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Abstrakt

Senescence je pfirozenym a vysoce organizovanym procesem probihajicim v rostlinném
organismu, ktery Ize oddalit exogenni aplikaci cytokinini a jejich derivati. Cytokininy
jsou negativnimi regulatory senescence, ale jejich vysoké koncentrace v kombinaci
s vysokou ozafenosti mohou proces senescence urychlit. V této praci byl studovan vliv
trans-zeatinu, N°-benzylaminopurinu a thidiazuronu a dvou novych fenylmocovinovych
derivati s oznaCenim UR21 a TDZ-CZ-OMe na priubéh indukované senescence
u oddélenych listovych segmentti pSenice. Cytokininy a cytokininové derivaty byly pouzity
v koncentracich 10, 10° a 10® mol.I™* a jejich vliv byl posuzovan pii riznych svételnych
podminkéach — ve tmé& a pfi PAR 0 intenzité 100 a 300 pmol.m™2.s™. Priib&h senescence byl
sledovan na zakladé obsahu chlorofylu, fotochemického reflektanéniho indexu (PRI)
a parametri chlorofylové fluorescence méfenych Sesty a devaty den po oddéleni listd.
S vyjimkou trans-zeatinu vSechny pouzité latky zpomalily zmény méfenych parametri
odrazejici postupnou inhibici fotosyntetického aparatu, a to zejména ve tmé. Ve vétSing
ptipadli nebyla pozorovana koncentracni zavislost ucinku latek. Vyjimkou bylo piisobeni
ucinnost ve tmé& u vSech sledovanych parametri a pii pouziti nejvyssi koncentrace
(10* mol.I™) na PAR byl pozorovan negativni efekt na parametry chlorofylové
fluorescencni indukce. U jinych latek tento negativni efekt pozorovan nebyl. Pii
vzajemném srovnani obou derivatl plsobil ve tm¢ TDZ-CZ-OMe G¢innéji na zpomaleni
poklesu obsahu chlorofylu, PRI a F,/Fp, Vv pfipad¢ ostatnich parametri a variant bylo
pusobeni obou derivatii srovnatelné (kromé negativniho efektu UR21 na PAR). Plsobeni

TDZ-CZ-OMe bylo kvalitativné i kvantitativné podobné ptisobeni thidiazuronu.



Summary

Senescence is naturally occuring and highly organised ongoing process in plant organism
which can be delayed by exogenous application of cytokinins and its derivatives.
Cytokinins are negative regulators of senescence but their high concentrations combined
with high irradiation can accelerate senescence. In this work effect of trans-zeatin,
thidiazuron and N°-benzylaminopurine and two novel phenylurea derivatives UR21 and
TDZ-CZ-OMe on induced senescence was investigated in detached wheat leaves.
Cytokinins and its derivatives were applied on the leaves at concentrations 10, 10™ and
10 mol.I* and the leaves were incubated in dark or under photosynthetically active
radiation of two intensities (100 and 300 umol.m?s™). The extent of senescence was
quantified by chlorophyll content, photochemical reflectance index and chlorophyll
fluorescence parameters measured on 6™ and 9™ day after detachment. Except of trans-
zeatin all used cytokinins and its derivatives slowed changes of measured parameters
reflecting the gradual inhibition of photosynthetic apparatus, especially in the dark. In most
cases concentration-dependence of the effect of substances was not observed. The
exception was the effect of UR21 derivative, the lowest concentration (10° mol.I"™) showed
low efficacy in all measured parameters in the dark and the highest concentration
(10 mol.I"Y) under PAR showed negative effect on the parameters of the chlorophyll
fluorescence induction. For other substances the negative effect was not observed. When
comparing the two novel cytokinin derivatives, TDZ-CZ-OMe was more effective in
deceleration of the decrease in chlorophyll content, PRI and F.,/F, in the dark. In the case
of other parameters and light regimes effects of both derivatives were comparable (except
of the negative effect of UR21). Action of TDZ-CZ-OMe was similar to thidiazuron.
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1 Uvod

Senescence je pfirozenym a vysoce organizovanym procesem probihajicim v rostlinném
organismu. Jedna se o kone¢nou fazi vyvoje rostlin, ktera je fizena genetickym programem
rostliny a soucasn¢ regulovana vn¢jsimi podminkami. Pravé zménou vnéjsich faktort je
mimo jiné mozné tento proces indukovat. V pribéhu senescence V rostlinné buiice dochazi
k celé tadé strukturnich a metabolickych zmén, napt. K aktivaci ¢i inaktivaci ptislusnych
genli, zméndm v bunéné¢ kompartmentaci, degradaci membranovych lipidd, proteint
a nukleovych kyselin, zménam tvaru a rozpadu chloroplastt a s tim souvisejicimu poklesu
rychlosti fotosyntézy. Viditelnym projevem senescence je zména zbarveni listl, zejména

jejich Zloutnuti.

Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormond, které hraji dtlezitou roli ve vyvoji a ristu
rostlin. Jsou nezbytné pro bunécné déleni, ovliviwji habitus rostliny - snizuji apikalni
dominanci, inhibuji prodluzovani bun¢k kofene ¢i stimuluji tvorbu karotenoid. Téchto
jejich vlastnosti je vyuzivano napt. pii vyvoji ekologickych hnojiv, jejichz aplikace
umoziuje zvySeni vynosu zemédélskych plodin pii minimalnim zatizeni zivotniho
prostiedi. Velice podstatnou vlastnosti cytokininti je jejich schopnost oddalovat senescenci.
Zatimco jiné fytohormony jako ethylen nebo kyselina abscisovd jsou povazovany za
promotory senescence, cytokininy jsou jejimi negativnimi regulatory. Piisobeni cytokininti
ma V rdmci senescence za nasledek napt. potlaceni strukturnich zmén chloroplasti a s tim
souvisejici zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu. Pfi plisobeni v kombinaci s vysokou

ozafenosti ¢i ve vysokych koncentracich mohou ale naopak senescenci urychlit.

V ramei této prace byl srovnavan vliv cytokinind trans-zeatinu, thidiazuronu a N°-
benzylaminopurinu a cytokininovych derivati UR21 a TDZ-CZ-OMe odvozenych od
fenylmocoviny na pribéh senescence u listovych segmentli pSenice seté (Triticum
aestivum L.) béhem indukované senescence. Priibéh senescence byl sledovan na zakladé
obsahu chlorofylu, fotochemického reflektanéniho indexu a parametri chlorofylové

fluorescence.
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2 Cile prace

1. Vypracovat ptehled problematiky vlivu cytokininii na senescenci zaméfeny na srovnani

vlivu riznych typt cytokinind a jejich derivati.

2. Zvladnout metodiky péstovani a navozeni indukované senescence listi modelovych
rostlin, stanoveni obsahu chlorofylit pomoci chlorofylmetru SPAD a chlorofylové
fluorescen¢ni indukce pomoci pfistroje FluorCam vcetné analyzy dat, vyhodnocovani

parametrii a zpracovani obrazki.
3. Provést méteni obsahu chlorofylu a chlorofylové fluorescencni indukce u oddélenych
listh modelovych rostlin béhem indukované senescence pod vlivem rtiznych derivati

cytokinint.

4. Na zaklad¢ ziskanych vysledkii zhodnotit vliv riiznych derivati cytokinind na zmény

fotosyntetickych parametrti béhem indukované senescence.
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3 Soucasny stav ieSené problematiky

3.1 Senescence

Senescence je vysoce fizenym vyvojovym procesem programované degradace vedouci ke
smrti, ktery je iniciovan riznymi vnitinimi a vn&jSimi faktory. Béhem tohoto procesu
zustavaji bunky zivotaschopné a dochazi k expresi specifickych gend. (Smart 1994).
Senescence vSak rovnéz zahrnuje nékteré déje typické pro programovanou bunéénou smrt
jako je napiiklad kondenzace jaderného chromatinu (Simeonova a kol. 2000) nebo
fragmentace DNA (Coupe a kol. 2004). Listova senescence je finalni fazi vyvoje listu (Gan
a Amasino 1997), ktera je provazena transportem dusiku, uhliku a minerdlt
ze senescentniho listu do jinych ¢asti rostliny a pii niz dochazi k zastaveni fotosyntézy,
rozpadu chloroplasti a proteini spolecné s poklesem obsahu chlorofylu a aminokyselin
(napt. Buchanan-Wollaston 1997, Hortensteiner a Feller 2001). Fotosyntéza je tedy
nahrazena procesy katabolickymi, degradaci chlorofylu a proteind, membranovych lipidi
a RNA, ¢imz je umoznéna recyklace Zivin a stavebnich latek z téchto struktur a jejich
vyuZiti v jinych ¢astech rostliny (Gan a Amasino 1997). Viditelnym projevem senescence
ajednim zjejich indikatori je pak zména barvy listu, zpravidla zloutnuti, vyvolana
degradaci chlorofylu (Noodén a kol. 1997). Chlorofyl vSak neni jedinym rostlinnym
pigmentem, K jehoz degradaci v prub&hu piirozené i indukované senescence dochazi.
Degradovany jsou rovnéz karotenoidy — karoteny a xantofyly, ale v ptipadé chlorofylu
probiha rozklad zpravidla ve vétSi mife, coz ma za nasledek zluté zbarveni senescentnich
listd (Biswal 1995). V pribéhu senescence dochdzi také ke zméné tvaru chloroplastt
z elipsoidniho na sféricky, zmén€ v organizaci thylakoidnich membrin a akumulaci

plastoglobuli (napt. Vickova a kol. 2006).

Jednim z prvnich projevli senescence je akumulace reaktivnich forem kysliku, které
spolecné s proteolytickymi enzymy zpusobuji degradaci proteinli, zejména velké
podjednotky ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasy/oxygenasy (Rubisco), ktera je b&éhem
senescence selektivné degradovana (Desimone a kol. 1996, Desimone a kol. 1998,
Khanna-Chopra 2012). Pfitomnost zvySeného mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS)
v senescentnich pletivech mize mit dvé pficiny, jejich zvySenou produkci ¢i pokles
efektivity nejriznéjsich obrannych mechanismiim, které normalné tvorbu a mnozstvi ROS

redukuji a poskytuji tak ochranu proti oxidativnimu poskozeni (Thompson a kol. 1987).
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V prib¢hu listové senescence dochazi ke kumulativni membranové degradaci zplisobené
zvysSenou lipidovou peroxidaci, ktera je fizena mimo jiné aktivitou superoxid dismutasy
a katalasy (Dhindsa a kol. 1981, Zimmermann a Zentgraf 2005). Membranova deteriorace
ma za nasledek zvySeni permeability membran a snizeni funk¢nosti membranovych
proteinti (Thompson a kol. 1998). Spojitosti mezi oxidativnim stresem a starnutim rostlin
se zabyvali Munné-Bosch a Allegre (2002). V prubéhu starnuti dochazi k progresivnimu
narustu oxidativniho poskozeni v chloroplastech a k inhibici fotosyntézy. Munné-Bosch
a Allegre (2002) dosli k nasledujicim poznatkim o oxidativnim poskozeni: je spojeno se
starnutim rostlin pfed néstupem senescence, k jeho akumulaci dochédzi postupné, ¢im je
rostlina star$i, tim vice je jeji starnuti oxidativnim stresem ovlivnéno a K jeho pisobeni
Vv ramci starnuti dochazi, mimo jiné, Vv chloroplastech (Munné-Bosch a Allegre 2002).
Souhrnné je tedy senescence charakteristickd zastavenim fotosyntézy, rozpadem organel,
degradaci chlorofylu a proteinti spole¢né se zvySenim lipidové peroxidace a propustnosti

membran (Buchanan-Wollaston 1997, Rio a kol. 1998).

