil na negativny (tj. CK
urychlili pokles v oboch parametroch). Tento trend bol viac vyrazny v pripade vysSich

koncentracii CK.



SUMMARY

Cytokinins (CK) are well known for their ability to retard or slow down
senescence but there is also some evidence that cytokinins can, under certain
circumstances, accelerate it. This reversal of cytokinin action has been linked to high
cytokinin concentration and/or the exposure of leaves to extensive light.

In our work, the concentration- and light-dependence of effect of cytokinin of 6-
benzylaminopurine (BAP) and meta-topolin (mT; N6-(meta-hydroxybenzyl)adenine)
was studied in tobacco (Nicotiana tabacum L.) and barley (Hordeum vulgare L.) leaf
segments after their detachment. The chlorophyll content and maximal efficiency of
photosystem Il photochemistry (F\/Fp) were used to evaluate an extent of senescence.
Three concentration (10° M, 10* M, 3:10* M) of mT and BAP were used. In the case
of tobacco, the effect of cytokinin concentration and light conditions (dark and periodic
light 90 umol'm?s™) was evaluated in wild type plants and plants with overexpressed
CKX. In the case of barley, five “light* regimes (dark, periodic light 70 pmol'-m?s™,
continual light 70 pmol'm™?s™, periodic light 370 pmol'm™®s™®, continual light 370
umol-m?-s™t) were used.

There was a pronounced decrease in chlorophyll content and Fv/Fe in control
leaf segments (without CK) senescing in dark. Light slowed down this decrease in most
cases. In dark senescing leaves, CK had the expected positive effect (i. e. slowed down
the decrease in chlorophyll content and Fv/Fp) in all concentrations used. However, the
positive effect of CK decreased with increasing light dose, and at continual light (370
umol'm?s™) even changed to negative ones (i. e. CK accelerated the decrease in both

parameters). This trend was more pronounced in case of higher CK concentrations.
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PSII - fotosystém II

Qp - fotochemické zhasanie fluorescencie chlorofylu
ROS - reaktivne formy kysliku (reactive oxygen species)
vrFIJ - vel'mi rychly fluorescen¢ny indukcny jav

WT - wild type

z - zeatin
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1.  UVOD

Cytokininy su trieda rastlinnych hormoénov, ktoré hraji centralnu tlohu pocas
bune¢ného cyklu a ovplyviuju procesy vyvoja. Cytokininy boli objavené v 50. rokoch
20. storocia (ako prvy bol identifikovany kinetin) a od tej doby sa postupne objasiiuje
ich fungovanie vo véicSine procesov rastlinného vyvoja arastu. V sucasnosti su
problematiky spojené s fungovanim rastlinnych horménov riesené nejednou vedeckou
skupinou & vedeckym pracoviskom. Stidium pdsobenia a Gdinkov rastovych
regulatorov rastlin, akymi st cytokininy, poskytuje moznost’ réznych aplikacii v ramci
biotechnologii ¢i pol'nohospodarstva pre ovplyviiovanie vynosov.

Cytokininy st vSeobecne zname svojou schopnost'ou spomalit’ proces starnutia
(senescencie) rastlin.

Senescencia rastlin je vyvojovym procesom kontrolovanym vonkaj$imi (napr.
mnozstvo svetla alebo vody) i vntitornymi faktormi (napr. rastlinné hormoény). Starnutie
mdze byt urychlené ¢i spomalené pomocou zmien tychto faktorov.

Ako bolo spomenuté vysSie, vSeobecne plati, ze cytokininy (CK) su schopné
spomalit’ proces senescencie. Avsak V literature je dolozené, ze tento U€inok zavisi na
koncentrécii a na svetelnych podmienkach pri senescencii. Bolo ukézané, Ze pri vysSich
koncentraciach CK apri vysSich intenzitich svetla moéZze dochadzat naopak
k urychleniu senescencie. Na zaklade vlastnych vysledkov a informacii o posobeni
roznych koncentracii cytokininov i intenzit svetla na senescenciu uvedenych v literatiire
bol vytvoreny Husi¢kovou a kol. (2012) model popisujuci zavislost’ vplyvu G¢inkov CK
na ich kKoncentracii a na svetelnych podmienkach. Model predpoklada, Zze do urcitej
koncentracie CK rastie ich ,,pozitivny* G¢inok (tj. zvySuje sa ich spomal’ujtci G¢inok na
senescenciu) aod tejto urcitej (,,hrani¢nej) koncentracie potom CK maji opaény —
»hegativny* ucinok (tzn. urychl'uju senescenciu). Model d’alej predpoklada, Ze podobny
efekt ako rast koncentracie CK ma na senescenciu i narastajica intenzita (davka) svetla,
pricom ¢im vysSia intenzita (davka) svetla pri senescencii pdsobi pri suCasnom posobeni
CK, tym nizSia je ,hranicna“ koncentracia CK, pri ktorej dochddza ku zmene
»pozitivneho* ti€inku CK na ,,negativny*.

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo overovanie platnosti vyssie uvedeného
modelu: bol studovany vplyv cytokininov mT a BAP na indukovanu (umelo vyvolan)

senescenciu rastlin z hl'adiska koncentracnej a svetelnej zavislosti.



2. PREHLCAD PROBLEMATIKY

2.1 Senescencia rastlinného organizmu

Senescencia alebo proces starnutia je vyvojovy proces, ktory v sebe zahriiuje
programovanu bune¢nu smrt’ (PCD). Senescencia je spojena s degeneraciou bune¢nych
organel ako su chloroplasty, endoplazmatické retikulum, v neskorSich Stadiach
I mitochondrie ¢i samotné jadro. Je sprevadzana syntézou hydrolytickych enzymov ako
st proteazy, nukleazy, lipazy ¢i enzymy degradujuce chlorofyl. Behom senescencie
dochadza taktiez k zmenam tylakoidnej membrany, k destrukcii tylakoidnych proteinov
a destrukcii enzymov v stromate u chloroplastov.

Pretoze degradéacia chlorofylu (Chl) a chloroplastov je primarnym procesom
Vv starnuti, je listova senescencia obecne charakterizovand pomocou obsahu Chl. So
senescenciou sa znizuje obsah Chl (Zacharias a Reid 1990, Noodén a kol. 1997,
Spundova a kol. 2003, Vi¢kova a kol. 2006), meni sa ultrastruktara, usporiadanie a tvar
chloroplastov z elipsovitého na viac sféricky a dochadza k neusporiadanosti tylakoidnej
membréany Vv chloroplastoch spolu s akumulaciou plastoglobul (Spundové a kol. 2003,
Vickova a kol. 2006). Samotny rozpad tylakoidov zaéina s degradaciou komplexu Cyt
be/f, ktory zaist'uje prenos elektronov medzi fotosystémom II (PSII) a fotosystémom I
(PSI), nasleduje rozpad PSII a PSI aneskor i ATP syntazy (Lawlor 2001). Enzymy,
ktoré degraduju niektoré kl'i¢ové zlozky chloroplastov (napr. Chl), st lokalizované
vV membrane samotnych chloroplastov alebo v ich okoli.

So senescenciou sa dalej menia aj parametre fotosyntézy, akymi su
fotochemické zhasanie fluorescencie chlorofylu (g,) ¢i maximalny fotochemicky
vyt'azok PSII, ktory sa najcCastejsie vyjadruje ako pomer F,/Fy, pricom S narastom doby
senescencie dochadza k poklesu hodnoét parametrov g, ¢i pomeru F/Fn, (Vickova a kol.
2006). Samotny proces fotosyntézy je pod pevnym riadenim tisicov génov
lokalizovanych v chloroplastoch av jadre aje ovplyvneny radou enviromentalnych
faktorov ako je napriklad sucho, chlad, ozén a UV-B. Enviromentadlne stresy maji
priamy vplyv na fotosynteticky aparat, tym, ze st schopné poskodit’ dolezité procesy
fotosyntézy, zahritujic tylakoidny elektronovy transport a Calvinov cyklus spolu so
zvySenou akumuléaciou karbohydratov a peroxidativnym poskodenim lipidov.

Behom senescencie dochadza tiez k narastu miery peroxidacie membranovych

lipidov (Spundovéa a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006, Mik a kol. 2011). Peroxidécia
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membranovych lipidov je typickym znakom senescencie, je dosledkom ucinku
reaktivnych foriem kyslika (ROS) a ich zvySenej tvorby (Mik a kol. 2011). Tieto formy
sa sice tvoria pocas celého rastlinného rastu a vyvoja, avSak zretelne sa akumuluji
Vv pletivach pocas listovej senescencie. S lipidovou peroxidaciou su uzko spojené aj
rastlinné hormoény cytokininy, ktoré st schopné za urcitych okolnosti chranit’ membrany
voci lipidovej peroxidacii. Prikladom je cytokinin kinetin (Kin), ktory méze chranit’
proteiny voéi oxidativnemu a glyoxidativnemu poskodeniu (Verbeke a kol. 2000 cit.
v Mik a kol. 2011) (vid’ 2.2. Cytokininy).

Celkovo je senescencia riadena geneticky, avSak jej priebeh je ovplyviiovany
I vonkajSimi podmienkami (vratane svetelnych), v akych sa rastlina nachadza. A preto
treba u senescencie brat’ do ivahy aj tieto vplyvy a hlavne ulohu svetla, kde vysoké
intenzity ziarenia moézu spoOsobit’ oxidativne poskodenie rastlin anizke intenzity
napriklad neefektivnu c¢innost’ fotosyntézy atym nedostato¢ni tvorbu energeticky

bohatych organickych latok, dolezitych pre metabolizmus rastliny.

2.1.2 Svetlo a senescencia

Svetlo je elektromagnetické Ziarenie, ktoré je zdkladnym energetickym zdrojom
pre vacsinu biologickych procesov na Zemi. Pocas zivota rastlin je svetlo potrebnym
zdrojom energie. Svetlo hra taktiez doleziti signalnu tlohu vo vyvoji rastlin (Briggs
a Olney 2001), ktory reguluje pomocou systému zahfiiajiceho svetelni percepciu,
transdukciu energie na signal a parovania signalu do génovej expresie a nasledni
regulaciu produktov (Lawlor 2001). Svetlo je absorbované molekulami fotoreceptorov,
ktoré su lokalizované v rastlinnej bunke (Kreslavski a kol. 2009). U rastlin sa vyskytuje
viacero druhov fotoreceptorov (Lawlor 2001). Receptory na ¢ervené svetlo (tzv.
fytochromy) po absorpcii svetla podstipia konformacnu zmenu. Tato fyzikdlna zmena
z formy absorbujicej Cervené svetlo na formu absorbujicu vzdialené Cervené svetlo
vyustuje do selektivnych zmien v regulacii génov zicCastiiujicich sa rastu a vyvoja.
Vseobecne Cervené svetlo (660 nm) vyvolava odpovede kontrolované fytochromami,
zatial’ ¢o vzdialené Cervené svetlo (730 nm) tlmi tieto odpovede. Na Cervené a vzdialene
cervené svetlo v Arabidopsis thaliana reaguje pat fytochromov (phyA-E) a modré
svetlo a UV Ziarenie je detekované kryptochromami (CRY 1/CRY2). Dodato¢ne k tomu
existuju este Specifické receptory na modré svetlo (NPH1 a NPL1) sprostredkavajuce
fototropizmus a iné, eSte neidentifikované fotoreceptory, ktoré monitoruji UV-B oblast’
(Briggs a Olney 2001).



Medzi mnozstvom svetla a priebehom senescencie existuje urcita zavislost'.
Nedostatok svetla alebo skratenie doby pdsobenia svetla (tzn. napr. skracovanie
fotoperiody, resp. skracovanie dna) su jednymi z enviromentalnych signalov, ktoré
mozu indukovat’ senescenciu rastlin a zmeny s filou spojené ako znizenie obsahu Chl,
pokles hodnoty F./Fy, alebo g, a zvySenie miery lipidovej peroxidacie (VIickova a Kol.
2006, Annanieva a kol. 2008). Svetlo 0 vysokej intenzite mdze u rastlinného organizmu
sposobit’ preexcitovanie fotosyntetického aparatu, ktoré moze viest’ ku akumulacii ROS
a nasledne k fotooxidativnemu poskodeniu fotosyntetického aparatu a tym K urychleniu
senescencie (VI¢kova a kol. 2006).

Vplyv svetla na priebeh senescencie kli¢neho listu tekvice obycajnej (Cucurbita
pepo L.) sledovali napr. Annanieva akol. (2008). Zatemnili sledovany kli¢ny list
a zrovnavali postup jeho senescencie v pripade, kedy bol druhy kli¢ny list na svetle
alebo tiez zatemneny. Vysledné zistenie je, ze vplyv zatemnenia sledovaného listu na
urychlenie resp. spomalenie jeho senescencie zavisi od svetelného stavu druhého
kliéneho listu z paru. Pri zatemneni oboch kli¢nych listov autori pozorovali silné
urychlenie senescencie charakterizované poskodenim ultrastruktary chloroplastov,
znizenim rychlosti fotosyntézy a fotochemického kvantového vytazku PSII. Zaroven
V tomto stave bola silne zniZend endogénna hladina CK. Pri zatemneni iba jedného
kli¢neho listu, Struktira a funkcia fotosyntetického aparatu a taktieZ obsah endogénnych
CK boli ovela menej ovplyvnené zatemnenim. Tieto zistenia davaji podnet pre
myslienku spomalovacieho vplyvu osvetleného kli€neho listu na senescenciu
zatemneného kli¢neho listu.

Vickova a kol. (2006) pozorovali u oddelenych listov psenice (Triticum aestivum
L.) inkubovanych vtme senescentné zmeny ako zmena tvaru chloroplastov
z elipsovittho na viac sféricky, znacnd disorganizacia tylakoidnej membrany
a akumulacia plastoglobul. Na kontinudlnom svetle (o intenzite 100 umol'm‘z-s‘l) sa
tvar chloroplastov nezmenil tak vyrazne ako v tme, akumulacia plastoglobul bola
potlacena a relativny obsah gran bol vyssi v porovnani so segmentmi inkubovanymi
v tme. Pocas senescencie na kontinudlnom svetle taktieZ dochddzalo ku akumulacii
asimilatov v podobe Skrobovych zfn v chloroplastoch. Znizenie rychlosti CO;
asimilacie bolo pozorované u segmentov v oboch svetelnych rezimoch.

