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ABSTRAKT

Priebeh senescenie rastlin je ovplyviilovany mnohymi faktormi vratane
cytokininov (CK) a fotosynteticky aktivneho ziarenia (PAR). V prvej Casti predkladane;j
prace bol Studovany Gc¢inok cytokininu meta-topolinu (mT) na priebeh senescencie u
oddelenych listovych segmentov mutantov Arabidopsis thaliana s pozmenenou
percepciou CK. Boli pouzité 4 genotypy - WT, ahk2ahk4, ahk3ahk4 a ahk2ahk3,
pricom WT predstavoval kontrolnu variantu. Senescencia bola vyvoland oddelenim
listovych segmentov a jej miera bola posudzovand podla obsahu Chl a hodnoty
parametra Fy/Fp, odrazajiceho ucinnost fotochémie fotosystému II a tym stav
fotosyntetického aparatu. Segmenty boli po oddeleni ponorené do jednotlivych roztokov
- 0, 5 % roztok dimethylsulfoxidu (DMSO) a do rézne koncentrovanych roztokov mT
(10° M, 10* M a 3-10™* M).

U oddelenych listovych segmentov mutantov ahk3ahk4 a ahk2ahk3 ulozenych v
tme doSlo v dobsledku nefunkénosti receptoru AHK3 k miernemu urychleniu
senescencie oproti genotypu WT a ahk2ahk4. Zatial’ ¢o u genotypov WT a ahk2ahk4
nebol pozorovany vyraznej$i spomalujuci ucinok PAR na priebeh senescencie (na
pokles obsahu Chl a parametra Fv/Fp), u ahk2ahk3 a ahk3ahk4 bol tento ucinok
zretelny. Cytokinin mT nesposobil spomalenie senescencie ani v jednej pouZitej
koncentracii a bol naopak zaznamenany vo vic§ine pripadov jeho negativny G¢inok na
pokles obsahu chlorofylu a pokles parametrov Fy/Fp.

V dalSej Casti prace bol Studovany vplyv mT a r6znych svetelnych podmienok
na pohyb chloroplastov (CP) vyvolany modrym svetlom u oddelenych listovych
segmentov Arabidospsis thaliana a ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.) a v listoch
tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.). V prvom pripade boli pouzité¢ dva svetelné
rezimy - tma a svetlo periodické o intenzite 100 pmol-m™-s™ a roztoky DMSO a 10* M
mT. Obecne doslo u pouzitych rastlinnych vzoriek k inhibicii pohybu CP s narastom
doby po oddeleni, pricom inhibicia bola vyraznejSia v tme ako na PAR. Najmensi
rozsah pohybu CP bol zaznamenany pre rastlinny druh jacmen siaty. U exogénnej
aplikdcie mT sme vo vicSine pripadov nezaznamenali vyraznej$i u€inok mT na tento
proces. U tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.) doslo k inhibicii oboch typov

pohybu CP po aplikécii roztoku DEX indukujiiceho vyrazné zvySenie endogénnych CK.



ABSTRACT

Plant senescence is influenced by many factors including cytokinins (CK) and
photosynthetically active radiation (PAR). In the first part of the study the effect of
cytokinin meta-topolin (mT) on senescence of detached leaves of Arabidopsis thaliana
receptor mutants was examined. Four Arabidopsis genotypes were used - wild-type
(WT), ahk2ahk4, ahk3ahk4 and ahk2ahk3. WT plants were used as a control variant.
Senescence was induced by detachment of leaf segments and its rate was judged by the
chlorophyll (Chl) content and F\/Fp parameter reflecting the efficiency of photosystem
Il photochemistry. After detachment the segments were inserted to 0,5% solution of
dimethyl sulfoxide (DMSO) and to different solutions of mT (10° M, 10* M a 3-10™
M).

In leaf segments of mutants ahk3ahk4 and ahk2ahk3 incubated in the dark
senescence was slightly accelerated compared to WT and ahk2ahk4 due to a
malfunctioning receptor AHK3. While in genotypes WT and ahk2ahk4 was not
observed significant retarding effect of PAR on senescence (on the decrease of Chl and
parameter Fy/Fp), this effect was clear in ahk2ahk3 and ahk3ahk4. Meta-topolin did not
cause retardation of senescence in either concentration which was used and in most
cases a negative effect on the decrease in chlorophyll content and F\/Fp was observed.

In the next part of the work the impact of mT and different light conditions on
chloroplast movement induced by blue light was studied in detached leaf segments of
Arabidospsis thaliana and barley (Hordeum vulgare L.) and in leaves of tobacco
(Nicotiana tabacum L.). In the first case we used two light modes - dark and periodic
light of intensity of 100 pmol-m™-s™ and two solutions — 0,5% DMSO and 10* M mT.
In general, inhibition of chloroplast movement occurred with time after detachment.
The inhibition was more pronounced in the dark compared to PAR. The smallest extent
of chloroplast movement was observed in barley. The exogenous application mT did not
mostly have a marked effect on this process. In the leaves of tobacco (Nicotiana
tabacum L.) there was inhibition of chloroplast movement after the application of DEX

solution causing very pronounced increase in level of endogenous CK.
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1. UVOD

Rastliny su pocas zivotného cyklu vystavované nespocetnému mnozstvu
roznych signalov, ktoré prichadzaji bud’ z ich okolitého alebo z vnutorného prostredia.
Pocas evolucie v rastlindch vznikol sofistikovany systém receptorov a signalnych drah,
ktory umoziuje primerané¢ reakcie a odozvy na tieto signaly. Jednym z takychto
signalov su i rastlinné hormoény (fytohormény). Tie mozu pdsobit’ ako z vonkajsieho
prostredia pri exogénnych aplikaciach (napr. v podobe postrekov alebo roztokov), tak
mozu pdsobit’ prirodzene vo vnatornom prostredi (endogénne hladiny horménov).

Senescencia (starnutie) je jeden z nemala procesov, ktory je ovplyvneny
fytohorménami. Obecne je zname, ze jej priebeh ovplyvituji hormony cytokininy (CK),
ktoré st schopné do urcitej miery spomalit’ jej priebeh, ale i urychlit. CK st dolezité
regulatory réznych vyvojovych a rastovych procesov u rastlin. St Struktirne roznorodé
a biologicky vSestranné. Charakter ich ucinku je vS8ak podmieneny pouzitou
koncentraciou a aplikovanymi svetelnymi podmienkami.

V roku 2012 bol Husic¢kovou a kol. vytvoreny model popisujuci koncentracnu i
svetelnu  zavislost G¢inku CK. Tento model popisuje, Zze do urcitej ,hranicnej*
koncentracie sa CK chovaji ako pozitivne regulatory senescencie v zmysle spomalenia
priebehu zmien spojenych so senescenciou. No za prekrocenim tejto koncentracie je
ucinok CK opacny, CK urychl'uji priebeh senescencie a posobia tak ako negativne
regulatory senescencie. Pri aplikacii vysSich intenzit fotosynteticky aktivneho Ziarenia
(PAR) potom dochadza casto k posunu tejto hrani¢nej hodnoty smerom k nizs$im
koncentracidm v dosledku scitania sa U¢inkov prisluSnej koncentracie fytohorménu a
PAR. Platnost’ tohto modelu bola potvrdena v bakalarskej praci Melkovi¢ovej (2012) na
oddelenych listoch jaémena siateho (Hordeum vulgare L.) pre cytokininy meta-topolin
(mT) a benzylaminopurin (BAP).

Ciel'om diplomovej prace bolo zistit, ¢i navrhnuty model bude fungovat’ tiez v
pripade pdsobenia mT na umelo navodenti senescenciu listov Arabidopsis thaliana v
Styroch réznych genotypoch - WT a troch receptorovych mutantoch (ahk2ahk3,
ahk3ahk4 a ahk2ahk4).

Okrem zistovania vplyvu mT na zmeny obsahu Chl a funkcie fotosystému II
vyvolané indukovanou senescenciou bol sledovany jeho vplyv na pohyb chloroplastov,

ktory je pri senescencii inhibovany.



2. PREHLCAD PROBLEMATIKY

2. 1 Cytokininy

Cytokininy (CK) predstavuju rastlinné hormony, ktoré boli identifikované v 50.
rokoch 20. storoCia ako faktory, ktoré podporuji bunecné delenie a trvaly rast
rastlinnych buniek (Miller a kol., 1955). Prvym CK objavenym v rastlinach bol trans-
zeatin, no prvym izolovanym CK bol kinetin (6-furfurylaminopurin) ziskany z
autoklavovanych vzoriek spermii sled’a v roku 1955 skupinou prof. Skooga (Mik a kol.,
2011). Odvtedy boli CK postupne objavované v Coraz vac¢Som pocte rastlinnych druhov
a postupne sa ukazalo, ze CK zohravaju ulohu v réznych procesoch rastlinného rastu a
vyvoja.

Dnes je znama S$iroka $kala prirodzenych i syntetickych CK. Prirodzene sa
vyskytujice CK (endogénne CK) predstavujia adeninové derivaty a mozu byt
klasifikované na zaklade konfiguracie ich postranného retazca v polohe N° adeninu na
izoprenoidné a aromatické CK (Kakimoto, 2003a; Frébort a kol., 2011). U
izoprenoidnych CK je substituentom izoprenoidny retazec. Ten moze alebo nemusi
obsahovat’ dvojnu vézbu a ¢asto moze byt hydroxylovany. Podl'a toho mézeme potom
rozliSovat CK s izoprenoidnym refazcom s dvojnou vizbou, kam patri: N°-(A%-
izopentenyl)adenin (iP), trans-zeatin (tZ), zeatin (Z) alebo cis-zeatin (cZ) a CK s
izoprenoidnym ret'azcom bez dvojnej vazby (dihydrozeatin; Obr. 1). Zd’aleka najviac
prevazuju CK s nenasytenym izoprenoidnym postrannym ret'azcom, predovsetkym tie s
hydroxylovanym postrannym retazcom ako je tZ a jeho derivaty (Letham, 1963).
Niektorymi autormi byva skupina izoprenoidnych CK delena na dve podskupiny: CK
izopentenyladeninového typu, ktoré nesu izopentenylovy postranny retazec v pozicii
N, a zeatinového typu, ktoré nesu hydroxylovany izopentenylovy postranny retazec v
konfiguracii trans alebo cis (Kakimoto, 2003a). Druht velku skupinu prirodzene sa
vyskytujucich CK tvoria aromatické CK, kde je substituentom aromaticky kruh. Medzi
tieto CK patria napriklad: 6-benzylaminopurin (BAP, resp. N°®-benzyladenin - BA; Obr.
1), kinetin, alebo meta-topolin (mT). U prirodzene sa vyskytujucich CK, ked’ze sa jedna
o adeninové derivaty, je Casto potrebné rozliSovat medzi zmenami, ktoré si vyvolané
prave CK a zmenami, ktoré st spojené s biochémiou purinov (Mok a Mok, 2001).

Medzi syntetické CK radime fenylmocovinové derivaty, ktoré sa prirodzene v

rastlinnych pletivach nevyskytuji (Mok a Mok, 2001). Niektoré su vysoko aktivne a
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Casto 1 vysoko stabilné, napr. N-fenyl-N"-[2chloro-4-pyridylJmocovina (CPPU) alebo
thidiazuron (TDZ) (Obr. 1; Mok a Mok, 2001; Frébort a kol., 2011).

w w&

N6-(Az-isopentenyl)adenine (trans-)zeatin cis-zeatin
(i°Ade)
0] m

HN : N \ :
NT N N N—C—N p
oy A
N7 R

thidiazuron (TDZ)
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Obr. 1: Chemicka struktiira vybranych CK. U BAP a TDZ su vyobrazené pozicie (o, m, p), na
ktorych mozu byt tieto CK hydroxylované. Obrdzok prevzaty z ¢lanku Mok a kol. (2005).

2.1.1 Metabolizmus cytokininov

De novo syntéza cytokininov prebieha u rastlin v r6znych organoch, no najviac v
intenzivne sa deliacich pletivach. Najvyssi podiel tvorby sa uskutociiuje v apikalnom
meristéme korena. Odtial'to su CK transportované xylémom Vv podobe ribotidov alebo
ribozidov do ostatnych Casti. Syntéza sa prevazne odohrava pridanim izopentenylového
retazca na ATP alebo ADP (Mok a Mok, 2001; Kakimoto, 2001; Kakimoto, 2003a;
Nordstorm a kol., 2004; Sakakibara, 2006). Tuto reakciu katalyzuju
izopentenyltransferazy (IPT). Arabidopsis thaliana obsahuje devét génov pre IPT
(AtIPT1 az AtIPT9), z ktorych sedem predstavuje adenylat IPT, ktoré pripajaja
izoprenoidny retazec na ADP alebo ATP, a dve st tRNA IPT, ktoré pripajaju
izoprenoidny retazec na adenin v tRNA (Astot a kol., 2000; Kakimoto, 2001;
Kakimoto, 2003a). Alternativnym zdrojom CK tak moze byt i tRNA (Akiyoshi a kol.,
1984; Astot a kol., 2000; Kakimoto, 2003a).



CK sa mozu v rastlinnom organizme vyskytovat’ v rade metabolickych foriem:
vo forme vol'nych baz alebo vo forme uz vyssie spomenutych ribozidov, ktoré obsahuju
ribozu, ¢i ribotidov, ¢o su ribozidy s naviazanou fosfatovou skupinou (Mok a Mok,
2001; Kakimoto, 2003a). Za biologicky aktivnu formu su povazované vol'né baze, ktoré
sa prednostne viazu na receptory. Hlavnou transportnou formou st ribozidy a ribotidy,
ktoré st roznaSané prostrednictvom xylému a i floému (Mok a Mok, 2001; Kakimoto,
2003a; Sun a kol., 2005). Nedavno boli pre CK objavené i Specifické transportéry, tzv.
ENTs (equilibrative nucleoside transporters; Sun a kol., 2005). Tieto transportéry
predstavuju integralne membranové proteiny, ktoré sprostredkovavaju transport napriec¢
bune¢nou membranou pre CK nukleosidového typu - hlavne pre izopentenyladeninové
ribozidy (iPR) a trans-zeatinové ribozidy (tZR) a ich analogy. Napriklad u Arabidopsis
thaliana je mozné najst’ nukleosidové transportéry AtENTS (SOI33) a AtENT3 (Sun a
kol., 2005). CK sa d’alej m6zu vyskytovat' i v zasobnej forme v podobe nukleotidov,
nukleosidov alebo O-glukosidov (Frébort a kol., 2011). Medzi jednotlivymi formami
CK moéze dochadzat k vzajomnym premenam a modifikaciam (Sakakibara, 2006).
Modifikacie sa mozu tykat' ako adeninového kruhu tak izoprenoidného postranného
retazca alebo aromatického kruhu pripojenych v pozicii N® (Mok a Mok, 2001). Tieto
modifikacie Casto vyustuju do zmien v aktivite a funkcii CK (Sakakibara, 2006).
Jednou z modifikacii moZze byt i konjugicia CK s glukozou (glukozylacia), ktory
vplyva na rovnovaznu hladinu CK a ¢asto mdze viest’ i k ich inaktivacii. Tento proces
moze byt vratny, kedy dochédza ku glukozylacii adeninu v polohe NG (O-glukozylacia),
a nevratny, kedy glukozylacia adeninu prebieha v polohe N alebo N° (N-glukozylacia)
a vedie k uplne biologickej inaktivacii CK (Sakakibara, 2006; Kurakawa a kol., 2007).

Degradacia CK  je  sprostredkovanda  malou  skupinou  cytokinin
oxidaz/dehydrogenaz (CKX) (Sun a kol., 2005). Tieto enzymy katalyzuju oxidativny
rozklad A%izoprenoidnych CK, &m sa utvori adenin/adenozin a odpovedajuci
nenasyteny aldehyd (Brownlee a kol., 1975). CKX tak nevratne inaktivuje CK v
jedinom kroku enzymatického Stiepenia postranného retazca, ¢o vedie k uplnej strate
biologické aktivity (Armstrong, 1994; Mok a Mok, 2001). Enzym CKX predstavuje
flavin adenin dinukleotid obsahujtci oxidoreduktazu (Armstrong, 1994; Schmiilling a
kol., 2003) a je schopny posobit’ ako oxidaza i ako dehydrogenaza. Pri jeho zvySenej
aktivite dochadza k poklesu obsahu endogénnych CK (Kaminek a kol., 1997) a jeho
nadprodukcia méze vyustit’ az do tzv. syndromu z nedostatku CK (Werner a kol., 2003;

vid 2.4.2.1 Transgénne rastliny). Gény kodujuce tento enzym boli identifikované uz v
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niekolkych rastlinnych druhoch: v kukurici (Morris a kol., 1999), v Arabidopsis
thaliana (Werner a kol., 2001) a v orchideach (Yang a kol., 2003). U Arabidopsis ma
génova rodina CKX sedem ¢lenov - AtCKX1 az AtCKX7 (Schmiilling a kol., 2003),
priom jednotlivy c¢lenovia sa liSia svojimi biochemickymi charakteristikami,
subcelularnou kompartmentizaciou a regulaciou expresie (Werner a kol., 2003).

Ako je vidiet, rovnovazna hladina CK v rastlinnom organizme je udrziavana
prostrednictvom biosyntézy, vzajomnej premeny, kratkodobych a/alebo nevratnych
konjugacii alebo nevratnou degradaciou (Mok a Mok, 2001). Koncentracia CK v
jednotlivych pletivach, bunkdch a organelach je udrziavana roznymi enzymami

biosyntézy a metabolizmu (Frébort a kol., 2011).

2.1.2 Prenos signalu cytokininov

Proces prenosu CK signdlu sa deje prostrednictvom tzv. dvojzlozkového
systému (Two Component System - TCS). Tento systém je podobny prokaryotickému
prenosu signalov baktérii a kvasiniek (Hwang a Sheen, 2001; Kakimoto, 2003b; Sun
akol., 2005). Signal je prenasany prostrednictvom fosforylacie jednotlivych zloziek
drahy (Obr. 2) a cely proces je riadeny pomocou histidinkinaz (Heyl a Schmiilling,
2003; Ferreira a Kieber, 2005).

TCS predstavuje komplexny signdlny systém, na ktorého zaciatku je receptor v
podobe kindzy s extracelularnou doménou umiestneny v membrane. Tato doména
obsahuje vidzbové miesto pre ligand (CK). Po naviazani CK sa formuje na dimér a
dochadza k zmene konformacie cytoplazmatickej domény receptoru s histidinkinazovou
aktivitou a nasledne k autofosforylacii histidinového zvysku. Tato zmena uvedie do
pohybu kaskadu signédlneho prenosu. Fosfat je nasledne preneseny na zvySok kyseliny
asparagovej, ktora je sucastou prijimacovej domény na C-konci receptoru, a potom na
histidin-fosfotransférové proteiny (HPt), ktoré sa nachadzaju v cytoplazme. HPt st
translokované do jadra a prepravuju tak d’alej fosfat na posledné zlozky drédhy - na
zvySok aspartatu obsiahnuty v regulatoroch odpovede (RRS) typu B, resp. typu A. RRs
typu B pracuju ako regulatory transkripcie a expresie génov. Vplyvaju i na expresiu
génov RRs typu A, ktoré inhibuju prenos fosfatu z HPt na typ B RRs a pracuju tak ako
sprostredkovatelia negativnej spétnej viazby (Hwang a Sheen, 2001; Mok a Mok, 2001;
Mougel a Zhulin, 2001; Hwang a kol., 2002; Heyl a Schmiilling, 2003; Kakimoto,
2003b; Rashotte a kol., 2003; Higuchi a kol., 2004; Ferreira a Kieber, 2005; Choi a
Hwang, 2007; To a kol., 2007).



V TCS cytokininov tak obecne najdeme tri zakladné proteinové rodiny:
histidinkinazy, histidin-fosfotransférové proteiny a regulatory odpovedi. Samozrejme sa
v systéme mozu vyskytovat' i iny nepreskumani Gcéastnici. U Arabidopsis thaliana je
TCS tvoreny tromi zakladnymi histidinkinazami z CRE rodiny receptorov (AHK),
piatimi histidin-fosfotrasférovymi proteinmi (AHPs) a dvadsiatimi dvoma regulatormi

odpovede (ARRs) (Heyl a Schmiilling., 2003; Obr. 2).
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Obr. 2: Model prenosu CK signdlu v Arabidopsis thaliana. CK sa naviazu na receptor AHK2,
AHK3 alebo AHK4 v membrane. Vazba aktivuje postupnu fosforylaciu zlozZiek drahy - vyjadrené
tmavo modrymi Sipkami. Fosfat je preneseny na proteiny AHPs, ktoré sa translokuju do jadra a
prendasaju fosfat na prijimacové domény ARRs typu A a typu B. Prenos fosfatu moze byt z AHPs
na ARRs inhibovany proteinom AHP6. ARRs ndsledne riadia transkripciu génov prislusiacich
danému ucinku CK. Prevzaté z clanku To a Kieber (2008) a upravené.

2.1.2.1 Komponenty TCS drahy cytokininov

Receptory CK predstavuji hybridné histidinkinadzy, ktoré¢ st umiestnené
prevazne v plazmatickej membrane. Inou moZznou lokalizdciou tychto receptorov je
endoplazmatické retikulum (Wulfetange a kol., 2011; Caesar a kol., 2011) a nie je

vyli¢ena ani ich pritomnost’ na inych endomembranach (Romanov a kol., 2006). Ako



bolo spomenuté vyssie, v Arabidopsis thaliana existuju tri zakladne CK receptory, a to:
AHK2, AHK3 a AHK4/CRE1/WOL1 (Inoue a kol., 2001; Suzuki a kol., 2001; Ueguchi
a kol., 2001; Yamada a kol., 2001; Heyl a Schmiilling, 2003; Stolz a kol., 2011), ktoré
sa liSia svojimi biologickymi a biochemickymi vlastnost'ami a funkciami (Riefler a kol.,
2006). Specifickost’ receptorovych funkcii je dana rozdielmi v ich expresii (Ueguchi a
kol., 2001; Heyl a Schmiilling, 2003; Higuchi a kol., 2004, Stolz a kol., 2011),
rozdielmi v schopnosti rozpoznat’ a viazat' r6zne formy a druhy CK (Yamada a kol.,
2001; Romanov a kol., 2006; Stolz a kol., 2011) a dalej je ur¢end schopnostou
receptoru Specificky interagovat’ s inymi proteinmi (Dortay a kol., 2008) a/alebo je dana
rozdielmi v ich subcelularnej lokalizacii. AvSak i1 napriek tymto rozdielom vykazuju
tieto tri receptory vysoky stupen Struktirnej podobnosti (Stolz a kol., 2011). Expresia
génov pre tieto receptory prebicha pravdepodobne vo vSetkych organoch, i ked
mnozstvo receptorov v jednotlivych organoch rastliny je odlisné (Riefler a kol., 2006).

Primarna Struktira receptorov sa vyznacCuje pritomnostou extracelularnej
CHASE domény (Cyclase/Histidine-kinase Associated Sensory Extracellular) na N-
konci receptoru, ktora viaze CK a je obklopena dvoma az tromi transmembranovymi
doménami (TM) a obsahuje priblizne 270 aminokyselin (Mahonen a kol., 2000). Za
CHASE doménou sa nachadza histidinkinazova doména (HK) a doména regulatoru
odpovede obsahujuca prijimaéovi doménu (RD) na C-konci receptoru v
cytoplazmatickej casti, ktora obsahuje aspartatovy zvySok (Obr. 3). Cytoplazmaticka
Cast’ vSetkych troch receptorov potom interaguje s AHPs (Mougel a Zhulin, 2001;
Riefler a kol., 2006).

T™ LB TM HK Ac

CHASE

Obr. 3: Doménova struktura CK receptoru (demonstrované na AHK4 z Arabidopsis
thaliana). Receptor obsahuje nasledovné proteinové domény: TM - transmembrdanova;
LB - doména viazuca ligand (CHASE);, HK- histidinkinaza; Ac - akceptorova. CK-
cytokininy, H - histidin,; D - aspartat; ATP - adenozintrifosfat; N a C - znamenaju N a C
konce proteinu a ~P predstavuje prenasanu fosfatovu skupinu. Obrazok prevzaty z
¢lanku Lomin a kol. (2012).



Sekundarna strukttra receptorov CK je vysoko homologna s charakteristickymi
znakmi o-heliksu a B-skladaného listu (Mougel a kol., 2001). Pre spravnu funkénost’
receptoru je nutna pritomnost histidinového zvysku v cytoplazmatickej doméne
(Mahonen a kol., 2000).