Energie fotond absorbovana anténnim systémem fotosystému II (PSII) je dale
distribuovéna tfemi moznymi cestami: fotochemickou, fluorescencni a termalni disipaci.
Tyto procesy si vzajemné konkuruji, kdy pokles jednoho znamena vzrist zastoupeni jiného
(napt. Rohacéek a Bartak 1999, Lazar 2015). Zmény fotosyntézy indukované senescenci 1ze
stanovit na zédkladé zmén parametra chlorofylové fluorescence jako je maximalni kvantovy
vytézek fotochemie PSIlI oznacovany jako F,/Fy. Jedna se o nejCastéji pouzivany
fluorescen¢ni parametr, méti se u vzorkli adaptovanych na tmu, pficemz je vyuzivan jako
indikator fotoinhibice ¢i jiného poskozeni PSII. F\/Fn, je vyrazné redukovan u stresovanych
rostlin a s postupujici senescenci klesa. (Rohacek a Bartak 1999, Spundova a kol. 2003,
Vickova akol. 2006, Prokopova a kol. 2010). Dal§imi pouzivanymi parametry jsou
fotochemickeé (qP) a nefotochemické zhaSeni (NPQ) fluorescence chlorofylu, které se méti
pfi piechodu listll ze stavu adaptovaného na tmu do stavu adaptovaného na fotosynteticky
aktivni zatfeni (PAR). Parametr qP, ktery odrazi fungovani fotochemie, béhem senescence
postupné klesa. Parametr NPQ, ktery odrazi miru disipace absorbované energie na teplo,
Vv priibéhu senescence nejprve nartista a v posledni fazi zivota listi klesa (Rohacek a Bartak
1999, Rohacek 2002, Dai a kol. 2004, Hendrickson a kol. 2004). Tepelna disipace energie
je velmi efektivni proces ochrany fotosyntetického aparatu proti fotoposkozeni. Pokud
nemuze byt absorbovana energie vyuZzita pro syntézu, dochédzi k naristu acidifikace

lumenu, ktera aktivuje nefotochemické zhaseni. Na pocatku senescence zpravidla dochazi
15



k nardstu nefotochemického zhaseni souvisejiciho s xantofylovym cyklem, s postupujici
senescenci vSak G¢innost tohoto procesu klesa a tudiz klesa i ochrana pted fotoposkozenim
(Dai a kol. 2004). Mezi parametry chlorofylové fluorescence pouzivané pii studiu stresu se
fadi také aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII (®pg)), ktery ukazuje, jak velké
mnozstvi energie absorbované anténami PSII je pfeménéno na fotochemickou energii
(Kalaji a kol. 2014). Tento parametr v prub&hu senescence pomérné vyrazné klesa (Dal
akol. 2004) a mlze byt substituovan parametrem ®p, oznaCovanym jako aktudlni ¢i
efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII vzorka adaptovanych na svétlo (Hendrickson
a kol. 2004, Lazar 2015). Kvantovy vytézek konstitutivniho neregulacniho
nefotochemického zhaseni (®@fp) udéava, jak velka ¢ast absorbované energie je ztracena
konstitutivni tepelnou disipaci a fluorescenci, pii¢emz vetsi cast tvoii tepelnd disipace
(Hendrickson a kol. 2004). Bylo zjisténo, Zze parametr ®pgy pozitivné koreluje s tzv.
fotochemickym reflektanénim indexem (PRI), ktery zaroven odrdzi i aktivitu vyse
zminéného xantofylového cyklu (napf. Gamon a Bond 2013). Index PRI koreluje také
s poklesem obsahu chlorofylu (Gamon a Surfus 1999). Obecné Ize tedy fici, ze PRI pfi
senescenci klesd, 1 kdyZ pfi¢iny tohoto poklesu mohou byt rizné nebo se mohou vzijemné

razné kombinovat.

Nezastupitelnou ulohu v procesu senescence maji geny oznacované jako SAG (Senescence-
associated genes), které byly izolovany a identifikovany v celé fadé rostlinnych druht
ajejichz produkty ve vétsiné piipadi plni enzymatickou funkci (Gan a Amasino 1997).
SAG lze definovat jako geny, jejichz exprese se b&hem pftirozené listové senescence,
V porovnani s ostatnimi vyvojovymi fazemi listu, zvySuje (Nam 1997). Bylo prokazano, Ze
oxidativni stres je jednou z pfi¢in exprese SAG (Buchanan-Wollaston 1994, Navabpour
a kol. 2003). Nekteré ze SAG jsou z diivodu své vysoké specifity pro senescenci Vyuzivany
jako senescen¢ni markery, jedna se napt. 0 SAG12 z husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana L.) (Gan a Amasino 1995) nebo LS54 z brukve fepky olejky (Brassica napus L.),
ktery je mozné vyuzivat také pro detekci oxidativniho stresu u rostlin (Navabpour a kol.
2003).
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3.1.1 Faktory ovliviiujici senescenci

Listova senescence je ovlivnéna celou fadou faktord, které lze rozdélit na wvnitini
a environmentalni. Mezi faktory vnitini se fadi napf. hladiny rostlinnych hormont
arastovych regulatori, reprodukce, staii rostliny nebo jeji fyziologicky stav.
Environmentalni faktory pak zahrnuji fotosynteticky aktivni zafeni (PAR), teplotu,
dostupnost vody, mnozstvi zivin ¢i infekci patogeny. Pii pfekroceni metabolického prahu
téchto signalii dochazi k expresi SAG, coz ma za nasledek spusSténi senescence
V rostlinném organismu a piipadné i jeho thyn (Smart 1994, Weaver a kol. 1998, Guo
a Gan 2005).

Mezi nejvyznamnéj$i environmentalni faktory ovliviiujici senescenci se fadi PAR (napf.
Smart 1994). Vliv svétla na indukovanou senescenci oddélenych listt je¢mene (Hordeum
vulgare L.) studovali Spundova a kol. (2005). Zatimco u segmentii uchovavanych pfi
kontinualnim bilém PAR (90 pmol.m.s™) se hodnoty obsahu chlorofylu i fotochemie PSII
(F\/Fr) béhem inkubace pfili§ nezménily, u segmentti uchovavanych ve tmé byl pozorovan
jejich vyrazny pokles. Bylo tedy zaznamenano vyrazné oddaleni senescence vlivem PAR
(Spundova a kol. 2005). Piisobeni PAR na senescenci je viak silné zavislé na jeho intenzitd
(Spundova a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006) & na celistvosti rostlin (Weaver a Amasino
2001). Oddéleni listt od rostliny a jejich inkubace ve tmé je jednim z nejsilnéjSich
induktorti senescence. (Weaver a kol. 1998). Rozdilny vliv PAR na senescenci byl
pozorovan u oddélenych listti a u celistvych rostlin Arabidopsis thaliana L. Zatimco pfi
oddéleni lista a jejich umisténi do tmy doslo k indukci senescence, v pfipadé celistvych
rostlin umisténych do tmy senescence indukovana nebyla (nebyla patrna degradace
chlorofylu ani exprese SAG). Naopak tma v ptipadé celistvych rostlin miize Senescenci
oddalovat. Pokud jsou ale nékteré listy na rostlin¢ zakryté a rostlina samotna je vystavena
PAR, dojde k indukci senescence v zakrytych ¢astech rostliny (tj. k degradaci chlorofylu
aexpresi SAG). Tyto vysledky naznacuji, ze senescence individualniho listu je zavisla na
tom, v jakych svételnych podminkach se nachdzi samotna rostlina (Weaver a Amasino

2001).

Obecné lze fici, ze listy zlstavaji déle zelené na PAR nez ve tmé, ale pfi vystaveni
nadmérné ozafenosti dochdzi ke Zloutnuti listi vyvolanému fotoinhibici a degradaci
chlorofylu (Smart 1994). Vyssi svételné davky zpusobuji, ze k senescenci dojde diive nez
pti ozareni niz§i davkou PAR (Noodén a kol. 1996). Okada a kol. (1992) pozorovali
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u oddé€lenych listi ryze (Oryza sativa L.) umisténych tii dny ve tmé degradaci chlorofylu
a proteinti thylakoidni membrany. Ozéfeni listovych segmentd kontinudlnim PAR 0 nizké
intenzité (do 10 umol.m'z.s'l) degradaci potlacilo. Pfi pouziti intenzity PAR vyssi nez
10 pmol.m2.s™ tento efekt s rostouci intenzitou svétla klesal (Okada a kol. 1992). Pisobeni
PAR mize mit za nasledek zvySeni lipidové peroxidace a rizika fotooxidativniho
poskozeni v&etnd fotodestrukce pigmentovych molekul. Spundova a kol. (2003) pozorovali
u oddélenych listl jeémene negativni efekt kontinualniho PAR 0 intenzité 90 umol.m‘z.s'1
na strukturalni zmény v chloroplastech indukované senescenci a velmi vysokou lipidovou
peroxidaci u ozafenych listovych segmenti. Zaroven byl ale zaznamenan vyrazné pozitivni
efekt svétla na zachovani funkénosti fotosystému II (Spundova a kol. 2003). Mae a kol.
(1993) srovnavali obsah fotosyntetickych proteinti u ozatenych a zastinénych lista jilku
méamivého (Lolium temulentum, L.). U listd ozéafenych 360 pmol.m?.s™ PAR byl
pozorovan postupny pokles obsahu fotosyntetickych proteind, napt. Rubisco, proteinu
65 kDa fotosystému I (PSI), cytochromu f nebo svétlosbérnych komplext PSII (LHCII).
U zastinénych listi zaznamenali zpozdéni poklesu obsahu LHCII a proteinu 65 kDa PSI az
do pozdnich fazi senescence, ale v ptipadé cytochromu f doslo k prudkému poklesu jeho
obsahu bezprostiedné po zastinéni. Tyto vysledky naznacuji, ze obsah chloroplastovych
proteini je regulovan individualné tak, aby b&hem senescence dosSlo k prizptuisobeni
fotosyntézy na dané svételné podminky (Mae a kol. 1993). Plsobeni PAR na senescenci
souvisi také s metabolismem peroxidu vodiku. Pfi senescenci na PAR dochazi k akumulaci
peroxidu vodiku vlivem poklesu obsahu kalatasy, ktera je zodpovédna za odbouravani
H,0,. U listt vystavenych svétlu byl pozorovan nartist obsahu malondialdehydu, markeru
lipidové peroxidace, ale nebylo pozorovano zvySeni propustnosti membran. Tato zjiSténi
naznacuji, Ze na PAR dochazi k peroxidaci lipidovych rezerv, ktera funguje jako
detoxika¢ni mechanismus a ma za nasledek ochranu membran a oddaleni senescence

(Chang a Kao 1998).

Jednim z vyznamnych vnitinich faktori ovliviiyjicich senescenci jsou rostlinné hormony
a regulatory. Zatimco cytokininy jsou zapojeny v oddaleni senescence a jejich vliv v tomto
procesu je popsan samostatné v kapitole 3.3, nezanedbatelnymi Ciniteli jsou i ostatni
rostlinné hormony jako gibbereliny, auxiny, ethylen ¢i jasmonaty. Stejné jako cytokininy
I gibbereliny senescenci oddaluji (napt. Jordi a kol. 1995). Ethylen ovliviwuje listovou
senescenci opac¢né nez cytokininy, tedy stimuluje procesy spojené se senescenci (Smart

1994). Vztahem mezi listovou senescenci a ethylenem u Arabidopsis thaliana L. se
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zabyvali napt. Grbi¢ a Bleecker (1995) s pouzitim mutantl etrl-1 necitlivych k ethylenu.
Bylo zjisténo, ze etrl-1 zije o 30 % déle nez wild-type rostliny. U wild-type rostlin
exogenni aplikace ethylenu urychlila indukci exprese SAG, zatimco u mutantnich rostlin
byla indukce exprese SAG zpozdéna vlivem jejich necitlivosti k ethylenu, coz mélo za
nasledek zpozdéni senescence. Ethylen neni nezbytné nutny pro proces senescence jako

takovy, podili se pouze na nac¢asovani jeho nastupu (Grbi¢ a Bleecker 1995).