Z vyssie uvedenych prikladov je vidiet, ze rozne svetelné podmienky indukuju

rozdielne odpovede rastlinného organizmu alebo pletiv stvisiace s ich senescenciou,



ktoré tiez zavisia na spOsobe zatemnenia (celd rastlina alebo individudlne Ccasti)

(Annanieva a kol. 2008).

2.2  Cytokininy

CK su skupinou rastlinnych reguldtorov rastu, ktoré st derivatmi adeninu.
Prvym cytokininom objavenym v rastlinach bol trans-zeatin (Obr. 1), avSak prvym
izolovanym CK bol kinetin (6-furfurylaminopurin), ktory bol identifikovany v roku
1956. Od objavenia CK sa postupne preukazala ich Siroka pdsobnost’ v rdoznych
procesoch rastlinného Zivota. Dnes su CK zname ako esencialne zlozky rastlinného
rastu a vyvoja. Ich biologicky efekt na rastlinné bunky a pletiva zahiiia vplyvy na také
procesy, akymi st génova expresia, bunecny cyklus, vyvoj chloroplastov, biosyntéza
chlorofylu, rast korenia a rast vyhonu, senescencia, transport a mobilizécia zivin (Mok a
Mok 2001, Werner a kol. 2001, Mik a kol. 2011, Wulfetange a kol. 2011). Na bune¢nej
urovni CK podporuji bunecné delenie (s pozitivnymi regulatormi bunecného delenia)
a diferenciaciu buniek a stimuluji biogenézu chloroplastov a syntézu chlorofylu (Mok a
Mok 2001). CK su zname schopnost'ou spomalit’ zmeny spojené so senescenciou, ako
st tvar chloroplastov, degradacia chlorofylu a akumulécia plastoglobul. St schopné
ovplyvnit’ mieru lipidovej peroxidacie a rychlost’ fotosyntézy (VIckova a kol. 2006).
Cinnost’ CK je v§ak ¢asto maskovana vzidjomnym pdsobenim s inymi horménmi (Mok a

Mok 2001) a méze sa lisit’ pre rozne rastlinné druhy (Husickova a kol. 2012).

_~ OH
NH’\/J\/
N
N~
D
~
N
Obr. 1.: Struktiirny vzorec zeatinu, prvého objaveného cytokininu v rastlindch.

Cytokininy mdézu byt klasifikované podla konfiguracie ich N°-postranného
retazca na izoprenoidné (napriklad zeatin (Z) alebo izopentenyladenin (iP))
a aromatické CK, ktoré obsahujii aromatického substituenta v NG-polohe (napriklad
kinetin (Kin) & 6-benzylaminopurin (BAP) - Obr. 2). Meta-topolin (mT) alebo tiez N°-
(meta-hydroxybenzyl)adenin je v sucasnosti dobre identifikovany, prirodzene sa
vyskytujuci, aromaticky cytokinin (Obr. 2). Je derivatom benzyladeninu, ktorého

aktivita ako cytokininu je relativne dobre znama (VIckova a kol. 2006).
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Obr. 2.: Struktirne vzorce cytokininov, vlavo cytokinin meta-topolin (mT) a vpravo
cytokinin 6-benzylaminopurin (BAP).

Obr. 2 ukazuje Struktirne vzorce prirodzene sa vyskytujucich CK, ktoré sa casto
vyuzivaju v experimentoch Studujucich vplyv exogénnej aplikacie CK o réznych
koncentraciach. Myslienka riadenia senescencie pomocou exogénnej aplikacie
cytokininov dala podnet k S§tadiu listovej senescencie pri rdoznych exogénnych
koncentraciach CK (Gan a Amasino 1996 cit. v Mik akol. 2011). Vela z vedomosti
0 biologickej aktivite cytokininov je zalozenych prave na experimentoch, ktoré Studuji
dosledky exogénnej adicie CK alebo endogénneho zvysenia obsahu CK (Rupp a kol.
1999; Werner a kol. 2003).

2.2.1 Transgénne rastliny so zniZenym obsahom endogénnych CK

Transgénne rastliny su silny nastroj v §tadiu vplyvu CK na procesy v rastlinnom
organizme. V sucasnosti existujil a sa vyuzivaju transgénne rastliny ako so zvySenym,
tak i so znizenym obsahom CK.

Transgénne rastliny s vySSou hladinou endogénnych CK moézu mat’ trvale
zvySent hladinu CK alebo m6zu mat’ expresiu génu zodpovedného za biosyntézu CK -
izopentenyltransferazy (ipt) pod kontrolou senescencéne Specifického promotoru
SAGI12. Zvyseny endogénny obsah CK sposobuje znizent apikdlnu dominanciu a vyvoj
korena a zmenu tvaru listov (Sa 2001 cit. v Ferreira akol. 2005) a podstatné
oneskorenie listovej senescencie (Gan a Amasino 1996, 1997 cit. v Mik a kol. 2011).

Znizena hladina CK v rastline, najCastejSie ziskana overexpresiou cytokinin
oxidazy/dehydrogenazy (CKX), sposobuje zvySeny rast korefla a oneskorent tvorbu
a potlacenie rozvoja listov (Werner a kol. 2003, 2001). CKX je katabolicky enzym,
ktorého pravdepodobna tloha pocas rastlinného rastu a vyvoja je prave degradacia CK,
pretoze je u vela rastlinnych druhov zodpovedny za vacSinu metabolickych inaktivacii

CK (Mok a Mok 2001, Werner a kol. 2003). Aktivita tohto enzymu bola preukdzana
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U vacsiny vyssich rastlin a v réznych rastlinnych pletivaich. CKX je oxidoreduktazou,
ktora obsahuje flavinadenindinukleotid (FAD) a nesie izoprenoidny postranny retazec
(Armstrong 1994 cit. vo Werner a kol. 2001). Gény kodujice tento enzym je mozné
izolovat napriklad z Arabidopsis thaliana (Werner a kol. 2001).

Werner akol. (2001) ziskali styri AtCKX gény z Arabidopsis thaliana, ktoré
pouzili ako nastroj pre znizenie obsahu endogénnych CK u tabakovych rastlin.
Pozorovali narast aktivity CKX u rastlin tabaku, priCom endogénna koncentracia
roznych foriem CK bola zna¢ne zniZzena oproti WT. Overexpresia AtCKX génov
sposobila vyvojové zmeny U korefia a vyhonov (rychlejsi rast korena, zvéacSeny
korenovy meristém, menej rozsiahlu korefiovll sustavu a znizeny rast vyhonu), neuplni
apikdlnu dominanciu a spomalent tvorbu buniek v listoch oproti WT. Ukézalo sa tak, Ze
CK su dolezité pre udrzanie bune¢ného cyklu, delenia a pri tvorbe listov, jednak aby
spravne fungoval bune¢ny cyklus a jednak pre udrzanie pozadovaného poctu deleni pre
normalnu velkost’ listu. Werner a kol. (2001) tak ukazali, ze overexpresia tychto Styroch
génov AtCKX z Arabidopsis thaliana znizuje endogénny obsah CK a hlboko
ovplyviiuje vyvoj korenia a vyhonu.

Podobne Werner akol. (2003) sledovali pdsobenie Siestich génov AtCKX
v Arabidopsis thaliana. Overexpresia r6znych AtCKX génov spdsobila pokles obsahu
CK (30 az 45 % obsahu CK oproti typu WT) a znizent expresiu CK génu ARR5:GUS.
Nedostatok CK vyustil do zniZenej aktivity apikadlneho meristému vyhonu (rastliny mali
zakrpatené vyhony) a do znacného zmenSenia listovej plochy, ktoré bolo primarne
spOsobené zniZzenym bune¢nym delenim pocas vyvoja listu. TieZ bol u transgénnych
rastlin pozorovany pociatok kvitnutia priblizne tri mesiace neskér ako utypu WT
rastlin. Werner a kol. (2003) tak ukézali, ze CK su pozitivny regulatory rastu vyhonu
a negativny regulatory rastu korena a Ze ddlezitou funkciou CK je riadenie rastu buniek
meristému.

V praci Werner a kol. (2008) boli pouzité¢ tabakové rastliny so znizenym
obsahom CK. Podl'a autorov nedostatok CK sposobil zmeny v ultrastruktire buniek a
narast hodnoty nefotochemického zhaSania fluorescencie chlorofylu u mladych listov
transgénnych rastlin, ktoré zaroven obsahovali menej Chl.

Celkovo rastliny so znizenym obsahom CK maji spomalent tvorbu buniek a
znizeny pocet buniek v listoch, ¢o indikuje absolutny narok CK pri tvorbe listov
(Werner a kol. 2001, 2003). Nedostatok CK sposobuje pleiotropické vyvojové zmeny

ako napriklad znizeny rast vyhonu a zvySeny rast korena, redukuje bunec¢né delenie
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a/alebo sposobuje skorsie ukonéenie diferenciacie buniek v liste (Werner a kol. 2003,
2008). Korene rastlin s nedostatkom CK obsahuju menej sacharidov v porovnani
s typom WT a vyhony rastlin vykazuju zmeny v parametroch bune¢ného cyklu (Werner
a kol. 2008).

Od rastlin s nedostatkom cytokininov sa ocakéva poskytnutie informécii
0 procesoch, v ktorych st cytokininy limitujuce a ktoré teda cytokininy mézu regulovat’
(Werner a kol. 2003).

2.2.2 Vplyv roznych koncentracii CK na senescenciu

Jeden z najzname;jsich vplyvov cytokininov je ich schopnost’ spomalit’ proces
senescencie. Je velmi dobre zdokumentované, ze exogénna aplikacia CK bezne
spomal’'uje zmeny spojené so senescenciou (napr. Vickova a kol. 2006). Takéto uéinky
CK na senescenciu sledovali Vickova a kol. (2006) i pri aplikacii mT na segmenty
listov pSenice. mT v koncentracii 10* M spomalil degradaciu Chl, udrzal tvar
chloroplastov elipsovity, potlacil akumuldciu plastoglobul a wudrzoval hodnoty
maximalneho fotochemického vytazku PSII (F,/Fp) behom Siestich dni takmer bez
zmeny. Avsak VI¢kova a kol. (2006) zistili, ze vplyv CK na indukovant senescenciu
silne zavisel na svetelnych podmienkach, v ktorych bola inkubovana rastlinna vzorka
(pozri aj 2.2.2 Cytokininy a svetlo). Napriklad mT signifikantne znizil mieru lipidovej
peroxiddcie membran u segmentov inkubovanych v tme, avSak vyrazne stimuloval jej
narast u vzoriek inkubovanych na svetle.

Vplyv roznych druhov cytokininov na senescenciu rastliny a lipidova
peroxiddciu membran sledovali aj Mik akol. (2011), ktory na zdklade vysledkov
Vickovej akol. (2006) potvrdili pozitivnu korelaciu medzi vplyvom skimanych
derivatov Kin na zachovanie obsahu Chl ana mieru peroxidacie lipidov. Mik a kol.
(2011) pripravili sériu 6smich derivatov Kin substiticiou Ng-pozicie a sledovali ich
ucinky v ramci troch biotestov (tabakovy kalusovy biotest, Amaranthus biotest a biotest
senescencie). Pozorovali, Ze derivaty Kin vykazovali silné anti-senescentné ucinky na
oddelené listy pSenice, umiestnené vV tme ako i na svetle a ze schopnost’ tychto derivatov
Kin spomalit’ proces senescencie u listov vtme ina svetle bola silne spojena s ich
schopnostou ovplyvnit’ prave lipidova peroxidaciu. T4 bola stanovovand cez obsah
malondialdehydu (MDA), produktu lipidovej peroxidacie. Napriklad 6-furfurylamino-9-
(2-chloroethyl)purin okrem sposobenia oneskorenia degradacie Chl v listoch psSenice

umiestnenych v tme, taktieZ chranil membranové lipidy voci negativnej ¢innosti ROS,



ktoré sa akumuluju v pletivach pocas senescencie. Hoci sa ochranny ucinok derivatu
Kin vo¢i ¢innosti ROS stal Skodlivym umiestnenim na svetle, silné anti-senescentné
vlastnosti derivatov Kin predurcuju tieto zloZky na zaujimavych kandidatov pre buduce
aplikacie v biotechnoldgiach a pol'nohospodarstve.

Obdobne Ogweno akol. (2010) pozorovali zniZzenie obsahu MDA s narastom
koncentracie cytokininu N-(2-chloro-4-pyridyl)-N -fenylurea (CPPU) u oddelenych
listov rajciaka (Lycopersion esculentum L.). Tieto vysledky podporuji hypotézu, ze CK
st schopné chranit’ fotosynteticky aparat pred oxidativnym poskodenim (Ogweno a kol.
2010).

Napriek tejto vSeobecnej vlastnosti cytokininov spomalit’ senescenciu existuju
urc€ité pripady, v ktorych ich aplikacia spdsobuje urychlenie senescencie (VI¢kova a kol.
2006, Zacharias a Reid 1990), pripady ako vysoké koncentracie cytokininov a vysoké
intenzity svetla. Takyto rozdiel v posobeni CK pozorovali Zacharias a Reid (1990) pri
aplikacii 6-benzyladeninu (BA) na listové segmenty Arabidopsis thaliana. Zatial’, ¢o
u vzoriek inkubovanych v BA o koncentracii 10° M bol spomaleny pokles obsahu Chl
(hlavne sa spomalenie vyrazne prejavilo pre vzorky vtme), pri koncentracii 10° M
a vyssie (j. 10 M a 10 M) bola pozorovana stimulacia degradacie Chl.