Histidinkindza AHK4 bola objavena v roku 2001 ako prvy CK receptor (Inoue a
kol., 2001; Suzuki a kol., 2001). Gény pre AHK4 su vyrazne exprimované¢ v
proliferujucich pletivach - v apikalnom meristéme vyhonu (SAM - shoot apical
meristem), pocas formovania nodul v lucerne (Medicago trunculata) a hlavne v
korenovej ¢iapocke (Médhonen a kol., 2000; Inoue a kol., 2001; Ueguchi a kol., 2001;
Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004), pri¢om prislusna mRNA bola prevazne
lokalizovana v strednom valci korena a Vv pericykly (Mahonen a kol., 2000). S AHK4 je
spojena existencia pozitivnej spétnej vizby v signalnej drahe CK ako dosledok zvysenia
expresie génov pre tento receptor v pritomnosti CK. Naopak k poklesu trovne expresie
génov pre AHK4 dochadza napr. pri nedostatku fosfatu (Franco-Zorilla a kol., 2002).
AHK4 slazi na prenos CK signalu pre procesy ako sti: bunecnd proliferacia embrya,
regeneracia vyhonu in vitro, predlzovanie korena (Obr. 4) a regulacia reakcii
sposobenych nedostatkom fosfatu (Mahonen a kol., 2000; Inoue a kol., 2001; Franco-
Zorilla a kol., 2002), iniciacia rastu listov ¢i na¢asovanie indukcie Kvitnutia a reakcie
stvisiace so zmenami vo vyzive (Werner a Schmiilling, 2009). AHK4 tiez pdsobi pri
stimulacii klienia v tme (Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004; Riefler a kol.,
2006) a moze funkcne nahradit’ receptor AHK2 (Stolz a kol., 2011). AHKA4 je prioritne
aktivovany vol'nymi bazami CK (Kope¢ny a kol., 2008) iP- a Z-typu (Yamada a kol.,
2001). U mutacie v génoch tohto receptoru (ahk4) neboli pozorované vyrazné zmeny v
morfologii alebo fenotype rastliny (Inoue a kol., 2001; Franco-Zorilla a kol., 2002), no
moze dochadzat’ k tvorbe vaznych defektov vo vyvoji vodivych pletiv (Méhonen a kol.,
2000).

Dal$ou histidinkindzou z CRE rodiny receptorov je AHK3. Expresia génov pre
AHK3 bola prevazne najdena v nadzemnych castiach Arabidopsis (Ueguchi a kol.,
2001; Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004) a spolu s génmi pre AHK2 st
vyrazne exprimované v d’alej sa nedeliacich listovych bunkach (Nishimura a kol., 2004;
Stolz a kol., 2011). AHK3 sprostredktva signaly CK pri riadeni spravneho vyvoja listov
a podiela sa na prenose signalu CK pri riadeni rastu orgdnov a pri spomaleni priebehu
senescencie (Riefler a kol., 2006). Pri senescencii v listoch vystavenych tme hra AHK3

dolezita ulohu pri sprostredkovani signalov na zachovanie obsahu Chl (Obr. 4). Tato
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informaciu dokaze AHK3 sprostredkovat’ sam bez interakcie s receptormi AHK2 ¢i
AHKA4. V pripade nefunkénosti AHK3 nie st AHK2 a ani AHK4 sami o sebe schopné
sprostredkovat’ tento signal (resp. iba slabo), avsak bolo zistené, Ze su toho schopné pri
aplikacii vyssich koncentracii CK (Riefler a kol., 2006). Dalej AHK3 spolu s AHK?2
vyznamne funguje v sprostredkovani CK signalov v regulacii korenového rastu (Riefler
a kol., 2006). Vescovi a kol. (2012) ukazali, Zze biosyntéza CK cZ typu je riadena
receptormi AHK2 a AHK3. AHK3 podobne ako AHK4 uprednostiiuje vol'né baze iP a
Z ako ligandy, napriek tomu AHK3 moze byt aktivovany SirSou Skalou ligandov
(Yamada a kol., 2001; Spichal a kol., 2004). Mutacie v génoch receptoru AHK3 (ahk3)
sposobuju miernu redukciu velkosti ruzice Arabidopsis a obsahu Chl. U senescencii
oddelenych listov mutantov s nefunkénym receptorom AHK3 dochédza potom casto k
rychlejsSiemu poklesu obsahu Chl oproti WT (Riefler a kol., 2006).

Poslednym receptorom z CRE rodiny je histidinkinaza AHK?2. Expresia AHK2
je podobne ako u AHK3 lokalizovana prevazne v nadzemnych castiach rastlin
Arabidopsis (Ueguchi a kol., 2001; Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004).
AHK2 ma spolu s AHK3 vyznamnt tlohu v riadeni rastu organov (Obr. 4) a pri
spomaleni priebehu senescencie. No predpoklada sa, ze primarne funguje v kombinacii
s AHK3 a AHK4 (Riefler a kol., 2006). Mutacia génu pre tento receptor (ahk2)
nespdsobuje vyznamné zmeny v citlivosti voc¢i CK (Riefler a kol., 2006).

Okrem vysSie spomenutych receptorov CK existuji samozrejme i d’alie. Tie
vSak Casto postradaju pritomnost’ domény typickej pre CRE rodinu receptorov (napr.
CHASE alebo RD) a pravdepodobne neslizia ani ako receptory pre CK. Takymto
receptorom je napriklad histidinkinazovy receptor Arabidopsis AHKI1, ktory sluzi v
procese osmoregulacie a je nezavisly na pritomnosti CK. Dal§im prikladom je
histidinkinaza CKI1, ktora neobsahuje RD doménu (Kakimoto, 2003b) a nie je tplne
objasnené, ¢i CKI1 dokaze fungovat’ ako receptor CK in planta (Heyl a Schmiilling,
2003). U rastlin je vSak CKIl nutny pre megagametogenéziu a pre tvorbu cievnych
zvazkov (Pischke a kol., 2002).

Ako je vidiet z vysSie uvedenych informacii, jednotlivé typy receptorov
sprostredktivaju signaly pre rozne CK ucinky. U niektorych uc¢inkov sa mozu receptory
spolo¢ne dopliiat’ alebo pre dany wG&inok staéi aktivita len jedného receptoru (Obr. 4).
Obecne je prenos signdlu CK prostrednictvom vsetkych troch hlavnych receptorov
aktivovany uz nizkou (nanomolarnou) koncentraciou CK (Stolz a kol., 2011) a je

zavisly od pH prostredia. Biochemické stadie odhalili, ze maximalna vdzbova aktivita
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medzi CK a receptorom je blizka neutrdlnemu az slabo alkalickému pH (Romanov a

kol., 2006).

Cytokinin
AHK2 AHK2 AHK2 AHK2
AHK3 AHK3 AHK3 AHK3
CRE1/AHK4 CRE1/AHK4 CRE1/AHK4 CRE1/AHK4

l l l l

- Velkost' semien - Zachovanie chlorofylu - PredlZovanie primarneho - Formovanie

- Nacasovanie klicenia - CK-indukovana korefia listovych buniek
- Kli€enie v tme fotomorfogenézia - Reakcie v kaoreni - Vetvenie korefia
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oblasti dihovinnej aplikaciou CK

tervenej (far-red) a - Regeneracia pletiva

kligenie semien vyhaonu in vitro

- CK metabolizmus

- Fertilita

Obr. 4: Ucinok CK receptorov a ich kombindcii na procesy regulované tymito
hormonmi. Receptory s najvdicsim prispevkom do daného procesu su vyznacené hrubym
pismom. Obrdzok je zalozeny na ddatach z clanku Riefler a kol. (2006). Ucinok
receptorov v mutantoch s ,,vypnutou funkciou receptorov (tzv. loss of function
mutants) na fertilitu, formovanie listovych buniek, primdrne predlZovanie korena,
ucinok exogénnych CK v koreni a regenerdcia vyhonu in vitro boli tiez popisané inymi
autormi (Inoue a kol., 2001; Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004). Obradzok
prevzaty z ¢lanku Riefler a kol. (2006).

Dalsou zlozkou signalnej drahy CK su HPt proteiny, ktoré sa dokazu docasne
traslokovat’ do jadra. HPt proteiny tak funguji ako ¢lanok medzi receptormi a
prislusnymi RRs typu B a prenasaju signal z cytoplazmy do jadra. U Arabidopsis
thaliana najdeme pét’ takychto proteinov, ozna¢ovanych ako AHP1 az AHPS (Hwang a
Sheen, 2001; Heyl a Schmiilling, 2003; Kakimoto, 2003b; Rashotte a kol., 2003; Choi a
Hwang, 2007).

Poslednt zakladnt zlozku signalnej drahy CK predstavuju RRS. Ich zékladnou
funkciou je sprostredkovanie transkripcie génov (Rashotte a kol., 2003). U Arabidopsis
thaliana bolo zistenych 22 RRS ozna¢ovanych ako ARRs (Heyl a Schmiilling, 2003).
Aktivita tychto regulatorov sa meni s ich stavom fosforylacie (Schaller a kol., 2002 cit.
v Heyl a Schmiilling, 2003). ARRs su rozdelené na zaklade ich Struktiry do dvoch
hlavnych skupin: typ A a typ B. Gény kdédujuce tieto dva typy ARRs reagujt rozdielne
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na pritomnost’ CK. Gény pre ARRs typu A st v pritomnosti CK indukované okamzite a
spifaju kritérium génov primarnej odpovede (D’Agostino a kol., 2000). Naproti tomu
uroven expresie génov pre ARRs typu B nie je CK ovplyvnend (Kiba a kol., 1999;
Lohrmann a kol., 1999). Bolo zistené, Ze expresia niektorych génov pre ARRs typu A a
B mdze byt spustend pri posobeni abiotickych stresovych faktorov ako je vysoka
koncentracia soli, nedostatok vody alebo nizka teplota. Tento jav moze indikovat
prelinanie sa medzi signdlnymi drahami CK a signadlnymi drdhami spustenymi
abiotickymi stresmi (Urao a kol., 1998). Dal§im rozdielom medzi tymito dvoma
skupinami je sposob, akym reguluji signalnu drahu CK: ARRs typu A funguji ako
negativne regulatory signalnej drahy CK - potlacaju prenos fosfatu z AHPs na ARRsS
(To a Kieber, 2008; Obr. 4). ARRs typu B tvoria naopak pozitivne regulatory drahy a
vplyvaju na expresiu a transkripciu génov Vv reakcii na pritomnost’ CK a ovplyviuju tiez

transkripciu génov pre ARRs typu A (Hwang a Sheen, 2001; Obr. 4).

2.1.3 Utinok cytokininov

CK ucinkuji, podobne ako iné signidlne molekuly pri uz velmi malych
mnozstvach (1-50 pmol na gram cerstvej vahy; Galuzska a kol., 2008). Dokazu pdsobit’
ako miestny signal v meristematickych pletivach tak i ako signal na dlhSie vzdialenosti
(Frébort a kol., 2005).

CK maju u rastlin Siroka $kalu posobnosti. St zaclenené do regulacie dejov ako
st: vyvoj a klicenie semien, apikalna dominancia, vetvenie, fotomorfogenézia, nastup
doby kvitnutia, fertilita, senescencia, rezistencia voci patogénu ¢i odpoved’ na stres
(Mok, 1994; Mok a Mok, 2001; Rashotte a kol., 2003; Werner a Schmiilling, 2009).
napr. na osmoticky a chladovy stres (Tran a kol., 2007). CK su tieZ spojené s
nodulaciou v strukovinach (Murray a kol., 2007) a s cirkadianymi rytmami (Hanano a
kol., 2006). Ovplyviiuju tiez mobilizaciu Zivin a distribaciu biomasy (Takei a kol.,
2001; Mik a kol., 2011). Na bunecnej Grovni reguluji bune¢né delenie, proliferaciu
a diferenciaciu buniek (Mok a Mok, 2001; Fernando a Kieber, 2005; Sun a kol., 2005;
Riefler a kol., 2006) a vplyvaji na expresiu roznych génov, napr. na expresiu génov pri
nedostatku fosfatu (Martin a kol., 2000; Mik a kol., 2011). CK moézu v rastlinnych
bunkach vyvolat programovanu buneénu smrt (PCD) (Vescovi a kol., 2012) a
indukovat’ aktivitu antioxidativnych enzymov pocas ontogenézy (Synkova a kol., 2006).

CK su schopné regulovat’ biosyntézu Chl (Mok, 1994; Werner a kol., 2008,
Cortleven a kol.,, 2011; Mik a kol., 2011) a vplyvat na akumulédciu rastlinnych
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pigmentov (Chory a kol., 1994). Buschmann a Lichtenthaler (1982) zistili zvySenu
akumulaciu Chl po exogénnej aplikacii CK na semenace red’kovky (Raphanus sativus
L.), ktora vyustila do zvySenej koncentracie Chl po 6 h osvetl'ovania. Naviac u¢inkom
CK doslo i k akumulacii antokyanov a karotenoidov. Avsak primarne je tvorba Chl
nezavisla na CK, ¢o naznacuje, ze CK nie su potrebné per se pre tvorbu Chl, ale skor
funguju v modulacii jeho obsahu (Riefler a kol., 2006).

CK dalej ovplyviuja ultrastruktaru, funkciu a vyvoj chloroplastov (CP) a
dokazu zvySovat’ rychlost’ ich delenia (Mok, 1994; Mok a Mok, 2001; Rashotte a kol.,
2003; Werner a Schmiilling, 2009; Mik a kol., 2011) a stimulovat’ transkripciu CP
génov (Zubo a kol., 2008). Prostrednictvom regulacie biosyntézy Chl cytokininy
predlzuju zivotnost’ chloroplastov (Mok, 1994; Synkova a kol., 2006).

CK vplyvaju tiez na rychlost’ fotosyntézy (FS) (Chory a kol., 1994; Mok a Mok,
2001) a to prostrednictvom vplyvu na rézne transkripty a proteiny zahrnuté v tomto
procese (Flores a Tobin, 1988 cit. v Werner a kol., 2008) akymi su napr.: protein
svetlozbernych komplexov viazuci Chl (LHCP), Rubisco (Lerbs a kol., 1984) alebo
fosfoenolpyruvét karboxyldza a uhlikaté anhydraty v kukurici (Sugiharto a kol., 1992
cit. v Werner a kol., 2008). CK dokazu zvySovat’ aktivitu FS (Wareing a kol., 1968),
pri¢om vplyvaja ako na jej ,,svetelna™ tak i ,,temnostna* fazu (Cortleven a kol., 2012).

CK zohravajii doleziti ulohu i v embryondlnom vyvoji a v morfogenézii
cievnych zvézkov (Méhonen a kol.,, 2000; Schmiilling, 2002). St doélezitymi
regulacnymi faktormi morfogenézie a aktivity meristému prostrednictvom riadenia jeho
bunecnej proliferacie, priCom v meristémoch korefia a vyhonu plnia protikladné ulohy
(Mok, 1994; Werner a kol., 2001, 2003; Kurakawa a kol., 2007). Vo vyhone si CK
pozitivnymi regulatormi rastu (tzn. pri ich nedostatku sa spomali jeho rast) a v koreni
predstavuju negativne regulatory (tzn. pri ich absencii je rast korena stimulovany)
(Werner a kol., 2008). Koordinacia vyvoja tychto dvoch orgdnov prostrednictvom CK
je umoznena tym, ze CK dokazu sprostredkovat’ informacie o stave zivin v koreni a vo
vyhone. Bolo preukazané, ze dodanim dusiku rastlinam, ktoré trpeli jeho nedostatkom,
dochadza k zvySenému exportu CK z korena. CK sl potom transportované cez xylém
do listov, kde vyvolavaju zvySenu expresiu génov pre reguldtory odpovede typu A
(Sakakibara a kol., 1998; Martin a kol., 2000). Tak CK mézu sprostredkovavat’ signal
na dlhé vzdialenosti a vypomahat' tak napriklad v ¢ase nedostatku dusika a nasledne

spust’at’ sled roznych procesov v pletivach. Tak CK samotné aj ako ich signalna draha
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moézu byt zahrnuté v sprostredkovani réznych vyvojovych procesov v koreni, ktoré
zavisia na dusiku (Schmiilling, 2002).

CK tiez vplyvaju na fixaciu uhlika v organoch, asimilaciu a rozklad primarnych
metabolitov (Werner a kol., 2008).

CK a ich struktarne derivaty samozrejme funguju i ako regulatory roéznych faz
bunkového cyklu, akymi su: prechod G1/S, S faza a prechod G2/M (Mok a Mok, 2001,
Werner a kol., 2008), pricom st schopné inhibovat’ aktivitu kinaz regulujucich cyklus
(Binarova a kol., 1998 cit. v Riefler a kol., 2006). Funkcia CK v bunkovom cykle je
vSak nezavisla na pritomnosti receptorov lokalizovanych v membrane (Riefler a kol.,
2006).

V neposlednom rade CK vplyvaji na senescenciu (starnutie) rastlin (vid’ 2.2
Senescencia). Obecne je zname, ze CK dokazu spomalit’ jej priebeh a to
prostrednictvom brzdenia zmien spojenych so senescenciou (vid® 2.4.1 Exogénne
aplikacie cytokininov). Medzi tieto zmeny patri Zltnutie listov odrazajice pokles obsahu
Chl (Cortleven a kol., 2011), tvorba plastoglobul (Huddk a kol., 1996), zvySena
priepustnost membran (Kraus a kol., 1993) a pokles hodnot FS parametrov ako je
rychlost’ fotosyntézy (Py) (Gan a Amasino, 1995), koeficient fotochemického zhasania
fluorescencie Chl (gp,) a maximdalny kvantovy vytazok fotochemickych procesov vo
fotosystéme II (F./Fm) (VIckova a kol., 2006). Prostrednictvom signalnych drah dokazu
CK bud priamo alebo nepriamo inhibovat' transkripciu génov spojenych so
senescenciou (SAGs) (Gan a Amasino, 1997).

Vysledny ucinok CK na rozne fyziologické procesy je podmieneny radou
faktorov. Pdsobenie tychto fytohorménov zavisi od ich koncentracie, od ich §truktarne;
formy (vzt'ah medzi $truktarou a aktivitou CK bol diskutovany vo vel'a pracach sucasne
s ich biosyntézou alebo metabolizmom - vid’ napr. Sakakibara, 2006), od pouzitej
intenzity svetla, od rastlinného druhu alebo moéze byt ich U¢inok modulovany
posobenim inych hormoénov (Buschmann a Lichtethaler, 1982; Pospisilova a kol., 1993;
Chory a kol., 1994; Vickova a kol., 2006; Ananieva a kol., 2008; Melkovic¢ova, 2012).
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2.2 Senescencia

Senescencia (starnutie) je vysoko regulovany vyvojovy proces, ktory predstavuje
findlne Stadium vyvoja rastliny a vedie k smrti (Noodén 1988). Nastup senescencie
reprezentuje vekovo zavisly prechod z funkéne aktivneho stavu do faze degradacie
(Smart 1994; Noodén a kol., 1997).

Priebeh senescencie sa da obecne rozdelit’ do troch hlavnych faz (Noodén a kol.,
1997). Prvou fazou je faza iniciacie. Obecne je hlavnym reguldtorom senescencie jadro
a nastup celého procesu je riadeny geneticky. AvSak priebeh senescencie moze byt
ovplyvneny i radou réznych vonkajsich i vnutornych faktorov. Medzi vonkajsie faktory
moézeme radit’ svetelné podmienky - UGplny alebo ¢iastocny nedostatok svetla alebo
naopak vyrazny nadbytok svetla, alebo rozne environmentalne stresy ako st extrémne
teploty, nedostatok vody ¢i zivin (Smart, 1994). Medzi vnatorné faktory mozeme radit’
rozne vyvojové zmeny alebo G¢inok fytohorménov (Noodén, 1988; Gan a Amasino,
1997).

Druhou fazou je faza degradacie. V bunke dochddza k postupnému
systematickému rozkladu rdéznych organel a k syntéze rdznych hydrolytickych
enzymov, akymi su proteazy, lipazy, nukledzy a enzymy degradujuce Chl. Zvysuje sa
tak odburavanie mastnych kyselin, proteinov i nukleovych kyselin (Noodén a kol.,
1997). Dochadza k premiestfiovaniu zivin (Zavaleta-Mancera a kol., 2007 cit. v Mik a
kol., 2011). Dalej sa v bunke zvysuje hladina cukrov (Noodén a Leopold, 1978; Gan a
Amasino, 1997) a reaktivnych foriem kysliku (ROS) (Mik a kol., 2011). V désledku
akumuléacie ROS dochéadza k oxidativnemu poskodeniu DNA, proteinov a nenasytenym
mastnych kyselin a k narastu peroxidicie membranovych lipidov (Spundova a kol.,
2003; Vickova a kol., 2006; Mik a kol., 2011). Tieto poSkodenia vedu postupne k
poskodeniu bunky a m6zu vyustit’ az do bune¢nej smrti. I ked’ k tvorbe ROS dochadza
pocas celého zZivota rastliny, ich koncentracia sa vyrazne zvySuje prave pocas
senescencie. Ich primarnym zdrojom s miesta s prenosom elektronov, akymi su
mitochondrie a CP. Toto fotooxidacné poskodenie je mozné znizit' absorpciou
prebytocného Ziarenia napr. pomocou pigmentov xantofylového cyklu a tym zamedzit’
preredukovaniu FS elektrotransportného retazca - tim sa zamedzi tvorbe ROS (Logan a
kol., 1999). Inym mechanizmom ochrany proti fotooxida¢nému poskodeniu moze byt i
unikovy pohyb CP. Tento pohyb byva vsak pocas senescencie inhibovany (vid' 2.3
Pohyb chloroplastov). So senescenciou dochadza i k poklesu obsahu Chl (Zacharias a
Reid, 1990; Noodén a kol., 1997; Spundova a kol., 2003; VI¢kova a kol., 2006). V
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dosledku rozpadu Chl predstavuju CP organely s prvymi znamkami senescencie. CP
podstupuju pocas senescencie mnozstvo ultrastruktirnych zmien (Noodén, 1988).
Dochadza k zmenam vo velkosti a tvare, K redukcii a disorganizacii tylakoidného
systému, zvySuje sa mnozstvo plastoglobul. Rozpad tylakoidov za¢ina s ubytkom
komplexov Cyt bg/f, ktoré sluzia na prenos elektronov medzi fotosystémom Il (PSII) a
fotosystémom | (PSI), nasleduje rozpad PSI a PSII, i svetlozbernych komplexov LHC a
neskor i ATP syntdzy. V strome dochddza k degradacii enzymu Rubisco a inych
enzymov. Toto poskodenie CP postupne samozrejme vyustuje do destrukcie FS aparatu
a teda i do poklesu kapacity elektronového transportu a celkovej FS aktivity (Noodén a
kol., 1997; Lawlor, 2001). Dalej sa v bunke zvySuje expresia génov spojenych so
senescenciou (SAGs) (Gan a Amasino, 1997). V relativne neskorSom §tadiu dochadza k
senescentnym zmenam v mitochondriach a v jadre.

Poslednou fazou senescencie je faza termina¢na. Tvoria sa d’alSie Specialne
protedzy. Radia sa sem reakcie, ktoré usmrcuji bunku a mézu zahiat’ procesy podobné
apoptéze. Dochadza k celkovej strate homeostazy a integrity bunecnej membrany.
Rastlinné bunky tak pocas senescencie podstupuju vysoko koordinované zmeny Vv ich
Struktare, v metabolizme a v génovej expresii.