V pribéhu senescence dochazi ke zvySeni endogenni hladiny kyseliny jasmonové. Jeji
exogenni aplikace zpusobila pifed¢asny nastup senescence u oddélenych i neoddélenych
listi Arabidopsis thaliana L. (He a kol. 2002). Stejné jako ethylen, sucho, tma nebo
oddéleni listd je i Kyselina abscisovd (ABA) obecné povazovana za faktor vyvolavajici
senescenci a viditelné zloutnuti listi. ABA neni tak efektivni v samotné indukci
senescence jako ostatni faktory, je vSak schopna urychlit senescenci u rostlin, u kterych jiz
tento proces zacal (Weaver a kol. 1998). Vliv auxind na senescenci je§té¢ nebyl zcela
objasnén, i kdyZ jsou obecné povazovany spiSe za jeji supresory. Roli auxini v procesu
senescence studovali napt Kim a kol. (2011), a to za pomoci transgennich rostlin yuc6-1D
se zvySenou expresi flavin-monooxygenasovych proteini YUCCAG6 zapojenych v de novo
biosyntéze auxind. Tito mutanti produkovali zvySené mnozstvi volnych auxinl, ¢emuz
odpovidal 1 jejich fenotyp, zaroven u nich doslo k oddaleni senescence indukované tmou
a rostlinnymi hormony. Pokud byla u téchto mutantti spojend nadmérna exprese YUCCA6
s mutaci ve vazebném misté¢ pro NADPH, k zadnému z uvedenych jevi nedoslo, stejné
jako v ptipadé konjugace volného auxinu s lysinem. Vzhledem k tomu, Ze u mutantd yuc6-
1D byl soucasné s vyssi hladinou volnych auxinii pozorovan také niz$i obsah transkripti
SAG, dospéli autofi k nazoru, Ze se volné auxiny podili na oddaleni senescence tim, ze
ptimo ¢i nepiimo reguluji expresi SAG (Kim a kol. 2011). Navzdory tomu Lim a kol.
(2010) prokazali, ze ARF2 (auxin responsive factor), ktery se podili na regulaci genové
exprese indukované auxinem, je pozitivnim regulatorem senescence (urychluje senescenci)

u Arabidopsis thaliana L. (Lim a kol. 2010).

19



3.2 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou evolu¢né staré a velmi konzervativni latky, které byly identifikovany
témet ve vSech znamych organismech (Spichal 2012). Prvnim objevenym cytokininem byl
Kinetin, a to v 50. letech 20. stoleti v autoklavovaném sledim spermatu (Miller a kol.
1955). Prvnim objevenym rostlinnym cytokininem byl pak trans-zeatin (tZ) v nezralém
endospermu kukufice v 60. letech 20. stoleti (Letham a Miller 1965). U rostlin se CK
vyvinuly ve velice diilezitou skupinu rostlinnych hormont, které ovliviiuji celou fadu
vyvojovych a fyziologickych procesti (Spichal 2012) jako je bunécné déleni, vznik
aregenerace organd, apikalni dominance, de-etiolizace, metabolismus zivin, obrana vuci
patogentim a listova senescence (napt. Mok a Mok 2001). Limitujicim faktorem piisobeni
cytokininl v rostlinném organismu je jejich dostupnost ve vhodné koncentraci ve spravny

Cas a na spravném misté pro interakci se specifickym receptorem (Frébort a kol. 2011).

Velice podstatné je zapojeni cytokinint Ve vztazich mezi rostlinami a mikroorganismy.
Cytokininovy receptor CRE1 hraje velmi dilezitou roli v symbiotické interakci rostlin
Medicago truncatula L. sbakteriemi Sinorhizobium meliloti, kterda ma za nasledek
nodulaci a fixaci dusiku. U rostlin s nefunkénimi receptory CRE1 byla pozorovéana vyrazna
redukce nodulace (Gonzales-Rizzo a kol. 2006). V obrané proti patogentim jsou velice
dalezité nejen enzymy regulujici obsah endogennich cytokinind, ale lze kni vyuzit
I exogenni aplikace cytokininti na napadené rostliny. ZvySena exprese genti pro cytokinin
oxygenasu/dehydrogenasu, enzym katalyzujici degradaci cytokinint, byla pozorovana po
infekci rostlin bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera produkuje cytokininy na podporu
rastu crown gall nadord (napt. Werner a kol. 2006, Novak a kol. 2013). ZvySeny obsah
endogennich  cytokinind  (nasledkem zvySené exprese genu ipt, kodujiciho
isopentenyltransferasu, enzym biosyntézy CK) meél u transgennich rostlin tabdku za
nasledek vznik symptomt hypersenzitivni reakce - nekrdz, inhibici fotosyntézy, zvySeni
obsahu stresovych hormonti, oxidativni poskozeni membran a zavieni praduchu.
Hypersenzitivni reakce je obranou rostlin proti patogenim, kdy je smrti infikovanych
bunék a bun€k Vv blizkosti mista infekce zabranéno Sifeni patogenu do rostlinného téla.
Cytokininy tedy mohou byt signdly a/nebo mediatory rostlinné obrany proti patogeniim
(Novak a kol. 2013). Exogenni aplikace cytokininil na rostliny infikované patogeny ma za
nasledek zpomaleni sporulace patogenu bez viditelnych negativnich U¢inkli na

fotosynteticky aparat hostitelské rostliny (Prokopova a kol. 2010).
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3.2.1 Struktura cytokininu

Pfirozend se vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu s N®-aromatickym ¢&i
isoprenoidnim fetézcem. Prevladajici skupinou jsou cytokininy s trans-hydroxylovanym
N® fetézcem, mezi které patii napf. trans-zeatin a jeho derivaty (Mok a Mok 2001).
Typickym predstavitelem isoprenoidnich CK je N°-(2-isopentenyl)adenin oznatovany jako
iP a jeho hydroxylované formy, zeatin a dihydrozeatin. Zeatin ma podle pozice terminalni
hydroxylové skupiny na isoprenoidnim fetézci dva riizné izomery, trans-zeatin a cis-zeatin
(cZ) (Obr. 1). Zatimco tZ vykazuje zna¢nou biologickou aktivitu, v pfipadé cZ je uvadéno,
ze ma velmi slaby biologicky ucinek. Piesnd biologickd funkce cZ zatim neni zndma,
ackoliv jde o latku pfitomnou v celé¢ fadé rostlinnych materidld. Bylo zjisténo, Zze
v prubéhu ontogeneze u Arabidopsis thaliana L. se méni hladiny ¢Z a tZ, pticemz cZ
prevlada v téch castech vyvoje, kdy je omezen rist (GajdoSova a kol. 2011). Typickym
zastupcem aromatickych CK jsou kinetin & N°-benzyladenin a jeho hydroxylované formy

topoliny, ortho-topolin (0T) a biologicky aktivngjsi meta-topolin (mT) (Obr. 1).

Isoprenoidni cytokininy

HN/\/]\ /\/I\/OH /\/(OH

=

HN HN
NZ N\ N7 N NF N\
o8 LY C Y
N H N7 N H

N°-(2-isopentenyl)adenin trans-zeatin cis-zeatin

Aromatické cytokininy

oH OH

X X0 I
A Sy N

ortho-topolin N°-benzylaminopurin meta-topolin

Obr. 1 Chemicka struktura vybranych isoprenoidnich a aromatickych cytokinind, pifevzato ze
Sakakibara (2006) a upraveno.
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Na zakladé pfirozeného vyskytu cytokinint v rostlinach Ize cytokininy rozdélit do dvou
zakladnich skupin, pfirozené¢ se vyskytujici cytokininy adeninového typu, kam patii jiz
zminény 1P, tZ, cZ, benzyladenin nebo topoliny, a syntetick¢é cytokininy
fenylmoc¢ovinového typu zahrnujici difenylmoc¢ovinu (DPU), thidiazuron (TDZ) ¢i N-(2-
chloro-pyridin-4-yl)-N"-fenylmocovinu (CPPU) (Obr. 2) (Mok a Mok 2001).

O

difenylmocovina

I X~
&
N
N
thidiazuron N-(2-chloro-pyridin-4-yl)-N’"-fenylmocovina (CPPU)

Obr. 2 Chemicka struktura vybranych cytokinini fenylmoc¢ovinového typu. Prevzato z Kopeény
a kol. (2010) a upraveno.

Ke studiu aktivity cytokinin jsou pouzivany nejcastéji tfi biotesty - kalusovy biotest,
spocivajici ve stimulaci rustu tabdkového kalusu cytokininem, amarantovy biotest zalozeny
na syntéze betacyaninu indukované tmou v kotyledonech laskavce v piitomnosti
cytokininu a senescen¢ni biotest vyuzivajici schopnosti cytokininii zpomalit degradaci
chlorofylu béhem indukované senescence u oddélenych listi pSenice (napt. Holub a kol.

1998).

3.2.2 Biosyntéza a degradace cytokinint

Prvnim krokem v biosyntéze isoprenoidnich cytokinint je pienos isopentenylového fetézce
na N6-pozici adenin nukleotidu katalyzovany enzymem isopentenyltransferasou (IPT).
Tento enzym se vyskytuje v organismech ve dvou formach. Prvni z nich, tRNA IPT,
modifikuje isopentenylovym fetézcem tRNA. Druha forma, adenylatova IPT pak ptipojuje
isopentenylovou skupinu na adeninmono-, di-, tri- fosfat, ale nikoli na adenin ¢i adenosin.
Prekurzory pro biosyntézu cytokinint jsou dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) a 4-hydroxy-
3-methyl-2(E)-butenyldifosfat (HMBPP) (Frébort a kol. 2011, Spichal 2012). Syntéza
DMAPP probihd dvéma rlznymi cestami, mevalondtovou v cytosolu a pres
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methylerythritolfosfat (MEP) v plastidech. Zatimco DMAPP vyuzivany pro syntézu trans-
zeatinu vznika zejména cestou pres MEP, DMAPP ze kterého vychazi biosyntéza cis-
zeatinu a isopentenyladeninu vznika primarné mevalonatovou cestou (Kasahara a kol.
2004). HMBPP je intermediatem v MEP syntéze DMAPP a rovnéz muze slouzit jako
prekurzor pro syntézu tZ (Sakakibara a kol. 2005). Hydroxylace v biosyntéze trans-zeatinu
zavislé na isopentenyladeninu je katalyzovana enzymem P450 monooxygenasou
(Sakakibara 2006). Biosyntéza trans-zeatinu se tedy sklada z nékolika krokd: transferu
isopentenylové skupiny z DMAPP na mono-, di-, tri- adenosin-fosfat, coz ma za nasledek
vznik isopentenyladenosin 5°-mono-, di, tri-fosfatu. Hydroxylaci téchto sloucenin
cytochrom P450 monooxygenasou pak dochdzi ke vzniku tZ a dalSich CK derivati

(Werner a kol. 2006).

Irreversibilni degradace cytokininii v rostlinich je katalyzovdna enzymem cytokinin
oxidasou/dehydrogenasou (CKX) (Galuszka a kol. 2001). CKX Kkatalyzuje Stépeni
cytokininll na adenin a pfisluSny aldehyd. Jedna se o jediny enzym schopny irreversibilni
inaktivace cytokinind (napf. Frébort a kol. 2011). V jednotlivych druzich rostlin jsou
proteiny CKX kodovany multigenovymi rodinami s rozdilnym mnozstvim geni, napf.
u Arabidopsis thaliana L. se jedna o sedm gent s oznaenim AtCKX1 - AtCKX7, u ryze
bylo identifikovdno minimélné jedendct homologi (OsCKX1 - OsCKXI11). Genova
exprese CKX je ovlivnéna riznymi biotickymi a abiotickymi faktory. Prikladem je zvySeni
transkripce geni pro CKX cytokininy, coZz poskytuje negativni zpétnou vazbu fidici
homeostdzu CK ¢i snizeni transkripce CKX gend kyselinou abscisovou nebo zvySena
exprese nékterych CKX genti po infekci rostliny bakterii Agrobacterium tumefaciens
pravdépodobné na obranu proti cytokininim produkovanym touto bakterii (Werner a kol.
2006). Inhibici CKX dochazi ke zvyseni obsahu endogennich cytokininii. Mezi znamé
inhibitory CKX patii mimo jiné syntetické mocovinové cytokininy thidiazuron (Chatfield
a Armstrong 1986, Hare a van Staden 1994) a CPPU spole¢né s jejich riznymi derivaty
(napt. Kopecny a kol. 2010).