Na zaklade vlastnych vysledkov a informacii o pésobeni roznych koncentracii
cytokininov na senescenciu uvedenych v literatire bol Husickovou akol. (2012)
vytvoreny model koncentra¢nej zavislosti CK (Obr. 3). Tento model predpoklada, ze
zvySovanie endogénnej hladiny CK vedie sice ku spomaleniu procesu starnutia, avSak
pri prekro€eni urcitej ,hrani¢nej” koncentracie CK dochadza naopak k urychleniu
(akceleracii) senescencie (tym i k urychleniu degradacie chloroplastov a Chl), kde sa
vysoka koncentracia CK stiva pre rastlinny organizmus toxicka. Ucinok exogénnej
aplikacie CK je silne zavisly na koncentracii, ktora sa aplikuje, i na trvani daného

osetrenia (Husickova a kol. 2012).
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Obr. 3.: Navrh modelu pre zavislost fyziologického parametra na koncentrdcii
cytokininov (CK). Za fyziologicky parameter pokladame napr. , leaf longevity*
(nepublikovany model autorov.: Husickova a kol. (2012)).

,Hrani¢na“ koncentracia CK sa moze znacne lisit’ od jedného rastlinného druhu
k inému a od druhu CK (Husickova a kol. 2012), ¢o mdze byt dosledok toho, Ze rozne
typy CK maji rozdielne ulohy v rozliénych vyvojovych procesoch (Werner a kol.
2001). Rozdielne ,,hrani¢né* koncentracie pre rézne CK mozu byt pric¢inou toho, preco
Vv praci Mik a kol. (2011) pri skimani vplyvu rdéznych derivatov Kin na senescenciu
zistili, ze niektoré derivaty Kin neboli pre rastlinné pletiva toxické ani pri vysokych
koncentraciach (na rozdiel od napr. BAP, ktory ma pri koncentréacii > 10 M negativny
(urychlujuci) G¢inok na senescenciu) a preto moézu byt pouzité v ovela SirSej
koncentra¢nej rade nez klasické CK.

Vyssie uvedeny model je moZzné roz$irit' ina vplyv svetla na pdsobenie CK
(Husickova a kol. 2012). Tento rozsireny model predpoklada, ze podobny efekt ako rast
koncentracie CK ma na senescenciu 1 narastajica intenzita (davka) svetla, priom ¢im
vysSia intenzita (ddvka) svetla pri senescencii posobi pri si¢asnom pdsobeni CK, tym
nizSia je ,hranicnd*“ koncentracia CK, pri ktorej dochddza ku zmene ,,pozitivneho*

ucinku CK na ,,negativny".

2.2.3 Svetlo a cytokininy

Cytokininy su dolezitymi signalnymi molekulami rastlin. Uz od zaciatku ich
objavenia bolo vSak zrejmé, Ze pdsobenie CK Vramci reguldcie rastlinného rastu
avyvoja je ovplyvnené d’al§imi signalmi vratane svetla (Rashotte a kol. 2005). CK
vyvolavaju transkripéné a morfologické zmeny, ktoré st podobné vplyvom svetla
(Chorry akol. 1994 cit. v Rashotte a kol. 2005). CK asvetlo tak mézu vyvolavat
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podobné fotomorfogenetické a biochemické odpovede v Sirokom rozsahu rastlinnych
druhov (Thomas a kol. 1997). Cytokininy reguluju prostrednictvom signalnych drah
(okrem procesov uvedenych v 2.2 Cytokininy) i procesy, ktoré su regulované svetlom,
ako napriklad deetiolizacia a diferenciacia chloroplastov (Mok 1994 cit. vo Werner
a kol. 2003) ¢i dormancia semien a klicenie, vyvoj semien a rast, produkcia pigmentov
a fotoperiodicka kontrola kvitnutia (Thomas a kol. 1997).

Buschmann a Lichtenthaler (1982) ukazali, Ze posobenie cytokininov zavisi na
intenzite svetla, pod ktorym su rastliny pestované, a ze rézne reakcie ovplyviiované CK
st rozne zavislé na mnozstve svetla. Prikladom, red’kev siata (Raphanus sativus L.)
rastla v tme, pod svetlom o nizkej intenzite (62 pmol'm?s™) a pod svetlom o vysokej
intenzite (400 umol~m'2~s'l) inkubovana v roztoku Kin alebo BA. Niektoré uinky CK,
ako napriklad potlacenie predlzovania hypokotylu a korena, sa ukdzali ako nezavislé na
intenzite svetla. AvSak niektoré odpovede boli podporované cytokininmi v tme ana
nizkom svetle, ale potlacené pod svetlom o vysokej intenzite. Niektoré iné odpovede
boli indukované cytokininmi iba vtme aboli potlacené pod oboma svetelnymi
intenzitami — takéto odpovede boli pozorované pre zvéacSovanie listovej plochy
a akumulaciu karotenoidov a protochlorofylu. Teda, zatial’ ¢o vplyvy cytokininov mézu
byt’ podobné vplyvom svetla, nie je to univerzalny pripad. Ked’ kombinované podnety
dvoch faktorov presahujii urciti hranicu, ktord sa moéZe liSit' pre rdozne odpovede,
vysledny efekt moze byt opacny oproti tomu pozorovanému pod hranicou, podobnym
sposobom aky je pozorovany na naraste koncentracie CK samom (Husi¢kova a kol.
2012).

Taktiez z vysledkov Vickova a kol. (2006) je vidiet' silna zavislost’ pdsobenia
CK na svetelnych podmienkach. VI¢kova akol. (2006) sledovali vplyv mT na
indukovant senescenciu oddelenych listov pSenice umiestnenych na kontinudlnom
svetle (o intenzite 100 umol-m'z-s'l) avVtme. Zatial' Co u vzoriek umiestnenych v tme
aplikacia mT (v koncentracii 10 M) efektivne spomalila proces senescencie
(nepozmeneny elipsovity tvar chloroplastov, potlatend akumuléacia plastoglobul,
spomalenie poklesu obsahu Chl, potlacenie narastu miery lipidovej peroxidacie), tak
U segmentov umiestnenych na svetle sa vplyv mT zmenil na opa¢ny. Nastalo urychlenie
senescencie, znizili sa hodnoty fotosyntetickych parametrov (F,/Fn, Frm) a narastla miera
lipidovej peroxidacie. V tme mT udrZzoval hodnoty maximélneho kvantového vytazku
PS Il F/Fy, takmer nezmenené dokonca ina Siesty den po oddeleni, zatial ¢o

u kontrolnych segmentov umiestnenych vo vode sa hodnoty F./Fy zna¢ne znizili. Na
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svetle maximalna fotochemicka G¢innost’ PSII bola mierne (ale Statisticky vyznamne)
vys$ia v segmentoch inkubovanych v mT ako u kontrolnych segmentov na druhy den po
oddeleni, avSak uz na Stvrty den po oddeleni doslo k vyraznému poklesu hodnoty F./Fn,
atym funkcie PSII a na Siesty denn po oddeleni u vzoriek v roztoku mT fluorescencia
Chl uz nebola detekovatelnd. Maximalna hodnota fluorescencie Fr, sa znizila podobne
po oddeleni v oboch meranych variantoch vratane vzoriek umiestnenych v tme
inkubovanych v mT. Ochranny t¢inok mT, ktory bol badatel'ny v tme sa stal Skodlivym
pri posobeni kontinualneho svetla. U&inok bol kodlivy v dosledku preexcitovania
fotosyntetickej aparattry, ktoré vyustilo do oxidativneho poskodenia (VI¢kova a kol.
2006).

Ako bolo spomenuté v Casti 2.2.2, CK obecne spomal’uji senescenciu, vysoké
koncentracie vSak spdsobuju jej akceleraciu. Toto urychlenie je moZzné pozorovat’ Casto
u vzoriek umiestnenych na svetle (kontinudlnom ¢i periodickom). Boli zaznamenané
I vplyvy sposobené roztokom CK v tme s priamo opa¢nymi ucinkami ako tie, ktoré boli
sposobené tou istou koncentraciou roztoku CK pod vplyvom svetla (Zacharias a Reid
1990, Vickova a kol. 2006). Prikladom Zacharias a Reid (1990) pozorovali spomalenie
poklesu obsahu Chl u oddelenych listovych diskov Arabidopsis thaliana inkubovanych
vtme na 2. dei po oddeleni vdaka aplikdacii BA oproti kontrolnym diskom
umiestnenych vo vode. AvSak pre vzorky na svetle s periddou 16 h svetlo a 8 h tma na
3. dent po oddeleni sledovali opa¢ny Uc¢inok ato stimulaciu rozpadu Chl atym
akceleraciu senescencie.

Tieto vysledky poukazuju na to, ze svetlo ovplyvituje i¢inok CK a ma vplyv na
priebeh senescencie a ze G¢inky CK a svetla st podobné, pri¢om ich vplyvy sit v mnoho
pripadoch aditivne. AvSak ked ich spolo¢ny vplyv prekro¢i ur€itti hranicu, ich efekty
mozu byt opacné ako tie, ktoré boli pozorovatelné pod touto hranicou. Takéto chovanie
je obdobné modelu pre posobenie ré6znych koncentracii CK na proces senescencie (Obr.

3), ktory bol popisany v Casti 2.2.2.
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3.

CIEL PRACE

Vypracovanie prehladu problematiky vplyvu CK na (indukovanll) senescenciu
zameran¢ho na posudenie vplyvu koncentracie CK a svetelnych podmienok pri
senescencii.

Meranie vplyvu roznej koncentracie vybranych CK a svetelnych podmienok na
obsah chlorofylu a parametre vel'mi rychleho indukéného javu pri indukovanej
senescencii.

Spracovanie vysledkov experimentov a zhodnotenie vplyvu koncentracie CK a

svetelnych podmienok na priebeh indukované senescencie.
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Experiment |

4.1.1 Rastlinny material

Pre meranie bol pouzity ja¢men siaty (Hordeum vulgare L.) a tabak virginsky
(Nicotiana tabacum L.).

Semena ja¢mena boli zasiate do kvetinaCov s perlitom. Kvetinace sa umiestnili
do fytokomory s teplotou 20°C, s cyklom 16 hodin svetlo o intenzite 90 pmol'm?s™* a 8
hodin tma a relativnej vlhkosti vzduchu 50 %. Po 6smich diioch (4.3.2011) od zasiatia
boli pomocou nozniciek odstrihavané segmenty (4 cm od $pic¢ky) primarneho listu pre
navodenie indukovanej senescencie. Listové segmenty boli postavené bazalnym
koncom do jednotlivych jamiek titraénych dosticiek. Kazda titracnd dosticka
obsahovala 12 stipcov po dsmich radach, pricom v kazdej rade boli umiestnené roztoky,
tzn. destilovand voda, 0,5 % roztok DMSO aroztoky cytokininov mT a BAP (0
koncentraciach 10° M, 10* M, 3-10* M). Vzorky sa dalej rozdelili na ,svetelnu
a ,,tmavi* variantu. Titraéné dosticky so vzorkami oznacené ako ,,tmava varianta® boli
umiestnené do misiek zatemnenych alobalom a vzorky v titracnych dostickach ako
»svetelna varianta® boli ponechané vo vyssie uvedenom svetelnom rezime fytokomory.
Pre meranie bolo pouzitych 12 segmentov pre kazdu variantu. Meranie prebiehalo v den
po oddeleni (,,0. den, 4.3.2011), v 7. defi po oddeleni (11.3.2011) a 11. den po oddeleni
(15.3.2011). Listové segmenty zo ,,svetelnej* varianty boli pred meranim zatemnené po
dobu 30 min za ucelom dosiahnutia rovnomerného rozlozenia chloroplastov v bunke
a eliminacie vplyvu pohybu chloroplastov na meranie obsahu chlorofylu.

Druhy rastlinny materidl, tabak virginsky, bol pestovany v pode typu Potgrond H
(Klasmann-Deilmann GmbH, Nemecko) v skleniku Katedry botaniky v Holici. Boli
pouzité rastliny ,wild-type (WT) arastliny so zniZenym obsahom cytokininov,
sposobenym overexpresiou cytokinin oxidazy/dehydrogendzy (rastliny oznacené ako
»CKX*). Z odobratych listov tabaku (typ WT i typ ,,CKX*) boli pomocou korkovrtu
vyrezané disky o priemere 15 mm pre navodenie indukovanej senescencie. Disky boli
umiestnené v pocte desat’ do Petriho misky na filtratny papier (Obr. 4), ktory bol
nasiaknuty prisluSnym roztokom (destilovanou vodou, 0,5 % roztokom DMSO
a roztokom cytokininov mT a BAP o koncentraciach 10° M, 10™ M, 3-10™ M). Jedna
Petriho miska obsahovala tabakové disky typu WT i ,,CKX*. Vzorky sa rozdelili na dve
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svetelné varianty. ,,Tmava“ varianta bola umiestnena na prepravku, ktora bola prikryta
alobalom a ,,svetelna® varianta bola ponechana vo svetelnom rezime fytokomory (opat
vV podmienkach rezimu 16 h svetlo a 8 h tma, 50 % relativna vlhkost’ vzduchu a teplota
20°C). Meranie prebichalo na oddelenych rastlinich po 30 min zatemneni Vv deni
oddelenia (,,0%. den, 18.3.2011) a 6. den po oddeleni (24.3.2011)).

Obr. 4.: Spésob ulozenia diskov tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) v Petriho
miske, ,,svetelna* varianta (oznacena ako S.). Inkubované v cytokinine metatopolin
(mT) pri koncentracii 10* M. V lavej polovici misky umiestnené vzorky typu WT
a Vv pravej polovici umiestnené vzorky typu ,,CKX“ (7. den po oddeleni).