AKo uz bolo spomenuté uz vysSie, senescenciu je mozné ovplyvnit' radou
faktorov. Dnes je uz obecne zname, Ze tento proces sa da ovplyvnit’ u¢inkom CK. CK
dokézu do urcitej miery spomalit’ jej priebeh, no na druhej strane i urychlit. V roku
2012 bol Husi¢kovou a kol. vytvoreny model pre koncentra¢nt a svetelnu zavislost’
ucinkov CK (Obr. 5). Tento model popisuje, Ze CK su schopné do urcitej ,,hrani¢nej*
hodnoty koncentracie spomalit’ priebeh senescencie, avSak nad touto ,hranicou”
dochadza k akceleracii celého procesu, k urychleniu poklesu obsahu Chl, degradacie CP
i k poklesu fotosyntetickej aktivity. Tento model sa da rozsirit’ i o G¢inok PAR. Pri
aplikacii vyssej intenzity PAR dochadza k posunu hrani¢nej hodnoty smerom k niz$im
koncentraciam v dosledku scitania sa Uc¢inkov prislusnej koncentracie a aplikovane;j

davky PAR.
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Obr. 5: Navrh modelu koncentracnej zavislosti pre ucinok CK. Za fyziologicky
parameter mézeme povazovat napriklad dizku Zivota listu. Pri zvySovani koncentrdcie
CK dochadza postupne k predlzovaniu jeho Zivota, no len do urcitej , hranicnej"
hodnoty. Za tymto ,,zZlomovym*™ bodom uz dalsie zvySenie koncentracie nevedie k
predlzovaniu Zivota, ale naopak k jeho skrateniu. Obdobne sa da tymto spésobom
aplikovar model i pre zavislost medzi senescenciou a koncentrdaciou CK (nepublikovany
model autorov Husickovd a kol., 2012).
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2.3 Pohyb chloroplastov

Pohyb chloroplastov je dblezity pre prezitie rastlin pod vysSimi intenzitami PAR
a pre efektivnu funk¢nost a maximalnu rychlost FS pod nizSimi intenzitami PAR.
Distribucia CP je zavisla na svetelnych podmienkach, ktorym je dany list resp. rastlina
vystavena (Naus a kol., 2010; Davis a Hanganter, 2012; Wada, 2013).

U pohybu CP moé6zeme rozlisit' dve zakladné reakcie v zavislosti od svetelnej
intenzity. Prvou je reakcia na PAR o nizkej intenzite (tzv. LFR - low fluence rate), kedy
sa chloroplasty usporaduvajii pozdiZ buneénej steny kolmo k dopadajicemu Ziareniu
(face position; poloha diastrofe). Dochadza k pohybu CP akoby smerom ku PAR
(accumulation response - akumulacia) a absorpcia PAR je v tomto pripade najvysSia
(Obr. 6). Druhou je reakcia na PAR o vysokej intenzite (tzv. HFR - high fluence rate).
V tomto pripade sa CP zorad’uju pozdi? bune¢nej steny paralelne s dopadajicim
ziarenim (side position; parastrofe). CP sa akoby snazia vyhnut’ svetelnému Zziareniu a
pohybuju sa smerom od PAR (avoidance response - ,,vyhnutie sa*) (Wada a kol., 2003;
Gabrys, 2004; Bana$ a kol., 2011). V tme chloroplasty zaujimaji nemennt poziciu
(apostrofe; Obr. 6) a ich distribucia zavisi od svetelnej intenzity, ktorej boli vystavené

pocas rastu (Trojan a Gabrys, 1996).

svetlo nizkej intenzity ~ svetlo vySSej intenzity

Wi W

vacuole

vacuole 3

vacuole

Bessad

akumulacia vyhnutie sa pozicia vtme

Obr. 6: Schematické rozlozenie chloroplastov v mezofylnych bunkach Arabidopsis
thaliana. Chloroplasty su ulozené v tenkej vrstve cytoplazmy medzi plazmatickou
membranou a tonoplastom velkej vakuoly. Vlavo - reakcia akumulacie. Chloroplasty sa
v dosledku posobenia svetla o nizkej intenzite ukladaju do vrchnej a spodnej strany
buniek palisadového mezofylu tak, aby bolo dosiahnuté maximdalnej absorpcie. V strede
- reakcia "vyhnutie sa". Chloroplasty sa ukladaju po strandch palisadovych buniek, aby
sa minimalizovala absorpcia svetla o vysokej intenzite. Vpravo - pozicia v tme.
Chloroplasty sa ukladaju na spodnej strane buniek, avsak fyziologicka funkcia tohto
rozloZenia nie je uplne znama. Obrdazok a opis prevzaté z clanku Wada (2013) a
upravené.
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Pohyb CP moéze prebichat v akomkol'vek smere a 1iSi za v zavislosti od
rastlinného druhu (Koniger a Bollinger, 2012). Je riadeny prevazne ziarenim z modrej a
z blizkej UV oblasti. U Arabidopsis thaliana boli identifikované dva fotoreceptory na
modré svetlo vplyvajuce na pohyb CP - fototropin 1 (photl) a fototropin 2 (phot2). Oba
riadia akumulaciu CP, ale len phot2 riadi u chloroplastov reakciu ,,vyhnutie sa“ pod
PAR o vysokej intenzite (Briggs a Olney, 2001; Sakai a kol., 2001; Wada 2013). Phot2
je tiez zodpovedny za poziciu CP v tme v palisadovych bunkadch mezofylu (Suesugu a
kol., 2005). Oba fototropiny vplyvaji 1 na dalSie procesy ako je: fototropizmus,
otvaranie prieduchov alebo pozicia listov (Sakai a kol., 2001).

CP sa pohybuju vd’aka chloroplastovym aktinovym filamentdm (cp-aktin), ktoré
musia byt polymerizované proteinom CHUPI1 (chloroplast unusual positioningl) na

prednej strane pohybujuceho sa CP (Wada, 2013).
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2.4 Koncentracna a svetelna zavislost’ i¢inkov cytokininov

Utinok CK byva &asto uréovany prostrednictvom sledovania vplyvu po
aplikovani urcitej koncentracie CK (exogénnej) a tym ovplyvnenim endogénnej
hladiny. Dalsim vel’kym pomocnikom v 3tadiu su dnes i rozne geneticky modifikované

rastliny.

2.4.1 Exogénne aplikacie cytokininov

Dnes je uz obecne zname, Ze exogénna aplikacia CK spomal’uje zmeny spojené
so senescenciou (Noodén a Leopold, 1978). Medzi takéto zmeny patri napr. zltnutie
listov (napr. Cortleven a kol., 2011) a s tym spojeny pokles obsahu Chl (napr.
Buschmann a Lichtenthaler, 1982), tvorba plastoglobul (Hudéak a kol., 1996), zvysena
priepustnost membran (Kraus a kol., 1993) alebo pokles hodnét fotosyntetickych
parametrov ako je rychlost fotosyntézy (Pn), koeficient fotochemického zhésania
fluorescencie Chl (gp,) a maximalny kvantovy vytazok fotochemickych procesov vo
fotosystéme II (Fy/Fpm) (Gan a Amasino, 1995; Vickova a kol., 2006). Navyse CK
dokézu prostrednictvom signdlnych drah bud’ priamo alebo nepriamo inhibovat
transkripciu génov spojenych so senescenciou (SAGs) (Gan a Amasino, 1995; 1997).
Bolo tiez dokazané, ze CK dokazu regulovat’ i expresiu génov kodujlcich invertazu
bunecénej steny, ktorej aktivita je esencialna pre mobilizaciu zivin indukovanti CK a pre
spomalenie senescencie (Balibrea Lara a kol., 2004 cit. v Werner a kol., 2008). Avsak
pri ur€itych podmienkach si CK schopné priebeh senescencie naopak urychlit
(Zacharias a Reid, 1990; Carimi a kol., 2004). Takéto uc¢inky CK boli pozorované pri
pouziti vysSich koncentracii (napr. PospiSilovd a kol.,, 1993, 2001; Rulcovd a
Pospisilova, 2001). Hoci akceleracia senescencie exogénnym aplikovanim vyssej
koncentracie CK bola popisand mnohymi publikaciami, presny mechanizmus, ktory
vedie k tymto opa¢nym ucinkom nebol zatial’ tplne identifikovany. Moznou pri¢inou sa
javi spojenie s indukciou oxidativneho stresu pozorovanou napr. od Mlejnek a kol.
(2003) v tabakovych bune¢nych suspenziach.

V roku 1993 Pospisilova a kol. sledovali u kli¢iacich rastlin tabaku a zemiaku
ucinok cytokininu BAP, ktory pridali do rastového média. Nizka koncentracia BAP
(0,004 uM) sposobila stimulaciu rastu a vel’'mi mierny narast obsahu Chl a+b, pomerov
Chl a/b a Chl/karotenoidy a narast rychlosti fotosyntézy v oboch druhoch rastlin. S

vy$Sou koncentraciou BAP (4,4 uM) bola naopak pozorovana inhibicia rastu kli¢iacich
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rastlin a ich vyhony mali pozmeneni morfoloégiu. Doslo k poklesu rychlosti FS,
rychlosti transpiracie, k poklesu obsahu Chl a parametrov in vivo fluorescencie (Fy/F,
gp). Tento negativny uc¢inok BAP bol vyraznejsi u tabakovych rastlin.

Rozdiely v u¢inku roznych koncentracii CK zaznamenali i Genkov a kol. (1997),
ktori aplikovali fenylmocovinové derivaty 4-PU-30 a TDZ na kultary klinceka
zahradného (Dianthus cyryophyllus L.). Zistili, ze pri nizkych koncentraciach (0,004
uM) dochadzalo k zvyseniu obsahu fotosyntetickych pigmentov a k znizeniu aktivity
chlorofylazy, ktord predstavuje klicovy enzym metabolizmu Chl. Pri vysSich
koncentraciach (0,4 a 4 uM) dochédzalo k opa¢nym tc¢inkom.

V roku 2004 Carimi a kol. publikovali vysledky, ktoré ukézali urychlenie
priebehu senescencie po aplikovani vyssej koncentracie BAP. BAP bol aplikovany v
koncentracii 13 a 27 uM na bunecné kultary Arabidopsis thaliana a mrkvy obecnej
(Daucus carota L.). Osetrenie kultar sposobilo zvySeni expresiu génov spojenych so
senescenciou (SAG12) a cysteinovych proteaz. Doslo k zvySenému rozpadu jadrovej
DNA a k zvySeniu poétu mftvych buniek. Pri aplikovani rovnakej koncentracie BAP na
rastliny Arabidopsis boli pozorované morfologické zmeny ako pokles v korenovej
hmote a tvorba pocetnych vribkov v listovych okrajoch a dochéadzalo k rychlejSiemu
Zltnutiu listov.

Utinkom vysokych koncentracii CK dochadza i k indukcii PCD. Vescovi a kol.
(2012) sledovali uc¢inok BAP na Arabidopsis thaliana. Zistili, Ze pritomnost’ vysokej
koncentracie BAP (44 uM) vyvolala PCD. Doslo k vyraznému poklesu buneénej hmoty
(bunecnd susinova hmotnost’) a percentualny podiel mftvych buniek sa zdvojnésobil po
4 dnoch od aplikacie BAP.

Okrem CK maju na priebeh senescencie vplyv i svetelné podmienky (Ananieva
a kol., 2008). Svetlo je elektromagnetické Ziarenie, ktoré predstavuje pre rastlinu
popredny zdroj energie a hlavny signalny faktor pdsobiaci vo vyvoji (Briggs a Olney,
2001). Schopnost’ rastlin efektivne zvySovat fotosynteticki produktivitu zavisi na
schopnosti rastliny vnimat’, zhodnotit’ a reagovat’ na kvalitu a kvantitu Ziarenia a na jeho
smer. Svetlo ako signalny faktor je u rastlin absorbované prostrednictvom suboru
fotoreceptorov a svetelna energia je prevedena na vnitorny signal (Lawlor, 2001).
Receptory na Cervenu oblast’ spektra svetelného Ziarenia su fytochromy. Tie podstupuju
po absorpcii konforma¢ni zmenu z formy absorbujucej v Cervenej oblasti na formu
absorbujucu v d’alekej Cervenej oblasti, ¢o jednoznacne vedie k zmendm v regulécii

génov zahrnutych vo vyvoji a raste (Schifer a Bowle, 2002). Obecne Cervena oblast’
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ziarenia (660 nm) indukuje odpovede riadené fytochrémami, zatial' o oblast’ d’aleke;j
cervenej (730 nm) inhibuje tieto odpovede. U Arabidopsis thaliana najdeme 5
fytochromov (PHYA-E), ktoré reaguju na Cervenu a d’aleka Cervenu oblast’ a ktoré
sprostredkovéavaji procesy ako: aktivacia kli¢enia, inhibicia predlzovania stonky u
rastlin rastcich v tme, indukcia rozsirovania listov a reguldcia kvitnutia. Modré a UV
ziarenie je detekované kryptochromami (CRY1/CRY2), ktoré dokézu regulovat
predlZzovanie hypokotylu a nacasovanie Kvitnutia. Naviac existuju eSte dva Specifické
receptory pre fototropizmus citlivé na modra oblast’ spektra (NPH1 a NPLI1) a iné
fotoreceptory pre UV-B oblast’ (Briggs a Olney, 2001). Tento subor fotoreceptorov
dovoluje rastlindm monitorovat’ a odpovedat’ na okolité svetelné podmienky, ktorym su
vystavené. Napriklad tma, resp. nedostatok svetelnej energie méze u rastlin vyvolat
rdzne zmeny spojené so senescenciou ako su pokles obsahu Chl, poSkodenie tylakoidov,
zvySenie tvorby ROS alebo pokles FS aktivity a tym parametrov FS ako napr.
maximalneho vytazku fotochémie PSII Fy/Fy i aktualneho vytazku fotochémie PSII
AF/Fy- (Spundova a kol., 2003; VIgkova a kol., 2006; Ananieva a kol., 2008). Tieto
zmeny vSak zavisia na stupni zatemnenia - ¢i je zatemnena cela rastlina alebo len
individualne organy na rastline, pretoze v pripade zatemnenia napr. dvoch listov na
rastline je postup senescencie tychto organov riadeny svetelnym stavom zvysku rastliny.
Tento poznatok stihlasi i so zistenim skupiny Ananieva a kol. (2008), ktory sledovali
ucinok zatemnenia na postup senescencie v jednom alebo oboch jednotlivo
zatemnenych kotyledonov mladych rastlin tekvice obycajnej (Cucurbita pepo). Zistili,
ze priebeh senescencie u jedného zatemnené¢ho kotyledonu zavisi na svetelnych
podmienkach druhého kotyledonu. Tmou indukovana senescencia moze tak byt
organovo Specificka.

Naopak aplikaciou svetla (strednej intenzity; priblizne az do 100 pmol-m'z-s'l)
dochadza casto k spomaleniu poklesu obsahu Chl v oddelenych listoch (Chang a Kao,
1998 cit. v Spundova a kol.,, 2003). Podobny vplyv svetelnych podmienok bol
pozorovany i v praci Melkovicova (2012), kde bol u listovych segmentov jacmena
inkubovanych v tme zaznamenany vyrazny pokles obsahu Chl i hodnoty maximalneho
kvantového vytazku PSII vyjadreného v pomere Fy/Fp a u segmentov inkubovanych na
svetle bolo vo vic¢sine pripadov pozorované spomalenie poklesu tychto dvoch
parametrov. Vyssie intenzity alebo davky svetla moézu vyvolavat u rastlin

fotooxidativne poskodenie zahriujuce destrukciu pigmentovych molekil svetlom a mat
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negativny (urychl'ujiici) u¢inok na senescenciu (Spundova a kol., 2003; Vickova a kol.,
2006).

Mnohé procesy, ktoré su indukované posobenim réznych svetelnych podmienok,
stt podobné procesom, ktoré st vyvolané pésobenim CK. Ide o procesy ako: inhibicia
rastu hypokotylu, aktivacia funkcie meristému vyhonu, klicenie semien, diferenciacia
CP (Thomas a kol., 1997; Werner a Schmiilling, 2009), zelenanie (Mok 1994),
fotomorfogenezia a kvitnutie (Chory a kol., 1994; Thomas a kol., 1997) alebo nastup
senescencie (Gan a Amasino, 1996).

Sucasné modely predpokladaju, ze CK a svetlo mozu pdsobit’ prostrednictvom
spolo¢nych signalnych drah (Chory a kol., 1994). Mozna konvergencia medzi
signdlnymi drdhami CK a svetla bola preukazana skupinou Sweere a kol. (2001) alebo
tiez Frankhauserom (2002). Obe skupiny predpokladaja priamu interakciu medzi
fytochromom B (PHY B) a regulatorom odpovede 4 u Arabidopsis (ARR4), ktory patri
medzi prvky signdlnych drah CK. Ich vysledky ukézali, ze ARR4 je schopny regulacie
signdlnej drdhy svetla cervenej spektralnej oblasti na Grovni fotoreceptorov triedy PHY
B.

Jedna z prvych studii, ktora sa zaoberala zavislostami medzi u¢inkami svetla a
CK, bola prevedena Buschmannom a Lichtenthalerom v roku 1982: bol sledovany
vplyv BAP (8,9 uM) a kinetinu (9,3 uM) na akumulaciu pigmentov (antokyany,
karotenoidy, fototransformovatel'ny protochlorofyl, chlorofyl) a na niekol’ko rastovych
parametrov (velkost’ listovej plochy, predizenie hypokotylu a koreia) u red’kovky siatej
(Raphanus sativus L.). U¢inky CK sledovali jednak pri posobeni tmy a jednak pri svetle
o vyssej (90 W-m?, tj. priblizne 400 umol-m'z-s'l) a nizSej intenzite (10 W-m?, tj.
priblizne 62 ],Lmol-m'z-s'l). Zistili, Ze u vzoriek v tme oba CK potlacili rast korena a
hypokotylu oproti kontrolnym vzorkam (bez CK). Doslo k nepatrnému zvySeniu listove;j
plochy a k zvySeniu akumulacie pigmentov. PredovsSetkym bol zvySeny obsah
antokyanov v hypokotyle. U semenacov na svetle o nizsej intenzite CK opat’ potladili
rast korefla a hypokotylu oproti kontrolnym vzorkdm. Listovd plocha bola oproti
semenacom v tme zmensena. Podobne ako v tme bola zvySena akumulacia antokyanov
no akumulécia ostatnych pigmentov bola cytokininmi malo ovplyvnena. Na svetle o
vysSej intenzite bola oproti tme a svetle o nizsej intenzite zaznamenana mensia ucinnost’
CK. Doslo tu k poklesu akumulacie antokyanov. Buschmann a Lichtenthaler (1982)
teda ukazali, ze ucinok exogénne aplikovanych CK u rastliny zavisi na pouzitej

svetelnej intenzite.
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Vplyv BAP pri posobeni dvoch roznych svetelnych podmienok sledovali
Zacharias a Reid (1990). V experimente pouzili oddelené listové disky Arabidopsis
thaliana. V tme pri aplikovani koncentracie 10° M doslo k spomaleniu poklesu obsahu
Chl, no pri koncentracii nad 10° M nebol pozorovany vyrazny vplyv na obsah Chl.
Naproti tomu u diskov inkubovanych na svetle pri koncentracii BAP nad 10° M bol
pozorovany opacny ucinok, doslo k stimulacii Chl degradacie.

V roku 2006 VIckova a kol. sledovali vplyv réznych svetelnych podmienok na
priebeh senescencie oddelenych listov pSenice (Triticum aestivum L.), na ktoré bol
exogénne aplikovany mT (10 M). Senescencia bola charakterizovani zmenami v
Struktare CP, poklesom obsahu Chl, poklesom maximélneho kvantové vytazku PSII a
rychlosti asimilacie CO; a zvySenim hladiny lipidovej peroxidécie. Zatial’ ¢o u listovych
segmentov inkubovanych v tme mT Uc¢inne spomalil zmeny spojené so senescenciou vo
vietkych parametroch, na kontinualnom svetle (100 pmol-m™?-s™) sa u¢inok mT zmenil
na opacny.

Koncentracnd a svetelnd zavislost’ i€¢inkov CK bola tiez sledovana v bakalarskej
praci Melkovi¢ovej (2012). Boli pouzit¢ BAP a mT, ktoré boli aplikované v
koncentracii 10° M, 10* M, 3-10”" M na oddelené listové segmenty jametia siateho
(Hordeum vulgare L.). Oba CK v tme spomalili pokles obsahu Chl i hodnoty Fy/Fp v
jednotlivych pouzitych koncentraciach. No tento uc¢inok CK sa postupne znizoval
s narastom svetelnej davky a pri aplikovani kontinualneho PAR (370 pmol-m'z-s'l) CK
urychlili pokles oboch spomenutych parametrov. Z vysledkov je mozné vidiet, Ze pri
zvySovani koncentracie dochadza sice k spomaleniu senescencie, avSak toto spomalenie
je pozorovatelné len do urcitej ,hrani¢nej” hodnoty. Po prekroceni tejto hodnoty
dochadza k urychleniu senescencie ateda K prejaveniu sa negativneho u¢inku CK.
Podobny charakter ti€¢inku na priebeh senescencie bol sledovany i pri pdsobeni svetla. V
spojeni nizkej intenzity svetla a nizSich koncentracii CK dochédzalo k spomaleniu
priebehu senescencie, avsak opét’ len do urcitej ,,hrani¢nej* hodnoty. Po jej prekroceni
dochadzalo Kkurychleniu senescencie. Tieto vysledky odpovedaju modelu pre
koncentrac¢nu zavislost’ uc¢inkov CK, vytvoreného Husickovou a kol. z roku 2012 (Obr.
5).

Negativny uc¢inok vysokej koncentracie CK bol zisteny 1 v praci Prokopova a
kol. (2010), v ktorej bol aplikovany BAP o koncentracii 200 uM na listové disky Salatu
siateho (Lactuca sativa L.). Doslo k poklesu obsahu FS pigmentov v spojeni s

inhibiciou fotochémie PSIlI a elektronového transportu. Tieto zmeny boli ovela
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vyraznejsie pri aplikovani PAR o intenzite 100 pmol-m™-s™ neZ na PAR o intenzite 25
pmol-m™?-s™,

Ako je vidiet’ z vysSie uvedenych informacii, u¢inok CK na priebeh senescencie
sa liS1 v zavislosti na pouzitej koncentracii a od prislusnych svetelnych podmienok.
Svetlo aj CK dokazu do urcitej miery spomalovat’ zmeny spojené so senescenciou a
mozu tak predstavovat’ pozitivne regulatory tohto procesu. No ked’ ich samostatny alebo
spolo¢ny vplyv prekro¢i urcitu ,hranicu® posobenia, moze dochadzat’ k opacnym
G¢inkom a priebeh senescencie a zmien s fiou spojenych sa moZe urychlit. Uéinok
svetla a CK sa tiez moze lisit’ i v zavislosti od rastlinného druhu, pretoze pre kazdy
rastlinny druh existuje ina optimalna (,,hrani¢na*) koncentracia fytohorménu. A navyse
moze byt ucinok CK ovplyvneni i pésobenim inych horménov, napr. auxinov, ktoré
dokazu regulovat’ vel'kost’ poolu CK (Nordstdm a kol., 2004).

2.4.2 Endogénne hladiny

Hladina endogénnych CK je obecne priestorovo a ¢asovo regulovana. CK sa
hojne vyskytuji v korenovej Spicke, v apikdlnom meristéme korefia a nezrelych
semenach (Letham, 1994), pricom hladina endogénnych CK sa meni pocas rastlinného
vyvoja a rastu (Benkova a kol.,, 1999) a mdze byt ovplyvnena environmentdlnymi
faktormi ako napriklad mnozstvom dostupnych mineralov (Sakakibara a Takei, 2002) ¢i
dostatkom vody (hladina sa znizuje pri strese z nedostatku vody) (Yang a kol., 2001). K
zmendm Vv hladine endogénnych CK moézZe tieZ dochadzat’ v stvislosti S bunkovym
cyklom, kedy bolo pozorované, Ze najvyssia hladina CK sa vyskytuje v neskorej S faze
a pocas M fazy (Redig a kol., 1996). Obecne je endogénna hladina aktivnych CK u
rastlin regulovand rychlostou biosyntézy, ich vzajomnej premeny, transportu a
degradacie (Kakimoto, 2003a).

Ovplyvnenie endogénnych hladin CK predstavuje alternativny pristup $tadia
ucinkov CK. Ovplyvnenie hladiny mdze byt’ prevedené napr. zvySenim expresie génov
kédujacich enzymy biosyntézy CK (IPT) alebo tvorbou rastlinnych mutantov, ktoré

mdzu mat’ napr. ,,vypnuté* receptory pre CK (tzv. loss of function mutants).