Mezi aktivitou CKX a senescenci byla zjisténa pozitivni korelace, kdy CKX podporuje
senescenci tim, zZe zpusobuje degradaci cytokinini. Vliv svétla na aktivitu CKX studovali
Schliiter a kol. (2011). V prubéhu senescence dochazelo k nartstu in vitro aktivity CKX
u oddélenych listd je¢mene (Hordeum vulgare L.) uchovavanych ve tmé. U listovych

segmentl inkubovanych pfi svételném rezimu 18 h. PAR (35 umol.m'z.s'l) a 6 h. tma
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dochdzelo, pravdépodobné vlivem pisobeni PAR, k pomalejSimu poklesu obsahu
chlorofylu a karotenoidi nez ve tm¢. Navzdory tomu aktivita CKX vykazovala pii
pusobeni PAR vyraznéj$i nartst nez u segmentti uchovavanych ve tmé. Exprese genti pro
CKX je tedy u oddé€lenych lista silné podporovana PAR. Naopak u listti celistvych rostlin
byla aktivita CKX na svétle niz8i nez ve tme, coz miiZze souviset s exportem latek z listt
(Schliiter a kol. 2011).

Cytokininy mohou byt glukosylovany na pozicich N’ aN? enzymem N-
glukosyltransferasou za vzniku N’- a N%glukosidi. N-glukosylace je irreversibilni
deaktivaci cytokinind. Naopak O-glukosylace zprostfedkovand enzymem O-
glukosyltransferasou je deaktivaci reversibilni. O-glukosylované cytokininy mohou byt
opét aktivovany prostiednictvim B-glukosidasy. Enzym O-glukosyltransferasa se vyskytuje
ve formach specifickych pro trans nebo cis konformace molekul (napt. Frébort a kol. 2011,
Spichal 2012).

3.2.3 Cytokininové receptory

V cytoplazmatické membrané Arabidopsis thaliana L. se vyskytuji tii vysoce homologni
receptorové histidin kinasy (Ueguchi a kol. 2001a) zapojené v pienosu cytokininového
signalu, AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4 (Inoue a kol. 2001, Suzuki a kol. 2001, Ueguchi
a kol. 2001b, Yamada a kol. 2001). K identifikaci CREL1 jako cytokininového receptoru byl
pouzit Arabidopsis crel smutovanych genem CRE1 kodujicim histidin  kinasu.
Arabidopsis crel vykazoval redukovanou odpovéd na isopentenylové, aromatické
I syntetické fenylmocovinové cytokininy (Inoue a kol. 2001). Obdobnych vysledk dosahli
i Ueguchi a kol. (2001b) v ptipadé AHK4 (= CRE1), kdyz zjistili, ze AHK4 je pozitivnim
regulatorem v cytokininové signalizaci (Ueguchi a kol. 2001b). Cytokininové histidin
kinasy maji rizny podil na zprostiedkovani pisobeni cytokininli na rostlinny organismus.
VSechny tii receptory ovliviuji fertilitu, velikost semen, kliceni a cytokininovy
metabolismus. VIiv na vétveni kofene a déleni bunék listh je zprostfedkovavan zejména
AHK2 a AHK3. V prodluzovéani primarniho kotene a Vv reakci kofene na aplikaci
exogennich cytokinind hraje hlavni roli CRE1/AHK4. Fotomorfogeneze indukovana
cytokininy a retence chlorofylu je zprostiedkovana piedevsim receptorem AHK3 (Riefler
a kol. 2006). Kim a kol. (2006) prokazali, ze klicovym receptorem zapojenym V oddaleni
senescence zpusobeném cytokininy je histidin kinasa AHK3, ktera specificky

zprostfedkovava fosforylaci genu ARR2. Mutant orel2-1 se ziskanou AHK3 funkci
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vykazoval prodlouzenou zivotnost listll, u transgennich rostlin AHKS se zvySenou expresi
ahk3 bylo pozorovano oddaleni indukované senescence. Naopak u mutanta ahk3
s nefunkénim AHK3 byl nastup senescence urychlen a po exogenni aplikaci cytokininii
vykazoval pouze redukovanou odpovéd’ oproti wild-type rostlinam, u kterych doslo vlivem

exogenni aplikace CK k oddaleni senescence (Kim a kol. 2006).

Riizné cytokininy maji v zavislosti na své struktuie specifické funkce Vv procesech, které
jsou cytokininy regulovany, coz zavisi na aktivaci riznych receptort a jejich signéalnich
drah. Relativni senzitivita receptord k riznym cytokininim byla studovana Spichalem
akol. (2004) za pomoci bakterii Escherichia coli exprimujicich cytokininové receptory
CRE1/AHK4 a AHK3 2z Arabidopsis thaliana L. Senzitivita Kk cytokininim se
u jednotlivych receptord lisi. Receptory AHK3 a CRE1/AHK4 obecné vykazuji nejvyssi
senzitivitu K isoprenoidnim cytokininim trans-zeatinu a isopentenyladeninu. V piipadé
ostatnich CK se senzitivita receptorti velice li§i, napi. receptor AHK3 byl schopen
rozpoznat trans-zeatin, cis-zeatin i dihydrozeatin, zatimco CRE1/AHK4 pouze trans-
zeatin. Thidiazuron byl u obou receptorti aktivni, v pfipadé AHK3 vykazoval 120 %
aktivity tZ au CRE1/AHK4 aktivitu 80%. V piipadé obou téchto receptorti vykazovaly
aromatické cytokininy pouze velmi nizkou aktivitu, kterd je pravdépodobné

zprostiedkovavana zejména receptorem AHK?2 (Spichal a kol. 2004).
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3.3 Cytokininy a senescence

V pribéhu senescence dochdzi ke sniZzeni obsahu cytokininli v rostlinach. Exogenni
aplikaci ¢i zvysenim jejich endogenni hladiny je mozné senescenci oddalit (napt. Balibrea
Lara a kol. 2004). Gan a Amasino (1995) prokazali, ze endogenné produkované cytokininy
potlacuji senescenci. Sestrojili chimericky genovy konstrukt Psagi2-IPT obsahujici
promotor genu SAG12 (Psaci2) a kodujici sekvenci genu pro IPT, klicovy enzym
Vv biosyntéze cytokinini. Pomoci Agrobacterium tumefaciens provedli transformaci rostlin
tabaku (Nicotiana tabacum L.) zavedenim tohoto konstruktu a vytvofili tak u transgennich
rostlin autoregulacni systém inhibice senescence. Na pocatku senescence dojde vlivem
Psaciz Kexpresi genu pro IPT, ¢imZz se zvysi obsah endogennich cytokinint, které
senescenci zabrdni. Zastaveni senescence zase zmirni expresi genového konstruktu, ¢imz je
zabranéno nadprodukci cytokinind (Obr. 3). Listy transgennich rostlin na rozdil od stejné
starych listd wild-type rostlin nevykazovaly zadné znamky senescence. Obdobnych

vysledkll bylo dosazeno i U oddélenych listlh (Gan a Amasino 1995).
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Obr. 3: Autoregulaéni systém inhibice senescence, upraveno podle Gan a Amasino (1995).

Exogenni aplikaci cytokinini je rovnéz mozné senescenci oddalit. Vlivem takto
aplikovanych cytokinini jsou zpomaleny senescen¢ni zmény jako je pokles obsahu
chlorofylu (napt. Holub a kol. 1998, Selivankina a kol. 2001), karotenoidd a Rubisco
(Chernyad’ev a Monakhova 2003), pokles rychlosti asimilace oxidu uhlicitého, inhibice

fotochemie PSII (napt. VI€kova a kol. 2006) a narist aktivity RNas (napt. Sergiev a kol.
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2007) a proteas (napi. Pavalan-Unsal a kol. 2002). Mechanismus, kterym je
zprostiedkovano oddaleni senescence vlivem piisobeni cytokinint, studovali Balibrea Lara
a kol. (2004). U transgennich rostlin tabaku s autoregulovanou produkci CK (Obr. 3)
zjistili zvySenou aktivitu extracelularni invertasy, enzymu zapojeného ve vykladani floému
a indukovaného cytokininy. Transgenni rostliny exprimujici tento enzym pod Psaci2
vykazovaly oddaleni senescence. K ovéteni zavéru, ze cytokininové plisobeni na oddaleni
senescence souvisi s extracelularni invertasou, byly vytvoieny transgenni rostliny
inhibujici invertasu v ptfitomnosti CK. U téchto rostlin oddaleni senescence nebylo
pozorovano. Extracelularni invertasa je tedy zfejmé kliCovym elementem v regulaci
senescence vlivem CK a tedy, regulace senescence vlivem pulsobeni cytokininl je

zprostiedkovavano vztahy zdroj-sink (Balibrea Lara a kol. 2004).

Efekt exogenné aplikovanych cytokinini na indukovanou senescenci je silné¢ ovlivnén
pusobenim PAR. Zatimco u listovych segmentl pSenice uchovavanych ve tmé
a oSetfenych mT dochazelo K vyraznému zpomaleni projevi senescence (nedochazelo ke
zménam tvaru a organizace chloroplasti ani k poklesu hodnot parametru F./Fn, a byla
vyrazn¢ snizena lipidova peroxidace), pii soucasném puasobeni kontinualniho PAR
zpusoboval mT nardst deepoxidace pigmentti xantofylového cyklu odrazejici nadbytek
excitaci ve fotosyntetickém aparatu, ktery se posléze projevil vyraznym nérGstem
peroxidace lipidi (VIckova a kol. 2006). Dalsim faktorem ovliviwyjicim efekt exogenné
aplikovanych cytokinint je jejich koncentrace, ¢imz se zabyvala Melkovic¢ova (2012) ve
své bakalatské praci. Melkovic¢ova (2012) studovala vliv riiznych koncentraci BAP a mT
(10, 10 2 3.10™ mol.I.™) na obsah chlorofylu a na stav fotosyntetického aparatu (pomoci
parametru F,/Fn) oddé€lenych listovych segmentl jeémene (Hordeum vulgare L.) béhem
indukované senescence ve tmé a pii rizném PAR. Bylo pouzito kontinualni a periodické
(16 h. PAR/8 h. tma) PAR o intenzitd 70 pmol.m?s™ a pfibliznd 370 pmol.m?s™.
U listovych segmentd inkubovanych v 0,5% roztoku dimethylsulfoxidu (DMSO) byl
ve tm¢ pozorovan velmi vyrazny pokles obsahu chlorofylu a F/Fy, s rostouci dobou po
odd¢leni. Pfi pusobeni PAR zpravidla dochazelo ke zpomaleni pribéhu senescence.
Nejvyraznéjsi zpomaleni bylo zaznamendno pii piisobeni periodického PAR o nizsi
intenzit¢ (70 pmol.m'z.s'l), naopak pii kontinudlnim PAR o vyssi intenzit¢ (370
umol.m™?.s™") bylo zpomaleni pozorovéano jen do Sestého dne po oddgleni, poté byl priibéh
senescence srovnatelny s variantou tma. Melkovicova (2012) uvadi, ze vliv PAR je zavisly