4.1.2 Pouzité metody

V experimente I bol sledovany relativny obsah chlorofylu a v pripade tabaku
taktiez parameter F,/F,. Meranie relativneho obsahu chlorofylu prebiechalo pomocou
pristroja chlorofylmeter SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko). Parameter
Fu/Fp, ktory vyjadruje maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII (Krause a Weis
1991), bol merany pomocou pristroja Fluorpen (Photon Systems Instruments, Ceska
republika). Pomer F./F, je pocitany pomocou vzt'ahu:

Fu/Fp = (Fp- Fo)/ Fp,
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kde F, znac¢i intenzitu fluorescencie vo vilne P krivky vel'mi rychlej fluorescencnej
indukcie (vrFl) a F, vyjadruje hodnotu minimalnej fluorescencie. Intenzita pouzitého
svetla pri merani bola 3000 umol-m'zs'l.

Meranie F,/F, boli prevadzané v strednej Casti listového segmentu po 30
minutove] adaptacii na tmu. Aby nedoslo k ovplyviiovaniu senescencie, prebiehali
merania pri slabom zelenom svetle. Po premerani boli vzorky vratené do titracnej

dosticky a vlozené spat’ do prisluSného svetelného rezimu.
4.2 Experiment Il

4.2.1 Rastlinny material

Semena ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.) boli zasiate do perlitu a
umiestnené do fytokomory pri teplote 20°C, relativnej vlhkosti vzduchu 50 % a pri
cykle 16 h svetlo/8 h tma (100 umol'm'zs'l). Po 6smich dioch (12.10.2011) od zasiatia
boli pomocou skalpelu odrezané segmenty (4 cm od $pi¢ky) primarneho listu pre
navodenie indukovanej senescencie. Listové segmenty boli postavené bazalnym
koncom do jednotlivych jamiek titracnych dosticiek, ktoré boli naplnené po radach
destilovanou vodou, 0,5% roztokom DMSO a roztokom cytokininov mT a BAP (o
koncentraciach 10 M, 10 M, 3-10™ M) rozpustenych v 0,5% DMSO.

Vzorky sa d’alej rozdelili na ,,svetelnti™ a ,,tmava“ variantu. ,,Tmava“ varianta
bola umiestnend do cCierneho vreca a,svetelnd“ do priehladného igelitu. Pricom
»svetelna“ varianta vzoriek bola pre podrobnejSie sledovanie vplyvu svetla na
senescenciu rastlin nasledne rozdelend na 4 varianty ozna¢ované ako:

e |IK varianta — varianta vzoriek na intenzivnom kontinualnom svetle
0 intenzite (370 + 40) pmol-m'2~s'1,

e NK varianta — varianta vzoriek na kontinualnom svetle o intenzite 70
umol'm'2~s'l,

e |P varianta — varianta vzoriek na intenzivnom periodickom svetle
0 intenzite (370 + 40) umol'm?s™ (16 h svetlo/8 h tma),

e NP varianta - varianta na periodickom svetle o intenzite 70 umol-m'z-s'1
(16 h svetlo/8 h tma).

Pre meranie bolo pouzitych 12 segmentov pre kazda variantu.
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4.2.2 Pouzité metédy

V experimente boli sledované parameter F./F, arelativny obsah chlorofylu.
Meranie relativneho obsahu chlorofylu prebiehalo pomocou pristroja chlorofylmeter
SPAD-502 a parameter F,/F, merany pomocou fluorimetra PEA (Plant Efficiency
Analyser) firmy Hansatech (King’s Lynn, Anglicko). Intenzita pouzitého svetla pri
merani bola 3000 umol-m'z-s'l.

Vsetky merania boli prevadzané v strednej casti listového segmentu po 30
minatovej adaptacii na tmu. Aby nedoslo k ovplyvneniu senescencie prebiehali merania
pri slabom zelenom svetle. Po premerani boli vzorky vratené do titracnej dosticky
a vlozené spat’ do experimentalneho prostredia.

Meranie prebiehalo v piatich terminoch v ramci 12 dni po oddeleni (12.10.,
15.10.,18.10., 21.10, 24.10.2011).

4.3 Kalibraé¢na krivka pre chlorofylmeter SPAD-502

Chlorofylmeter SPAD-502 sluzi pre rychle a nedeStruktivne stanovenie obsahu
chlorofylu meranim priepustnosti (transmisie) Ziarenia o vlnovej dizke 650 nm cez list.
Ziskana hodnota obsahu chlorofylu v listoch je vSak iba relativna. Pre zistenie skutocne
obsahu chlorofylu v listoch je nutné udaje chlorofylmetra okalibrovat’. Kalibracia bola
prevedena pomocou suc¢asného merania relativneho obsahu chlorofylu chlorofylmetrom
a analytického stanovenia obsahu chlorofylu v danej vzorke listu. Zo ziskanych hodnot
bola zostrojena kalibra¢na krivka (vid’ Priloha 1).

Kalibracia bola prevedena pre listy jacmena siateho. Segmenty listov ja¢mena
boli adaptované na tmu po dobu priblizne 30 min a nasledne bol pri izbovej teplote
zmerany relativny obsah Chl pomocou chlorofylmetra priblizne v strede segmentu. Po
premerani sme pomocou skalpela vytvorili 2 cm segmenty (od vrcholu segmentu
odrezany 1 cm a od spodnej Casti segmentu 1 cm), pre ktoré sme zistili hmotnost’ (m)
zvazenim a plochu (P). Plocha bola zistena obkreslovanim obrysu segmentu na
priesvitni foliu, ktord bola oskenovand a obrysy ploch boli vyhodnotené pomocou
programu Image Analyses. Nasledne sme jednotlivé vzorky umiestnili do
kryoskumaviek a zamrazili pomocou tekutého dusika.

Zamrazené vzorky sme vlozili do vychladenej trecej misky, v ktorej sme ich
rozotreli s pridanim MgCO; a malého mnozstva 80 % acetonu. Homogenat bol
centrifugovany pri 3600 g po dobu 5 min. Nasledne boli pomocou spektrofotometra

Unicam UVS550 (ThermoSpectronic, Vel’ka Britania) zmerané absorbancie supernatantu
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pri vinovych dizkach Ziarenia 470 nm; 646,8 nm; 663,2 nm a 750 nm s pouzitim 1 cm
kyvety. V pripade potreby bol poc¢as merania extrakt nariedeny 80 % acetonom tak, aby
absorbancia pri 663,2 nm bola v rozmedzi od 0,4-0,8.

Z takto ziskanych dat sa previedol vypocet obsahu jednotlivych typov chlorofylu
aich suctu, tzn. obsah Chl a, Chl b a Chl (at+b) pomocou vztahov od Lichtenthalera
(1987). Jednotlivé hodnoty obsahu Chl (at+b) sme vztiahli na jednotku plochy P
a taktiez na jednotku hmotnosti segmentu m. Pre zostrojenie kalibra¢nej krivky tak bola
pouzita koncentracia Chl (a+b) vztiahnutd na jednotku plochy a hodnoty relativneho
obsahu Chl namerané chlorofylmetrom (Priloha 1 — Obr. 14). Ako najvhodne;jsi fit bola
pouzita polynomicka krivka stupna 3. Z tejto krivky bola ziskana kalibra¢na rovnica,
ktord bola pouzitd pre prepocet hodndt relativneho obsahu Chl braného ako 100 % u
vysledkov prezentovanych Vv obrazkoch (Obr. 8 — 13). Ziskana kalibra¢na rovnica ma
tvar:

y = (-0,0066)-x% + 0,19456-x* — 0,48808-x + 0,15112
kde za ,x* povazujeme hodnoty koncentracie Chl (a+b) a za ,,y* hodnoty namerané
chlorofylmetrom SPAD-502 v relativnych jednotkach.

Dodatoc¢ne bola zostrojena krivka pre zavislost’ relativneho obsahu Chl zisteného
chlorofylmetrom na koncentracii Chl (a+b) vztiahnutého na jednotku hmotnosti (Priloha

1 Obr. 15).

4.4  Statisticka analyza

Namerané data boli spracované pomocou programu Microsoft Excel a Origin
(verzia 8.5, OriginLab Corporation, USA). Statisticky vyznamne rozdiely medzi datami
boli stanovované pomocou testu ANOVA (Analyses of variance). Bol pouzity typ
jednoduchého triedenia, tzv. jednocestna ANOVA, u ktorej boli vyhodnocované testy

Bonferroniho, Tukeyho a Scheffeho.
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5.  VYSLEDKY

V prevedenych experimentoch sa pouzil rastlinny materidl a metédy opisané
Vv kapitole 4. Material a metody. Indukovana senescencia oddelenych listovych vzoriek
udrzovanych v roznych koncentraciach CK a Vv roznych svetelnych podmienkach bola
charakterizovana poklesom relativneho obsahu chlorofylu, ktory sa sledoval pomocou
chlorofylmetra SPAD-502. Ako parameter stavu fotosyntetického aparatu, ktory odraza
funkciu PSII, sme pouzili pomer F\/Fy , ktory sa sledoval pomocou pristrojov Fluorpen

(v Experimente 1) a PEA (v Experimente I1).

5.1 Experiment |

Hodnota obsahu Chl namerand bezprostredne po oddeleni listovych vzoriek
jac¢mena siateho (Hordeum vulgare L.) a tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.)
(v tzv. ,,nulty” den) predstavovala 100 % apodla kalibra¢nej rovnice pre jacmen
(Priloha 1) odpovedala 20 pgem?, 38 pgem™ pre tabak typu WT a 35 pgem™ pre
tabak typu ,,CKX*. Kalibracné rovnica pre jaémen bola ur¢end meranim (Priloha 1),
kalibraéni rovnicu pre tabak virginsky poskytla M. Spundova [y:(-O.OOI)-X3+
0,06:x*+0,55-x+1,67].
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Obr. 5.: Zmeny obsahu chlorofylu pocas indukovanej senescencie v tme (A) a na svetle
(B) uvzoriek jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v jednotlixgy’ch
M,

roztokoch: destilovand voda, 0,5 % roztok DMSO, mT a BAP Vv koncentracidach 107
10* M a 3-10* M. Vyjadrené v % obsahu Chl u vzoriek ihned po oddeleni (, nulty* der;
100 % = 20 ug-cm’®). Uvedené sit medidny a horné a dolné kvartily, kde ne <6, 10>.

U vzoriek jatmena siateho umiestnenych v tme a inkubovanych v destilovanej
vode a DMSO dochadzalo s dobou po oddeleni k vyraznému poklesu obsahu Chl (Obr.
5A). U vzoriek inkubovanych v destilovanej vode doslo k poklesu obsahu Chl na
hodnotu priblizne 10 % Vv 7. deft po oddeleni a na hodnotu priblizne 2 % v 11. deni po
oddeleni. U vzoriek inkubovanych v DMSO doslo eSte k vyraznejSiemu poklesu nez
u destilovanej vody, kde 7. defi po oddeleni poklesol obsah Chl na 4 % a v 11. den doslo
k zniZeniu obsahu Chl az na hodnotu 0 %. Cytokininy mT i BAP oproti vode a DMSO
tento pokles spomalili, ako je zjavné z vysSich hodndt obsahu Chl 7. i 11. deni po

oddeleni. Najvyraznejsie spomalenie bolo zaznamenané u roztoku mT o koncentraciach
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10" M a 3-10* M. Hodnota obsahu Chl pre koncentraciu 10 M klesla v 7. defi po
oddeleni na 61 % anall. defi az na31 %. U koncentrécie 3-10* M roztoku mT
poklesol obsah Chl na 7. deii priblizne na 64 % a na 11. defi na 39 % (Obr. 5A).

TaktieZ u vzoriek ja¢mena umiestnenych na svetle a inkubovanych vo vode
a DMSO dochadzalo po oddeleni k vyraznému poklesu obsahu Chl (Obr. 5B), avSak
tento pokles bol pomalsi v porovnani so vzorkami v tme (Obr. 5A). Tiez v tomto
svetelnom rezime oba pouzité CK spomalili pokles obsahu Chl v oddelenych listoch
oproti vzorkam umiestnenych vo vode a DMSO 7. i 11. dei po oddeleni. Najvacsie
spomalenie bolo zistené u vzoriek inkubovanych v roztoku BAP o koncentréacii 10° M.
Najmensi efekt dosahoval roztok BAP o koncentrécii 3-10* M, kde obsah Chl v 11. det
po oddeleni klesol az na hodnotu priblizne 12 %. V tomto svetelnom rezime je pre
roztok cytokininu BAP zrejmy pokles jeho tcinku s rasticou koncentraciou.

U diskov tabaku typu WT umiestnenych vtme ainkubovanych vo vode a
v DMSO bol sledovany pokles obsahu Chl asi na 33 % po Siestich ditoch po oddeleni
pre vzorky v destilovanej vode a na 35 % pre vzorky v DMSO (Obr. 6A). Efekt CK na
obsah Chl nebol signifikantny s vynimkou roztoku BAP 0 koncentracii 3-10 M, kde
obsah Chl poklesol na hodnotu niZSiu neZ bola hodnota detekovand v dany den
u DMSO.

U diskov tabaku typu WT umiestnenych na svetle a inkubovanych vo vode
a DMSO bol pokles obsahu Chl podobny ako u diskov v tme (Obr. 6B). Efekt CK bol

vo vSetkych pripadoch nepreukazatelny.
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Obr. 6.: Zmeny obsahu chlorofylu po 6 diioch indukovanej senescencie v tme (A, C)
ana svetle (B, D) pre disky tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) typu WT
a,,CKX* inkubovanych v jednotlivych roztokoch: destilovana voda, 0,5 % roztok
DMSO, mT a BAP v koncentrdciach 10° M, 10* M a 3-10* M. Vyjadrené v % obsahu
Chl u vzoriek ihned po oddeleni (, nulty* dern; 100 % = 38 ug-cm™ pre tabak typu WT
a 35 ugem® pre tabak typu ,, CKX“). Uvedené sii medidny a horné a dolné kvartily,
n=10. Rozdielne pismena v ramci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky vyznamni
rozdielnost variant.