2.4.2.1 Transgénne rastliny so zmenenym obsahom CK
Jednym z efektivnych nastrojov Studia mechanizmu pdsobenia CK je pouzitie
transgénnych rastlin. Vyuzivaju sa transgénne rastliny ako so zvySenim tak i so

zniZzenym obsahom CK.
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Transgénne rastliny S0 zvySenym obsahom CK moézu byt vytvorené
prostrednictvom génu ipt, ziskaného napr. z Ti plazmidu Agrobacterium tumefaciens.
Tento gén koéduje enzym izopentenyltransferazu (IPT) a jeho expresiou dochadza k
zvyseniu obsahu CK. Vicsina z tychto rastlin vykazuje spomalenie procesu senescencie
ako i zmeny v morfologii a vo vyvoji. CK okrem senescencie samozrejme ovplyviujh
taktiez iné procesy a moze sa stat, ze nadprodukcia CK pred nastupom senescencie
bude zasahovat’ do normalneho vyvoja rastliny. Aby sa vyhlo tomuto problému, je
pouzivany ako promotor ipt génu SAGI2 (Gan a Amasino 1995). Tento promotor
aktivuje expresiu génu ipt na pociatku senescencie, o vedie k zvySeniu hladiny CK a to
zabranuje nastupu listovej senescencie. Napr. u tabakovych rastlin, ktoré obsahuju tento
transgen, dochadza k spomaleniu priebehu senescencie bez akychkol'vek vyvojovych
abnormalit (Gan a Amasino, 1997). Vyssia endogénna hladina CK sposobovana
expresiou génu IPT Casto redukuje apikalnu dominanciu a vyvoj koreila a meni listovy
tvar (Sa a kol., 2001 cit. v Ferreira a Kieber, 2005).

Jednymi z rastlin obsahujicimi gén ipt su tabakové rastliny typu Pssu-ipt. Jedna
sa o transgénne tabakové rastliny, v ktorych je gén ipt pod kontrolou protomotoru Pssu
(mala podjednotka Rubisco z hrachu siateho) indukovaného svetlom (Cortleven a kol.,
2011). Tento gén je lokalizovany na prenasanej DNA oblasti Ti-plazmidu v
Agrobacterium tumefaciens.

Rastliny tohto genotypu obsahuju CP s $pecifickou ultrasktruktirou: obsahujt
viac gran a maji zvyseny obsah Skrobovych zfn (Synkova a kol., 2006). Maji vyssi
obsah chloroplastovej superoxid dizmutazy (SOD) a ferredoxin-NADP* reduktizy
(FNR) oproti WT, ¢o mdze suvisiet’ S ochranou proti fotooxidativnemu poskodeniu
(Cortleven a kol., 2011). Superoxid je formovany v akomkol'vek mieste, v ktorom je
pritomny elektronovy transportny retazec alebo kyslik. Predpoklada sa, Zze
chloroplastova SOD v rastlinach slizi na superoxidu vznikajiceho na redukujuce;j
strane PSIl. FeSOD je lokalizovana v CP a zahrnuta v ochrane ako plazmatickej
membrany, tak PSII proti oxidativnemu poskodeniu (Van Camp a kol., 1997 cit. v
Cortleven a kol., 2011). Toto pozorovanie odpoveda tvrdeniu, ze CK stimuluju aktivitu
antioxidativnych enzymov pocas ontogenézy (Synkova a kol.,, 2006). ZvySené
mnozstvo FNR, ktory katalyzuje prenos elektronu z ferredoxinu na NADP', moze byt
tiez spojené s ochranou proti fotooxidativnemu poSkodeniu (Cortleven a kol., 2011).
Nedavna stadia ukazala, ze tabakové rastliny s nadprodukciou FNR vykazuji zvySenu

toleranciu voci fotooxidativnemu poskodeniu (Rodriguez a kol., 2007 cit. v Cortleven a
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kol., 2011). Cerny a kol. (2011) taktieZ nasli zvyseny obsah FNR v semena¢och
Arabidopsis thaliana po aplikacii CK.

Tieto rastliny maju i zvySeny obsah fruktdza-bisfosfat aldolazy, ktora katalyzuje
premenu glyceraldehyd-3-fosfatu s dihydroxyacetonom na frukt6za-1,6-bisfosfat
(Cortleven a kol., 2011). Zvyseny obsah aldolazy v Pssu-ipt tabakovych rastlinach je v
stilade s vysledkami autorov Cerny a kol. (2011), ktory nali podobné zvysenie v
semenacoch Arabidopsis thaliana po aplikacii CK.

Dal§im typom rastlin s obsahom génu ipt st tabakové rastliny CaMV35S > GR
> ipt (linia 303 a 307). Jedna sa o transgénne tabakové rastliny obsahujuce systém pOp-
ipt/LhGR pre expresiu ipt génu indukovateI'ni dexametazonom (DEX). Po indukcii
pomocou DEX dochéddza k vysokému narastu obsahu endogénnych CK, ktory je az o
Styri rady vyssi nez obsah CK u neaktivovanych vzoriek. Tato vysoka koncentracia CK
ma nasledne inhibi¢ny G¢inok na FS. Dochddza tiez k narastu v obsahu stresovych
horménov (kyseliny salicylovej, jasmonovej a abscisovej) a k akumulacii ROS. Nie su
vSak pozorované znamky chlordzy ani Statisticky vyznamny pokles v obsahu Chl.
Dochadza k tvorbe masivnych 1ézii, ktoré s spojené s vadnutim a oba tieto procesy
vyustuju do kompletného kolapsu listov u rastlin linie 303, ktoré do nasledujtcich 3
tyzdiov uschntl. Roz§irovanie 1ézii a viddnutie byva mensieho rozsahu u rastlin liniu
307, pricom rastliny tejto linie dokazu prezit’ po jednej davke DEX, nasledne sa vyvijat
a dokonca produkovat’ zivotaschopné semend. Vyssie spomenuté formovanie 1ézii je
zavislé na pouzitej davke DEX a na pritomnosti svetla (Novak a kol., 2013).

Transgénne rastliny so znizenym endogénnym obsahom CK mézu byt ziskané
nadprodukciou (overexpresiou) génov kodujucich cytokinin
oxidazové/dehydrogendzové (CKX) enzymy, ktoré pdsobia v degradacii CK (Werner a
kol., 2001, 2003; Yang a kol., 2003). Takéto rastliny potom vykazuji fenotyp
nazyvajuci sa tzv. syndrom z nedostatku CK (cytokinin-deficiency syndrome).
Typickymi znakmi tychto rastlin si mensie listy a celkova zakrpatenost, dalej
oneskoreny nastup kvitnutia, narast sterility a hlavne tvorba pomaly rasticeho vyhonu s
malymi listami (produkcia buniek listu je iba 3-4 % WT) a zvySeny rast korena. U
pletiva vyhonu dochadza k zvysenej vakuolizacii a skorsSej diferenciacii plastidov, ktoré
maju v neskorSom vyvoji ¢iasto¢ne poskodené tylakoidné Struktary. Vyraznejsi pokles v
obsahu CK vedie ku kompletnému zastaveniu rastu apikalneho vyhonkového
meristému. Dochadza k poklesu bune¢ného delenia a v buneénom cykle sa objavuje

inhibicia prechodu z G2 faze do mitézy. Korene rastlin s nedostatkom CK su SirSie a
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viac rozvetvené a obsahuji menej cukrov v porovnani s WT. AvSak tento jav nevplyva
negativne na glykolyzu, obsah ATP ¢i vyvoj korena. Listy tychto rastlin maji mensi
pocet buniek a oneskorent iniciaciu, obsahuju menej Chl a nefotochemické zhasanie u
mladych listov byva zvySené (Werner a kol., 2001, 2003, 2008).

U tabakovych rastlin typu CKX poklesava hladina CK na 30 % az 60 % oproti
typu WT. V tejto linii byva rast nadzemnych ¢asti spomaleny: dizka internddia,
velkost’ listov a velkost apikalneho meristému vyhonu byvaji zmensené, zatial' Co
samotny interval zakladania listov byva zvysSeny. Tieto fenotypové prejavy st
sposobené znizenou rychlostou bune¢ného delenia. Na bunecnej Grovni je velkost
buniek zvéacsena, zatial’ ¢o ich pocet zmenSeny. Oproti tomu celkova koreiova hmota
narasta v dosledku narastu velkosti meristematickej zony korena. Z tohto dévodu sa
predpokladd, ze CK su pozitivnymi reguldtormi buneéného delenia i v korefiovom
apikalnom meristéme (Werner a kol., 2001; 2008).

Zaujimavé je, ze transgénne tabaky s mnohonasobne zvySenou aktivitou CKX a
teda vyrazne zniZenym obsahom CK prekvapivo neprejavovali znaky urychlenej
senescencie, ale prave naopak (Mytinova a kol., 2006).

Arabidopsis thaliana obsahuje sedem c¢lenov génovej rodiny pre CKX -
AtCKX1 az AtCKX7 (Schmiilling a kol., 2003). Jednotlivy ¢lenovia sa liSia svojimi
biochemickymi vlastnostami, svojou subcelularnou kompartmentizaciou a regulaciou
expresie (Werner a kol., 2003). Werner a kol. (2003) skonstruovali transgénne rastliny
Arabidopsis, u ktorych dochadza k individualnej overexpresii 6 AtCKX a previedli
detailnt analyzu fenotypu. Transgénne rastliny mali mensi obsah CK (30 az 40 % oproti
WT). Nedostatok CK vyustil do zniZenej aktivity apikalneho meristému vegetativnych a
listovych vyhonov a listovych zékladov, ¢o ndm naznacuje absolutnu potrebu tohto
hormoénu v rastlinnom organizme.

Dal§im typo rastlin so znizenym obsahom endogénnych CK predstavuji
tabakové rastliny 35S:CKX1. Jedna sa o transgénne rastliny tabaku obsahujuce gén
(CKX1) kodujici CK oxidazu/dehydrogenazu, z Arabidopsis thaliana pod kontrolou
35S promotoru z virusu mozaiky karfiolu (Cortleven a kol., 2011).

Elektronovou mikroskopiou bola odhalend pozmenena ultraStruktiira buniek
stonkového meristému. Bol evidovany zniZzeny pocet buniek v apikdlnom meristéme
vyhonu a zretel'né cytologické zmeny oproti WT. V porovnani s WT bol zvySeny pocet

vakuol v bunkdch SAM a heterochromaticka siet’ jadra bola oslabend. Mitochondrie
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tohto genotypu sa javili zvac¢sené a viac pretiahnuté a vykazovali dilatované vnttorné
tubuli. Plastidy javili znaky nezrelosti.

Listové zaklady tohto genotypu obsahuju vacsie bunky oproti WT s vac¢sim
po¢tom vakuol a znizenym relativnym obsahom cytoplazmy. Bunky palisadového
parenchymu su kruhovo tvarované a casto oddelené velkymi medzibune¢nymi
priestormi. CP su dlhsie a vi¢sie nez u WT a obsahujii mensie grana. Dalej bolo v
bunkach tohto genotypu pozorované ¢asto nepravidelné zosilnenie bune¢nej steny. Listy
tohto genotypu obsahuji bunky s diorganizovanou cytoplazmou a jadrom, vykazujuc
znaky autofagie, formovanie vezikul a zdurenie ER (Werner a kol., 2008). Prekvapivé
je, ze rastliny 35S:CKX1 maja zvySenu troven fruktoza-bisfosfat aldolazy podobne ako
rastliny Pssu:ipt (Cortleven a kol., 2011). Werner a kol. (2008) davaji tato zvySenu
aktivitu aldolazy do suvislosti s kompenzaciou nizsieho obsahu sacharidov.

Tieto rastliny vykazuji vyraznej$ie zmeny vo fenotype (maju napr. vyrazne
mensi korenovy systém) oproti transgénnemu tabakovému typu 35S:CKX2 (Werner a
kol., 2001, 2008).

4.4.2.2 ahk mutanty

U Arabidopsis thaliana najdeme tri zakladné histidinkinazové receptory pre CK
- AHK2, AHK3 a AHK4 (Inoue a kol., 2001; Suzuki a kol., 2001; Ueguchi a kol., 2001;
Yamada a kol., 2001). Tieto receptory mézu byt’ vyradené zo svojej funkcie (tzv. loss of
function mutants) a to prostrednictvom uml¢ania génov pre tieto receptory. Podl'a poétu
vyradenych receptorov. mdzeme mat: ,single” mutanty s vyradenym jednym
receptorom (napr. ahk4), ,.double” mutanty s vyradenymi dvoma receptormi (napr.
ahk2ahk3) alebo ,triple” mutanty, ktoré maju nefunkéné vsSetky tri receptory
(ahk2ahk3ahk4).

Tieto mutanty byvaju vyuzivané pre blizsie objasnenie fungovania signalnych
drah alebo na odhalenie funkcie receptoru, ktory sa Gcastni v prenose signalu CK a v
sprostredkovavani ucinku pre prislusny CK.

Tieto rastliny maji Casto zmenSeny priemer ruzice, mensi vzrast, oneskoreny
nastup kvitnutia a tiez znizeny pocet listovych buniek (Riefler a kol., 2006).

Pre jednoduché ,single” mutanty (ahk2; ahk3 a ahk4) vid’ kapitolu 2.1.2.1
Komponenty TCS drahy cytokininov.
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U mutanta ahk2ahk3ahk4 (,,triple” mutant) je pozorovany syndrom z nedostatku
CK (Werner a kol., 2003). Rastliny tohto mutanta maji maly vzrast a men$i pocet
listov, s mensim po¢tom buniek na list ako WT. Zaujimavé je, Ze nefunkénost’ tychto
troch receptorov CK sice vedie ku kompletnému pozastaveniu rastu meristému
apikdlneho vyhonu (Werner a kol., 2003), no i tak si schopné tieto mutanty zalozit’ a
udrzat’ si funkény meristém vyhonu (Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004;
Riefler a kol., 2006). Semienka tohto mutanta st dvakrat vi¢sie ako semienka WT
(Riefler a kol., 2006). Tento narast vo velkosti semien je priamym doésledkom straty
funkcie receptorov a ich ulohy v kontrole spravneho rastu (Riefler a kol., 2006).

ahk2ahk3 mutant vykazuje zna¢né vyvojové zhorSenia naznacujtce, ze prislusné
dva receptory fungujii cez spolo¢né signalne drahy. V dosledku toho, Ze receptory
AHK2 a AHK3 sprostredktivajii Gi¢inok CK na priebeh senescencie, su v priebehu
listove] senescencie vyvolanej tmou bunky tohto mutanta necitlivé na CK (Stolz a kol.,
2011) a nemaji na CK zavislu inhibiciu straty Chl, ktora je indukovana tmou. Ma
znizen® velkost listovej ruzice a redukovany rast stonky. Listy tohto mutanta formuju
menej buniek, st menSie a maju zniZzeny obsah Chl. No na druhej strane je rychlost’
listovej iniciacie a nacasovanie Kvitnutia rovnaka ako u WT. U tohto typu mutanta sa
d’alej vyvija vyrazne rozsireny korenovy systém, ktory je dosiahnuty dvojim spdsobom.
Jednak prostrednictvom rychlejSicho rastu primarneho korena nez u WT a jednak
zvySenym vetvenim, kedy dochadza k zvySenej tvorbe lateralnych koretiov (Werner a
kol., 2003; Nishimura a kol., 2004; Riefler a kol., 2006). V roku 2014 sledovali
Cortleven a kol. u listovych segmentov mutanta ahk2ahk3 ucinok PAR o vysokej
intenzite (1000 ;,Lmol-m'z-s'l) na zmenu hodnoty maximdlneho kvantového vytazku
fotochémie PSII (F\/Fv). Zistili, Ze u tohto mutanta dochadza oproti typu WT k
vyraznej$iemu poklesu hodnoty Fy/Fy a k poklesu antioxidaé¢nej kapacity.

ahk2ahk4 mutant obsahuje funkény receptor AHKS3, ktory je dolezity pre
spravny rast orgdnov a je povazovany za hlavny recptor spojeny s regulaciou
senescencie (Riefler a kol., 2006). Vdaka pritomnosti tohto receptoru sa tak da
ocakavat’ spomalenie priebehu senescencie. Pri inkubacii listov tohto mutanta na PAR 0
vy$$ej intenzite dochadza v porovnani napr. s mutantom ahk2ahk3 alebo ahk3ahk4 k
najmen$iemu poklesu hodnoty Fy/Fy (Cortleven a kol., 2014).

ahk3ahk4 mutant ma funkény receptor AHK?2. Tento je sam postacujlci pre

udrzanie normalneho rastu pri Standardnych rastovych podmienkach (Higuchi a kol.,
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2004; Riefler a kol., 2006) a predpoklada sa, ze AHK2 hra v procese senescencie skor
vedlajsiu tlohu (Kim a kol., 2006).

Ako je vidiet z vysSSie uvedenych poznatkov, vela vedomosti o biologickej
aktivite a ucinku cytokininov je zaloZenych prave na experimentoch vyuzivajacich
exogénne aplikacie tychto fytohorménov alebo zmeny v ich endogénnom obsahu. Hoci
tieto experimenty priniesli vyznamné informécie o procesoch, ktoré su ovplyvnené CK,
nie vzdy musia odrazat’ skuto¢né funkcie a procesy in vivo. Celkovy Géinok cytokininov
zavisi od mnozstva faktorov. Ich pdsobenie zavisi napr. od pouzitej koncentracie, od
svetelnych podmienok a tiez od rastlinného druhu. Tymito faktormi je tak podmieneny i
priebeh rastlinnej senescencie.

Tato praca nadvézuje a rozSiruje bakalarsku pracu Melkovicovej (2012), ktora
bola venovana sledovaniu koncentracnej a svetelnej zavislosti u¢inku cytokininov BAP
a mT u rastlinného druhu jaémena siateho (Hordeum vulgare L.). Pre tento rastlinny
druh ziskané vysledky potvrdili platnost’ vysSie spomenutého modelu Husi¢kovej a kol.
(2012) (vid’ 2.2 Senescencia). Koncentra¢nu a svetelnti zavislost’ t¢inku CK sme chceli
preskamat’ hlbsie a z tohto dovodu sme sledovali G¢inky cytokininu mT na umelo
navodenu senescenciu listov Arabidopsis thaliana, pricom pre podrobnejsie skumanie
sme pouzili Styri rozne genotypy - WT a tri receptorové mutanty ahk2ahk3, ahk3ahk4 a
ahk2ahk4.

Druhym délezitym cielom bolo posudeniu vplyvu cytokininu mT a svetelnych
podmienok na pohyb chloroplastov. Tento ciel’ vyplvynul z poznatkov, ze CK st jednak
schopné vplyvat’ na priebeh senescencie a Ze pocas senescencie dochadza k inhibicii
pohybu chloroplastov (nepublikované vysledky). Je uZz obecne zname, ze CK st
schopné ovplyviiovat’ chloroplasty - vplyvaju na ich vyvoj, diferenciaciu, ultrastruktiru,
funkciou a tym celkovo na ich zivotaschopnost (Mok, 1994; Mok a Mok, 2001;
Rashotte a kol., 2003; Werner a Schmiilling, 2009; Mik a kol., 2011). Otazkou ostava ¢i
st schopné vplyvat i na pohyb chloroplastov.
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3. CIEL, PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo:

1.

spracovanie prehl'adu problematiky vplyvu cytokininov na zmeny Struktury a
funkcie fotosyntetického aparatu pri senescencii zamerany na porovnanie vplyvu
roznych koncentracii cytokininov a svetelnych podmienok pri senescencii
rastlin.

zistenie zmien obsahu chlorofylu (pouzitim chlorofylmetra SPAD-502) a
parametra F./F, (pouzitim pristroja FluorCam) u oddelenych listovych
segmentov rastlin Arabidopsis thaliana inkubovanych v roznych koncentraciach
cytokininu meta-topolinu a za r6znych svetelnych podmienok.

zistenie zmien v pohybe chloroplastov vyvolanom modrym svetlom pri
senescencii indukovanej oddelenim listov rdéznych rastlinnych druhov (tabak
virginsky, ja¢men siaty, Arabidopsis thaliana) a otestovanie vplyvu cytokininu
mT na tieto zmeny.

na zaklade ziskanych vysledkov posudit’ vplyv pouzitych koncentracii mT a
svetelnych podmienok na priebeh senescencie a zhodnotit’ vplyv mT na pohyb

chloroplastov.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rastlinny material

V diplomovej praci boli pre realizdciu experimentov vyuzité tri rozne rastlinné
druhy: Arabidopsis thaliana (Arabovka Thalova), ja¢men siaty (Hordeum vulgare L.) a
tabak virginsky (Nicotiana tabacum L.).

4.1.1 Arabidopsis thaliana

V experimente boli pouzité rastliny Arabidopsis thaliana réznych genotypov.
Typ WT predstavoval kontrolu. Dalsie typy boli tri mutanty s receptorovymi
»knockout-ami®“, ktoré mali vyradené dva receptory z funkcie (tzv. ,,double” mutanty)
ahk2ahk4, ahk3ahk4 a ahk2ahk3, ktoré st v praci oznaCované skratene ako: ahk2,4;
ahk3,4 a ahk2,3. Pred vysadbou boli semena (laskavo poskytnuté dr. L. Spichalom z
PfF UP v Olomouci) namocené v deionizovanej vode po dobu priblizne 24 hodin a
inkubované v Tadni¢ke. Semena boli nasledne zasiate do pddy typu Potgrond H
(Klasmann-Deilmann, Nemecko) a zaliate deionizovanou vodou. Kvetina¢e sa
umiestnili do fytokomory s nastavenym cyklom 8 hodin svetlo o intenzite 170
umol-m?-s™ a 16 hodin tma, s teplotou 22°C/20°C a relativnou vlhkostou vzduchu 60
%. Rastliny boli zalievané priblizne jedenkrat do tyzdina deionizovanou vodou. Po
desiatich diioch od vysadby bol prevedeny rozsev rastlin po dve do jedného kvetinaca.

Priblizne po piatich tyzdnoch od vysadby boli z listov Arabidopsis oddel'ované
kruhové disky o priemere 1,5 cm pomocou dierkovaca. Po oddeleni boli segmenty
adaptované na tmu po dobu 30 min a nasledne premerané pomocou chlorofylmetra
SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan) a FluorCamu (PSI, Drasov, CR)
(tieto hodnoty predstavovali hodnoty pre 0. den). Disky boli umiestované do
makrotitraénych dosti¢iek so 6 kruhovymi jamkami naplnenymi postupne 0,5 %
roztokom dimetylsulfoxidu (DMSO) a cytokininu meta-topolinu (mT) o koncentraciach
10° M, 10" M a 3-10” M rozpustenych v 0,5 % DMSO. Vzorky boli rozdelené na
jednotlivé varianty nasledovne:

1. varianta TMA (T) - varianta vzoriek umiestnena pocas celého experimentu v
tme. Prieniku svetla bolo zabranené tak, Ze dosti€ky so vzorkami sa umiestnili
do nepriehladnej vanicky, vrch vani¢ky bol prikryty alobalom a vanic¢ka bola

vlozena do ¢ierneho hrubého igelitového vreca.
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2. varianta NIZKE SVETLO (NS) - varianta vzoriek umiestnena pod
fotosynteticky aktivne Ziarenie (PAR) o intenzite 100 pmol-m?-s™.

3. varianta VYSOKE SVETLO (VS) - varianta vzoriek pod PAR o intenzite 300
umol'mz-s'l.

Takto rozdelené vzorky boli umiestnené v roéznych poschodiach (s pozadovanou
hodnotou PAR) fytokomory Algaetron (PSI, Drasov, CR) s definovanym cyklom 8
hodin svetlo a 16 hodin tma, s teplotou 22°C /20°C a relativnou vlhkost'ou vzduchu 60
%.

Jednotlivé parametre (obsah Chl a fluorescencny parameter Fy/Fp) boli
nasledovne premeriavané druhy, Stvrty a Siesty den po oddeleni v priblizne rovnaky cas.
Pred kazdym meranim boli vzorky z rezimov NS a VS umiestnené po dobu 30 mintt v
tme pre dosiahnutie na tmu adaptované¢ho stavu vzoriek, pri ktorom su chloroplasty
(CP) rovnomerne rozlozené v bunkach a kedy na tylakoidnej membrane chloroplastov
neprebiehaji fotochemické a biochemické reakcie fotosyntézy.

Pre pohyb chloroplastov boli pre Arabidopsis thaliana pouzité dve varianty (vid’
4.2.3 Pohyb chloroplastov), pricom v kazdej boli pouzité dva roztoky: 0,5 % roztok
DMSO ako kontrola a roztok mT o koncentracii 10™* M. Vzorky boli po oddeleni
rozdelené ako:

1. varianta T - varianta vzoriek umiestnend pocas celého experimentu v tme.
Prieniku svetla bolo zabrdnené tak, Ze dosti¢ky so vzorkami sa umiestnili do
nepriehladnej vanicky, vrch vani¢ky bol prikryty alobalom a vanicka bola
vloZena do ¢ierneho hrubého igelitového vreca.