na jeho davce. Pfi niz$i davce dochazi ke zpomaleni senescence, pii pouziti davky vyssi
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(vzhledem Kk urcité hrani¢ni hodnot¢) je pribeh senescence urychlen. Autorka dale uvadi,
ze tato hrani¢ni hodnota intenzity PAR je zfejmé do jisté miry urcena tim, na jakou davku
PAR je rostlina aklimatizovana. Pii exogenni aplikaci roztoki CK bylo u listovych
segmentil umisténych ve tmé pozorovano zpomaleni senescence u vsech koncentraci CK,
pficemz vys§i koncentrace (10 a3.10* mol.I"") byly zpravidla u¢inngj§i. Pii piisobeni
kontinualniho i periodického PAR o niz§i intenzit¢ bylo nejvyrazngjsi zpomaleni
pozorovano u koncentrace 10 mol.I* v piipadé BAP a u koncentrace 10° a 10* mol.I*
umT. Pfi pasobeni PAR o vyssi intenzité bylo pozorovano urychleni poklesu obsahu
chlorofylu u nejvyssi pouzité koncentrace (3.10™ mol.I") v piipadé obou CK. Na zakladé
téchto vysledki Melkovicova (2012) uvadi, Ze s rostouci davkou svétla dochazi k posunu
optimélni koncentrace CK. Ve tmé& byla neji¢inngjsi koncentrace BAP 3.10* mol.I" a 10
mol.l.* u mT. Optimélni koncentrace se tedy u jednotlivych CK ve tm& i na PAR lisi.
Autorka déle uvadi, ze cytokininy (stejn¢ jako PAR) zpomaluji senescenci jen do urcité
koncentrace oznacené jako hrani¢ni. Po ptekroceni této koncentrace se snizuje zpomalujici
vliv cytokininii na zmény spojené se senescenci, s dal$im zvySenim koncentrace dochazi
K urychleni senescence a dana koncentrace CK je pro rostlinu toxicka. Pfi kombinaci
zpomalen a po jejim piekroCeni je naopak senescence urychlena (Melkovi¢ova 2012).
Utinek cytokinin®i na senescenci se tedy li§i v zavislosti na pouzité intenzité PAR a na
koncentraci exogenné aplikovaného cytokininu. Pti dlouhotrvajicim vystaveni rostlinnych
pletiv vysoké koncentraci cytokinini nebo pii kombinaci s vysokou ozaienosti dochazi
k redukci obsahu fotosyntetickych pigmentd a inhibici fotochemie fotosystému II (pokles

parametru F./Fn) a elektronového transportu (napt. Prokopova a kol. 2010).
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3.3.1 Cytokininové derivaty

Vysledky celé tady studii ukazuji, Ze nejen piirozené¢ se vyskytujici cytokininy
isoprenoidni (napt. Holub a kol. 1998) a aromatické (Dolezal a kol. 2006) a syntetické
mocovinové cytokininy (napt. Ferrante a kol. 2002, Karavaiko a kol. 2004) jsou schopné
oddalit senescenci u jednodéloznych (napt. VIckova a kol. 2006) a dvoudéloznych rostlin
(napt. Sergiev a kol. 2007), ale i jejich uméle ptipravené derivaty maji tuto schopnost.
Nekteré ztéchto cytokininovych derivati vykazuji Vv biotestech vysSi aktivitu nez
cytokininy, od kterych byly odvozeny (napt. Mik a kol. 2011b) a nemaji vedlejsi ucinky na

rast kofent ¢i buné¢nou proliferaci (Podlesakova a kol. 2012).

Biologickou aktivitu isopentenylovych derivati se substituci na atomu N°
isopentenyladeninu studovali napi. Mik a kol. (2011a). Isopentenyladenin vykazoval
v senescencnich testech pouze nizkou aktivitu a jeho nové syntetizované derivaty byly
vtomto testu prakticky neaktivni. Autofi uvadi, Ze antisenescencni aktivita latek je
lokalizovana spiSe na N° pozici purinového cyklu. Nicméné kratké alkylhalogenové
substituce na pozici N° vyrazné omezily negativni vliv vysokych koncentraci cytokinind na
bund&&nou proliferaci (Mik a kol. 2011b). Na rozdil od vysledkii ziskanych u N° derivatd iP
byla u ndkterych N° derivatd Kinetinu s halogenalkylovym fetézcem zjiiténa vyssi
antisenescen¢ni aktivita nez u kinetinu samotného. Typ halogenového atomu
a délka alkylového tetézce se ukazaly byt urcujicimi pro zpomaleni degradace chlorofylu
béhem indukované senescence. Derivaty, s krat§im alkylovym fetézcem byly aktivné;si
asoucasn¢ derivaty obsahujici v alkylovém fetézci chlor byly aktivn&j$i nez derivaty
obsahujici brom. NejaktivnéjSim derivatem v senescencnim testu provedeném ve tmeé i za
kontinualniho svétla o intenzité 100 pmol. m?Zs® byl furfurylamino-9-(2-
chloroethyl)purin, tedy derivat kinetinu s kratkym alkylovym fetézcem obsahujicim atom
chloru. Vlivem tohoto derivatu byla vyrazné sniZena lipidovd peroxidace u listovych
segmentll pSenice uchovavanych ve tm& Na svétle vSak byla pozorovana pozitivni
korelace mezi vlivem derivatu na zpomaleni degradace chlorofylu a lipidovou peroxidaci
(obdobné¢ vysledky jako u VIckova a kol. 2006), tzn. Ze efekt derivatu byl spiSe negativni
(Mik a kol. 2011b).

Vztahem mezi strukturou a aktivitou aromatickych CK se zabyvali Dolezal a kol. (2006).
Vytvotili velké mnozstvi riznych derivath N®-benzylaminopurinu (BAP) se substitucemi

na fenylovém kruhu jejichz aktivita byla zkoumana ve tfech biotestech, kalusovém,
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amarantovém a senescen¢nim. Jako referenc¢ni byl pouzit vysoce aktivni BAP. Velmi
aktivnimi latkami v senescen¢nim testu byly di- a tri-fluoro derivaty a dvojnasobnou
aktivitu oproti BAP vykazovaly také methoxytopoliny (Dolezal a kol. 2006). Velmi vysoka
antisenescencni aktivita N°-(2-methoxybenzylamino)purinu (ortho-methoxytopolin) a N°-
(3-methoxybenzylamino)purinu (meta-methoxytopolin), které jsou souhrnné oznacované
jako methoxytopoliny, byla zjisténa uz pfi jejich identifikaci, kdy pifesahovala aktivitu
BAP a zeatinu o 200 % (Tarkowska a kol. 2003). U nékterych latek bylo v senescenénim
testu provadéném Dolezalem a kol. (2006) dosazeno vyrazné rozdilnych vysledki nez
v ostatnich biotestech, napk. derivat N°-(2,3-dimethoxybenzylamino)purin byl v kalusovém
a amarantovém testu neaktivni, ale v senescencnim testu byla jeho aktivita vySs$i nez
aktivita BAP. Ackoliv latky obecné vykazovaly v biotestech vysokou aktivitu, jen velmi
malé mnozstvi z nich bylo schopno interakce s AHK receptory. Tyto vysledky naznacuji
existenci jiného receptoru a/nebo signalni dradhy zprostfedkovavajici pusobeni
aromatickych CK na senescenci nez je draha zprostfedkovavajici jejich vliv na rlst

a déleni bunék (Dolezal a kol. 2006).

Antisenescencéni aktivita cytokininli se mize vzajemné liSit nejen na zaklad¢ struktury, ale
i na zakladé metodiky pouzité Vv senescencnim testu. Holub a kol. (1998) k exogenni
aplikaci na oddélené listové segmenty psenice pouzili trans-zeatin, N°-benzylaminopurin,
meta-topolin a ortho-topolin o koncetracich 10 az 10 mol.I". Aplikace cytokinini byla
provedena pomoci tii ruznych metod: 1) ve formé kapi¢ek nastiikanych na listovy
segment, 2) umisténim do roztoki CK celym povrchem listu a 3) umisténim segmentt do
roztokli fezem. Segmenty oSetiené cytokininy byly nésledné inkubovéany pfi teploté 25°C
ve tm¢€ po dobu Ctyf dnli. Ke stanoveni aktivity byl pouzit také biotest amarantovy
a kalusovy. Ve vSech biotestech byl BAP mnohem efektivnéj$i nez tZ, s vyjimkou
senescencniho testu, kdy byly segmenty umistény do roztokl fezem. V posledné
jmenovaném testu bylo dosaZeno nasledujicich vysledki: antisenescencni aktivita tZ
a meta-topolinu byla vzajemné srovnatelna a vyssi nez aktivita BAP, nejméné aktivnim byl
ortho-topolin. NejlepSich vysledkd bylo v pfipadé trans-zeatinu dosazeno u nejvyssi
pouzité koncentrace, 10 mol.I*, kdy obsah chlorofylu po &tyfech dnech po oddé&leni ¢inil
pfiblizné 60 % hodnoty obsahu chlorofylu namétené u Cerstvych listi. Také bylo zjisténo,
ze hydroxylové substituce v poloze meta- jsou obecné vyhodnéjsi nez substituce v poloze
ortho-. Ve vsech pouzitych biotestech dosahovaly meta-topoliny vyrazné lepsich vysledka

nez ortho-topoliny (Holub a kol. 1998).
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Je zndmo, Ze mocovinové cytokininové derivaty jsou stejné jako cytokininy adeninového
typu schopné oddalovat degradaci chlorofylu béhem indukované senescence a vyrazné tak
prodlouzit Zivotnost listh (napt. Lee a kol. 1981, Ferrante a kol. 2002). Sergiev a kol.
(2007) sledovali vliv N°-benzyladeninu a 1-(2-chloropyridin-4-yl)-3-fenylmocoviny
(4-PU-30) na indukovanou senescenci u oddélenych listi Arabidopsis thaliana L., kdy
byla kromé obsahu chlorofylu sledovana také aktivita RNas, pro kterou je charakteristicky
narust béhem senescence u vyssich rostlin. Po aplikaci obou pouzitych cytokinini bylo
pozorovano snizeni aktivity RNas a zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu (Sergiev a kol.
2007). Mocovinové cytokininové derivaty také stimuluji aktivitu superoxiddismutasy,
antioxidacniho enzymu katalyzujiciho pfeménu superoxidovych radikali na peroxid
vodiku, ktera je velmi dulezitym faktorem v toleranci rostlin ke stresum (Genkov

a lvanova 1995).

Z uvedenych informaci vyplyva, ze cytokininy maji celou fadu biologickych ucinkii. Mezi
nejvyznamnéj$i z nich bezpochyby patii jejich antisenescencni aktivita, ktera byla
pozorovana nejen u prirozené se vyskytujicich a syntetickych cytokinind, ale i u jejich
nejruznéjSich derivatl. Oddaleni senescence piisobenim cytokininii je ovlivnéno velkym
mnozstvim faktort, jako je intenzita a doba pusobeni PAR nebo koncentrace a struktura
pouzitych cytokinini a jejich derivati, ale i druh a celistvost studovanych rostlin.
V Laboratofi rastovych regulatorti Univerzity Palackého v Olomouci byly vyvinuty nové
cytokininové derivaty odvozené od fenylmocoviny s oznacenim TDZ-CZ-OMe a UR21.
U obou téchto latek byla pozorovana velmi vysoka antisenescen¢ni aktivita (u TDZ-CZ-
OMe asi 20x siln€jsi neZ u UR21), kterd byla v pouzitém senescen¢nim testu vyssi nez
aktivita trans-zeatinu, thidiazuronu a N°-benzylaminopurinu (Gstni sd&leni Mgr. Jaroslav
Nisler, Ph.D.), které jsou obecné povazovany za velmi efektivni v oddaleni senescence
a jsou k tomuto ucelu v laboratornich podminkach bézné pouzivany. Vzhledem k tomu, ze
senescencni testy jsou standardné provadény pouze ve tmé, bylo cilem této prace zjistit, jak
tyto derivaty ovliviiuji obsah chlorofylu a funkci fotosyntetického aparatu pti indukované
senescenci a zda-li se jejich vliv bude liSit pfi pouziti PAR o ruzné intenzité. Jejich
pusobeni bylo srovnavano s piisobenim tZ, TDZ a BAP. Cytokininy i1 cytokininové