V listovych vzorkach ,,CKX* umiestnenych v tme (Obr. 6C) bol pokles obsahu
Chl zrovnatel'ny s poklesom u vzoriek typu WT (Obr. 6A), avsak na rozdiel od typu WT
tu CK tento pokles signifikantne spomalili vo vécsine pripadov, a to u vzoriek v roztoku
mT o koncentracii 10° M, 10* M, 3-10* M av roztoku BAP o koncentracii 10 M.
Vplyv BAP o0 koncentracii 10* M a 3-10% M bol nesignifikantny. Najvyraznejsie
spomalenie poklesu obsahu Chl spdsobil roztok mT o koncentracii 10* M a 3-10™ M,

kde obsah Chl klesol na priblizne 65 % Siesty den po oddeleni.
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Na svetle doslo uvzorieck ,,CKX“ inkubovanych vo vode iv DMSO
k spomaleniu poklesu obsahu Chl (Obr. 6D) v porovnani s diskami umiestnenymi v tme
(Obr. 6C). Pozitivny efekt CK (tzn. spomalenie poklesu obsahu Chl) bol na danom
svetelnom rezime potlaceny, ako vyplyva z podobnosti obsahu Chl u vzoriek
inkubovanych v roztokoch CK a vzoriek inkubovanych vo vode a DMSO po 6 ditoch po
oddeleni (Obr. 6D).

Parameter F./Fy, bol pred navodenim senescencie u diskov tabaku typu WT v
tme a inkubovanych vo vode a DMSO priblizne rovny hodnote 0,78. Siesty defi po
oddeleni doslo u vzoriek vo vode av DMSO k poklesu z hodnoty 0,78 na hodnotu
okolo 0,55, ¢o predstavuje pokles priblizne o 30 % (Obr. 7A). U vzoriek v roztoku BAP
0 koncentracii 3-10™ M doslo v 6. deii po oddeleni ku zvyrazneniu tohto poklesu. Pomer
Fv/Fp sa tu znizil priblizne na hodnotu 0,16 (Obr. 7A). Na svetle doslo k vyraznému
spomaleniu poklesu hodnoty F./F, u vzoriek WT vo vode a DMSO po $iestich ditoch po
oddeleni, hodnota F,/F, klesla iba 0 5 % (Obr. 7B). Taktiez u diskov WT v roztoku CK
hodnoty pomeru F,/F, boli zaznamenané pre vzorky v roztoku BAP o koncentracii 3-10°
‘M.

U vzoriek ,,CKX*“ umiestnenych v tme vo vode a v DMSO doslo v 6. den po
oddeleni k vyraznejSiemu poklesu hodnoty F./F, nez u WT priblizne o 70 % oproti ,,0.
dnu (Obr. 7C). U listovych vzoriek inkubovanych v roztokoch CK doslo ku spomaleniu
poklesu F,/Fy: hodnota F,/F, pre 10° M roztok mT Klesla 0 17 %, pre 10* M roztok mT
015 % a pre 3:10* M roztok mT priblizne 0 12 %; pre BAP 0 koncentracii 10° M
klesla priblizne o 16 %. Najmensi pozitivny efekt dosahoval roztok BAP o koncentracii
3-10* M. U vzoriek ,,CKX*“ umiestnenych na svetle (Obr. 7D) doslo k podobnym
zaznamenané pre vzorky v roztoku BAP o koncentracii 10* M a 3:10% M, pricom

hodnoty F./Fy boli nizsie nez u diskov WT v danych koncentraciach BAP.
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Obr. 7.: Zmeny pomeru F,/F, pocas indukovanej senescencie v tme (A, C) a na svetle
(B, D) pre disky tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) typu WT a, CKX*“
inkubovanych V jednotlivych roztokoch: destilovana voda, 0,5 % roztok DMSO, mT
a BAP V koncentrdciach 107 M, 10* M a 310" M. Uvedené si medidany a horné
adolné kvartily, n=10. Rozdielne pismend v ramci jednotlivych grafov oznacuju

Statisticky vyznamnu rozdielnost variant (porovndvany zvlast 0. a 6. den).

5.2 Experiment Il
V experimente Il bolo pouzitych 5 r6znych svetelnych rezimov pre podrobnejSie

Studovanie ucinku svetla na vplyv CK na priebeh senescencie u oddelenych listov

jacmena:
e T varianta — varianta v tme
e NP varianta - varianta na periodickom svetle o intenzite 70 pmol'm?-s™ (16

h svetlo/8 h tma),
e NK varianta — varianta na kontinualnom svetle o intenzite 70 umolm'z-s'l,
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e |P varianta — varianta na intenzivnom periodickom svetle o intenzite (370 +
40) pmol'm™>-s™ (16 h svetlo/8 h tma),
e IK varianta — varianta na intenzivnom kontinualnom svetle o intenzite (370
+ 40) umol-m'z-s'l.
Obdobne ako v experimente | predstavovala hodnota obsahu Chl namerana v ,,nulty*
det 100 % a odpovedala obsahu Chl 21 ug~cm'2. Za kontrolné vzorky boli v
experimente II na rozdiel od experimentu I povazované len listové segmenty
umiestnené¢ v 0,5 % roztoku DMSO (v obrazkoch 8-13 oznacovany ako roztok s
koncentraciou ,,0° M). Destilovana voda bola tiez pouzitd ako kontrolny roztok, avsak
zmeny meranych parametrov vo vode boli podobné ako v roztoku DMSO. Naviac
roztok DMSO sa pouziva ako rozpuStadlo CK amoéze mat vplyv na priebeh
senescencie. Z tychto dovodov je ako kontrolny roztok brany roztok DMSO a nie
destilovana voda.

Pre vzorky jaémena siateho umiestnenych v tme (T) v kontrolnom roztoku doslo
Vv ase (s narastom poctu dni po oddeleni) k vel'mi rychlemu poklesu obsahu Chl (Obr.
8). V tme roztok mT spomalil pokles obsahu Chl vo vsetkych pouzitych koncentraciach
oproti kontrolnému roztoku v 3., 6. i 9. den po oddeleni. NajvyraznejSie spomalenie
bolo dosiahnuté pre roztok mT o koncentracii 10* M, ktoré vsak nebolo tatisticky
vyznamne rozdielne oproti koncentrécii 3-10" M. V 12. det po oddeleni nebol u vzoriek
V tme obsah Chl meratel'ny.

Vo svetelnom rezime NP pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku doslo
k pomalSiemu poklesu obsahu Chl oproti vzorkam umiestnenych v tme (Obr. 9).
Kombinacia svetelného rezimu NP a roztokov udrzala obsah Chl u vzoriek i na 12. defi
po oddeleni oproti vzorkdm v tme. Roztok mT mal podobny pozitivny G¢inok na obsah
Chl iv rezime NP tak ako i vtme. NajvyraznejSic spomalenie poklesu obsahu Chl
oproti kontrolnym vzorkdm bolo zaznamenané pre roztok mT o koncentracii 10°M a
10 M v iesty deti (6d) po oddeleni oproti kontrolnému roztoku (Obr. 8).

U vzoriek umiestnenych v rezime NK a inkubovanych v kontrolnom roztoku
doslo k pomalsiemu poklesu Chl oproti vzorkdm v tme, avSak k mierne rychlejSiemu
oproti variante NP (Obr. 9). Obdobne ako u vzoriek varianty T a NP inkubovanych
v roztokoch mT aj u varianty NK dochadzalo k spomaleniu poklesu obsahu Chl (Obr.
8). NajvyraznejSie spomalenie bolo zaznamenané pre roztok mT o koncentrécii 10°Ma
10* M (v 3. a 6. den po oddeleni), v 9. defi pre roztok mT o koncentracii 10°M av 12.

den pre koncentraciu 3-10* M oproti kontrolnému roztoku (Obr. 8).
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Vo svetelnom rezime IP pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku je vidiet
v 3. a6. dett po oddeleni vyrazné spomalenie poklesu obsahu Chl oproti vzorkdm T
a NK (Obr. 9). Obsah Chl tu 3. den po oddeleni poklesol priblizne na 90 %, zatial’ ¢o
u vzoriek varianty T v tento deit poklesol priblizne az na 40 %. S narastom doby po
oddeleni (tzn. v 9. a 12. dent po oddeleni) vSak obsah Chl poklesol vyraznejSie ako
U varianty NP (najma pre koncentraciu 10°M a 3-10* M roztoku mT). Pozitivny uc¢inok
roztoku mT u varianty IP nebol zaznamenany (Obr. 8). U vzoriek vroztoku mT
o koncentrécii 3-10* M poklesol obsah Chl na priblizne 80 % 3. defi po oddeleni a na 50
% 6. den po oddeleni. Tato koncentracia roztoku mT teda spdsobila znizenie obsahu Chl
oproti kontrolnému roztoku, tzn. prejavil sa jej negativny efekt.

U vzoriek umiestnenych vo svetelnom rezime IK a inkubovanych v kontrolnom
roztoku doslo k spomaleniu poklesu obsahu Chl oproti vzorkam v tme len na 3. a 6. den
po oddeleni (Obr. 9). Pozitivny G¢inok roztokov mT na pokles obsahu Chl u varianty 1K
oproti kontrolnému roztoku nebol pozorovany (Obr. 8). Avsak podobne ako u varianty
IP v 3. deii po oddeleni aj u IK roztok mT o koncentrécii 3-10* M spdsobil zniZenie
obsahu Chl, tzn. ze dana koncentracia mala negativny efekt na obsah Chl. S narastom
doby po oddeleni (9. deii po oddeleni) doslo k rychlejsSiemu poklesu obsahu Chl oproti
vzorkam varianty NP, pricom na 12. deni u varianty IP Chl uz nebolo mozné detekovat
(Obr.8a9).
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Obr. 8.: Zmeny obsahu Chl behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“) a v roztokoch mT (10° M, 10 M, 3-10* M) pri piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z's'l, NK — kontinudlne
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
2.5"1 a IK — kontinudlne svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m™®s™. Vyjadrené v % obsahu
Chl uvzoriek ihned po oddeleni (,,nulty* den; 100 % = 21 ,ug-cm'z). Uvedené su
mediany a horné a dolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych
grafov oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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Na Obr. 9 st reprezentované rovnaké data ako na Obr. 8, avSak je zmenené ich
usporiadanie tak, aby bol zreteny efekt zvySovania davky svetla (a jeho Statisticka
vyznamnost’) na zmeny obsahu Chl u vzoriek v r6znych koncentraciach mT. Z Obr. 9 je
zjavné, ze Ukontrolnych vzoriek (na Obr. 8 oznaCované ako koncentracia ,,0%)
pri naraste svetelnej davky je pokles obsahu Chl 3. den po oddeleni najprv spomaleny
(NP, NK, IP), avsak S narastom poc¢tu dni po oddeleni dochadza naopak s narastom
svetelnej davky k urychleniu poklesu (1K) oproti tme.

U vzoriek inkubovanych v roztoku mT o koncentracii 10° M 3. deit po oddeleni
dochadzalo u variant NP, NK, IP a IK kpriblizne rovnakému spomaleniu poklesu
obsahu Chl oproti vzorkdm varianty T (Obr. 9). Pozitivny vplyv na pokles obsahu Chl
oproti variante T je vidiet' v 3. deni pre variantu NP, NK, IP a IK, v 6. denr po oddeleni
pre variantu NP, NK a IP, v 9. defi po oddeleni pre variantu NP a NK av 12. defi po
oddeleni len pre variantu NP. Najvyraznejsie spomalenie poklesu obsahu Chl u danej
koncentracie oproti T bol pozorovany pre variantu NP i NK v 6. a 9. den po oddeleni.
Z Obr. 9 je vidiet, ze u varianty s vy$Sou intenzitou svetla dochadza s narastom poctu
dni k rychlejsiemu poklesu obsahu Chl oproti variantom 0 niz$ej intenzite svetla pri
naraste poctu dni po oddeleni.

Pre vzorky inkubované v roztoku mT o koncentracii 10* M bolo 3. defi po
oddeleni pozorované spomalenie poklesu obsahu Chl u varianty NP, NK, IP a IK oproti
variante T. Pozitivny G¢inok svetla na pokles obsahu Chl oproti vzorkam varianty T je
d’alej vidiet' u varianty NP a NK 6. deni po oddeleni. S narastom doby po oddeleni, tj.
v 9. a 12. den po oddeleni sa vyraznejsie spomalenie poklesu obsahu Chl prejavilo len u
varianty NP. Naopak negativny ucinok svetla je pozorovatelny u varianty IK v 6. deni
po oddeleni - obsah Chl bol zniZeny oproti variante T.

U vzoriek inkubovanych v roztoku mT o koncentracii 3-10 M doslo v 3. defi po
oddeleni k spomaleniu poklesu obsahu Chl len u varianty NP oproti vzorkam varianty
T. Najvyraznejsi spomalenie poklesu obsahu Chl u danej koncentracie bolo pozorované

pre variantu NP v 3., 9. a 12. deni po oddeleni a pre variantu NK v 9. den po oddeleni.
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Obr. 9.: Zmeny obsahu Chl behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“ a roztokoch mT (10° M, 10* M, 3-10™ M) {97’1’ piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 umol-m’ 'S'l, NK — kontinudine
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
2.5"1 a IK — kontinudlne svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m™®s™. Vyjadrené v % obsahu
Chl uvzoriek ihned po oddeleni (,nulty” den; 100 % = 21 ug-em™®). Uvedené sii
mediany a horné a dolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych

grafov oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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Z Obr. 9 je vidiet, ze pri kombinacii urcitej svetelnej davky a roztoku o urcitej
koncentracii dochadza bud’ k spomaleniu alebo Kk urychleniu poklesu obsahu Chl.
Zmena hranice medzi pozitivnym a negativnym vplyvom koncentracii roztoku mT S
narastom svetelnej davky je zretelnd napriklad v 9. deni po oddeleni medzi vzorkami
inkubovanymi v roztoku mT o koncentracii 10° M avzorkami v roztoku mT
o koncentréacii 10* M. U koncentracie 10° M je vidiet v tento defi vyrazné spomalenie
poklesu obsahu Chl pre vzorky varianty NP ako i NK. Avsak u vzoriek inkubovanych v
koncentracii 10* M je spomalenie poklesu obsahu Chl uz iba u varianty NP.