2. varianta S - varianta vzoriek varianta vzoriek umiestnena pod PAR 0 intenzite
100 umol-mz's'1

Vzorky boli premeriavané v den oddelenia (0. d), v druhy (2. d), Stvrty (4. d) a Siesty
den (6. d) po oddeleni v priblizne rovnaky ¢as. Pred kazdym meranim boli vzorky
varianty S umiestnené po dobu 30 minut v tme pre dosiahnutie na tmu adaptovaného

stavu vzoriek.

4.1.2 Jaémer siaty

Semena ja¢mena siateho boli vysiate do perlitu a zaliate Knopovym roztokom.
Kvetinace boli nasledne umiestnené do fytokomory s podmienkami: 16 hodin svetlo o
intenzite 90 pmol-m*s™ a 8 hodin tma, s teplotou 20°C a relativnou vlhkostou vzduchu

50 %. Rastliny boli d’alej zalievané deionizovanou vodou. Po 6smich diioch od vysadby

33



boli pomocou nozniciek odstrihdvané primérne listy, z ktorych boli nésledne pomocou
skalpela priblizne 4 cm od listovej Spicky odrezavané segmenty. Segmenty boli vlozené
do mikrotitracnych dosti¢iek bazalnym koncom. Kazda dosticka obsahovala osem rad s
12 jamkami, priCom v jednotlivych radidch boli umiestnené 0,5 % roztok DMSO a
roztok cytokininu mT (o koncentracii 10 M) rozpusteny v 0,5 % DMSO. Segmenty
boli d’alej rozdelené na varianty:
1. varianta TMA - dosticky so vzorkami boli umiestnené do misky zabalenej
alobalom a nasledne ¢iernym hrubym vrecom.
2. varianta SVETLO (SV) - vzorky umiestnené pod PAR o intenzite 100
umol'm2 s (pestovné PAR).
Takto rozdelené vzorky boli umiestnené vo fytokomore Algaetron (PSI, Brno,
CR) s pozadovanou hodnotou PAR a s definovanym cyklom 16 hodin svetlo a 8 hodin
tma, teplotou 22°C/20°C a relativnou vlhkostou vzduchu 60 %. K experimentu bolo
pouzitych 6 segmentov pre kazdl variantu. Meranie prebiehalo v 0. defi po oddeleni, 3.
a 6. dent po oddeleni. Pred kazdym meranim boli vzorky varianty SV umiestnené po
dobu 30 minut v tme pre dosiahnutie na tmu adaptovaného stavu vzoriek podobne ako u

Arabidopsis thaliana (vid’4.1.1 Arabidopsis thaliana).

4.1.3 Tabak virginsky
U tabaku virginskeho boli pouzité dva typy rastlin - wild-type (WT) a
transgénna linia 303 (laskavo poskytnutd prof. Brzobohatym z Katedry molekularnej
biologie a radiobiologie Mendelovy univerzity v Brne; vid’ 2.4.2.1 Transgénne rastliny).
Semend tabaku boli vysiate do pddy typu Potgrond H a zaliate destilovanou vodou.
Rastliny boli pestované vo fytokomore s cyklom 12 hodin svetlo o intenzite 100
],Lrnol-m'z-s'l a 12 hodin tma, s teplotou 20°C a relativnou vlhkost’ou vzduchu 50 %. Po
piatich tyZzdioch od zasiatia bol premerany pociato¢ny stav pohybu CP (0. deni). Po
premerani boli na rastliny linie 303 aplikované roztoky dexamethasonu (DEX) a moku
v objeme 50 ml. Mok bol pripraveny zmiesanim 0,05 ml 96 % etanolu s 49,95 ml vody
z kohutiku a roztok DEX bol pripraveny zmieSanim DEX o koncentrécii 20 uM s 0,096
% etanolom. Pre d’alSie dni experimentu boli merané miesta vyznacené pomocou
Spendlika pripuchnutého do hliny v blizkosti sledovanej oblasti. Po premerani boli
rastliny utriedené podl'a svetelnej varianty nasledovne:
1. varianta TMA (T) - rastliny v kvetinaCoch boli umiestnené do vicsej misky a

prikryté hrubym ¢iernym igelitovym vrecom.
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a) WT
b) DEX - tato varianta predstavuje rastlinu tabaku linie 303, ktora bola
zaliata roztokom DEX o objeme 50 ml.
2. varianta SVETLO (SV) - rastliny boli pofas experimentu umiestnené na
rovnakom svetelnom rezime ako pri pestovani.
a) WT
b) 303 - varianta rastliny tabaku linie 303, na ktort nebol aplikovany Ziadny
roztok,
c) Mok - varianta rastliny tabaku linie 303 zaliata mokom v objeme 50 ml,
d) DEX - varianta rastliny tabaku linie 303 zaliata roztokom DEX o objeme
50 ml.
Meranie prebiehalo v den pred aplikaciou roztokov (0. deni; 1.10.2013) a v 1., 2.
a 3. denl po aplikdcii roztokov. Pred kazdym meranim boli rastliny umiestnené na dobu

30 min v tme podobne ako u Arabidopsis thaliana (vid’ 4.1.1 Arabidopsis thaliana).

4.2 Pouzité metody

Experimentalna cast' prace zahriiuje dve zakladné merania - sledovanie
koncentraénej a svetelnej zavislosti posobenim mT u oddelenych listov Arabidopsis
thaliana a sledovanie vplyvu CK na zmeny v pohybe chloroplastov u rastlin jamena
siateho, Arabidopsis a tabaku virginskeho. V pripade rastlinnych druhov Arabidopsis a
ja¢menia bola navodena senescencia oddelenim jednotlivych listovych segmentov. U
tabaku virginskeho bolo meranie prevadzané na neoddelenych listoch. Stanovovanymi
parametrami u experimentu sledovania koncentraénej a svetelnej zavislosti boli
relativny obsah Chl a parameter Fy/Fp, pohyb chloroplastov bol sledovany pomocou

zmien transmitancie meranych chlorofylmetrom SPAD-502.

4.2.1 Meranie obsahu chlorofylu

Jeden z parametrov charakterizujiicich mieru senescencie bol relativny obsah
Chl. Meranie relativneho obsahu Chl sa prevadzalo pomocou chlorofylmetra SPAD-502
(Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan), ktory nedestruktivnym spdsobom snima
transmitanciu pri vlnovych dizkach 650 nm a 940 nm.

Pred kazdym meranim boli vzorky zo svetelnych rezimov (u Arabidopsis
varianta NS, VS; u jacmena SV a u tabaku vSetky varianty SV) umiestnené po dobu 30

mindt v tme pre elimindciu vplyvu pohybu CP na hodnoty transmitancie (vid’ 2.3 Pohyb
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chloroplastov). Meranie bolo prevadzané vzdy z adaxialnej strany listu. U ja¢mena
siateho boli snimané hodnoty priblizne zo stredu 4 cm segmentu. U tabaku virginskeho
boli hodnoty merané vzdy na rovnakom liste v priblizne rovnakom mieste.

Hodnoty obdrzané chlorofylmetrom boli prevedené pomocou kalibracne;j
rovnice na hodnoty obsahu Chl v pgem? (vid 4.2.4 Kalibracng krivka pre
chlorofylmeter SPAD-502 pre rastlinny druh Arabidopsis thaliana).

4.2.2 Meranie parametra F/Fp

Parameter F\/Fp bol sledovany pomocou pristroja FluorCam 700 MF (PSI,
Drasov, CR). Tento fluorescenény zobrazovaci systém (poskytuje 2D zobrazovanie)
umoziuje sledovanie fluorescencie z celej plochy listu. Priebeh meranie bol definovany
nahranim pozadovaného meracieho protokolu s nasledovnymi parametrami: senzitivita
50 %; relativna intenzita saturacného pulzu (superirradiance) 100 % (¢o odpovedalo
oZiarenosti 2500 pmol-m?-s™ v mieste vzorku).

Vyhodnocovany bol parameter Fy/Fp, ktory vyjadruje maximalny kvantovy
vytazok fotochémie PSII (Krause a Weis, 1991) a poskytuje informacie o funkénom
stave PSII. Pomer Fv/Fp je definovany vzt'ahom:

FvlFe = (Fp - Fo)/Fop,
kde Fo predstavuje hodnotu minimalnej fluorescencie, Fy hodnotu variabilnej
fluorescencie a Fp prestavuje maximalnu intenzitu fluorescencie Chl meranu pouzitym
pristrojom.

Pred meranim boli vzorky vyfotografované a zo svetelnych rezimov NS a VS
umiestnené po dobu 30 minut v tme. Vzorky Arabidopsis boli poskladané na dosticku s
navlh¢enou bunicinou a boli zoradené po Sesticiach do Styroch riadkov podla pouzitych
koncentracii mT ( prvy riadok DMSO, druhy mT o koncentracii 10° M, treti mT o
koncentréacii 10 M a $tvrty mT o koncentrécii 3-10™ M). Meranie prebiehalo v tme pri
slabom zelenom svetle a pri pokojovej teplote a po jeho prebehnuti boli vzorky vratené

spat’ do makrotitracnych dostic¢iek a do uré¢eného svetelného rezimu.

4.2.3 Pohyb chloroplastov

Pre experiment zamerany na sledovanie pohybu chloroplastov bola vyuzita
aparatura (Obr. 7), ktord pozostavala z LED panelu, zdroja pre LED panel, modrej folie
pripevnenej na paneli, ktora tak poskytovala modré svetelné Ziarenie 0 vinovej dizke

priblizne 450 - 480 nm. LED panel bol umiestiiovany tak, aby ziarenie dopadalo kolmo
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na segmenty, resp. listy. Svetlom indukovany pohyb CP bol merany pomocou zmien
transmitancie, ktor¢ sa sledovali pomocou chlorofylmetra SPAD-502.

V experimente boli vyuzité 3 typy rastlin: Arabidopsis thaliana, ja¢men siaty a
tabak virginsky. U ja¢mena siateho a Arabidopsis boli premeriavané oddelené listové
segmenty, ktoré boli usporiadané v (mikro)titraénych dostickach s prislusSnymi
roztokmi. U tabaku boli premeriavané vybrané miesta na neoddelenych listoch.

Pred meranim boli vzorky Arabidopsis varianty NS a VS a jaémena varianty SV
adaptované na tmu po dobu 30 min. Pre meranie boli vzorky Arabidopsis prelozené na
dosticku s navlhé¢enou buni¢inou a vzorky ja¢mena boli ukladané do mikrotitracnych
dosticiek, ktorych jamky obsahovali deionizovani vodu. U tabaku virginskeho bola na

tmu adaptovana (po dobu 30 min; varianta SV) cela rastlina.

Obr. 7: Spésob usporiadania aparatiry pre sledovanie indukovaného pohybu CP pre
rastlinny druh jacmen siaty (Hordeum vulgare L.).

Po 30 min adapticii na tmu boli segmenty/listy premerané pomocou
chlorofylmetra SPAD-502 (tieto hodnoty predstavovali pociato¢ni hodnotu v case 0
min). Nasledne boli segmenty v mikrotitranych dosti¢kach, resp. kvetinace s rastlinami
vlozené¢ pod LED panel. Meranie bolo prevadzané po dobu 80 minuat pri pokojovej
teplote. Tento Casovy interval bol rozdeleny na dva 40 minutové intervaly. V prvom
Casovom useku boli listové segmenty vystavené svetelnému ziareniu 0 intenzite
priblizne 190 - 200 umol-m'2~s'1 a po dobu dalSich 40 minut Ziareniu o intenzite

priblizne 8 - 12 pmol-m™-s™. Odpocitavanie hodnét SPAD pomocou chlorofylmetra
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bolo prevadzané u Arabidopsis thaliana kazdych 20 minut, u ja¢mena a tabaku kazdych
5 minut.

Vzorky Arabidopsis a jatmena boli na konci merania vratené do povodnych
dostic¢iek a vSetky vysSie spomenuté rastlinné druhy boli po merani vlozené do urcenych

svetelnych rezimov.

4.2.4 Kalibracna krivka pre chlorofylmeter SPAD-502 pre rastlinny druh
Arabidopsis thaliana

V diplomovej praci sa obsah Chl stanovoval prostrednictvom chlorofylmetra
SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan). Meranie tymto pristrojom je
zalozené na snimani transmitancie pri vinovych dizkach 650 nm a 940 nm. Displej viak
ukazuje hodnoty M v relativnych SPAD jednotkach. Ked’ze hodnoty obsahu Chl zistené
pristrojom su iba relativne bolo potrebné zistit' skutoéné obsahy. Redlne hodnoty boli
ziskané prevedenim kalibracie chlorofylmetra, ktora bola uskuto¢nena na Arabidopsis
thaliana genotypu WT. Vysledkom je kalibra¢na krivka uvedena na Obr. 35 a ziskana
kalibra¢né rovnica ma tvar:

y = (- 0,001)-x> + 0,056-x° - 0,068 x + 2,704

b

kde premenna ,,x” predstavuje hodnoty namerané pomocou chlorofylmetra a

premennd ,,y”’ predstavuje hodnoty koncentracie Chl (at+b) v jednotkéach ug-cm'z.
Postup kalibracie bol nasledovny:

Vybrané listovée segmenty boli (po 30 min adaptacii na tmu) premerané
pomocou chlorofylmetra. Meranie bolo pre vybranu oblast’ listu prevedené 5 krat a pre
hodnoty bol vypocitany median. Nasledne boli z vybranych listovych segmentov
vyrezané kruhové disky pomocou dierkovaca o priemere 1,2 cm. Dalej bola prevedena
extrakcia pigmentov v 80 % acetone. Vzorky boli vlozené do vychladenej trecej misky s
pridavkom malého mnozstva MgCO3z a 80 % acetonu. Homogenat bol nasledne
odstredeny pomocou centrifigy Sigma 3-30KS (SIGMA Laborzentrifugen, Nemecko)
pri 4000 g po dobu 5 min a teplote 10°C. Po odstredeni boli zmerané absorbancie
supernatantu pomocou spektrofotometra Unicam UV550 (ThermoSpectronic, Velka
Britania) pre vinové dizky 470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm. Ak bol supernatant
vel'mi koncentrovany, bol nariedeny 80 % acetonom tak, aby absorbancia pre vinova
dizku 663,2 nm dosahovala hodnoty v intervale 0,4 - 0,8. Po ziskani hodnot absorbancie
bol vypocitany celkovy obsah Chl a a b v extrakte pomocou vztahu Lichtenthalera
(1987):
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Chl (at+b) =7,15 - [A(663,2) - A(750)] + 18,71 - [A(646,8) - A(750)],
kde A(663,2), A(750), A(646,8) predstavujii hodnoty absorbancie pre jednotlivé
vlnové dizky 663,2 nm, 750 nm a 646,8 nm. Hodnoty celkového obsahu Chl boli

vztiahnuté na plochu segmentov a vyjadrené v jednotkach pg-cm'2 .

4.3 Statisticka analyza dat

Vyhodnotenie dat bolo prevadzané pomocou programu Microsoft Excel a Origin
(verzia 8.5, OriginLab Corporation, USA). Statisticki analyza bola spracovani
pomocou metddy analyzy rozptylu ANOVA, ktord umoziiovala overit' Statisticky
vyznamné rozdiely dat. Bola pouzitd jednofaktorovda ANOVA, v ktorej boli
vyhodnotené testy Tukeyho, Scheffeho a Bonferroniho.
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5. VYSLEDKY

V prevedenych experimentoch boli pouzité rastlinné materialy a metody opisané

v kapitole 4. Materidl a metddy.

5. 1 Experiment |

V prvom experimente sme pouzili ako rastlinny material Arabidopsis thaliana v
Styroch roznych genotypoch (WT, ahk2,4; ahk3,4; ahk2,3). Senescencia bola u
Arabidopsis vyvolana oddelenim listovych segmentov a jej priebeh sa urcoval
prostrednictvom merania obsahu Chl a parametra Fy/Fp, ktory odraza funkciu
fotosystému II a tym stav FS aparatu. Relativny obsah Chl bol merany pomocou
chlororfylmetra SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko). Tento obsah bol
nasledne prevedeny pomocou kalibracnej rovnice na skuto¢ny obsah Chl vyjadreny v
jednotkach pg-cm™. Parameter Fy/Fp bol merany pomocou systému FluorCam 700 MF
(PSI, Drasov, CR). Parametre boli premeriavané v defi oddelenia (0. d), v druhy def (2.
d), v Stvrty deni (4. d) a v Siesty deni po oddeleni (6. d).

Pre studium kombinovaného ucinku PAR a CK na hodnoty sledovanych
parametrov boli vzorky inkubované v troch svetelnych rezimoch a v troch réznych
koncentraciach roztoku mT (10° M, 10 M, 3-10™ M). Kontrolnym roztokom bol vo
vSetkych pripadoch 0,5 % roztok DMSO.

Boli pouzité nasledujuce svetelné rezimy: T - vzorky v tme, NS - vzorky na
svetle o nizSej intenzite (100 umol-m'2~s'l) a VS - vzorky na svetle o vyssej intenzite
(300 pmol'm™?-s™). Pre §tadium uginku CK na pohyb chloroplastov boli u kazdého
genotypu zmerané zmeny hodnoty SPAD odrazajuce zmeny transmitancie vyvolané
pdsobenim modrého svetla o vysokej a nizkej intenzite. V pripade sledovania zmien v
pohybu chloroplastov boli pouzité listové segmenty inkubované v tme (T) a na PAR o

intenzite 100 umol-m'z-s'l v 0,5 % DMSO a 10* M.

5.1.1 Genotyp WT

Pre vzorky Arabidopsis thaliana varianty WT, ktoré boli umiestnené v tme (T) v
kontrolnom roztoku (DMSQO) doslo k poklesu obsahu Chl (Obr. 8) v Case (s narastom
po&tu dni po oddeleni). Hodnoty obsahu Chl poklesli z povodnej hodnoty 23,1 pg-cm™
na hodnotu 14,8 pg-cm™, &o predstavuje pokles o priblizne 37 %. V tme roztok mT
nespomalil pokles obsahu Chl ani v jednom termine ani v jednej z pouzitych

koncentracii oproti kontrolnému roztoku, naopak bola pozorovana tendencia urychlenia
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poklesu tohto parametra. NajvyraznejSie poklesnutie bolo dosiahnuté pre roztok mT o
koncentracii 3-10” M, ktorého pokles bol Statisticky vyznamny oproti kontrolnému
roztoku v 6. d po oddeleni, kedy doslo k poklesu obsahu Chl z hodnoty 23,1 pg-em™ v
0. d na hodnotu 4,7 pg-cm™, Go predstavuje pokles o priblizne 80 %.

Na svetelnom rezime NS pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku doslo
tiez k poklesu obsahu Chl (Obr. 8) v ¢ase. Hodnoty obsahu Chl poklesli z povodne;j
hodnoty 23,1 pg-cm™ na hodnotu 13,3 ug-cm™ v 6. d po oddelent, o predstavuje pokles
o priblizne 43 %. V kombindcii svetelného rezimu NS a roztoku mT doSlo k
miernejSiemu poklesu obsahu Chl oproti T a u nizSich koncentracii bola zaznamenana
tendencia spomalenia poklesu obsahu Chl oproti kontrolnym vzorkam (pre 10 M v 2.
d, pre 10° M a 10 M v 4. d po oddeleni a pre 10 M v 6. d).

Hodnota obsahu Chl u vzoriek umiestnenych v rezime VS a inkubovanych v
kontrolnom roztoku poklesla z hodnoty 23,1 pg-em™ v 0. d na hodnotu 12,5 pug-cm™ v
6. d po oddeleni (Obr. 8), ¢o predstavuje pokles asi o 47 %. Obdobne ako u vzoriek
varianty T roztok mT nespomalil pokles obsahu Chl ani v jednom termine ani v jednej z
pouzitych koncentracii oproti kontrolnému roztoku. Naopak, pre roztok mT o
koncentracii 3-10* M bola namerana $tatisticky vyznamne niZ8ia hodnota obsahu Chl
oproti kontrolnému roztoku v 4. d po oddeleni (pokles z pdvodnej hodnoty priblizne o

80 %) a v 6. d po oddeleni (pokles 0 71 %) (Obr. 8).
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Obr. 8: Zmeny obsahu Chl pocas indukovanej senescencie v tme (T), na PAR o intenzite
100 umol-m™®s™ (NS) a na PAR o intenzite 300 umol-m™s™ (VS) u diskov Arabidopsis
thaliana genotypu WT. Disky boli inkubované v jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok
DMSO, roztok mT v koncentrdciach 10° M, 10 M a 3-10* M. Na ose y sii vyjadrené
koncentracie Chl (a+b) vztiahnuté na plochu segmentu a vyjadrené V jednotkach ug-cm
2 Disky boli premeriavané v den oddelenia (0. d), v druhy den (2. d), stvrty (4. d)
a Vv siesty den po oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné kvartily, n=6.
Rozdielne pismend v ramci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky vyznamnu
rozdielnost'v danom termine.
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U parametra Fy/Fp (maximalny fotochemicky kvantovy vytazok PSII - Krause a
Weis, 1991) pre vzorky Arabidopsis typu WT umiestnené v tme (T) v roztoku DMSO
doslo k jeho poklesu (Obr. 9) s narastom doby po oddeleni. Hodnota Fy/Fp poklesla z
0,756 v 0. d na hodnotu 0,454 v 6. d po oddeleni, teda o priblizne 40 %. V tomto
svetelnom rezime roztok mT nespomalil pokles hodnoty F\/Fp oproti kontrolnému
roztoku, naopak pre roztok mT v koncentracii 10° M v 4. a v 6. d po oddeleni a v
koncentracii 3-10% M v 6. d po oddeleni bola hodnota Fy/Fp preukazne nizsia oproti
vzorkam v DMSO.

Vo svetelnom rezime NS pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku doslo k
vyraznému Spomaleniu poklesu parametra F\/Fp oproti vzorkdm umiestnenym Vv tme
(T) (Obr. 9), ¢o je hlavne vidiet’ v 6. d po oddeleni, kedy bola hodnota F\/Fp 0,686, ¢o
oproti hodnote v 0. d predstavuje pokles priblizne o 10 %. U vsetkych roztokov sa
pomer Fy/Fp udrzal v rozpéti hodnot 0,668 - 0,701 i na 6. d po oddeleni (Obr. 9).
Preukazny G¢inok mT na hodnoty parametra F\/Fp nebol zaznamenany.

U vzoriek umiestnenych na svetelnom reZzime VS v kontrolnom roztoku doslo k
podobnému poklesu hodnoty Fy/Fp ako u vzoriek inkubovanych v tme (Obr. 9) z
hodnoty 0,756 v 0. d po oddeleni na hodnotu 0,524 v 6. d po oddeleni, ¢o percentudlne
predstavuje 31 % pokles. V kombindcii tohto svetelného rezimu a roztokov mT je vidiet
prejav negativneho uc¢inku mT, a to pre koncentraciu 3-10 M, kde doslo k urychleniu
poklesu F\/Fp oproti kontrolnému roztoku v 4. a 6. d po oddeleni (celkovo tento pokles
predstavoval do 6. d po oddeleni tibytok priblizne o 47 %). V ostatnych pripadoch nebol
efekt mT statisticky vyznamny.
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Obr. 9: Zmeny parametra Fy/Fp pocas indukovanej senescencie listovych diskov
Arabidopsis thaliana genotypu WT inkubovanych v 0,5 % roztoku DMSO a roztokoch
mT (10> M, 10* M, 3-10* M) pri troch svetelnych rezimoch: T — tma, NS — PAR
0 intenzite 100 umol'm™s™, VS — PAR o intenzite 300 umol-m™-s™*. Uvedené si: medidny
a kvartily, n = 12. Rozdielne pismenad v rdamci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky

den po oddeleni

vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny parametra Fy/Fp v ploche oddelenych listov v ¢ase (s narastom doby po
oddeleni) s vyobrazené pre jednotlivé svetelné varianty na Obr. 10 - 12.