derivaty byly pouzity v koncentracich 10, 10° a 10 mol.I™.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pii provadénych experimentech byly pouzity rostliny pSenice seté (Triticum aestivum L.
cv. Aranka). Semena byla vyseta do perlitu a umisténa do fytokomory s definovanymi
podminkami (22 °C, svételny rezim 16 h. PAR o intenzitd 100 pmol.m?2.s%/8 h. tma). Po
sedmi dnech byly z rostlin oddéleny listové segmenty o délce 4 cm od $pi¢ky. Primarni
listy, ze kterych byly segmenty oddélovany, byly vybrany pomoci chlorofylmetru SPAD-
502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko) na zaklad¢ obsahu chlorofylu a to tak, aby
se nam¢efené hodnoty chlorofylu u jednotlivych listlh od sebe neliSily o vice nez 5 %. Po
oddéleni bylo provedeno meéfeni fotochemického reflektancniho indexu PRI pomoci
pfistroje PlantPen PRI 200 (PSI, Drasov, CR) a nasledn& byly segmenty umistény fezem
do jamek mikrotitra¢ni desticky naplnénych 200 pl roztokd cytokininii a cytokininovych
derivati. K tomuto uelu byl pouzit trans-zeatin, thidiazuron a N°-benzylaminopurin
spole¢né s novymi derivaty oznacenymi jako UR21 a TDZ-CZ-OMe (bis-substituované
derivaty mocoviny, laskavé poskytnuty dr. Nislerem), a to v koncentracich 10, 10> a 10°
mol.I™. Jako kontrola bylo pouzito 200 pl 0,2% dimethylsulfoxidu (DMSO). Pro kazdou
variantu roztoku bylo pouzito pét listovych segmentd. Poté byly segmenty adaptovany na
tmu po dobu 20 min. a nasledné bylo provedeno méfeni obsahu chlorofylu pomoci
chlorofylmetru SPAD-502 a fluorescen¢ni indukce chlorofylu pomoci pfistroje FluorCam
(PSI, Drasov, CR). Nasledovalo umisténi segmentli zpét do roztoki cytokinind
a cytokininovych derivatt. Desticky se segmenty byly posléze uchovavany ve fytokomoie
Algaetron (PSI, Drasov) pii teploté 22 °C a svételné periodé 16 h. PAR/8 h. tma. Sada
vzorkl s oznacenim ,,100* byla ve fytokomofe vystavena fotosynteticky aktivnimu zareni
o intenzit¢ 100 pmol.m?s™. Sada vzorki s oznatenim ,300“ byla vystavena PAR
0 intenzitd 300 pmol.m?.s™. Sada vzorkii s oznadenim ,, TMA“ pak byla do fytokomory
umisténa zabalena v ¢erném plastovém pytli tak, aby bylo zabranéno priiniku PAR, ale aby
byly segmenty vystaveny stejné teploté jako ostatni sady vzorki. Sesty a devaty den po
oddé€leni bylo opét provedeno meéfeni PRI pomoci PlantPen PRI, nésledovala 20min.
adaptace na tmu a poté méfeni obsahu chlorofylu chlorofylmetrem SPAD-502
a chlorofylové fluorescencni indukce pfistrojem FluorCam. Béhem 20 min. adaptace na
tmu pfed samotnym méfenim byly listové segmenty umistény v jamkéach mikrotitracni
desky naplnénych 100 pl deionizované vody. Aby byl zajistén kontinualni ptisun roztoka
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cytokinini a cytokininovych derivata v pribéhu uchovavani vzorki byly tyto roztoky

podle potieby pribézné dopliiovany davkou 100 pl tak, aby nedoslo k jejich vyschnuti.

4.2 Pouzité metody

V ramci této prace bylo provedeno méfeni fotochemického reflektanéniho indexu PRI,
obsahu chlorofylu a parametri chlorofylové fluorescence u odd¢lenych listovych segmenti
pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) béhem indukované senescence pod vlivem

ruznych derivati cytokinind.

4.2.1 Méreni fotochemického reflektanéniho indexu

K méfeni fotochemického reflektan¢niho indexu PRI byl pouzit pfistroj PlantPen PRI (PSI,
Drasov, CR), ktery provadi méfeni reflektance ve dvou vinovych délkach, 525 a 592 nm.
PRI je poté stanoven na zaklad¢ vzorce PRI = (Rsps - Rsgy) / (Rs2s + Rsgp). Méfeni bylo
provadéno vzdy ve vzdalenosti 2 cm od $picky uprostied listu z adaxialni strany. V den
oddéleni byl PRI méfen bezprostiedné po odiiznuti segmentu z primarniho listu, v ostatni
dny po vyjmuti mikrotitracnich desticek se vzorky z fytokomory. Po dokon¢eni méfeni

PRI byly segmenty umistény na Petriho misku s navlhé¢enym filtraénim papirem.

4.2.2 Méreni obsahu chlorofylu

K méfeni relativniho obsahu chlorofylu byl pouzit pfistroj SPAD-502 (Konica Minolta
Sensing, Osaka, Japonsko), ktery provadi méfeni transmitance ve dvou vinovych délkach,
650 nm a 940 nm. Pfed samotnym méfenim byly listové segmenty pfeneseny na Petriho
misce do tmy k adaptaci. Adaptace probihala vzdy po dobu 20 min., aby byl eliminovan
vliv pohybu chloroplasti. Segmenty byly po tuto dobu umistény do jamek mikrotitra¢ni
desticky s 200 pl deionizované vody. Méteni obsahu chlorofylu bylo provadéno ve stejném
misté listu jako méfeni PRI, tedy 2 cm od $pic¢ky uprostied listu na adaxialni stran¢. Aby
nedoslo k ovlivnéni méfenych hodnot SPAD, probihalo celé méfeni pii slabém zeleném

svétle.
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4.2.3 Parametry chlorofylové fluorescence

Bezprostiedné po stanoveni obsahu chlorofylu bylo provedeno méfeni parametri
chlorofylové fluorescence pomoci fluorescenéniho zobrazovaciho systému FluorCam
700MF (PSI, Drasov, CR). Podminky, za kterych bylo méfeni provadéno byly definovany
pouzitym protokolem s nasledujicimi parametry: senzitivita 40 %, irradiance 60 %
(relativni intenzita aktinického PAR, odpovidala ozafenosti 100 pmol.m?s™ v mists
vzorkl ), superradiance 100 % (relativni intenzita satura¢niho pulzu, odpovidala ozafenosti
500 umol.m'z.s'1 V misté vzorkl), shutter 0. Segmenty byly poloZeny na desku z ¢erné¢ho
papiru a ptilepeny na krajich (pfes Spicky a v misté fezu) pruhlednou lepici paskou tak, aby
nedoslo k nezadoucim pohybliim segmentti a zaroven paska neptekryvala misto, ve kterém
bylo provadéno méfeni PRI a obsahu chlorofylu (2 cm od $pi¢ky uprostied listu na
adaxialni stran¢). Méfenim byly ziskany parametry Fo (minimalni fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu), Fp (maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu), F;
(fluorescence v case t pii aktinickém svétle) a F'p (maximalni fluorescence vzorku
adaptované¢ho na svétlo). Parametry F; a F', byly méfeny béhem 6 min pulsobeni
aktinického PAR, posledni naméfené hodnoty (po 6 min. PAR) pak byly nasledné pouzity

k vypocétam:

e maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII (F,/Fy),

(Fm - FO)/Fm = Fv/Fm

e aktualniho kvantového vytézku fotochemie PSII vzorkd adaptovanych na
svétlo (Dp),
(F'm—F)/F'm=op

e kvantového vytézku konstitutivniho neregula¢niho nefotochemického
zhaseni (Ofp),

I:t/Fm = (Df,D

e kvantového vytézku regulovaéniho nefotochemického zhaseni (Pnpg),

Ft/F’m — Ft/Fm = (DNPQ,
kdy zaroven plati ®p + O p+ Onpg = 1 (Lazér 2015).

Po provedeni méfeni parametri chlorofylové fluorescence byly listové segmenty vraceny
zpét do pfisluSného roztoku a umistény do fytokomory s definovanou ozarenosti

a teplotou.
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4.3 Statistické zpracovani dat

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit program Origin (verze 8.5, OriginLab
Corporation, USA). Ke zjisténi statistické vyznamnosti rozdild mezi jednotlivymi
koncentracemi latek a kontrolou (DMSQ) v ramci dne a svételné varianty byla provedena
jednocestna analyza variance (ANOVA), Tukeyho test. Statisticky vyznamné rozdily jsou

v grafickém zpracovani vysledkli uvedeny rozdilnymi pismeny.

4.4 Grafické zpracovani dat

Ke grafickému zpracovani dat byl rovnéz pouzit program Origin (verze 8.5, OriginLab
Corporation, USA). Pro lepsi nazornost byly ziskané hodnoty obsahu chlorofylu
a parametru F,/Fy, uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddéleni. Pouzity byly mediany,
chybové tsecky znaci horni a dolni kvartil. V ptipadé PRI nebyla tato Uiprava dat vzhledem
k pfitomnosti zapornych hodnot vhodna, v grafickém znazornéni jsou proto pouZity
absolutni hodnoty medianti, chybové usecky znac¢i horni a dolni kvartil. V piipadé
parametrii chlorofylové fluorescenéni indukce ®p, @sp a Onpg bylo pro lepsi znazornéni
vzajemnych vztahil mezi parametry vyuZito vzorce ®p + Ofp + Onpg = 1. ProtoZe soucet
mediand téchto parametrt se v nékterych piipadech nerovnal jedné, byly pouzity priméry

hodnot naméfenych v ptislusny den a chybové tsecky znaci smérodatnou odchylku.
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5 Vysledky

Vramci této prace bylo provedeno méfeni obsahu chlorofylu, fotochemického
reflektan¢niho indexu PRI a parametrii chlorofylové fluorescence u oddélenych listi
pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) béhem indukované senescence pod vlivem
ruznych derivata cytokinini. V rdmci chlorofylové fluorescence byly sledovany parametry
Fu/Fm, ®p, Pnpg @ @rp. Méfeni bylo provedeno tak, jak je uvedeno v kapitole 4 Material
a metody. Hodnoty obsahu chlorofylu a parametru F./F,, naméiené v den oddéleni

listovych segmentt u jednotlivych variant jsou uvedeny v Tab. 1.

5.1 DMSO

Hodnoty parametri naméfenych u vzorkd inkubovanych v DMSO jsou uvedeny v ramci
obrazkl prezentujicich parametry namétené u listovych segmentl pod vlivem testovanych
latek. Dimethylsulfoxid je rozpoustédlo pouzivané k fedéni roztokli cytokininli. Vzhledem
K tomu, Ze ziskané vysledky u DMSO a vody byvaji obdobné (napt. Prokopova a kol.
2010), byl jako kontrolni pouzit pravé roztok 0,2% DMSO.

U kontrolnich vzorkdi umisténych ve tmé byl Sesty den po oddéleni pozorovan velmi
vyrazny pokles obsahu chlorofylu na zhruba 20 % hodnoty naméfené v den oddéleni.
Devaty den po oddéleni pak byla hodnota 10% oproti hodnoté pivodni (Obr. 4A). Vzorky
vystavené svétlu také vykazovaly pokles namétfenych hodnot, ale ne tak vyrazny.
V piipadé vzorkii vystavenych intenzité svétla 100 pmol.m2s™ doglo Sesty den k poklesu
na asi 60 % pavodni hodnoty, devaty den pak na 15 %. Obsah chlorofylu u vzorkt
vystavenych svétlu o intenzité 300 ;,Lmol.m'z.s'l poklesl Sesty den na zhruba 80 % a osmy

den na 20 %. Konkrétni hodnoty namétené v den oddé€leni jsou uvedeny v Tab. 1.

U kontrolnich vzorkli inkubovanych ve tmé byl pozorovan postupny pokles hodnot PRI,
ato z priblizn¢ 0,025 na -0,1 (Sesty den) a na -0,15 (devaty den) (Obr. 4B). U vzorka
inkubovanych za pusobeni PAR doslo rovnéz k poklesu naméfenych hodnot v Case, ale
tento pokles byla méné vyrazny: u varianty 100 z ptiblizn€ 0,05 na -0,03 Sesty den a na
-0,085 devaty den. U varianty 300 byla v den odd¢leni i Sesty den naméfena hodnota

kolem 0,025, osmy den doslo k mirnému poklesu na piiblizné 0,01. Z uvedenych vysledkt
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je patrny zpomalujici vliv svétla na pokles PRI béhem indukované senescence. S rostouci

intenzitou svétla bylo zpomaleni vyraznéjsi.