Na Obr. 9 je pozorovatelné, ze k pozitivnemu vplyvu na pokles obsahu Chl (tj.
spomalenie) Casto dochddza v kombinacii nizSich koncentracii a vysSSich svetelnych
davok (napr. roztok mT o koncentracii 10° M s variantom NK 6. defi po oddeleni) alebo
pri kombindcii vysSich koncentracii a nizSich svetelnych dévok (napr. roztok mT
o koncentracii 10* M s variantom NP 6. defi po oddeleni). K negativnemu vplyvu na
pokles obsahu Chl (tj. k urychleniu) dochadza pri vysokych koncentraciach a vysokych
svetelnych davkach.

U parametra F./F, (maximalny fotochemicky kvantovy vytazok PSII — Krause
a Weis 1991) pre vzorky jaémena umiestnené v tme (T) Vv kontrolnom roztoku doslo
S narastom doby po oddeleni k jeho vel'mi rychlemu poklesu (Obr. 10). V tomto
svetelnom rezime roztok mT spomalil pokles hodnoty F./F, vo vsetkych pouzitych
koncentraciach oproti kontrolnému roztoku v 3., 6. 19. den po oddeleni. V 12. den po
oddeleni parameter F/F nebol meratel'ny. NajvyraznejSie spomalenie poklesu sposobil

roztok mT o koncentracii 10* M v 6. po oddeleni oproti kontrolnym vzorkam.
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Obr. 10.: Zmeny pomeru F./F, behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“ a roztokoch mT (10° M, 10* M, 3-10™ M) {Jri piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 umol-m’ 'S'l, NK — kontinualne
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
251 a IK — kontinudlne svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m-s™*. Uvedené sii medidany
a horné a dolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych grafov
oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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Vo svetelnom rezime NP pre vzorky inkubované v Kontrolnom roztoku doslo
K vyraznejSie pomalSiemu poklesu pomeru F./F, oproti vzorkdm umiestnenym v tme
(Obr. 11). V 3. a 6. den po oddeleni doslo k spomaleniu poklesu pomeru F./F, pre
roztok mT o koncentracii 10° M a 10* M. V kombinacii svetelného rezimu NP
a roztokov sa pomer F./Fy udrzal v rozpéti hodn6t 0,69+0,03 ina 12. defi po oddeleni
(Obr. 10).

U vzoriek umiestnenych v rezime NK a inkubovanych v kontrolnom roztoku
doslo podobne ako u svetelného rezimu NP k spomaleniu poklesu pomeru F,/F, oproti
vzorkam v tme (Obr. 11). V 3. defi po oddeleni doslo pre roztok mT o koncentracii 10”
M a 10 M k spomaleniu poklesu hodnoty Fu/F, oproti kontrolnym vzorkdm (Obr. 10).

Vo svetelnom rezime IP pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku je vidiet
spomalenie poklesu F./F, oproti vzorkam varianty T (Obr. 11). AvSak oproti variante
NP i NK sa hodnota pomeru F,/F, udrzala bez vyraznej zmeny len do 6. dila po
oddeleni, na 9. a 12. deii je uz vidiet’ vyrazny pokles hodnoty F./F,.

U vzoriek inkubovanych vo svetelnom rezime IK a v kontrolnom roztoku doslo
k spomaleniu poklesu hodnoty F,/F, oproti vzorkam v tme len na 3. den po oddeleni
(Obr. 10). S narastom doby po oddeleni doslo vtomto svetelnom rezime k velmi
rychlemu poklesu hodnoty F./Fp. Mierny pozitivny u¢inok roztoku mT na spomalenie
poklesu hodnoty pomeru F./F, oproti kontrolnému roztoku je vidiet pre koncentraciu
10° M a 10" M v 6. deit po oddeleni (Obr. 10). V ostatnych pripadoch efekt mT nebol
preukazatel'ny.

Na Obr. 11 st reprezentované rovnaké data ako na Obr. 10, avSak je zmenené
ich usporiadanie tak, aby bol opédt’ zjavny efekt zvySovanie davky svetla (a jeho
Statistickd vyznamnost’) tentokrat na zmeny parametra F,/F, uvzoriek v roznych
koncentraciach mT. Pozitivny ucinok svetla na spomalenie poklesu F./F, oproti tme je
pozorovatelny v 3. deil po oddeleni u varianty NP, NK, IP alK, v6. a9. den pre
variantu NP, NK a IP a v 12. den len u varianty NP a NK. Od 6. dia po oddeleni bol
pokles F./Fp, naopak urychleny pre variantu s vySSou intenzitou svetla (IK) oproti
variante snizSou intenzitou svetla (napr. NP) - uz v 6. den po oddeleni je vidiet
rychlejsi pokles pre variantu IK a v 9. a 12. den po oddeleni pre variantu IP a IK oproti

vzorkam varianty NP a NK.
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Obr. 11.: Zmeny pomeru F./F, behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“ a roztokoch mT (10° M, 10 M, 3-10™* M) pri piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 umol -m'z's'l, NK — kontinualne
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
2.51 a IK — kontinudlne svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m-s™*. Uvedené sii medidny
a horné adolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych grafov
oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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U vzoriek inkubovanych v roztoku mT o koncentracii 10° M 3. defi po oddeleni
dochadzalo k spomaleniu poklesu hodnoty F./Fy u vSetkych svetelnych varidnt oproti
kontrolnym vzorkam v dany denl. Pozitivny vplyv svetla oproti T je vidiet’ podobne ako
u kontrolnych vzoriek v 3. den po oddeleni pre varianty NP, NK, IP a IK, v 6. deii pre
varianty NP, NK a IP av 9. a 12. den len pre varianty NP a NK. S narastom doby po
oddeleni dochadza tak k vyraznejSiemu poklesu hodnoty pomeru F./Fp, hlavne pre
varianty T a IK, neskor i IP. AvSak v kombinacii svetelného rezimu NP i NK a roztoku
mT o tejto koncentracii je vidiet’ oproti variante IP spomalenie poklesu F./F, i na 12.
deni po oddeleni.

Pre vzorky inkubované v roztoku mT o koncentréacii 10* M je pozitivny vplyv
na spomalenie poklesu hodnoty F./F, pozorovatelny v 3. a12. den po oddeleni
uvarianty NP aNK, v 6. denn uvarianty NP av9. den uvarianty NP, NK i IP.
NajvyraznejSie spomalenie poklesu F\/Fy bolo pozorované pre variantu NP a NK, ktoré
udrzali hodnotu pomeru F,/F, nad 0,6 i na 12. defl po oddeleni. Negativny efekt svetla
je pozorovatelny pre variantu IK v 6. deit po oddeleni, kde doslo k poklesu F,/F, oproti
variante T.

U vzoriek inkubovanych v roztoku mT o koncentracii 310 M bol pozorovany
pomalsi pokles F./F, oproti vzorkdm inkubovanym v kontrolnom roztoku, hlavne pre
variantu T (Obr. 10). AvSak oproti vzorkam inkubovanym v roztoku mT o koncentracii
10 M bol pokles F,/F, vyraznejsi hlavne pre variantu IK. Negativny vplyv svetla sa,
podobne ako u koncentracie 10 M, prejavil pre variantu IK v 6. defi po oddeleni, kde
doslo k poklesu F,/F, oproti variante T.

Na Obr. 12 st zobrazené zmeny obsahu Chl u listovych segmentov ja¢mena
inkubovanych v roztokoch cytokininu BAP. Je vidiet, Ze pre vzorky inkubované v tme
v kontrolnom roztoku (,,0) dochadzalo s narastom doby po oddeleni k rychlemu
poklesu obsahu Chl a uz na 12. den po oddeleni nebol obsah Chl detekovatel'ny. Roztok
BAP spomalil pokles obsahu Chl 3. den po oddeleni v oboch pouzitych koncentraciach
(tzn. 10" M a3-10* M) av 6. deii po oddeleni v koncentracii 3-10* M. Koncentracia
10° M vtomto svetelnom rezime nebola pouZiti z dovodu nedostatku rastlinného
materialu.

Pre vzorky varianty NP inkubované v kontrolnom roztoku bol pozorovany
S narastom doby po oddeleni pomalsi pokles obsahu Chl ako pre vzorky varianty T
(Obr. 13). Obsah Chl bol touto kombinaciou svetelného rezimu a pouzitymi

koncentraciami BAP udrzany ina 12. deit po oddeleni (Obr. 12). Podobne ako vo
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variante T, i v rezime NP BAP (o koncentracii 3-10* M v 3. a6. den po oddeleni
a 0 koncentracii 10* M na 6., 9. a 12. defi po oddeleni) spomalil pokles obsahu Chl.
NajvyraznejSie spomalenie bolo dosiahnuté pre roztok BAP o koncentracii 3-10* M 3.
dent po oddeleni, v 6. deni po oddeleni pre koncentracie 10*Ma310*Mav9. av 12.
deii po oddeleni bol pokles obsahu Chl spomaleny uz len pre roztok BAP o koncentracii
10 M.

U vzoriek inkubovanych v svetelnom rezime NK v kontrolnom roztoku doslo
podobne ako u svetelného reZzimu NP k pomalSiemu poklesu Chl oproti vzorkam
varianty T (Obr. 13). V 3. den po oddeleni je vidiet' spomalenie poklesu obsahu Chl
u vSetkych pouzitych koncentracii BAP oproti kontrolnému roztoku (Obr. 12). Aj
Vtomto svetelnom rezime obdobne ako u vzoriek varianty NP teda dochadzalo k
pozitivnemu vplyvu BAP na pokles obsahu Chl. Najpozitivnejsi efekt bol zaznamenany
pre roztok BAP o koncentracii 10* M v 6. po oddeleni oproti kontrolnému roztoku.
Negativny vplyv BAP sa prejavil u koncentracie 3:10* M v 9. defi po oddeleni, kedy
doslo k poklesu obsahu Chl oproti kontrolnému roztoku - prejavil sa negativny ti¢inok
tejto koncentracie (Obr. 12).

Vo svetelnom rezime IP pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku je vidiet’
vyrazné spomalenie poklesu obsahu Chl oproti vzorkam varianty T, NP i NK hlavne
v 3. a 6. defi po oddeleni (Obr. 13). Uginok BAP nie je viak signifikantny s vynimkou
urychlenia poklesu obsahu Chl u vzoriek v roztoku BAP o koncentréacii 3-10* M v 6.
dent po oddeleni oproti kontrolnému roztoku, kedy sa prejavil (podobne ako v 9. dent po
oddeleni pre variantu NK) negativny u¢inok BAP na obsah Chl (Obr. 12). Koncentracia
10° M vtomto svetelnom rezime nebola pouZiti z dovodu nedostatku rastlinného

materialu.
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Obr. 12.: Zmeny obsahu Chl behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“ a roztokoch BAP (10° M, 10™* M, 3-10* M) 2pri piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 umol-m’ 'S'l, NK — kontinualne
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
2.5™1 a IK — kontinudine svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m™-s™. Vyjadrené v % obsahu
Chl uvzoriek ihned po oddeleni (,nulty” den; 100 % = 21 ugem™). Uvedené sii
mediany a horné a dolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych
grafov oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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U vzoriek varianty IK inkubovanych v kontrolnom roztoku doslo k pomalSiemu
poklesu obsahu Chl oproti vzorkdam vtme na3. a6. dein po oddeleni (Obr. 13).
S narastom doby po oddeleni doslo k rychlemu poklesu obsahu Chl. Vplyv BAP na
pokles obsahu Chl bol vSak vo vsetkych pripadoch nepreukédzatelny (Obr. 12).
Koncentracia 10° M v tomto svetelnom rezime nebola pouzitd z dovodu nedostatku
rastlinného materialu.

Na Obr. 13 su prezentované rovnaké data ako na Obr. 12, ale je zmenené ich
poradie tak, aby bol badate'ny vplyv zvySovania svetelnej davky (a jeho Statisticka
vyznamnost’) na zmeny obsahu Chl u vzoriek jaémena v réznych koncentraciach BAP.
Ako uz bolo uvedené, ukontrolnych vzoriek inkubovanych vtme dochadzalo
S narastom doby po oddeleni k vyraznému poklesu obsahu Chl. U varianty NP, NK a IP
bol pokles obsahu Chl spomaleny oproti T u kontrolného roztoku pocas celého
experimentu, varianta IK len do 6. diia po oddeleni, potom bol pokles tejto varianty
vyraznejSinezu T.

Pre vzorky inkubované v roztoku BAP o koncentracii 10° M bol sledovany
pokles obsahu Chl len pre varianty NP a NK z dévodu nedostatku rastlinného materialu.
S narastom doby po oddeleni bol pokles obsahu Chl vyraznejsi pre vzorky varianty NK
(Obr. 13), tj. pri pdsobeni vyssej svetelnej davky.