Napr. z Obr. 10 je vidiet’ postupny pokles parametra Fy/Fp v Case, a to najmi u
segmentov inkubovanych v tme v roztoku mT v koncentracii 3- 10 M, &o jeivsulade s
Obr. 9. Kombinacia tohto svetelného rezimu a vysSSej koncentracie mT mala teda
negativny ucinok na pokles parametra Fy/Fp - to je najviac viditelné v 6. d po oddeleni.
U vzoriek rezime NS je zaznamenany mierny narast hodnot z 4. na 6. d po oddeleni.
Vzorky bol pravdepodobne z nam neznameho dovodu stresované, ¢o sa prejavilo
niz§imi hodnotami F\/Fp v 4. d. Na Obr. 10 je d’alej viditeI'ny narast obsahu antokyanov
u segmentov inkubovanych v DMSO v 6. d po oddeleni. Narast obsahu antokyanov je

zrejmy zo zvySenej pigmentacie listov, ktoré ofialoveli.
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Obr. 10: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
WT varianty T (umiestnené v tme pocas celého experimentu) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 1 0° M, 10*
M a 3-10* M. Obrdzky sii zoradené podla jednotlivich dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 11: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
WT varianty NS (umiestnené na PAR o intenzite 100 ,umol'm'z's'l) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 10° M, 107
Ma 310* M. Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 12: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
WT varianty VS (umiestnené na PAR o intenzite 300 umol-m?s™) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 1 0° M, 10*
M a 3-10" M). Obrdzky sii zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Na Obr. 13 st vyobrazené zmeny hodnoét SPAD pocas pdsobenia modrého
svetla. Tieto zmeny su spdsobené zmenami transmitancie vyvolanymi pohybom
chloroplastov. Zmeny hodnét SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla boli v 0. d po
oddeleni podobné u vSetkych variant. U vzoriek Arabidopsis typu WT mali tieto zmeny
»Klasicky* priebeh, tzn., ze v priebehu prvych 40 min, kedy boli vzorky vystavené
modrému svetlu o vyssej intenzite (190 - 200 pmol-m™?-s™) doslo k poklesu hodnot
SPAD v dosledku reakcie CP ,,vyhnutie sa a narastu transmitancie, a v priebehu
d’alSich 40 min, kedy sa aplikuje modré svetlo nizsej intenzity (8-12 pmol-m'z-s'l) doslo
k narastu hodnoty SPAD v ¢ase v dosledku ,,akumulacie™ CP a poklesu transmitancie.

U vzoriek Arabidopsis typu WT umiestnenych v tme a inkubovanych v DMSO
(T - DMSO) boli inhibované oba typy pohybu CP. Na 6. deii po oddeleni sa spomalil
pohyb ,vyhnutie sa“, nésledne po aplikacii svetla o niZSej intenzite doSlo k
akumula¢nému pohybu CP. U vzoriek inkubovanych v tme v roztoku mT (T- mT; Obr.
13) bol 4. d pohyb CP inhibovany podobne ako u vzoriek T-DMSO, minimalny pohyb
CP bol zaznamenany i 6. d po oddeleni.

U vzoriek inkubovanych na svetle v roztoku DMSO (S - DMSO; Obr. 13) doslo
vV 4. d po oddeleni po zapnuti silného modrého svetla k miernemu narastu hodnoty
SPAD, ¢o odraza skor akumula¢ny typ pohybu CP. Podobny nérast po prvych 20 min
pdsobenia silného modrého svetla nastal 1 6. d po oddeleni, pricom nasledoval mierny

pokles hodnot SPAD.
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Obr. 13: Zmeny hodnét SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla u listovych
Arabidopsis thaliana genotypu WT. Segmenty boli prvych 40 min osvetlované modrym
svetlom o intenzite 190 - 200 umol'm™®s™ a ndsledne po dobu dalsich 40 min modrym
svetlom o intenzite 8 - 12 umol-m™-s™. Segmenty boli po oddeleni inkubované v 0,5 %
roztoku DMSO a v roztoku mT o koncentrdcii 10 M a ponechané na dvoch svetelnych
rezimoch: T — tma, S — PAR o intenzite 100 umol-m™-s™. Segmenty boli premeriavané
V den oddelenia (0. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6. d). Uvedené sii medidany
a horné a dolné kvartily, n=5 - 6.

U vzoriek varianty S v mT bol inhibovany pohyb CP ,,vyhnutie sa“, dochadzalo
k vel'mi miernemu narastu hodnét SPAD pocas posobenia silného 1 slabého modrého
svetla, avSak meranie bolo zatazen¢ vel'kou chybou. V 6. d po oddeleni doslo po prvych
20 min svetla o vySSej intenzite k poklesu hodnoty SPAD a nasledne k spdtnému
narastu (Obr. 13).

5.1.2 Genotyp ahk2,4

Na Obr. 14 st vyobrazené¢ zmeny obsahu Chl u listovych segmentov
Arabidopsis thaliana typu ahk2,4. Pre vzorky umiestnené v tme (T) v kontrolnom
roztoku dochéddzalo s narastom doby po oddeleni k miernemu poklesu hodnoty obsahu

Chl. Tato hodnota poklesla z 21,2 pg-em™ v 0. d na 14,8 pg-em™ v 6. d po oddeleni, ¢o
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predstavuje pokles o priblizne 31 %. Mierne pozitivny uc¢inok roztoku mT bol
zaznamenany pre koncentraciu 10 M v 2. a 4. d po oddeleni, kedy doslo k miernemu
spomaleniu poklesu obsahu Chl oproti kontrolnému roztoku, avsak tento uc¢inok nie je
Statisticky preukazatel'ny. Naopak negativny U€inok roztoku mT bol zaznamenany pre
koncentraciu 3-10™ M, u ktorej boli hodnoty obsahu Chl oproti kontrolnému roztoku
preukazne nizSie v 4. a 6. d po oddeleni. U tejto koncentracie doslo k poklesu obsahu
Chl na hodnotu 11,6 pg-em™ v 4. d po oddeleni a na hodnotu 4,5 pg-em™ v 6. d.
Celkovo tento pokles percentudlne tvoril priblizne 79 % do 6. d po oddeleni.

Pre vzorky varianty NS inkubované v kontrolnom roztoku dochddzalo k
priblizne podobnému poklesu hodnoty obsahu Chl ako u varianty T, priblizne o 33 %
pocas 6 dni po oddeleni. Vyraznejsi uc¢inok (negativny/pozitivny) na pokles obsahu Chl
u roztoku mT oproti kontrolnému roztoku nebol zaznamenany ani pre jednu pouZziti
koncentraciu a nevyskytuju sa tu ani Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi
roztokmi (Obr. 14).

U vzoriek varianty VS inkubovanych v kontrolnom roztoku doSlo k mierne
pomalSiemu poklesu hodnoty obsahu Chl oproti variante T i NS. Hodnota obsahu Chl tu
pocas 6 dni po oddeleni poklesla o priblizne 21 %. Pre vzorky inkubované v roztoku
mT o koncentrécii 10*M a 3-10*M bol zaznamenany preukazny negativny ucinok na
obsah Chl v 6. d po oddeleni, hodnoty oproti vychodzej hodnote (0. d) poklesli 0 73 %
resp. 75 %.
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Obr.14: Zmeny obsahu Chl pocas indukovanej senescencie vtme (T), na PAR
o intenzite 100 umol-m?.s™ (NS) ana PAR o intenzite 300 umol-m™?-s™* (VS) u diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,4. Disky boli inkubované v jednotlivych roztokoch:
0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentrdcidch 10° M, 10 M a 3-10* M. Na ose y sii
vyjadrené koncentracie Chl (a+b) vztiahnuté na plochu segmentu a vyjadrené
V jednotkich ug-em™. Disky boli premeriavané v deii oddelenia (0. d), v druhy deii (2.
d), stvrty (4. d) a Vv siesty den po oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné
kvartily, n=6. Rozdielne pismena v ramci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky
vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny parametra Fv/Fp u vzoriek Arabidopsis typu ahk2,4 st vyobrazené na
Obr.15. Pre vzorky umiestnené v tme (T) v kontrolnom roztoku doslo k poklesu
hodnoty parametra do 4. d po oddeleni. Zo 4. d na 6. d je vSak zaznamenan¢ zlepSenie,
v podobe narastu hodnoty Fy/Fp z hodnoty 0,535 v 4. d na hodnotu 0,625 v 6.d po
oddeleni. Celkovo doslo v tomto roztoku k poklesu hodnoty parametra z hodnoty 0,759
v 0. d na hodnotu 0,625 v 6. d po oddeleni, ¢o predstavuje pokles o 18 %. V tomto
svetelnom reZzime roztok mT spomalil pokles hodnoty Fy/Fp oproti kontrolnému roztoku
len v 2. d po oddeleni v koncentracii 3-10" M, toto spomalenie vSak nebolo preukazné.
V 6. d po oddeleni sa ucinok tejto koncentracie dokonca zmenil na opacny a doslo k
vyraznému poklesu hodnoty F\/Fp oproti kontrolného roztoku. Negativny u¢inok
roztoku mT na pokles hodnoty parametra Fy/Fp bol pozorovany i pre koncentraciu 10™
M ato v 2.av4. dpooddeleni (Obr. 15).

Vo svetelnom rezime NS pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku doslo po
oddeleni k mierne rychlejSiemu poklesu parametra Fy/Fp oproti vzorkam umiestnenym
v tme (T) (Obr. 15). Hodnota parametra F\/Fp tu poklesla z p6vodnej hodnoty 0,759 v
0. d na hodnotu 0,586 v 6. d po oddeleni, teda priblizne o 23 %. U vzoriek
inkubovanych v roztoku mT bola zaznamenana tendencia spomalenia poklesu hodnoty
parametra Fy/Fp oproti kontrolnému roztoku. Pozitivny ucinok je vidiet hlavne pre
koncentracie 10* M a 310" M v 2. a 4. d po oddeleni a pre vietky tri pouzité
koncentrécie v 6. d po oddeleni. AvSak tento u¢inok mT nebol Statisticky vyznamny.

U vzoriek inkubovanych na svetelnom reZzime VS v kontrolnom roztoku (Obr.
15) doslo tiez k poklesu Fy/Fp. Hodnota poklesla z povodnej hodnoty 0,759 v 0. d na
hodnotu 0,595 v 6. d po oddeleni, €o percentualne predstavuje pokles priblizne o 21 %.
Tento pokles sa javi mierne rychlejsi neZ pre vzorky inkubované v T, ale pomalsi nez
pre vzorky inkubované na reZime NS. V kombinécii VS a roztoku mT doSlo k prejavu
negativneho 0c¢inku na urychlenie poklesu Fy/Fp oproti kontrolnému roztoku u
koncentracie 10*M v 2., 4.16.d po oddeleni. Hodnota F\/Fp tu poklesla z pociatocnej
hodnoty 0,758 v 0. d na hodnotu 0,345 v 6. d po oddeleni, o percentualne predstavuje
pokles 0 54 %. Preukazny negativny u&inok bol zaznamenany i pre koncentraciu 3-10™
Mv2 a4d.d.
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Obr. 15: Zmeny parametra Fy/Fp pocas indukovanej senescencie listovych diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,4 inkubovanych v 0,5
a roztokoch mT (10° M, 10 M, 3-10™* M) pri troch svetelnych rezimoch: T — tma, NS —
PAR 0 intenzite 100 umol'm™s™, VS — PAR 0 intenzite 300 umol-m™s™. Uvedené sii
n = 12. Rozdielne pismend v ramci jednotlivych grafov oznacuju

mediany a kvartily,

den po oddeleni

Statisticky vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny parametra Fy/Fp v ploche oddelenych listov v Case (s narastom doby po
oddeleni) st vyobrazené pre jednotlivé svetelné varianty na Obr. 16 - 18, z ktorych je
viditeIny postupny pokles tohto parametra pocas jednotlivych dni. Najvyraznejsi pokles
oproti kontrolnému roztoku zaznamenany pre vzorky inkubované v roztoku mT o
koncentrécii 3-10 M varianty T v 6. d po oddeleni a pre vzorky inkubované v roztoku
mT o koncentracii 10* M varianty VS v 6. d po oddeleni (Obr. 15), bol v stlade s
plosnymi zmenami parametra Fy/Fp zistenymi pomocou FluorCamu (Obr. 16 a Obr.
18). Z Obr. 18 (VS) je tiez vidiet’ zvySeny obsah antokyanov v 4. a 6. d po oddeleni, 6.

d najviac u vzoriek inkubovanych v DMSO.
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Obr. 16: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,4 varianty T (umiestnené v tme pocas celého experimentu) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 1 0° M, 10*
M a 3-10* M. Obrdzky sii zoradené podla jednotlivich dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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5
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Obr. pre ahk2,4 NS 4. d
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DMSO
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6.d
mT 10* M
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Obr. 17: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,4 varianty NS (umiestnené na PAR o intenzite 100 ,umol-m'z-s'l) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 10° M, 10™
Ma 310* M. Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 18: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,4 varianty VS (umiesmené na PAR o intenzite 300 umol-m™?s™) inkubovanych
v jednotli\??ch roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 107 M, 10*
M a 3-10" M). Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Zmeny hodnét SPAD pocas pdsobenia modrého svetla pre genotyp ahk2,4 st
vyobrazené na Obr. 19. Tieto zmeny su sposobené zmenami transmitancie vyvolanymi
pohybom chloroplastov. Zmeny hodnét SPAD vyvolané posobenim modrého svetla boli
v 0. d po oddeleni podobné¢ u vsetkych variant.

Podobne ako u vzoriek Arabidopsis typu WT (Obr. 13) mali tieto zmeny
»klasicky™ priebeh (vid’ 5.1.1 Genotyp WT). U vzoriek inkubovanych v DMSO a
umiestnenych v tme (T - DMSO) boli inhibované oba typy pohybu CP. V 6. d po
oddeleni sa spomalil pohyb ,vyhnutic sa“. Nasledne po aplikacii svetla o nizsej
intenzite bol pozorovany akumula¢ny pohyb CP.

U vzoriek inkubovanych v tme v roztoku mT (T - mT; Obr. 19) bol
zaznamenany ,klasicky” priebeh krivky 1 v 4. d po oddeleni oproti vzorkam v
kontrolnom roztoku (T -DMSO). V 6. deit po oddeleni dochadzalo po zapnuti svetla o
vyssej intenzite k miernemu narastu hodnoty SPAD, ¢o skor odraza akumulacny typ
pohybu CP. Nasledne po zapnuti svetla o nizSej intenzite dochadzalo naopak k
miernemu poklesu hodnoty SPAD, ¢o naopak odraza typ pohybu ,,vyhnutie sa™.

U vzoriek ahk2,4 umiestnenych na svetle a inkubovanych v roztoku DMSO (S -
DMSQO; Obr. 19) boli v 4. d zaznamenané stale vyrazné zmeny v hodnotach SPAD
oproti vzorkam v T. Na 6. d po oddeleni sa spomalil pohyb ,,vyhnutie sa®“. Po zapnuti
svetla o nizSej intenzite nasledne doslo k akumula¢nému pohybu CP.

U vzoriek inkubovanych na svetle v roztoku mT (S - mT) doslo k velmi
podobnym zmenam v hodnotach SPAD v jednotlivych diioch po oddeleni ako u vzoriek

inkubovanych v DMSO.
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Obr. 19: Zmeny hodnét SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla u listovych
segmentov  Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,4. Segmenty boli prvych 40 min
osvetlované modrym svetlom 0 intenzite 190 - 200 ,umol-m_z's_1 a nasledne po dobu
dalsich 40 min modrym svetlom o intenzite 8 - 12 umol'm™?s™. Segmenty boli po

oddeleni inkubované v 0,5 % roztoku DMSO a v roztoku mT o koncentracii 1 0* M a
1

ponechané na dvoch svetelnych rezimoch: T —tma, S — PAR 0 intenzite 100 umol m2sh,
Segmenty boli premeriavané v den oddelenia (0. d), Stvrty (4. d) a Siesty den po
oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné kvartily, n=>5 - 6.

5.1.3 Genotyp ahk 3,4
Zmeny obsahu Chl pre vzorky Arabidopsis thaliana varianty ahk3,4 su

vyobrazené na Obr. 20. U vzoriek inkubovanych v tme (T) v kontrolnom roztoku
dochadzalo k rychlemu poklesu hodnoty obsahu Chl, ktora poklesla z pociato¢nej
hodnoty 22,2 pg-em™ v 0. d na hodnotu 3,2 pg-em™ v 6. d po oddeleni. Percentuélne
tento pokles predstavuje tbytok o takmer 86 %. U mT sa prejavil pozitivny G¢inok na
spomaleniu poklesu obsahu Chl oproti kontrolnému roztoku u koncentracie 10° M,
tento ucinok vsak nie je Statisticky vyznamny. Naopak preukazny negativny uc¢inok mT
je viditeI'ny u koncentracie 10°Mv4.d po oddeleni a u koncentracie 310*Mv2.av

4. d po oddeleni, kedy doSlo k urychleniu poklesu obsahu Chl oproti kontrolnému

roztoku.
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Na svetelnom rezime NS u vzoriek inkubovanych v kontrolnom roztoku doslo
po oddeleni k vyrazne pomalSiemu poklesu obsahu Chl oproti vzorkdm v T. Hodnota
obsahu Chl tu poklesla z pdvodnej hodnoty 22,2 pg-em™ v 0. d na hodnotu 12,6 pg-em™
v 6. d po oddeleni, tento pokles predstavoval percentudlne priblizne 43 %. Pre vzorky
inkubované v roztoku mT bol zaznamenany opit’ nepreukazny pozitivny t¢inok pre
koncentraciu 10° M, tentoraz v 6. d po oddeleni. Negativny uginok roztoku mT sa
prejavil u koncentracie 3-10 M, kedy bol obsah Chl preukazne nizsi ako u DMSO 2.,
4. a 6. d po oddeleni.

U vzoriek varianty VS inkubovanych v kontrolnom roztoku doslo k
rychlejsiemu poklesu obsahu Chl oproti variante NS, avsak k mierne pomalSiemu oproti
variante T (Obr. 20). Hodnota obsahu Chl poklesla pocas 6. dni po oddeleni priblizne o
63 %. U vzoriek inkubovanych v mT doSlo k najvyraznejSiemu poklesu obsahu Chl pre

koncentraciu 3-10™ M, kedy doslo k poklesu o priblizne 88 %.
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Obr. 20: Zmeny obsahu Chl pocas indukovanej senescencie vime (T), na PAR
0 intenzite 100 ,umol-m'z-s'1 (NS) ana PAR o intenzite 300 ,umol-m'z-s'1 (VS) u diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk3,4. Disky boli inkubované v jednotlivych roztokoch:
0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentrdcidch 10° M, 10 M a 3-10* M. Na ose y sii
vyjadrené koncentracie Chl (a+b) vztiahnuté na plochu segmentu a vyjadrené
V jednotkdch ug-cm™. Disky boli premeriavané v deii oddelenia (0. d), v druhy deii (2.
d), stvrty (4. d) a Vv siesty den po oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné
kvartily, n=6. Rozdielne pismena vramci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky
vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny Fv/Fp pre vzorky Arabidopsis typu ahk3,4 su vyobrazené na Obr. 21. U
vzoriek umiestnenych v tme (T) v kontrolnom roztoku doSlo k nérastu hodnoty
parametra Fy/Fp do 4. d po oddeleni a nasledne zo 4. na 6. d k jej poklesu. Celkovo
medzi 0. d a 6. d po oddeleni doSlo k poklesu hodnoty parametra z pdvodnej hodnoty
0,522 v 0. d na hodnotu 0,419 v 6. d, ¢o percentudlne predstavuje pokles o priblizne 20
%. V 4. a 6. po oddeleni doslo u vzoriek v mT o koncentracii 10* M a 3-10* M k
vyraznému zhorSeniu $truktry a vacsina z nich nebola meratel'na - hodnoty sa pre tieto
vzorky brali ako nulové. Z toho dévodu je u vzoriek zaznamenany vyrazny pokles Fy/Fp
pre tieto koncentracie oproti kontrolnému roztoku.

U vzoriek varianty NS inkubovanych v kontrolnom roztoku doslo podobne ako u
vzoriek v tme k narastu hodnot F\/Fp v Case, avsak tento narast pokracoval az do 6. d po
oddeleni. Do 6. diia tento narast predstavoval priblizne 25 %. U vzoriek mT boli zmeny
v hodnotach Fy/Fp vel'mi podobné ako u DMSO. Nizsia hodnota bola pozorovana len v
6. d po oddeleni pre koncentraciu 3-10” M, avsak rozdiel vzhladom k vzorkam v
DMSO nebol statisticky vyznamny, zrejme kvoli velkému rozptylu hodnét (Obr. 21).

Pre vzorky varianty VS umiestnené v kontrolnom roztoku doSlo do 6. po
oddeleni tieZz k miernemu narastu hodnoty parametra Fy/Fp. Celkovo narast
predstavoval 16 %. U vzoriek v mT doslo k nepreukaznému pozitivnemu G¢inku u
koncentracie 10° M v 4. d po oddeleni. Dalej u koncentracie 10* M doslo k
negativneho G&inku na Fv/Fp v 2. a 4. d a u koncentracie 3-10* M v 2., 4. i v 6. d po
oddeleni. Celkovo Fy/Fp pokleslo u vzoriek v 3-10* M mT o priblizne 61 %.
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Obr. 21: Zmeny parametra Fy/Fp pocas indukovanej senescencie listovych diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk3,4 inkubovanych v 0,5
a roztokoch mT (10 M, 10 M, 3-10™* M) pri troch svetelnych rezimoch: T —tma, NS —
PAR o intenzite 100 ,umol-m'z-s'l, VS — PAR o intenzite 300 ,umol'm'z-s‘l. Uvedené su
mediany a kvartily, n = 12. Rozdielne pismena V ramci jednotlivych grafov oznacuju

den po oddeleni

Statisticky vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny parametra Fy/Fp v ploche oddelenych listov s narastom doby po oddeleni
su vyobrazené pre jednotlivé svetelné varianty na Obr. 22 - 24. V ramci vsetkych
variant dochadzalo k postupnému narastu hodnoty parametra Fy/Fp v ¢ase - z 0. d na 2.
d, resp. na 4. d po oddeleni. To je v stilade s vysledkami uvedenymi na Obr. 21. V 6. d
po oddeleni doslo k vyraznému zhorsSeniu Struktary niektorych vzoriek inkubovanych v
mT o koncentracii 10* M a 3-10* M a meranie na nich nemohlo prebehnut’. Pre tieto
vzorky bola hodnota F\/Fp brana ako nulova a z tohto dovodu bol zaznamenany
vyrazny pokles Fy/Fp u tychto variant oproti kontrolnému roztoku (Obr. 21 a 22).
Pokles F\/Fp bol zaznamenany i pre vzorky varianty VS inkubované v roztoku mT o
koncentracii 3-10* M v 6. d po oddeleni (Obr. 21 a 24). Z Obr. 24 je tieZ zrejmy narast
v obsahu antokyanov u vzoriek inkubovanych v DMSO, hlavne v 6. d po oddeleni.
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Obr. 22: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk3,4 varianty T (umiestnené v tme pocas celého experimentu) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 10° M, 107
Ma 310* M. Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 23: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk3,4 varianty NS (umiestnené na PAR o intenzite 100 ,umol-m'z-s'l) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentracidach 10° M, 10™
Ma 310* M. Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 24: Viavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk3,4 varianty VS (umiesmené na PAR o intenzite 300 umol-m™?s™) inkubovanych
v jednotli\??ch roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 107 M, 10*
M a 3-107 M). Obrazky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Na Obr. 25 su zobrazené zmeny hodnét SPAD pocas posobenia modrého svetla.
Tieto zmeny st sposobené zmenami transmitancie vyvolanymi pohybom chloroplastov.
Zmeny hodnot SPAD vyvolané pdsobenim modrého svetla boli v 0. d po oddeleni
podobné u vsetkych variant. Podobne ako u vzoriek Arabidopsis typu WT (Obr. 13)
mali tieto zmeny ,klasicky* priebeh (vid’ 5.1.1 Genotyp WT).

U vzoriek v tme inkubovanych v roztoku DMSO (T - DMSO) bol v 4. d po
oddeleni inhibované oba typy pohybu. V 6. d po oddeleni doslo v priebehu 20 min
aplikacie svetla vysSej intenzity k reakcii ,,vyhnutie sa“, no nasledne dosSlo k
akumula¢nému pohybu CP.

Pre vzorky umiestnené v tme a inkubované v mT (T - mT) mali zmeny hodnot
SPAD ,klasicky™ priebeh. Stvrty defi bol na rozdiel od vzoriek T - DMSO zachovany
pohyb ,,vyhnutie sa”. No v 6. d bol inhibovany typ pohybu ,,vyhnutie sa“ a doslo len k
akumula¢nému pohybu CP, bez ohl'adu na aplikaciu svetla o danej intenzite.