U varianty tma dosahoval parametr F,/Fn, Sesty den po oddéleni pfiblizné 45 % pavodni
hodnoty a devaty den 15 % (Obr. 5A). U svételnych variant byl pokles F/Fy vyrazné
zpomalen. V piipad¢ varianty 100 poklesla Sesty den hodnota na piiblizné 85 % puvodni
hodnoty a devaty den na 80 %. U varianty 300 dosahoval parametr nejvysSich hodnot,
Sesty den poklesl ptfiblizné na 95 % ptvodni hodnoty a osmy den na 90 %. Konkrétni

hodnoty namétené v den oddéleni jsou uvedeny v Tab. 1.

®p, Orp a Dnpg jsou parametry chlorofylové fluorescenéni indukce, jedna se o kvantové
vytézky procestt vyuzivajicich ¢i deaktivujicich absorbovanou energii fotosynteticky
aktivniho zareni. Zaroven plati, Ze ®p + Orp + Onpg = 1 (Lazar 2015). U kontrolnich
vzorkd inkubovanych ve tmé doslo k velmi vyraznému poklesu ®p Vv ¢ase po oddéleni
(z ptiblizné 55 % na 15 % Sesty den a ptiblizné 1 % devaty den) (Obr. 5B). Tento pokles
byl doprovazen vyraznym narGstem ®fp a devaty den i nartistem ®npg. U svételnych
variant doslo Sesty den k obdobnym zménam, které ale nebyly tak vyrazné jako u varianty
tma. Devaty den nebyl na rozdil od varianty tma zaznamenéan narast ®npg, hodnoty vSech

tii parametr byly obdobné jako Sesty den.

5.2 trans-Zeatin

U vzorkd umisténych ve tmé byl obsah chlorofylu srovnatelny s hodnotami zjisténymi
u kontrolnich segmentd (Tab. 1, Obr. 4A). Jediny statisticky vyznamny rozdil byl
zaznamenan devaty den u segmentii ponofenych v roztoku trans-zeatinu o koncentraci 10°°
mol.I"t, kdy byl obsah chlorofylu vyssi nez u DMSO a dalsich koncentraci tZ (kolem 15 %
puvodni hodnoty, Obr. 4A). Obdobné vysledky jako u kontrolnich segmenti byly ziskany
také u vzorkl v tZ uchovavanych na svétle. U obou svételnych variant bylo vyznamné;si
zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu oproti kontrole pozorovano jen u tZ o koncentraci

10 mol.I*.

V porovnani s kontrolnimi vzorky doSlo ve tmé u segmentli oSetfenych tZ k mirné
vyrazn&jSimu poklesu hodnot PRI (Obr. 4B). Snizeni hodnot PRI oproti kontrole bylo
6. den u vsech koncentraci tZ statisticky vyznamné. U varianty 100 nebylo na rozdil od

tmy pozorovano urychleni poklesu hodnot oproti kontrole, u koncentraci 10°a 10 mol.I*
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byly naméfené hodnoty vyssi nez u kontroly. U varianty 300 byly ziskané vysledky

srovnatelné s kontrolnimi vzorky.

Tab. 1: Vychozi hodnoty obsahu chlorofylu a parametru F,/F,, naméfené pomoci pfistroju SPAD-502
a FluorCam u listovych segmentii uchovavanych ve tmé&, na PAR o intenzité 100 pmol.m?s™ (100)
2300 pmol.m?s™® (300) vden oddéleni listovych segmentdi u jednotlivych latek a jejich pisluinych
koncentraci.

obsah chlorofylu Fu/Fm
latka [mol.I™] tma 100 300 tma 100 300
DMSO 0,2% 481 447 456 0,799 0,801 0,799
TZ 10° 473 437 442 0,780 0,802 0,779
10° 471 453 442 0,784 0,773 0,781
10 472 455 444 0,790 0,783 0,785
TDZ 10° 476 443 442 0,784 0,785 0,771
10° 471 438 441 0,778 0,773 0,782
10 481 456 448 0,782 0,771 0,795
UR21 10° 473 447 453 0800 0,777 0,787
10° 483 434 451 0,777 0,778 0,797
10 485 454 448 0,785 0,799 0,782
TDZ-CZ-OMe 10° 48 442 462 0,791 0,784 0,794
10° 488 449 442 0,780 0,783 0,790
10 483 443 443 0,778 0,778 0,803
BAP 10° 46,6 438 44 0,782 0,773 0,782
107 46,3 451 447 0,784 0,775 0,783
10 459 442 435 0,798 0,794 0,782
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Obr. 4: Obsah chlorofylu (A) a fotochemicky reflektan¢ni index PRI (B) béhem indukované senescence
oddglenych listi pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na PAR o intenzité 100 pmol.m?2.s™
(100) a 300 pmol.m?2.s? (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem do 0,2% roztoku DMSO (kontrola)
a do roztoki trans-zeatinu o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I". M&feni bylo provedeno pomoci pristrojii
SPAD-502 a PlantPen PRI v den oddéleni (0 dpo) aSesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni (9 dpo).
V ptipad¢ varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po odd€leni. Hodnoty obsahu chlorofylu
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddé€leni (tma: DMSO 48,1; tZ 10* 47,2: tZ 10° 47.1; 10 47.3;
100: DMSO 44,7; tZ 10 45,5; tZ 10 45,3; tZ 10° 43,7; 300: DMSO 45,6; tZ 10 44,4; tZ 10° 44,2; tZ 10°
44.2). Uvedeny jsou mediany, chybové usecky znac¢i horni a dolni kvartil naméfenych hodnot, n = 5.
Rozdilné pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty a v ramci dne po oddélen.
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Vychozi hodnoty F./Fn u segmentd inkubovanych vtZ odpovidaly hodnotam
u kontrolnich vzorku (Tab. 1). Vysledky ziskané u variant tma a 300 jsou obdobné jako
u kontrolnich vzorku, bez ohledu na pouzitou koncentraci tZ (Obr. 5A). V piipad¢ varianty
100 byly Sesty den po oddé€leni hodnoty F,/Fp u vSech koncentraci tZ mirné¢ vySsi nez
u kontroly. Devaty den dosahoval parametr pfi pouZiti koncentrace 10 mol.I*
srovnatelnych hodnot jako u kontrolnich vzorkd, pii pouziti ostatnich koncentraci byl vyssi

asi 0 10 %.

U vzorkl varianty tma byly Sesty den u vSech tii parametri chlorofylové fluorescencni
indukce ziskany vysledky srovnatelné s kontrolnimi vzorky. Devaty den byly ve srovnani
s kontrolou hodnoty ®¢p vyssi a ®npg vyrazné nizsi (piiblizné 20 % oproti 40 %
u kontroly) (Obr. 5B). U varianty 100 bylo Sesty den u oSetfenych segmenti ®npg obdobné
jako u kontroly. U koncentrace tZ 10 mol.I" bylo zaznamenano mirné vyssi ®p a nizsi
®¢p. Devaty den bylo u vSech koncentraci tZ vyssi ®@p a niz§i Onpg Oproti kontrole.
U varianty 300 bylo Sesty i devaty den u vSech koncentraci tZ ®¢p a ®p srovnatelné
s kontrolou. V piipadé ®npg byly hodnoty u koncentraci 10° a 10®° mol.I" nizii nez

U kontrolnich segment.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze tZ nemél vyraznéjsi zpomalujici G€inek na pokles
obsahu chlorofylu, PRI a F,/Fy, a to v Zadné pouzitych koncentraci a svételné varianté. Ve
variant¢ tma bylo vlivem tZ pozorovano 9. den po oddéleni potlaceni naristu parametru
®¢p a poklesu @p. Mirné pozitivni vliv byl zaznamenan u obou svételnych variant na obsah
chlorofylu 6. den po oddé€leni (u nejvyssi koncentrace) a Ve varianté 100 na parametr F,/Fp,

ana PRI (6. den po odd&leni u koncentrace 10° a 10 mol.I™).
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Obr. 5: Parametr F./Fy, (A) a parametry ®p ®;p a Onpg po Sesti minutach piisobeni aktinického svétla (B)
béhem indukované senescence oddélenych listi pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na
PAR o intenzité 100 pmol.m?s™ (100) a 300 umol.m?.s™ (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem
do 0,2% roztoku DMSO (kontrola) a do roztoki trans-zeatinu o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I"*. Mé&feni
bylo provedeno pomoci pfistroje FluorCam v den oddé€leni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddé€leni
(9 dpo), v pfipadé varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddéleni, n =5. Hodnoty F./F,
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddéleni (tma: DMSO 0,799; tZ 10 0,780; tZ 10° 0,784; 10°
0,790; 100: DMSO 0,801; tZ 10 0,802; tZ 10 0,773; tZ 10°° 0,783; 300: DMSO 0,799; tZ 10 0,779; tZ
10° 0,781; tZ 10°® 0,785). Uvedeny jsou mediany, chybové tisetky zna¢i horni a dolni kvartil naméfenych
hodnot.. U parametri ®p, ®;p @ Pnpg bylo pro grafické znazornéni vyuZito vztahu Op + Of p + Dypg= 1.
Uvedeny jsou priméry, chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku. Rozdilna pismena znaci statisticky
vyznamny rozdil v rdmci svételné varianty a v ramci dne po oddéleni.
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5.3 Thidiazuron
Vychozi hodnoty obsahu chlorofylu odpovidaly hodnotdm u kontrolnich vzorkt (Tab. 1).

U vSech variant byl obsah chlorofylu u vzorki oSetfenych TDZ vyrazné vys$i nez
u kontroly, a to Sesty i devaty den (Obr. 6A). Ve tm¢ poklesl obsah chlorofylu u segment
inkubovanych v TDZ Sesty den pfiblizné na 90 % plvodni hodnoty (kontrola 20 %)
a devaty den pak na 80 % (kontrola 10 %). U svételnych variant se v ptipad€ segmentil
vystavenych piisobeni TDZ obsah chlorofylu Sesty den dokonce zvysil na ptiblizné 120 %

hodnoty namétené v den oddéleni (9. den u varianty 300 na piiblizné 105 %).