V ramci vzoriek inkubovanych v roztoku BAP o koncentracii 10* M je
pozorovatel'ny pomals§i pokles obsahu Chl oproti kontrolnym vzorkam (Obr. 12).
Pozitivny vplyv svetla na pokles obsahu Chl je vidiet v 3. deft po oddeleni pre varianty
NP, NK, IP i IK, v 6. den po oddeleni pre varianty NP, NK a IP, v 9. den po oddeleni
pre varianty NP a NK oproti variante T a v 12. deni po oddeleni uz len pre variantu NP.
K najvyraznejSiemu spomaleniu poklesu obsahu Chl v tejto koncentracii BAP tak
dochadzalo pre variantu NP. V tejto koncentracii je teda badatelné, Ze s narastom

svetelnej davky dochédza k rychlejSiemu poklesu obsahu Chl.
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Obr. 13.: Zmeny obsahu Chl behom indukovanej senescencie listovych segmentov
jacmena siateho (Hordeum vulgare L.) inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO
(koncentrdcia ,,0“ a roztokoch BAP (10° M, 10™* M, 3-10* M) 2pri piatich svetelnych
rezimoch: T —tma, NP — periodické svetlo o intenzite 70 umol-m’ s NK — kontinudine
svetlo o intenzite 70 ,umol-m'z-s'l, IP — periodické svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m’
2.5"1 a IK — kontinudlne svetlo o intenzite (370 + 40) umol-m™®s™. Vyjadrené v % obsahu
Chl uvzoriek ihned po oddeleni (,nulty” den; 100 % = 21 ugem™). Uvedené sii
mediany a horné a dolné kvartily (n = 12). Rozdielne pismend v ramci jednotlivych
grafov oznacuju Statisticky vyznamnu rozdielnost variant.
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U vzoriek inkubovanych v roztoku BAP o koncentracii 3:10* M v 3. defi po
oddeleni doslo k spomaleniu poklesu obsahu Chl pre variantu NP oproti variante T
(Obr. 12). Pozitivny vplyv svetla v kombinacii s koncentraciou 3-10* M je
pozorovatel'ny na 6 den po oddeleni u varianty NP a NK, ktoré spomalili pokles obsahu
Chl oproti variante T (Obr. 13). V 9. a 12. den po oddeleni bol pokles obsahu Chl
spomaleny len vo variante NP.

Zmeny parametra F./Fp, uvzoriek inkubovanych v roztokoch BAP boli
kvalitativne podobné zmenam detekovanym u vzoriek inkubovanych v roztokoch mT
(Obr. 10, 11). Z tohto ddvodu nie su vysledky merania F\/F, u vzoriek inkubovanych

v roztokoch BAP v praci prezentované.
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6. DISKUSIA

Je dobre zdokumentované, Ze so starnutim sa znizuje obsah Chl (napr. Zacharias
a Reid 1990, Noodén a kol. 1997, Spundova a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006) a menia
sa aj parametre fotosyntézy, akym je napr. maximalny fotochemicky vytazok PSII,
ktory sa najCastejsie vyjadruje ako pomer F,/Fn resp. F./Fp, pricom s narastom doby
senescencie dochadza k poklesu hodnoty tohto pomeru (napr. Vickova a kol. 2006). Je
tiez dobre zndme, Ze exogénna aplikacia CK bezne spomaluje procesy spojené so
senescenciou, V niektorych pripadoch vSsak moéze byt pozorovany opacny efekt.
ZjednoduSene je mozné povedat, Ze pri aplikdcii CK o nizkej koncentracii je ich
pdsobenie pozitivne - tzn. dochadza k spomaleniu zmien spojenych so senescenciou a
pri vysokych koncentraciach dochadza k stimulacii tychto zmien. Prikladom Zacharias
aReid (1990) pri posobeni BAP o0 koncentracii 10° M sledovali spomalenie poklesu
obsahu Chl a u vysich koncentracii (10™* M, 10 M) stimulaciu degradacie Chl.

Stanovit’ presnti hodnotu hranice medzi ,,nizkou* a ,,vysokou‘ koncentraciou CK
a povedat’, ktora je optimalna, je vSeobecne zlozitou ulohou. Pre rozny druh CK je
hodnota ,hrani¢nej” koncentracie rozna. Prikladom, Zacharias a Reid (1990) pri
aplikacii BAP o koncentracii 10* M na segmenty Arabidopsis thaliana sledovali
stimulaciu senescentnych zmien (pokles obsahu Chl) - vybrana koncentracia BAP mala
negativny ucinok. Na rozdiel od toho VI¢kova a kol. (2006) sledovali pri aplikacii mT v
tejto koncentracii na segmenty spomalenie tychto zmien. TaktieZ pre rozny rastlinny
druh sa posobenie jednej koncentracie CK prejavi rozne - pre jeden druh je vybrana
koncentracia vhodna pre inhibovanie senescentnych zmien, pre iny druh je uz tato
koncentracia toxicka a senescenciu naopak urychl'uje (Husickova a kol. 2012).

Na ziklade informacii z literatury 0 pdsobeni réznych koncentracii CK na
senescenciu a taktiez na zaklade vlastnych vysledkov vytvorili Husickova a kol. (2012)
model koncentracnej zavislosti vplyvu CK na senescenciu (Obr. 3), ktory predpoklada,
ze zvySovanie koncentracie CK do urcitej ,hrani¢nej” koncentracie ma inhibujuce
ucinky na proces starnutia, avSak po prekroceni tejto ,,hrani¢nej* hodnoty sa ucinky na
senescenciu stantl stimulujuce.

Do pdsobenia CK zasahuje eSte vela inych vonkajSich faktorov, medzi ktoré
patri aj svetlo. Efekt roznych koncentracii CK na postup senescencie zavisi prave na

intenzite pdsobiaceho svetla (Buschmann a Lichtentahaler 1982). Uginky CK a svetla su
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si podobné, no ked ich spolo¢ny vplyv prekroc¢i urCitt hranicu, ich efekty mézu byt
opacné tym, ktoré boli pozorovateI'né pod touto hranicou. Na svetle o nizkej intenzite st
ucinky CK casto podporované ana svetle o vysokej intenzite mézu byt uéinky
potlacené. Na vplyv svetla na ufinok CK sa da aplikovat spomenuty model
koncentra¢nej zavislosti.

V praci bol sledovany Gc¢inok exogénnej aplikacie r6zne koncentrovanych CK
(mT a BAP) aroznych svetelnych podmienok na priebeh indukovanej senescencie.
Priebeh senescencie bol hodnoteny cez obsah Chl a parametra F./F,. Meranie
prebichalo za pouzitia rastlinného materialu ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.) a
tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) typu WT a typu ,,CKX* (S overexpresiou
CKX).

V prvom experimente sme porovnavali G¢inok réznej koncentracie (10° M, 10™
M a 3-10”* M) mT a BAP v tme a na periodickom svetle (16 h svetlo, 90 pmol'm?*s™/8
h tma) na priebeh senescencie oddelenych segmentov ja¢mena siateho. Za parameter
odrazajuci mieru senescencie bol pouzity obsah Chl, meranie prebiehalo v 7. a 11. den
po oddeleni.

U kontrolnych vzoriek (vo vode av 0,5 % DMSO) bol zaznamenany vel'mi
rychly pokles obsahu Chl, pricom tento pokles bol rychlejsi vtme Vv porovnani
s kontrolnymi vzorkami, ktoré boli inkubované na svetle (Obr. 5). To znamena, Ze
priebeh senescencie bol rychlej§i vtme v porovnani so svetlom, ¢o je v sulade
s literaturou. Podobny vysledok zistili napr. aj Vickova akol. (2006) u oddelenych
listov pSenice hlavne v 6. den po oddeleni alebo Zacharias a Reid (1990), ktori
detekovali rychlejsi postup senescencie pre kontrolné vzorky Arabidopsis thaliana
V tme uz v 2. defl po oddeleni.

Pokial’ sa na vzorky inkubované v tme aplikoval CK (mT alebo BAP), pokles
obsahu Chl bol spomaleny. NajvyraznejSie spomalenie bolo pozorované u roztoku mT
v koncentracii 10* M a 3:10* M a u roztoku BAP v koncentrécii 3-10™ M. Taktiez tento
vysledok je v plnom sulade s literatirou. Podobne Zacharias a Reid (1990) pozorovali
pri aplikacii BAP o koncentracii 10* M na listové disky Arabidopsis thaliana
inkubované v tme spomalenie poklesu obsahu Chl oproti kontrolnym vzorkdm. TaktiezZ
Vickova a kol. (2006) zistili spomalenie poklesu obsahu Chl pri exogénnej aplikacii mT
0 koncentréacii 10 M na segmenty listov psenice inkubované v tme.

U vzoriek inkubovanych na periodickom svetle bolo taktiez zaznamenané

spomalenie priebehu senescencie pod vplyvom CK, pricom u BAP bolo zistené
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posunutie hodnoty ,,optimalnej* koncentracie (tzn. koncentracie s najviac pozitivnym
vplyvom, u ktorej bolo zistené najvyraznejsie spomalenie senescencie) z 3-10* M (v
tme) na 10° M (Obr. 5). Podobné bolo zistenie Zachariasa a Reida (1990) po aplikacii
BAP na listové disky Arabidopsis thaliana. V tme bola ,,optimalnou koncentraciou
hodnota 102 M ana svetle doslo k posunu tejto koncentracie az na hodnotu 10° M,
resp. 10° M.

Uz z tohto testovacieho experimentu teda vyplynulo, Ze rdzne koncentracie mT
a BAP spomal’uju senescenciu oddelenych listov jaémena réznou mierou a ze miera ich
ucinku zavisi na svetelnych podmienkach pri senescencii. V d’alSom experimente
S oddelenymi listami jaCmena bol preto detailnejSie sledovany priebeh senescencie
pocas 12 dni po oddeleni a bolo pouzitych 5 ro6znych svetelnych rezimov.

| vtomto experimente sa potvrdil vplyv svetla na rychlost’ senescencie
oddelenych listov ja¢mena. U kontrolnych vzoriek (inkubovanych v 0,5 % roztoku
DMSO oznacovanom ako koncentracia ,,0“ M) vtme (varianta T) bol vécSinou
zaznamenany velmi rychly pokles obsahu Chl a hodnoty parametra F,/F,.
U kontrolnych vzoriek inkubovanych na svetle (tzn. varianty NP, NK, IP, IK) vé¢Sinou
dochadzalo ku spomaleniu priebehu senescencie oproti tme (Obr. 9, 13). U varianty NP
dochadzalo Kk najvyraznejSiemu spomaleniu poklesu obsahu Chl a parametra F./F,.
K podobnému, aj ked’ nie tak vyraznému spomaleniu senescencie dochadzalo u varianty
NK: u vzoriek varianty NP a NK sa ¢asto obsah Chl udrzal spolu s F/Fp i na 12. den po
oddeleni (Obr. 11). Menej vyrazné spomalenie bolo pozorované pre variantu IP.
U varianty IK uz dochadzalo k spomaleniu poklesu parametrov oproti tme vac¢sinou len
do 6. dna po oddeleni a nasledne s narastom doby po oddeleni uz bol pokles obsahu Chl
i F/Fp priblizne rovnaky ako pre variantu T (Obr. 9, 11). Z tychto vysledkov je vidiet,
ze vplyv svetla na senescenciu zavisi na jeho intenzite, resp. davke. Ak je intenzita,
resp. davka svetla nizsia, tak priebeh senescencie je spomaleny. No v momente, ked’ sa
intenzita alebo davka svetla zvySi nad ,hrani¢ni* hodnotu, dochidza k rychlemu
postupu senescencie. Takéto zrychlenie senescencie modze nastat’ Vv dosledku
preexcitovania  fotosyntetického aparatu a akumuldcie ROS anasledného
fotooxidativneho poSkodenia (VIckova a kol. 2006). ,,Hrani¢na“ hodnota intenzity, resp.
davky svetla bude zrejme do znac¢nej miery urcena tym, na aku intenzitu (davku) svetla
je rastlina aklimovana.

Po aplikdcii mT a BAP na listové segmenty jacmena starnuceho v tme

dochadzalo k spomaleniu senescencie u vsetkych pouzitych koncentracii, pri¢om
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Géinnejsie sa javili vicsinou vyssie koncentracie tj. 10* M a 3-10* M (Obr. 8, 10, 12).
U variant NP a NK bolo najvyraznejSie spomalenie pozorované vac¢Sinou u koncentracii
10° M a10™* M pre roztok mT a u koncentracie 10 M pre roztok BAP. So zvysenim
intenzity svetla (varianta IP alK)sa uz Vv niektorych pripadoch zacal prejavovat
negativny u¢inok BAP imT v koncentracii 3-10* M, tzn. dochadzalo k urychleniu
poklesu obsahu Chl oproti kontrole (Obr. 8, 12).

Z uvedenych vysledkov je moZzné vypozorovat trend, Ze s rasticou
intenzitou/davkou svetla dochadza k posunu ,,optimalnej* koncentracie CK. U listov
starnticich v tme sa pre mT ako ,,optimalna“ javila koncentracia 10* M (Obr. 8, 10), no
u varianty NK to bola skér koncentracia 10° M (Obr. 8, 10). U BAP bol zaznamenany
posun hodnoty ,,optimalnej“ koncentracie z hodnoty 3-10* M v tme na hodnotu 10* M
uvarianty NP aNK (Obr. 12). Vysledky teda indikujti, Z¢ BAP ma hodnotu
,»optimalnej“ koncentracie na svetle nizs§iu v porovnani s mT.

Z priebehu senescencie pri posobeni roznych koncentracii roztokov mT a BAP
moézeme zhrnut, Ze pri zvySovani koncentracie dochadza sice k spomaleniu senescencie,
avSak toto spomalenie je pozorovateIné len do urcitej ,hrani¢nej* hodnoty. Po
prekroceni tejto hodnoty dochadza k urychleniu senescencie ateda k prejaveniu sa
negativneho u¢inku CK (Obr. 5 — roztok BAP o koncentracii 3-10* M). Podobne sa
meni priebeh senescencie aj pri poésobeni svetla. V kombindcii nizsich koncentracii CK
anizkej intenzity svetla je priebeh senescencie Casto spomaleny, avSak opét’ len do
urcitej hrani¢nej hodnoty. Po jej prekroceni dochadza k akceleracii senescencie, ¢o
odpovedd modelu pre koncentracnii zavislost ucinkov CK. Ziskané vysledky tak
podporuji navrhovany model Husickovej a kol. (2012).