Pre vzorky inkubované na svetle v DMSO (S - DMSO) mali zmeny hodnét
SPAD ,klasicky™ priebeh podobne ako u varianty T - mT. V 6. d po oddeleni doslo
vS8ak k inhibicii oboch typov pohybu.

Pre vzorky inkubované na svetle v roztoku mT (S - mT) boli inhibované oba
typy pohybu podobne ako u vzoriek T - DMSO. V 6. d boli v§ak zaznamenané zmeny,

pri¢om sa inhiboval pohyb typu ,,vyhnutie sa“.
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Obr. 25: Zmeny hodnét SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla u listovych
segmentov  Arabidopsis thaliana genotypu ahk3,4. Segmenty boli prvych 40 min
osvetlované modrym svetlom 0 intenzite 190 - 200 ,umolm_z-s_1 a ndsledne po dobu
dalsich 40 min modrym svetlom o intenzite 8 - 12 umol'm™®s™. Segmenty boli po
oddeleni inkubované v 0,5 % roztoku DMSO a v roztoku mT o koncentracii 1 0* M a
ponechané na dvoch svetelnych rezimoch: T —tma, S — PAR 0 intenzite 100 umol m2sh,
Segmenty boli premeriavané v den oddelenia (0. d), Stvrty (4. d) a Siesty den po
oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné kvartily, n=5 - 6.

5.1.4 Genotyp ahk2,3

Zmeny obsahu Chl pre vzorky Arabidopsis typu ahk2,3 st vyobrazené na Obr.
26. U vzoriek ahk2,3 varianty T inkubovanych v kontrolnom roztoku dochadzalo s
narastom poctu dni k rychlemu poklesu hodnoty obsahu Chl. Tato hodnota poklesla z
22 ugrem? v 0. d na 2,8 pg-em™ v 6. d po oddeleni, Go percentualne predstavuje pokles
o priblizne 87 %. Jedinym Statisticky vyznamnym efektom mT vzhl'adom k DMSO bolo
znizenie obsahu Chl 2. d po oddeleni u koncentracie 3- 10* M.

Na svetelnom rezime NS pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku doslo k
vyrazne mensiemu poklesu obsahu Chl oproti vzorkam v T (Obr. 26). Hodnota obsahu

Chl tu poklesla z 22 pg-em™ v 0. d na 17 pug-em™ v 6. d po oddeleni, teda priblizne o 23
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%. Vzorky v 10" M a 3-10* M mT mali obsah Chl oproti DMSO nizsi od 2. d, ale iba v
pripade 3-10* M koncentracie a 2. d po oddeleni bol tento rozdiel 3tatisticky vyznamny.

Pre vzorky varianty ahk2,3 umiestnené v svetelnom rezime VS a v kontrolnom
roztoku doslo k rychlejsiemu poklesu hodnoty obsahu Chl oproti vzorkam v rezime NS,
ale k pomalsiemu poklesu ako v T. Hodnota obsahu Chl tu poklesla z 22 pg-cm™ v 0. d
na 10 pgrem™ v 6. d po oddeleni, ¢o predstavuje pokles o priblizne 55 %. V tomto
svetelnom rezime nebol zaznamenany ziadny preukazny efekt mT na pokles obsahu
Chl. Vyssi obsah Chl u koncentracie 10°Mv4.d po oddeleni a u koncentracie 10* M
v 6. d po oddeleni a niz3i obsah Chl u koncentracie 3-10” M v 6. d po oddeleni oproti
DMSO neboli preukazné (Obr. 26).
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Obr. 26: Zmeny obsahu Chl pocas indukovanej senescencie vime (T), na PAR
0 intenzite 100 ,umol-m'z-s'1 (NS) ana PAR o intenzite 300 ,umol-m'z-s'1 (VS) u diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,3. Disky boli inkubované v jednotlivych roztokoch:
0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentrdcidch 10° M, 10 M a 3-10* M. Na ose y sii
vyjadrené koncentracie Chl (a+b) vztiahnuté na plochu segmentu a vyjadrené
V jednotkich ug-em™. Disky boli premeriavané v deii oddelenia (0. d), v druhy deii (2.
d), stvrty (4. d) a Vv siesty den po oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné
kvartily, n=6. Rozdielne pismena v ramci jednotlivych grafov oznacuju Statisticky
vyznamnii rozdielnost variant.
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Zmeny parametra Fy/Fp u typu ahk2,3 st vyobrazené na Obr. 27. Na rezime T
pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku bol z 0. d na 2. d zaznamenany narast
parametra F\/Fp. AvSak v 4. a 6. d doSlo k vyraznému poklesu Fy/Fp. Jeho hodnota
poklesla z hodnoty 0,569 v 0. d na hodnotu 0,134 v 6. d po oddeleni. Tento pokles
predstavuje 76 %. V tme u vzoriek inkubovanych v mT boli v 0. d zaznamenané
preukazne vyssie hodnoty oproti DMSO. V dalsich terminoch roztok mT nespomalil
pokles obsahu Chl ani v jednej z pouzitych koncentracii. V 4. a v 6. d po oddeleni doslo
k vyraznému zhorSeniu Struktiry niektorych vzoriek inkubovanych mT o koncentracii
10 M a 3:10” M a z tohto dévodu neboli vzorky meratelné - hodnota Fv/Fp bola pre
ne brand ako nulova. A preto je v tieto dni zaznamenany u tychto vzoriek vyrazny
pokles F\/Fp.

U vzoriek inkubovanych na svetelnom rezime NS v kontrolnom roztoku bol
zaznamenany narast parametra Fy/Fp takmer podobne ako u vzoriek varianty T. Tento
narast Fy/Fp pretrval az do 6. d po oddeleni, zatial’ ¢o u varianty T doslo zo 4. na 6. d k
jeho poklesu. Celkovo jeho hodnota stupla z 0,569 v 0. d na hodnotu 0,635 v 6. d po
oddeleni, ¢o predstavuje narast o priblizne 12 %. Podobné zmeny boli zaznamenané vo
vzorkach inkubovanych v mT, kde bol zmieneny narast eSte mierne vyraznejsi oproti
kontrolnému roztoku. Napr. u koncentracie 10* M doslo k narastu z 0,601 v 0. d na
0,684 v 6. d po oddeleni, teda o priblizne 14 %. Obecne v 0. d boli zaznamenané
preukazne vysSie hodnoty u vzoriek inkubovanych v mT oproti DMSO podobne ako u
vzoriek v T.

Na svetelnom rezime VS u vzoriek inkubovanych v kontrolnom roztoku doslo k
miernemu poklesu hodnoty parametra Fy/Fp. Tento pokles bol ovel'a pomalsi ako v T.
Hodnota parametra tu poklesla z 0,569 v 0. d na 0,518, teda priblizne 0 9 %. V 0. d boli
u vzoriek inkubovanych v mT, podobne ako u vzoriek zo svetelného rezimu T alebo
NS, zaznamenané preukazne vy$sie hodnoty Fv/Fp oproti DMSO. Avsak pozitivny resp.
negativny ucinok roztoku mT nebol v dal§ich dhioch preukazatelny ani v jednej z

pouzitych koncentracii.
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Obr. 27: Zmeny pomeru Fy/Fp pocas indukovanej senescencie listovych diskov
Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,3 inkubovanych v 0,5
a roztokoch mT (10° M, 10 M, 3-10™* M) pri troch svetelnych rezimoch: T — tma, NS —
PAR o intenzite 100 ,umol-m'z-s'l, VS — PAR o intenzite 300 ,umol'm'z-s‘l. Uvedené su
mediany a kvartily, n = 12. Rozdielne pismena v ramci jednotlivych grafov oznacuju

den po oddeleni

Statisticky vyznamnu rozdielnost variant v danom termine.
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Zmeny parametra Fy/Fp v ploche oddelenych listov poc¢as doby po oddeleni su
vyobrazené pre jednotlivé svetelné varianty na Obr. 28 - 30. U vzoriek inkubovanych v
tme (T) dochadzalo k postupnému relativne vyraznému poklesu tohto parametra s
viditelnym negativnym vplyvom mT vSetkych koncentracii od 4. d po oddeleni (Obr.
28). U varianty NS bol naopak sledovany narast Fy/Fp u vacsiny vzoriek (Obr. 29). U
varianty VS je zrejmé udrzanie Fy/Fp i na 6. d po oddeleni v rozmedzi 0,518 az 0,555
pre roztoky DMSO a mT o koncentracii 10° M a 10* M a 0,354 pre roztok mT o
koncentracii 3:10* M (Obr. 30).
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Obr. 28: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,3 varianty T (umiestnené v tme pocas celého experimentu) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 10° M, 10*
M a 3-10* M. Obrdzky sii zoradené podla jednotlivich dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 29: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,3 varianty NS (umiestnené na PAR o intenzite 100 ,umol-m'z-s'l) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 10° M, 10™
Ma 3-10* M. Obrdzky su zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné

zmeny parametra Fy/Fp.
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Obr. 30: Vlavo uvedené fotografické snimky segmentov Arabidopsis thaliana genotypu
ahk2,3 varianty VS (umiestnené na PAR o intenzite 300 umol-m™>-s™) inkubovanych
V jednotlivych roztokoch: 0,5 % roztok DMSO, roztok mT v koncentraciach 1 0° M, 10*
M a 3-10" M). Obrdzky sii zoradené podla jednotlivych dni po oddeleni - nulty (0. d),
druhy (2. d), stvrty (4. d) a Siesty den po oddeleni (6.d). Vpravo vyobrazené plosné
zmeny parametra Fy/Fp.
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Na Obr. 31 su vyobrazené zmeny hodnét SPAD pre genotyp ahk2,3 pocas
posobenia modrého svetla. Tieto zmeny st spOsobené zmenami transmitancie
vyvolanymi pohybom chloroplatov. Zmeny hodnét SPAD vyvolané posobenim
modrého svetla boli v 0. d po oddeleni podobné u vsetkych variant. Podobne ako u
vzoriek Arabidopsis ostatnych pouzitych genotypov mali tieto zmeny ,klasicky™
priebeh (vid’ 5.1.1 Genotyp WT).

U vzoriek umiestnenych v tme a inkubovanych v DMSO (T - DMSO) doslo v 4.
d po oddeleni k spomaleniu pohybu ,,vyhnutie sa“. Nasledne po aplikacii svetla o nizsej
intenzite doslo k akumula¢nému pohybu CP. V 6. d po oddeleni boli inhibované oba
typy pohybu.

U vzoriek umiestnenych v tme a inkubovanych v roztoku mT (T - mT; Obr. 31)
boli inhibované oba typy pohybu v 4. i v 6. d po oddeleni.

Na svetelnom rezime u vzoriek inkubovanych v kontrolnom roztoku (S -
DMSO) boli v 4. d po oddeleni inhibované oba typy pohybu, ale v 6. d je zaznamenané
ich obnovenie.

U vzoriek inkubovanych v mT (S - mT) boli, podobne ako u vzoriek varianty T -

mT v 4.dav 6. d po oddeleni inhibované oba typy pohybu.
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Obr. 31: Zmeny hodnét SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla u listovych
segmentov  Arabidopsis thaliana genotypu ahk2,3. Segmenty boli prvych 40 min
osvetlované modrym svetlom 0 intenzite 190 - 200 ,umol-m'z-s'1 a ndsledne po dobu
dalsich 40 min modrym svetlom 0 intenzite 8 - 12 umol-m™?-s™. Segmenty boli po
oddeleni inkubované v 0,5 % roztoku DMSO a v roztoku mT o koncentracii 1 0* M a
ponechané na dvoch svetelnych rezimoch: T —tma, S — PAR 0 intenzite 100 umol m2sh,
Segmenty boli premeriavané v den oddelenia (0. d), Stvrty (4. d) a Siesty den po
oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné kvartily, n=5 - 6.

80

SPAD hodnoty (r. .)

SPAD hodnoty (r. j.)



5.2 Experiment |1

V druhom experimente boli sledované ucinky mT na pohyb CP u dvoch
rastlinnych druhov - ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.) a tabaku virginskeho
(Nicotiana tabacum L.) linie 303, prostrednictvom sledovania zmien hodnét SPAD.

Pre stadium G¢inkov mT boli u jaémena pouzité¢ dva svetelné rezimy (TMA a
SV - periodické PAR o intenzite 100 umol-m?-s™ 16h svetlo/8 h tma) a dva roztoky
(DMSO a roztok mT v koncentracii 10 M). Segmenty boli premeriavané v den
oddelenia (0. d) a v 3. (3. d) a v 6. den (6. d) po oddeleni. U tabaku boli pouzité dva
rovnaké svetelné rezimy ako u ja¢mena, ale s inou fotoperiédou (12 h PAR/12 h tma).
Listy boli premeriavané den pred aplikaciou roztokov (0. d), v 1. deni (1. d), v 2. den (2.
d) a v 3. den (3. d) po aplikacii.

5.2.1 Ja¢mer siaty

Pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku (DMSO) v svetelnom reZime
TMA neboli v ziadnom termine merania evidované vyraznejSie zmeny hodnot SPAD v
priebehu 40 min aplikacie svetla o vy$sej a nizsej intenzite (Obr. 32). Bolo vidite'né iba
znizovanie vychodzej hodnoty SPAD s dobou po oddeleni sposobené poklesom obsahu
Chl v dosledku senescencie.

U vzoriek inkubovanych v mT na svetelnom rezime TMA v 0. d po aplikécii
svetla o vyssej intenzite dochadzalo k postupnému miernemu poklesu hodnoty SPAD (z
33 v ¢ase 0 min na hodnotu 27 v ¢ase 40 min). Nasledne po aplikacii svetla o nizsej
intenzite dochadzalo k postupnému narastu az na hodnotu 31 v 80 min. V 3. d po
oddeleni neboli zaznamenané pre tito variantu Ziadne vyrazné zmeny v hodnotach
SPAD vyvolané aplikdciou modrého svetla okrem mierneho narastu v 5 min aplikécie
svetla o vySSej intenzite. V 6. d po oddeleni bol po pocas aplikacie svetla o vySsej
intenzite evidovany mierny narast hodnoty SPAD z 10 na 15 v ¢ase 20 min.

U varianty SV pre vzorky inkubované v kontrolnom roztoku DMSO v 0. d
dochadzalo po aplikacii svetla o vySSej intenzity k vel'mi miernemu poklesu hodnoty
SPAD z hodnoty 33 v ¢ase 0 min na hodnotu 30 v case 40 min. Po aplikicii svetla o
nizsej intenzite dochadzalo k postupnému narastu az na hodnotu 34 v ¢ase 80 min. V 3.
d po oddeleni bol zaznamenany len mierny pokles z hodnoty 39,5 v ¢ase 0. min na
hodnotu 32 v ¢ase 80 min. U varianty SV pre vzorky inkubované v roztoku mT boli v 0.

d zaznamenané len mierne zmeny v hodnotach SPAD. V 3. d po oddeleni dochadzalo
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len k oscilacii hodnét. V 6. d po oddeleni neboli hodnoty SPAD pre variantu SV

meratel'né.
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Obr. 32: Zmeny hodnot SPAD vyvolané pésobenim modrého svetla u listovych
segmentov  jacmerna siateho (Hordeum vulgare L.). Segmenty boli prvych 40 min
osvetlované modrym svetlom 0 intenzite 190 - 200 umol'm™®s™ a ndsledne po dobu
dalsich 40 min modrym svetlom 0 intenzite 8 - 12 umol'm™-s™. Segmenty boli po
oddeleni inkubované v 0,5 % roztoku DMSO a v roztoku mT 0 koncentrdcii 10* M a
ponechané na dvoch svetelnych rezZimoch: T —tma, SV — PAR 0 intenzite 100 umol ms
L Segmenty boli premeriavané v den oddelenia (0. d), treti (3. d) av siesty den po
oddeleni (6. d). Uvedené su mediany a horné a dolné kvartily, n=6.

5.2.2 Tabak virginsky

Hodnota SPAD v 0. deni u listov varianty WT inkubovanych v tme (WT - T)
pocas aplikacie modrého svetla o vysSej intenzite postupne mierne klesala z poCiatocnej
hodnoty 22 az na hodnotu 18 v ¢ase 40 min (Obr. 33). Nasledne pri aplikacii svetla o
niZSej intenzite dochddzalo k postupnému nérastu tejto hodnoty az na hodnotu 20 v ¢ase
80 min. Podobny priebeh bol evidovany i v 1. d, kde doSlo k poklesu z pociatocnej
hodnoty 18 na hodnotu 15 v ¢ase 40 min a nasledne k narastu az na kone¢na hodnotu 17
v Case 80 min. V 2. d bol zaznamenany podobny priebeh zmien akov 0. dav 1. d, i ked’
tieto zmeny boli vel'mi malé: doslo k poklesu pociato¢nej hodnoty 15 na hodnotu 14 v
case 40 min a nasledne k narastu na hodnotu 15 v ¢ase 80 min.. V 3. d bol evidovany
len postupny narast hodnoty SPAD bez ohl'adu na aplikacie svetla prislusnej intenzity.
Hodnota stupla z 14 v ¢ase 0 min na hodnotu 16 v ¢ase 80 min.

U listov varianty DEX (rastlina tabaku linie 303 zaliata roztokom DEX o objeme
50 ml) inkubovanych v tme (DEX - T) doslo v 0. d k postupnému poklesu hodnoty
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SPAD z pociato¢nej hodnoty 24 na hodnotu 20 v case 40 min. Po aplikacii svetla o
nizSej intenzite doslo k postupnému narastu az na hodnotu 23 v ¢ase 80 min. V 1. d
doslo k vymiznutiu poklesu hodnoty SPAD na intenzivnom modrom svetle, doslo iba k
postupnému vel'mi miernemu narastu z pociatonej hodnoty 19,5 na hodnotu 22 v Case

80 min. V 2. a v 3. d neboli zaznamenané vyrazné¢ zmeny hodnot SPAD.
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Obr. 33: Zmeny hodnét SPAD u listov tabaku virginskeho varianty T (pocas celého
experimentu v tme) typu WT a DEX - varianta rastliny tabaku linie 303 zaliata
roztokom DEX v objeme 50 ml. Listy boli prvych 40 min osvetlované modrym svetlom 0
intenzite 190 - 200 umol-m™®-s™* a nésledne po dobu dalsich 40 min modrym svetlom 0
intenzite 8 - 12 ,umol-m'z-s'l. Segmenty boli premeriavané v den oddelenia (0. d), v prvy
(1. d), vdruhy (2. d) aV treti den po oddeleni (3. d). Uvedené su priemery, n=2..

Na svetelnom rezime SV u varianty WT (WT - SV) bol evidovany ,klasicky*
priebeh hodnét SPAD odrazajuci v prvej faze reakciu ,,vyhnutie sa™ a v druhej faze
akumulaciu CP v dosledku posobenia modrého svetla vysokej a nizkej intenzity (Obr.
34). Hodnota SPAD najprv poklesla z pociato¢nej hodnoty 23 az na hodnotu 19 v Case
40 min a nasledne (pri aplikacii svetla o nizsej intenzite) doslo k postupnému narastu az
na hodnotu 20 v ¢ase 80 min. Priebeh podobného charakteru i rozsahu bol zaznamenany
pre vSetky dni, na rozdiel od listov varianty WT inkubované v tme, kde v 2. d
dochédzalo len k miernym zmenam a v 3. d bol evidovany len postupny narast hodnot
(Obr. 33).

U varianty DEX (varianta rastliny tabaku linie 303 zaliata roztokom DEX o
objeme 50 ml.) inkubovanej na svetle (DEX - SV) doslo v 0. d v priebehu prvych 40
min ku poklesu hodnoty SPAD (z pociato¢nej hodnoty 22 na hodnotu 18). Nasledne pri

aplikacii svetla o nizSej intenzite doSlo k narastu na hodnotu 22 v ¢ase 70 min, tato
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hodnota v priebehu desiatich minut mierne poklesla az na hodnotu 19 v ¢ase 80 min. V
1. d bol tento priebeh podobny - doslo k poklesu z pociato¢nej hodnoty 20 na hodnotu
18,5 v 40 min a nasledne k narastu az na hodnotu 22. Podobne v 2. d doslo k podobnym
zmenam, v podobnom rozsahu hodnét - hodnota SPAD tu poklesla z 20 na hodnotu 18
v ¢ase 40 min a nésledne stipla az na hodnotu 21. V 3. d neboli zaznamenané vyrazne
zmeny v hodnotach SPAD pocas posobenia modrého svetla, ¢o znaci inhibiciu oboch
typov pohybu CP.

Pre listy varianty 303 (varianta rastliny tabaku linie 303, na ktorti nebol
aplikovany Ziadny roztok) na svetle (303 - SV) bol v 0. d zaznamenany pokles hodnot
SPAD (z 23 nal9 v ¢ase 40 min) a nasledne po aplikacii svetla o nizsej intenzite doslo k
narastu az na 21 v ¢ase 80 min. Podobné zmeny v hodnotach SPAD boli zaznamenané i
pre ostatné dni (1. d, 2. di 3. d).

U varianty Mok (varianta rastliny tabaku linie 303 zaliata mokom v objeme 50
ml) inkubované na svetle (Mok - SV) doslo v 0. d po aplikacii modrého svetla o vyssej
intenzite k poklesu hodnoty SPAD z 25 na 20 v ¢ase 40 min. Nasledne pri aplikacii
svetla niz§ej intenzity doslo k narastu na hodnotu 23 v ¢ase 80 min. K vel'mi podobnym
zmendm dosSloiv 1.d, 2.da3.d.

Z uvedenych vysledkov je zrejme, ze aplikacia DEX na rastliny tabaku linie 303
spdsobujuca vyrazny narast obsahu CK a oxidativne poskodenie (Novék a kol., 2013)

sposobila inhibiciu oboch typov pohybu chloroplastov.
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Obr. 34: Zmeny hodnét SPAD u listov tabaku virginskeho varianty SV (umiestnené na
PAR o intenzite 100 umol-m™?s™) typu WT, DEX - varianta rastliny tabaku linie 303
zaliata roztokom DEX v objeme 50 ml; 303 - varianta rastliny tabaku linie 303, na
ktoru nebol aplikovany Ziadny roztok a Mok - varianta tabaku linie 303 zaliata mokom
(0,05 ml 96 % etanolu s 49,95 ml vody z kohutiku) o0 objeme 50 ml. Listy boli prvych 40
min osvetlované modrym svetlom o intenzite 190 - 200 umol-m™-s™ a nésledne po dobu
dalsich 40 min modrym svetlom o intenzite 8 - 12 umol-m™-s™. Listy boli premeriavané
Vden oddelenia (0. d), v prvy (1. d), v druhy (2. d) a\ treti dein po oddeleni (3. d).
Uvedené su priemery, n=2.
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6. DISKUSIA

Priebeh senescencie je spojeny s uréitymi charakteristickymi zmenami, akymi
su: pokles obsahu Chl, akumulacia ROS a tym zvySené oxidativne poskodenie (VIckova
a kol., 2006) alebo pokles urcitych fotosyntetickych parametrov, napr. maximalneho
kvantového vytazku fotochémie PSII vyjadreného pomerom Fv/Fp, resp. Fy/Fy alebo
koeficientu fotochemického zhaSania fluorescencie Chl (qp). Celkovo pri senescencii
dochadza k zhorSeniu funkcie FS aparatu a poklesu FS aktivity (napr. Zacharias a Reid,
1990; Gan a Amasino, 1995; V1tkova a kol., 2006; Spundova a kol., 2003). Senescenciu
je vsak mozné ovplyvnit’ radov faktorov. Jednym z takychto faktorov su i cytokininy
(CK). Tie dokazu na jednej strane spomalit’ jej priebeh, no na druhej i urychlit.
Vysledny charakter u¢inku CK na priebeh senescencie zavisi od roznych faktorov - od
pouzitej koncentrécie, svetelnych podmienok, od formy pouzitého CK, od rastlinného
druhu atd’.

V roku 2012 bol Husi¢kovou a kol. vytvoreny model popisujtici koncentra¢nt a
svetelnt zavislost’ t¢inku CK (Obr. 5). Autori predpokladaju, ze CK dokazu spomalit’
priebeh senescencie do urcitej ,,hrani¢nej™ hodnoty koncentracie, pricom po prekroceni
tejto koncentracie je priebeh senescencie naopak urychleny. Dochadza k urychleniu
zmien spojenych so senescenciou (urychl'uje sa pokles obsahu Chl i vysSie uvedenych
parametrov FS) a tym dochadza k akceleracii celého procesu. Tento model je mozné
eSte rozsirit’ o ucinky PAR. Pri aplikécii vysSej intenzity alebo obecne davky PAR
dochadza k posunu ,hranicnej” hodnoty smerom k niz§im koncentraciam CK v
dosledku s¢itania sa t€inkov prisluSnej koncentracie a aplikovanej davky svetla.