V ramci bakalarskej prace bol v testovacom experimente taktiez zrovnavany
vplyv CK asvetla na priebeh senescencie listovych diskov WT rastlin tabaku
virginskeho (Nicotiana tabacum L.) a rastlin so zvySenou aktivitou CKX. U diskov
z WT rastlin starnticich na svetle a vtme nebol v pouzitom usporiadani experimentu
véacSinou zaznamenany signifikantny vplyv mT a BAP na pokles obsahu Chl (Obr. 6) a
Fu/Fy (Obr. 7) okrem negativneho vplyvu BAP o koncentracii 3-10* M. Oproti tomu
u vzoriek rastlin ,,CKX* vtme bolo vo véc¢Sine pripadov zaznamenané spomalenie
poklesu obsahu Chl (Obr. 6) i F./F, (Obr. 7) vplyvom CK. Predpokladame, ze tento
vysledok by mohol suvisiet’ so znizenym obsahom endogénnych CK u rastlin ,,CKX*,
ktory sa mohol prejavit’ zvySenym U¢inkom exogénne aplikovanych CK v zrovnani

s WT: zatial’ Co po aplikacii exogénnych CK na listové disky WT rastlin uz mohlo dojst’
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k prekroceniu ,hrani¢nej* koncentracie CK a nebol teda zaznamenany pozitivny vplyv
CK na senescenciu, u diskov z ,,CKX*“ rastlin nemuselo vd’aka znizenému obsahu
endogénnych CK k prekroceniu ,,hrani¢nej* koncentracie este dojst’ a aplikované CK
mali teda pozitivny vplyv. Tieto vysledky naznacuju, ze model Husickovej a kol. (2012)
by sa mohol dat' aplikovat i v pripadoch transgénnych ¢i mutantnych rastlin so
zmenenym obsahom endogénnych CK. Overovanie platnosti modelu pre tieto pripady
planujeme v najbliz$ej budicnosti previest’ s rastlinami Arabidopsis, ktoré maja znizeny

nebo zvyseny obsah endogénnych CK.
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7. ZAVER

Vseobecne je zname, ze cytokininy dokazu spomalit’ proces senescencie a tym
I zmeny so senescenciou spojené, akymi su napr. pokles obsahu Chl ¢i pokles aktivity
fotosyntetického aparatu. S narastom koncentracie cytokininov (CK) vé¢Sinou dochadza
k spomaleniu senescencie (tzn. spomalenie poklesu Chl i pomeru F./Fp), avsak toto
spomalenie je len do urcitej ,,hrani¢nej* hodnoty koncentracie. CK, ktory mal do tejto
hodnoty pozitivny vplyv na rastlinny organizmus, tzn. inhiboval senescentné zmeny, po
prekroceni hodnoty ,hrani¢nej* koncentracie zacina prejavovat’ svoj negativny vplyv,
tzn. stimuluje zmeny spojené so senescenciou. S d’al§Sim zvySenim koncentracie
dochadza k akceleracii senescencie a vybrand koncentracia sa stava pre rastlinny
organizmus toxicka. Uginok CK na priebeh senescencie sa tak lidi v zavislosti na
pouzitej koncentracii. Pri exogénnej aplikacii CK okrem iného treba brat” do ivahy aj
pOsobenie vonkajSieho faktoru, akym je svetlo. Svetlo dokéze vyrazne ovplyvnit
priebeh senescencie, pricom jeho posobenie je podobné posobeniu CK. Svetlo a CK
dokazu mat’ do urcitej miery pozitivny vplyv na senescenciu, avSak ked’ ich spolo¢ny
vplyv prekroc¢i urcita ,hranicu® posobenia, moze nastat’ opac¢ny efekt, tzn. urychlenie
senescencie.

Na zaklade obdobnych informacii a vlastnych vysledkov bol Husickovou a kol.
(2012) vypracovany model koncentracnej zavislosti i€¢inkov CK na senescenciu. Tento
model sa da rozsirit’ aj na pdsobenie svetla na ucinok CK. V takomto pripade potom
plati, Ze ¢im vysSia intenzita (davka) svetla pdsobi pri senescencii, tym niz$ia je hodnota
»hrani¢nej” koncentracie, pri ktorej sa meni pozitivny vplyv CK na senescenciu na
negativny.

Ako je vidiet’ z vyssie uvedenych informacii, u¢inok CK na senescenciu sa da
ovplyvnit’ prdve pouzitou koncentrdciou pri exogénnej aplikacii CK na rastlinny
material, ako aj intenzitou pouzitého svetla. Takymto sposobom sme sa Vv
experimentoch predkladanej prace zamerali na $tadium vplyvu réznych koncentracii
CK meta-topolinu a benzylaminopurinu a réznych svetelnych podmienok na priebeh
senescencie U rastlin jatmena siateho (Hordeum vulgare L.) atabaku virginskeho
(Nicotiana tabacum L.) a teda na overovanie modelu Husickovej a kol. (2012). Priebeh
senescencie sme hodnotili cez pokles obsahu Chl apokles parametra F./F

vyjadrujuceho funkciu PSII.
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Exogénna aplikacia cytokininov mT aBAP spomalila pokles obsahu Chl
I pomeru F./F, pocas indukovanej senescencie vyvolanej oddelenim primarnych listov
ja¢mena siateho. Z priebehu senescencie pri posobeni rdoznych koncentracii roztokov
CK bolo vidiet, Ze pri zvySovani koncentraciec dochadzalo sice k spomaleniu
senescencie, avSak toto spomalenie bolo pozorovatelné len do urcitej koncentracie
(vi&sinou 10 M). Po jej prekrodeni dochadzalo k urychleniu senescencie a tak
k prejavu negativneho vplyvu cytokininov. No miera ucinku réznych koncentracii BAP
amT zavisela na svetelnych podmienkach, pri ktorych prebiehala senescencia.

Podobne ako pri pdsobeni réznych koncentrécii cytokininov sa menil priebeh
senescencie i pri posobeni réznych intenzit (davok) svetla. Ak bola intenzita svetla
nizsia (70 ],Lmol-m'zs'l) priebeh senescencie bol spomaleny oproti tme. So zvySovanim
davky svetla bol efekt spomalenia senescencie postupne menej badatel'nejsi a postupne
dochadzalo k posunu ,,optimalnej* koncentracie CK smerom k niz§im hodnotam. Za
touto hodnotou uz dochadzalo k rychlemu postupu senescencie, v podobe rychleho
poklesu obsahu Chl a pomeru F./F,, ¢o mohlo byt v dosledku fotooxidativneho
poskodenia spdsobeného vysokou intenzitou svetla (370 umol-m'zs'l).

Ako je vidiet zvySSie uvedenych informacii, tak predpokladany model
Husickovej a kol. (2012) mdézeme podla ziskanych vysledkov povazovat’ za spravny.
Pri sledovani ucinku svetla na vplyv réznych koncentracii roztokov CK na priebeh
senescencie mozeme d’alej predpokladat, ze model koncentracnej zavislosti CK
vytvoreny Husi¢kovou a kol. (2012) sa da aplikovat’ aj na uinky svetla.

Pri sledovani vplyvu CK na priebeh senescencie listovych diskov tabakovych
rastlin WT nebol vid¢Sinou zaznamenany pozitivny vplyv CK, zatial ¢o utypu so
zvySenou aktivitou CKX doslo k spomaleniu senescencie v dosledku aplikacie CK.
Predpokladame, Ze vyssi ucinok exogénnych CK u ,,CKX* rastlin moze byt v désledku
znizeného obsahu endogénnych CK v porovnani s WT. Zatial’ ¢o u aplikacie CK na WT
mohlo dgjst’ k prekroceniu ,,hrani¢nej* koncentracie a nebol teda pozorovany pozitivny
vplyv CK na senescenciu, u ,,CKX* nemuselo k prekroceniu ,,hrani¢nej* hodnoty este
dojst a v dosledku toho sa prejavil pozitivny vplyv CK. Dalej tak predpokladame, Ze
vysSie spomenuty model by bolo mozné rozsirit' i na podobné pripady rastlin, ktoré
maju  pozmeneny obsah endogénnych CK. V budacnosti preto planujeme
S pokraCovanim overovania vysSie spomenutého modelu pre pripady transgénnych

alebo mutantnych rastlin.
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PRILOHY

PRILOHA 1: Kalibra¢né krivky pre Chlorofylmeter SPAD-
502

PRILOHA 2: Poster prezentovany na konferencii Plant
Biology Congress, Freiburg (29.7. - 3.8. 2012)
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PRILOHA 1

Kalibra¢né krivky pre Chlorofylmeter SPAD-502

y = Intercept + B1*x*1 + B2*x"2 + B3~

40 - Equation x*3 m
Weight No Weighting u
i Residual 17464681
Sum of
Adj. R-Squar 0,94474
30 - Value Standard Err
Intercept 0,15112 2,09112 | ]
. B1 0,48808 0,95928
1 SPADIM] g 0,19456 0,11012
B3 -0,0066 0,00352

SPAD [r.j]
N
1

0 5 10 15 20
Chl (a+b) [ug/cm]

Obr. 14.: Kalibracna krivka pre Chlorofylmeter SPAD-502 vyjadruje zavislost medzi
hodnotami Chl v relativnych jednotkach zistenymi pomocou chlorofylmetra SPAD-502 a
hodnotami koncentracie Chl (a+b) vztiahnutych na jednotku plochy P listov.
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y = Intercept + B1*x*1 + B2*x"2 + B3*x"3
Equation
40 S - ]
Weight No Weighting
Residual Sum  209,54713 |
of Squares
Adj. R-Square 0,9337 -
Value Standard Erro - ‘\
30 Intercept 0,49853 2,28961
. B1 -4,40904E-5 0,01669 ]
SPADIM] gy 7.84042E-5  3,20558E-5 u
p— B3 -4 65509E-8 1,72677E-8
— 4
} -
e
(]
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o
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Obr. 15.: Kalibracnd krivka pre Chlorofylmeter SPAD-502 vyjadruje zdvislost' medzi
hodnotami Chl v relativnych jednotkach zistenymi pomocou chlorofylmetra SPAD-502 a
hodnotami koncentracie Chl (a+b) vztiahnutych na Cerstvii hmotnost listov.
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PRILOHA 2

CONCENTRATION-AND LIGHT-DEPENDENCE
OF CYTOKININ ACTION DURING SENESCENCE
OF DETACHED BARLEY LEAVES

Alexandra Husickova*, Helena Melkovic¢ova**, Jozefina Provalilova**, Martina Spundové*

P
C.R.HANA

*Centre of the Region Han4 for Biotechnological and Agricultural Research, Palacky University, Slechtitelii 21, 783 71 Olomouc, Czech Republic
**Department of Biophysics, Palacky University, T. Svobody 26, 771 46 Olomouc, Czech Republic
email: martina.spundova@upol.cz

SUMMARY RESULTS

Cytokinins are well known for their ability to retard or slow down
senescence but there is also some evidence that cytokinins can, under

certain circumstances, accelerate it (e. g. VIEkovi et al. 2006). This CHLOROPHYLL CONTENT
reversal of cytokinin action has been linked to high cytokinin
concentration and/or the extensive exposure ofleaves to light. 3¢ & LLI 129 2d LU B4 x4

In our work, the concentration- and light-dependence of effect of
cytwkinin meta-topolin was studied in barley leaves during 12 d after
their detachment. Three concentration (10 pM, 100 M, 300 1M) and
five “light* regimes (dark, D; periodic light 70 pmol m-2 51, P70;
continual light 70 pmol nr?s-1, C70; periodic light 370 pmol nr? ¢°1,
P370; continual light 370 pmol m2 1, C370) were used. The
chlorophyll content and maximal efficiency of photosystem 11
photoche mistry (Fy/Fp) were used to evaluate an extent of senescence.

In control leaves (without mT) the rate of decrease in both
chlorophyll content and Fy/Fp fell in order: D, C370, P370, C70, and
P70. In dark senescing leaves, mT had the expected positive effect (i e.
slowed down a decrease in chlorophyll content and Fy/Fp) in all
concentrations used. However, the positive effect of mT decreased with e :-r. R
increasing lightdose, and at C370 leaves even changed to negative ones
(i e. mTaccelerated the decreases in both parameters). This trend was
more pronounced in case ofhigher mT concentrations.
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DARK
- mT had positive effect (slowed down decrease in Chl content and FJF,)
in all concentration used

MATERIALS AND METHODS
LOWLIGHT INTENSITY (P70- periodic, C70- continual)

Plant material -slowed down decrease in Chlcontentand F/F,compared with dark
- detached primary leaves of barley (Hordeum vulgare L.) =T had positive effectonly in lower concentrations
- measurement: 0, 3,6, 9,12 d after detachment
- medians and quartiles are presented (n=12) HIGHLIGHT INTENSITY (especially C370 - continual)
- accelerated decreasein Chl contentand F,/F,compared with dark
Cytokinin solutions -mT had rather negative effect
- meta-topolin (mT; N 6-(meta-hydroxybenzyladenine)- o~ -(higherconcentrations =morenegative effect)
“OM™(0.5% DMSO), 10 M, 100 M. 300pM :I ««7
S ALY
~

low light intensity  high light intensity
(periodic, P70) (continual, C370)

Lightconditions duringsenescence .
- dark(D)
- periodiclight 70 umol photons m” s* (16 /8 h dark) (P70)
- continual light 70 pmol photons m” s (C70)
- periodiclight 370 pmol photons m™ s (16 W8 h dark) (P370)
- continual light370 pmol photons m™s™ (C370)

Chlorophyll content
- chlorophylimeter SPAD-502 (Konica Minolta, Japan) calibrated
by analytical measurement of real chlorophyll content

F,/F (maximalefficiency of photosystem Il photochemistry)
- fluorometer PEA (Hansatech, Kings Lynn, UK)

" remaw e

Hypothetical dependence of leaf longevity on ytokinin concentration in the dark and under excessive light

} . (adapted from a model of Ferreira and Kieber (2005) for root growth resp With increasing ion, positive
L] effect increases until a treshold and then switches to negative one. Under excessive light, the treshold shifls to a lower
concentration.
pes——
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