Diplomovéa praca nadvézuje a rozSiruje bakalarsku pracu Melkovicovej (2012),
kde bola sledovana koncentracna a svetelna zavislost uc¢inkov CK na priebeh
senescencie u rastlinného druhu ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.). Boli pouzité
BAP a mT, ktoré boli aplikované v koncentracii 10° M, 10* M a 3:10* M na oddelené
listové segmenty jacmena. Oba CK v tme spomalili pokles obsahu Chl i hodnoty F\/Fp
v jednotlivych pouzitych koncentraciach. No tento efekt spomalenia senescencie
cytokininami bol postupne menej badatelnej$i S narastom svetelnej davky a pri
aplikovani kontinualneho svetla (370 pmol'm?®s®) CK urychlili pokles oboch
spomenutych parametrov, pravdepodobne v désledku fotooxidativneho poskodenia. V
sulade s navrhnutym modelom (Husickova a kol., 2012) exogénna aplikacia CK teda

spomalila pokles obsahu Chl a Fy/Fp, aviak len do uréitej koncentracie (véc¢sinou 10
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M), po ktorej prekroceni naopak dochadzalo k urychleniu poklesu tychto parametrov.
Pri zvySovani davky svetla postupne dochadzalo k posunu ,,optimalnej* koncentracie
CK smerom Kk niz§im hodnotam.

Pre potvrdenie obecnej$ej platnosti navrhnutého modelu je nutné overit’, ¢i
funguje 1 v pripade inych druhov rastlin, pripadne u rastlin s pozmenenym obsahom
endogénnych CK alebo percepciou CK. Pre dalSie meranie bol vybraty druh
Arabidopsis thaliana, ktory sa v sucasnej dobe pouziva najcastejSie ako modelova
rastlina.

V diplomovej praci bolo teda sledované pdsobenie exogénnej aplikacie rozne
koncentrovaného cytokininu mT (10° M, 10* M a 3-10™* M) a roznych svetelnych
podmienok (tma T; PAR o intenzite 100 pmol'm?s™, NS; PAR o intenzite 300

1 VS) na priebeh senescencie u oddelenych listovych segmentov

],tmol-m'z-s
Arabidopsis thaliana. Pre podrobnejsie sledovanie zavislosti boli pouzité 4 rastlinné
genotypy - WT a tri rastlinné mutanty s ,,knock-outovanymi* receptormi CK (ahk2,4;
ahk3,4; ahk2,3). Miera senescencie bola stanovovana prostrednictvom obsahu Chl a
parametra Fv/Fp. Naviac oproti bakalarskej praci sme rozsirili experimenty o sledovanie
vplyvu mT na pohyb chloroplastov, ako dalSicho procesu, u ktorého sa ocakava
inhibicia pocCas senescencie. Tieto ucinky sme sledovali nielen u rastlinného druhu
Arabidopsis thaliana, ale i u ja¢mena siateho (Hordeum wvulgare L.) a tabaku
virginskeho (Nicotiana tabacum L.)

Prvy genotyp, u ktorého sme porovnavali u¢inok pouzitej koncentracie mT a
svetelnych podmienok, bol genotyp WT (Obr. 8, 9). U kontrolnych segmentov (v 0,5 %
roztoku DMSQO) tohto genotypu bol zaznamenany postupny pokles obsahu Chl i
parametra Fy/Fp s narastom poctu dni vo v§etkych svetelnych rezimoch. V pripade PAR
o niz8ej intenzite (NS) bol uvedeny pokles mierne spomaleny oproti vzorkdm v tme
alebo oproti vzorkdm na PAR o vyS$Sej intenzite (VS). Pri aplikdcii mT na segmenty
starnice v tme nebol pokles obsahu Chl ani parametra F\/Fp spomaleny ani v jednej z
pouzitych koncentracii. Bol pozorovany naopak pokles parametrov oproti kontrolnému
roztoku. To je v rozpore s vysledkami zistenymi v praci Melkovicovej (2012), kde bol
pokles tychto parametrov spomaleny pri aplikdcii mT na listové segmenty jaCmena
siateho, pricom najvyraznejSie spomalenie poklesu bolo pozorované pre koncentraciu
10" M a 3-10* M. U vzoriek na PAR varianty NS bolo zaznamenané mierne
spomalenie priebehu senescencie pod vplyvom mT, v pripade koncentracie 10°M a 10°

* M (Obr. 8, 9). Avsak tento pozitivny tento ucinok nebol Statisticky vyznamny. Toto
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zistenie je v stilade s vysledkami zistenymi v praci Melkovicovej (2012), kde bol obsah
Chl i hodnota parametra Fy/Fp najviac spomalend koncentraciou 10° M a 10 M.
Podobné vysledky zistili i VI¢kova a kol. (2006) u oddelenych listov pSenice, kde
roztok mT spomalil pokles obsahu Chl i parametra F\/Fp na svetle i v 6. deni po
oddeleni. U segmentov inkubovanych na PAR o vysokej intenzite (VS) doslo k
vyraznejSiemu poklesu obsahu Chl i Fy/Fp nez u varianty NS, priCom najvyraznejsi
pokles bol pozorovany pre koncentracie 3-10* M. Celkovo u genotypu WT bol
najrychlejsi pokles parametrov zaznamenany pre svetelny rezim T a VS a pri inkubacii
v roztoku mT o koncentracii 3-10” M. V kombinécii tejto koncentrcie a svetelného
rezimu VS potom doslo Kk prejavu negativneho G¢inku na priebeh senescencie, tzn., Ze
dochadzalo k urychleniu poklesu oboch parametrov a teda i priebehu senescencie.

U kontrolnych segmentov genotypu ahk2,4 inkubovanych v tme (Obr. 14, 15)
doslo k miernej$iemu poklesu obsahu Chl i parametra F\/Fp oproti vzorkam WT (Obr.
8, 9). U vzoriek inkubovanych na NS resp. VS nebol zaznamenany vyraznejsi u¢inok
PAR na spomalenie parametrov oproti vzorkam v tme. Tento mutant ma ,,vypnuté*
receptory AHK2 a AHK4 a funkény je len receptor AHK3. Tento receptor je dolezity
pre sprostredkovanie G¢inkov CK spojenych so senescenciou (Kim a kol., 2006; Riefler
a kol., 2006). Predpoklada sa, ze AHK2 a AHK4 hraju pri sprostredkovani tohto t¢inku
minoritna ulohu (Kim a kol., 2006). U vzoriek inkubovanych v tme (T), na ktoré bol
aplikovany roztok mT, bolo zaznamenané mierne spomalenie poklesu Chl v 2. a v 4.
defi po oddeleni pre koncentraciu 10 M a mierne spomalenie poklesu Fy/Fp v 2. d po
oddeleni pre koncentraciu 3-10 M. Toto pozorovanie koreluje s poznatkom, 7e vd’aka
pritomnosti funkéného receptoru AHK3 sa dé u listovych segmentov inkubovanych v
tme ocakavat’ spomalenie priebehu senescencie. AvSak toto pozorovanie nebolo
Statisticky preukazné a navySe v neskorSich diioch po oddeleni (4. a 6.) sa ucinok
koncentracie 3-10* M zmenil na negativny a doSlo tu k rychlejSiemu poklesu obsahu
Chl i pomeru F\/Fp oproti kontrole. Najvyraznejsi pokles parametrov bol zaznamenany
na svetelnom rezime T a VS v porovnani s kontrolnymi vzorkami inkubovanymi v NS a
v kombinacii tychto svetelnych rezimov a najvyssej koncentracie 3-10™ M podobne ako
u varianty WT.

U genotypu ahk3,4 pre kontrolné vzorky (Obr. 20, 21) dochadzalo k
najvacsiemu poklesu obsahu Chl v tme i na PAR o vyssej intenzite (VS) v porovnani s
ostatnymi genotypmi. Hodnota obsahu Chl u vzoriek v tme poklesla do 6. dita o 86 % a

u vzoriek na VS o 63 %. Avsak oproti tomu hodnota parametra Fy/Fp u vzoriek v tme
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neklesla vyrazne (len o 20 %) a dokonca u vzoriek na VS tato hodnota do 6. dna po
oddeleni stupla o 16 %. Celkovo su hodnoty F\/Fp v 4. a v 6. denh pre vzorky mutanta
ahk3,4 inkubované na rezime VS vysSie ako hodnoty u vzoriek typu ahk2,3 (Obr. 9)
alebo mutanta ahk2,4 (Obr. 15). Toto pozorovanie je v sulade s tvrdenim, Ze pri
inkubadcii listov tohto mutanta na PAR o vys$ej intenzite dochadza v porovnani napr. s
mutantom ahk2,3 alebo ahk2,4 k najmensiemu poklesu hodnoty Fv/Fy (Cortleven a
kol., 2014). Tento genotyp nema funkéné receptory AHK3 a AHK4 a funkénym
receptorom ostdva AHK2. Ako bolo spomenuté vysSie, AHK3 je hlavny receptor
sprostredkivajuci ucinky CK spojené so senescenciou. U tohto mutanta sa tak
predpokladd, ze bude dochadzat’ k urychleniu senescencie u segmentov inkubovanych v
tme. Toto tvrdenie je v sulade s pozorovanim, ze U vzoriek inkubovanych v tme (T) v
DMSO dochadzalo k ovela vyraznejSiemu poklesu obsahu Chl i pomeru Fy/Fp oproti
segmentom varianty WT.

U genotypu ahk3,4 podobne ako u WT (Obr. 8, 9) a ahk2,4 (Obr. 14, 15) bol
celkovo zaznamenany negativny u¢inok vyssej koncentracie mT, tj. urychlenie poklesu
oboch parametrov.

U kontrolnych segmentov genotypu ahk2,3podobne ako u ahk3,4 doslo v tme k
rychlejSiemu poklesu hodndt obsahu Chl i parametra Fy/Fp v dosledku nefunkénosti
receptoru AHK3 (Obr. 26, 27). U vzoriek na PAR vSak doslo k vyraznému spomaleniu
tohto poklesu. Podl'a Cortleven a kol. (2014) dochédza u tohto mutanta k vyraznému
poklesu parametra F\/Fy pri posobeni PAR o vysokej intenzite. V nasom pripade je teda
vidiet, ze nami pouzita intenzita 300 umol-m'z-s'1 nemala eSte Skodlivy ucinok na
fotosystém II. V pripade segmentov ahk2,3 inkubovanych v mT bol Statisticky
preukazny opét’ len negativny u¢inok tohto CK.

Celkovo bol u vzoriek Arabidopsis thaliana pozorovany v jednotlivych
vysledkoch skor negativny ucinok ako pozitivny na pokles obsahu Chl i pomeru F\/Fp,
tzn., Ze dochadzalo vo vicsine pripadov k urychleniu poklesu tychto parametrov a tym k
urychleniu senescencie. Tento Uc¢inok je hlavne vyrazny a najviac preukazny pre
koncentraciu 3-10* M. Toto nepodchytenie pozitivneho uginku CK sa da odévodnit
tym, Ze U¢inok CK zavisi nielen od pouzitej koncentracie a od pouzitych svetelnych
podmienok, ale 1 od pouzitého rastlinného druhu. Tento fakt sa mohol prejavit 1 v
naSom experimente a z tohto dévodu sme nemuseli podchytit’ pozitivny G¢inok CK tak

ako tomu bolo napr. v praci Melkovi¢ova (2012). V naSom pripade sa mohlo stat, ze
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sme sa pohybovali v oblasti koncentracii, ktoré st pre dany rastlinny druh vysoké a vo

vacsine pripadov sposobuju nie spomalenie senescencie, ale naopak jej urychlenie.

Pohyb CP sme pozorovali prostrednictvom zmien hodndét SPAD pocas
posobenia modrého svetla. Vdaka zmenam v hodnotéach sa daji odhadnut’ typy pohybu
CP. Pri aplikovani vyssich svetelnych intenzit dochadza u CP k reakcii ,,vyhnutie sa®,
chloroplasty sa ukladaju po stranach palisidovych buniek, aby sa minimalizovala
absorpcia svetla o vySSej intenzite. Vdaka tomu dochadza k zvySeniu hodnot
transmitancie cez list a na pristroji tak nameriame niz$ie hodnoty SPAD. Naopak u
vzoriek vystavenych svetlu nizSej intenzity dochddza k reakcii ,,akumulécia®,
chloroplasty sa ukladajii do vrchnej a spodnej strany buniek tak, aby bolo dosiahnuté
maximalnej absorpcie. Dochadza tak K znizeniu hodnét transmitancie a na pristroji
nameriame vysSie hodnoty SPAD.

Pre prestudovanie vplyvu mT na zmeny pohybu CP stvisiace so senescenciou
boli pouzité tri rastlinné druhy - Arabidopsis thaliana (v 4 r6znych genotypoch), jaémen
siaty (Hordeum vulgare L.) a tabak virginsky (Nicotiana tabacum L.).

V dent oddelenia pohyb CP obecne fungoval dobre u vsetkych pouzitych
genotypov Arabidopsis thaliana. V priebehu pociato¢nych 40 min aplikacie svetla o
vyssej intenzite dochadzalo k poklesu hodnét SPAD odrazajuc reakciu ,,vyhnutie sa“.
Tento pokles sa pohyboval priblizne okolo 20 az 30 %. Pri aplikacii svetla o nizsej
intenzite nasledne dochadzalo k narastu SPAD (odrazajuceho akumulaény pohyb CP)
az na hodnotu spravidla o 5 az 9 % nizsiu akou bola hodnota pociatocna (v ¢ase 0 min).

U genotypu WT vzoriek inkubovanych v tme (T) dochadzalo k inhibicii pohybu
s narastom poctu dni po oddeleni (Obr. 13). U vzoriek inkubovanych v DMSO sa vSak
na 6. den obnovili zmeny v hodnotach SPAD na rozdiel od vzoriek v mT. U vzoriek na
svetle (S) doslo k vymiznutiu ,,klasického™ priebehu v $tvrty deni podobne ako u vzoriek
v T, ale zmeny hodnot SPAD tu boli eSte vyrazné. Dochadzalo k ich postupnému
zvySovaniu bez ohl'adu na ziarenie, ktorému boli vzorky vystavené.

U genotypu ahk2,4 bol u vzoriek inkubovanych v tme v DMSO (Obr. 19)
podobne ako u typu WT (Obr. 13) inhibovany pohyb CP na $tvrty den po oddeleni.
Naproti tomu u vzoriek inkubovanych na PAR bol u oboch variant zaznamenany
»Klasicky* priebeh krivky i v 4. defi po oddeleni. VyraznejSie rozdiely v pdsobeni mT

na zmeny hodn6t SPAD vsak neboli pozorované.
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U genotypu ahk3,4 bol pohyb inhibovany uz na Stvrty dein po oddeleni vo
vSetkych pouzitych variantach (Obr. 25), okrem varianty vzoriek inkubovanych v mT v
tme (T - mT), kde eSte vyrazne dochadzalo k pohybu ,,vyhnutie sa* po aplikacii PAR o
nizsej intenzite a nasledne k akumulacnému pohybu po aplikacii PAR o vysSej intenzite.

U genotypu ahk2,3 doslo k vymiznutiu ,klasického™ priebehu uz v 4. den po
oddeleni pre takmer vSetky varianty (Obr. 31), okrem varianty kontrolnych vzoriek
inkubovanych na svetle (S - DMSO). Tu bol v 6. defi po oddeleni evidovany ,,klasicky*
priebeh hodnét SPAD a fungovali oba typy pohybu v zavislosti na aplikacii prislusného
PAR.

Ako je vidiet, v niektorych pripadoch dochadzalo ku inhibicii pohybu CP v 4.
dent po oddeleni, no na 6. defh k jeho obnoveniu. Tento jav by mohol byt spdsobeny
opakovanou manipuldciou so vzorkami, na ktoré je pohyb CP pravdepodobne citlivy.
Celkovo je u Arabidopsis vidiet, ze s dobou po oddeleni dochadza k postupnej inhibicii
pohybu chloroplastov. Inhibicia je vo vidcSine pripadov vyraznejSia u vzoriek
inkubovanych v tme oproti vzorkam inkubovanych na PAR (vid’ napr. Obr. 19). Pre
exogénnu aplikdciu mT nebol vSak zaznamenany vyraznejS$i ucinok na zmeny resp.
inhibiciu pohybu.

U ja¢mena siateho boli celkovo zmeny hodnot SPAD vyvolané pohybom CP
vel'mi malé, Co by mohlo suvisiet so spésobom postavenia listov voci dopadajuicemu
PAR - u ja¢mena (obilnin, trdv) je postavenie listov viac rovnobeZné so smerom
dopadajticeho svetla v porovnani napr. s tabakom. Takze by sa dalo predpokladat, ze
rozsah pohybu CP vyvolaného modrym PAR bude u ja¢mefia mensi. V tomto pripade
vSak modZe nastat’ problém s meranim pohybu CP chlorofylmetrom, ktory je necitlivy na
relativne malé zmeny transmitancie sposobené pohybom CP. S narastom poctu dni po
oddeleni doslo v tme k inhibicii pohybu CP - najviac u varianty vzoriek inkubovanych v
DMSO (Obr. 32). Oproti tomu u vzoriek inkubovanych na PAR dochadzalo k obom
typom pohybu i na 3. den, 1 ked’ vo ve'mi malom rozsahu hodn6t SPAD. Pre exogénnu
aplikaciu mT nebol, podobne ako u Arabidopsis, zaznamenany vyraznejsi i¢inok mT na
zmeny resp. inhibiciu pohybu.

U tabaku virginskeho bol pozorovany vyraznej$i uc¢inok CK, presnejSie ich
vyrazne zvysenej endogénnej koncentracie, na pohyb CP, ako vyplynulo zo zrovnania
medzi variantou DEX a ostatnymi variantami. U tabaku varianty WT, Mok a 303
dochéddzalo k priblizne rovnakym zmendm hodnét SPAD takmer po vSetky dni
experimentu (Obr. 33, 34). Na druhej strane u vzoriek varianty DEX doslo k inhibicii
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pohybu a tym k vymiznutiu ,klasického* priebehu uz v prvy den po aplikacii roztoku
dexametazonu, ktora indukovala zvySenie endogénnej koncentracie CK, a dochadzalo tu
len k postupnému narastu hodnoty SPAD. Tato rychla inhibicia oboch typov pohybu v
dosledku nadmerne zvySenej endogénnej koncentracie CK zrejme suvisi s oxidativnym
poskodenim (Novék a kol., 2013).

Ako je vidiet z vysSie uvedenych pozorovani, pohyb chloroplastov je
pravdepodobne inhibovany s procesom senescencie - u segmentov Arabidopsis a
jatmena to bola senescencia vyvolana oddelenim listovych segmentov a u tabaku
nadmernou koncentraciou endogénnych CK. U vzoriek inkubovanych v tme
nastupovala inhibicia pohybu CP pravdepodobne skor ako u vzoriek na svetle (vid’ napr.

jacmen siaty Obr. 32). AvSak tieto zavery by bolo potrebné overit’ d’alSim Stidiom.
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7. ZAVER

Je zname, Ze cytokininy (CK) vplyvaji na priebeh senescencie. Pri nizSich
koncentraciach horménu obvykle dochadza k spomaleniu senescencie a procesov s nou
spojenych, pri vysSich koncentrdcidch naopak k urychleniu senscencencie (napr.
Zacharias a Reid, 1990; Vi¢kova a kol., 2006). Vplyv CK na priebeh senescencie sa tak
1i3i v zavislosti od pouZitej koncentracie. U¢inok CK na priebeh senescencie viak moze
byt ovplyvneny i svetlom. Obvykle, majia CK a svetlo do ur€itej miery pozitivny vplyv
na senescneciu, avSak, ak dojde ku aplikdcii zvySenej davky svetla resp. intenzity v
pritomnosti CK a/alebo ku zvySeniu koncentracie CK, dojde k urychleniu senescencie v
dosledku s¢itania ucinkov tychto dvoch ¢initel'ov. V roku 2012 bol Husi¢kovou a kol.
(2012) vytvoreny model popisujtci tato koncentraéni a svetelni zdvislost’ ucinku CK
Obr. 5), ktorého platnost’ bola overena pre oddelené listy jaémena a cytokininy mT a
BAP v praci Melkovicovej (2012).

V predkladanej praci sme sa zamerali na §tadium tychto zavislosti u rastlinného
druhu Arabidopsis thaliana za pouzitia Styroch ré6znych genotypov - wild-type (WT) a
troch mutantov s ovplyvnenou percepciou CK receptorov (ahk2,4; ahk3,4; ahk2,3) a
tym 1 na overovanie obecnejSej platnosti vyssie spomenutého modelu. Oddelené listové
segmenty jednotlivych genotypov boli inkubované v rézne koncentrovanom roztoku
meta-topolinu (mT) a v réznych svetelnych podmienkach. Miera senescencie bola
hodnotena podl'a poklesu obsahu chlorofylu (Chl) a parametra F\/Fp vyjadrujaceho
funkciu PSII.

V experimente sme zaznamenali u oddelenych listovych segmentov
receptorovych mutantov ahk2,3 a ahk3,4, v dosledku nepritomnosti receptoru AHK3,
oCakavany vyraznej$i pokles obsahu Chl v tme v porovnani s WT. Zatial' ¢o u
genotypov WT a ahk2,4 nebol pozorovany vyraznej$i spomalujuci G¢inok PAR na
priebeh senescencie (na pokles obsahu Chl a parametra F\/Fp), u ahk2,3 a ahk3,4 bol
tento ucinok zretelny (hlavne v 4. a v 6. denl po oddeleni), zrejme z dovodu
vyraznejSieho urychlenia senescencie vV tme.

Exogénnou aplikdciou fytohorménu mT na oddelené listové segmenty
Arabidopsis thaliana nedoslo k spomaleniu senescencie ani v jednej z pouzitych
koncentracii. Vo vicsine pripadov bol pozorovany len negativny Gc¢inok tj. urychlenie
poklesu meranych parametrov a tym i priebehu senescencie. Tento u¢inok bol

vyraznej$i u svetelného rezimu T a VS a pri pouziti najvyssej koncentracie mT (3-10'4
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M). Toto pozorovanie je moznym ddsledkom faktu, ze celkovy charakter u¢inku CK
nezavisi len od pouzitej koncentracie a svetelnych podmienok, ale i od pouzitého
rastlinného druhu. Je mozné, Ze nami zvolené koncentracie mT neboli ,,optimalne* pre
spomalenie senescencie u tohto rastlinného druhu.

U experimentov testujucich zmeny pohybu CP sme vo vic¢Sine pripadov
nezaznamenali vyraznej$i uCinok mT na tento proces. Obecne doslo u pouzitych
rastlinnych vzoriek k inhibicii pohybu CP s narastom doby po oddeleni, pricom
inhibicia bola vyraznej$ia v tme ako na PAR. U tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum
L.) sme zistili, Zze k inhibicii oboch typov pohybu CP dochéddza po aplikacii roztoku
DEX na rastliny, ktory sposobuje vyrazny néarast v koncentracii endogénnych CK a
nasledne oxidativne poskodenie (Novak a kol., 2013). Najmensi rozsah pohybu CP
vyvolaného modrym svetlom bol zaznamenany pre rastlinny druh jaémen siaty. Toto
pozorovanie moze byt spojené so spdsobom postavenia listov tohto rastlinného druhu
(takmer paralelne s dopadajucim svetlom oproti napr. tabaku), ktorého dosledkom
chloroplasty jacmena pravdepodobne nepotrebuju vacsiu reguléciu tohto pohybu.

Na zaklade ziskanych vysledkov a pozorovani pldnujeme v budicnosti
znovuoverenie koncentraénej a svetelnej zavislosti pre rastlinny druh Arabidopsis

thaliana v ucinku inych cytokininovych derivatov a inych koncentracii fytohormonov.
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PRILOHA 1

Kalibra¢na krivka pre Chlorofylmeter SPAD-502 pre rastlinny druh Arabidopsis
thaliana
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Obr. 35: Kalibracna krivka pre Chlorofylmeter SPAD-502 vyjadrujuca zavislost' medzi
hodnotami Chl v relativnych jednotkach zmeranymi pomocou chlorofylmetra SPAD-502
a hodnotami koncentracie Chl (a+b) vztiahnutych na jednotku plochy P listov
Arabidopsis thaliana.
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