U vzorkl inkubovanych ve tmé pod vlivem TDZ byly Sesty i devaty den zaznamenany
vyrazné vyssi hodnoty PRI neZ u kontroly. U koncentraci 10®a 10 mol.I™ doglo Sesty den
k mirnému naristu této hodnoty a u koncentrace 10 mol.I™" zistaly hodnoty piiblizng
stejné jako v den oddéleni, zatimco u kontrolnich vzorka doslo k vyraznému poklesu (Obr.
6B). U varianty 100 byl Sesty i devaty den u vzorki v TDZ pozorovan pokles hodnot, ktery
vSak byl méné vyrazny nez u kontroly. Mezi jednotlivymi koncentracemi TDZ nebyly
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily ani u jedné ze svételnych variant. V piipade
varianty 300 byly Sesty den hodnoty PRI srovnatelné s kontrolou a osmy den mirné vyssi

nez u kontroly.
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Obr. 6: Obsah chlorofylu (A) a fotochemicky reflektan¢ni index PRI (B) béhem indukované senescence
oddglenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tm&, na PAR o intenzité 100 pmol.m?2.s™
(100) a 300 pmol.m?2.s? (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem do 0,2% roztoku DMSO (kontrola)
a do roztoki thidiazuronu o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I". Mé&feni bylo provedeno pomoci pristroji
SPAD-502 a PlantPen PRI v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni (9 dpo).
V piipadé¢ varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddéleni. Hodnoty obsahu chlorofylu
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddéleni (tma: DMSO 48,1; TDZ 10* 48,1;: TDZ 10° 47.1; TDZ
10" 47,6; 100: DMSO 44,7; TDZ 10 45,6; TDZ 10° 43,8; TDZ 10" 44,3; 300: DMSO 45,6; TDZ 10 44,8;
TDZ 10° 44,1;TDZ 10° 44,2). Uvedeny jsou mediany, chybové useky zna&i horni a dolni kvartil
naméfenych hodnot, n = 5. Rozdilna pismena znadi statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty
a v ramci dne po oddéleni.
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Vychozi hodnoty F,/Fn u segmentd inkubovanych v TDZ odpovidaly hodnotam
U kontrolnich vzorkd (Tab. 1). Ve srovnani s kontrolnimi vzorky bylo u segmentl
uchovavanych ve tmé a ponofenych v TDZ patrné velmi vyrazné zpomaleni poklesu
parametru F./Fy, (Obr. 7A). Sesty den byla hodnota nizsi jen o piiblizné 5 % (u kontroly
0 55%), devaty den pak o piiblizn¢ 10 % (u kontroly 85 %) nez hodnota naméfena v den
oddéleni segment. Mezi jednotlivymi koncentracemi TDZ nebyl statisticky vyznamny
rozdil. U varianty 100 bylo zpomaleni poklesu F./Fy také zaznamenano, hodnota
parametru byla Sesty i devaty den srovnatelna s hodnotou ptvodni. U varianty 300 nebyl
ani pfi jednom z méfeni pozorovan vyznamny rozdil mezi kontrolou a jednotlivymi

koncentracemi.

Ve srovnani s kontrolou bylo u segmentii osetienych TDZ a inkubovanych ve tmé vyrazné
vyss§i ®p, a to zejména u koncentrace 10 mol.I", kdy esty den dosahoval ®p priblizné 50
% (kontrola 15%) a devaty den 40 % (kontrola 1 %) (Obr. 7B). U vSech koncentraci TDZ
byl ®¢p Sesty 1 devaty den nizsi nez u kontrolnich vzorkd. Parametr ®Onpg byl Sesty den
u viech koncentraci srovnatelny s kontrolou a devaty den pak u koncentraci 10° a 10
mol.I"! niZ§i nez u kontroly. U varianty 100 byla v piipadé ®p hodnota Sesty den vyssi nez
u kontroly, coZ bylo doprovazeno niz§im ®;p. Devaty den byl ®p u koncentrace TDZ 10
mol.I" srovnatelny s kontrolou, zatimco u ostatnich koncentraci byl vy3§i. V piipadé ®fp
byly naméfené hodnoty u nejniz§i koncentrace niz$i nez u kontroly a u ostatnich
koncentraci obdobné. Parametr ®npg byl Sesty i devaty den srovnatelny s kontrolou.
U varianty 300 byl statisticky vyznamny rozdil zaznamenan pouze Sesty den v @npg
u koncentraci 10 a 10 mol.I*, u kterych byla hodnota ®npg mirné nizsi nez u kontroly.

Ostatni naméfené hodnoty byly srovnatelné s kontrolou.

Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze TDZ mél vyrazn€ zpomalujici G€inek na pokles obsahu
chlorofylu ve tm¢, na svétle doSlo dokonce k nartistu obsahu chlorofylu u segmentt
osetfenych TDZ. U vSech variant, zejména ve tm¢, m¢l TDZ vyrazn€ zpomalujici u€inek
na pokles PRI. V ptipad¢ parametrti chlorofylové fluorescence mél TDZ velmi vyrazny
ucinek na zpomaleni poklesu F\/Fr, a ®@p a zptsobil pokles hodnoty ®sp, a to zejména ve

tmé (pfi PAR 100 umol.m'z.s'1 mél TDZ uvedeny ucinek také, ale mirnéjsi).
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Obr. 7: Parametr F,/F, (A) a parametry ®p ®;p a Onpg po Sesti minutach plisobeni aktinického svétla (B)
béhem indukované senescence odd€lenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na
PAR o intenzité 100 pmol.m?s™ (100) a 300 pmol.m?.s™ (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem
do 0,2% roztoku DMSO (kontrola) a do roztoki thidiazuronu o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I". M&keni
bylo provedeno pomoci pfistroje FluorCam v den oddé€leni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni
(9 dpo), v ptipadé varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddéleni, n = 5. Hodnoty F./F,
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddgleni (tma: DMSO 0,799; TDZ 10 0,784; TDZ 10 0,778;
TDZ 10° 0,782; 100: DMSO 0,801; TDZ 10 0,785; TDZ 10 0,773; TDZ 10° 0,771; 300: DMSO 0,799;
TDZ 10 0,771; TDZ 10®° 0,782; TDZ 10° 0,795). Uvedeny jsou mediany, chybové Gsecky zna¢i horni
a dolni kvartil naméfenych hodnot. U parametri ®p, ®;p & Pnpg bylo pro grafické znazornéni vyuZito vztahu
®p + Dp + Dppg = 1. Uvedeny jsou primeéry, chybové Usecky znaéi smérodatnou odchylku. Rozdilna
pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty a v rdmci dne po oddéleni.
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5.4 TDZ-CZ-OMe
Vychozi hodnoty obsahu chlorofylu odpovidaly hodnotam u kontrolnich vzorka (Tab. 1).

Béhem indukované senescence byl obsah chlorofylu u segmentti ponofenych v TDZ-CZ-
OMe u vsech svételnych variant vyrazné vyssi ve srovnani s kontrolnimi vzorky (Obr. 8A).
U varianty tma byl obsah chlorofylu $esty den piiblizné¢ 90 % pivodni hodnoty (kontrola
20 %) a devaty den 80 % (kontrola 10 %). V piipad¢ varianty 100 se obsah chlorofylu
pohyboval Sesty den kolem 105 % plvodni hodnoty. Devaty den byly u nejvyssi
koncentrace TDZ-CZ-OMe hodnoty pfiblizné 120%. U varianty 300 byl velice vyrazny
rozdil mezi kontrolou a TDZ-CZ-OMe pozorovan osmy den, kdy byly naméfené hodnoty

u segmentll oSetfenych jednotlivymi koncentracemi derivatu primérné 0 85 % vyssi.

U segmentd umisténych ve tmé byly namétené hodnoty PRI vyrazné vyssi nez u kontroly,
a to Sesty i devaty den (Obr. 8B). U varianty 100 byl tento rozdil mezi kontrolou a TDZ-
CZ-OMe také pozorovan, ale byl méné vyrazny nez u varianty tma. Nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi TDZ-CZ-OMe. V piipadé
varianty 300 byly hodnoty naméfené osmy den u kontroly a nejvyssi koncentrace

, A - Ao s
srovnatelné, u koncentraci 10 a 10®° mol.I"* mirn& vy3si.
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Obr. 8: Obsah chlorofylu (A) a fotochemicky reflektan¢ni index PRI (B) béhem indukované senescence
oddglenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na PAR o intenzité 100 pmol.m™?.s™
(100) a 300 pmol.m?2.s? (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem do 0,2% roztoku DMSO (kontrola)
a do roztokis TDZ-CZ-OMe o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I". M&feni bylo provedeno pomoci pristrojii
SPAD-502 a PlantPen PRI v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni (9 dpo).
V ptipad¢ varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddéleni. Hodnoty obsahu chlorofylu
jsou uvedeny v % hodnoty namé&fené v den oddé&leni (tma: DMSO 48,1; TDZ-CZ-OMe 10™ 48,3; TDZ-CZ-
OMe 10° 48,8; TDZ-CZ-OMe 10° 48,0; 100: DMSO 44,7; TDZ-CZ-OMe 10* 44,3; TDZ-CZ-OMe 107
44,9; TDZ-CZ-OMe 10 44,2; 300: DMSO 45,6; TDZ-CZ-OMe 10 44,3; TDZ-CZ-OMe 10° 44,2; TDZ-
CZ-OMe 10 46,2). Uvedeny jsou mediany, chybové usetky zna¢i horni a dolni kvartil naméfenych hodnot,
n = 5. Rozdilnd pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v rdmci svételné varianty a v rdmci dne po
oddé¢leni.
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Vychozi hodnoty F\/Fy, u segmentl inkubovanych v TDZ-CZ-OMe odpovidaly hodnotam
naméfenym u kontrolnich vzorkt (Tab. 1). Velmi vyrazny rozdil byl po oddéleni listt
pozorovan ve varianté tma mezi hodnotami F,/Fy u kontrolnich segmenti a segmentt
osetfenych derivatem (Obr. 9A). V piipadé¢ TDZ-CZ-OMe dosahoval parametr Sesty den
ptiblizn€ 95 % (u kontroly 45 %) piivodni hodnoty. Devaty den se pak pohyboval kolem
90 % (u kontroly 15 %) hodnoty naméfené v den oddéleni segmentti. V piipad¢ varianty
100 byly namétené hodnoty F./Fn, u segmentt oSetfenych derivatem vys$si nez u segmentil
kontrolnich a zustaly Sesty i devaty den prakticky nezménény. V piipadé varianty 300 byly
vysledky obdobné jako u kontroly. Mezi jednotlivymi koncentracemi nebyl vyznamny

rozdil ani u jedné ze svételnych variant.

Hodnoty ®p u oSetfenych segment uchovavanych ve tmé byly ve srovnani s kontrolou
vyssi, a to zejména u koncentrace TDZ-CZ-OMe 10™ mol.I™, kdy se $esty den hodnota ®p
pohybovala kolem 40 % (u kontroly 15 %) (Obr. 9B). Vyrazn¢ niz§ich hodnot dosahoval
oproti kontrole ®sp, ktery Sesty den dosahoval u vSech pouzitych koncentraci ptiblizné
30 % (kontrola 60 %). V ptipadé¢ ®neq byly hodnoty u koncentrace 10° mol.I" Sesty den
vy$$i nez u kontrolnich segmentli, ale u ostatnich koncentraci srovnatelné s kontrolou.
Devaty den byl ®p V porovnani s kontrolou vyssi, ®p nizsi a v ptipadé ®npg byla hodnota
parametru niz§i u koncentrace 10 mol.I. U varianty 100 byl u koncentrace 10° mol.I*
®npo mirné nizsi, a to Sesty i devaty den po oddéleni. V porovnani s kontrolnimi vzorky
vykazovaly segmenty oSettené TDZ-CZ-OMe vyssi hodnoty ®p (devaty den byl ®p
u nejvyssi koncentrace mirné niz$i nez u ostatnich koncentraci) a nizs$i hodnoty ®sp.
V piipadg varianty 300 byl Sesty den po oddéleni u koncentrace 10 a 10™° mol.I" ®p vyssi
a Onpg nizsi nez u kontroly. Osmy den se od kontroly nejvice liSila koncentrace TDZ-CZ-
OMe 10°® mol.I", kdy se ®p pohyboval kolem 20 % (kontrola 45 %), ®sp kolem 50 %
(kontrola 30 %) a ®npg kolem 30 % (kontrola 25 %).

Zuvedenych vysledki vyplyva, Ze aplikace TDZ-CZ-OMe vyrazné¢ zpomalila pokles
obsahu chlorofylu ve tm¢ a u osvétlenych variant zpusobila jeho narist. Vlivem TDZ-CZ-
OMe doslo u variant tma a 100 ke zpomaleni poklesu PRI, F,/F, a ®p a ke zpomaleni

naristu @s p.
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Obr. 9: Parametr F,/F, (A) a parametry ®p ®;p a Onpg po Sesti minutach plisobeni aktinického svétla (B)
béhem indukované senescence oddélenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na
PAR o intenzit¢ 100 pmol.m?2.s™ (100) a 300 pmol.m2.s™ (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem
do 0,2% roztoku DMSO (kontrola) a do roztokii TDZ-CZ-OMe o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I"*. Mé&eni
bylo provedeno pomoci pfistroje FluorCam v den oddé€leni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddé€leni
(9 dpo), v piipadé varianty 300 bylo posledni mé&feni provadéno osmy den po oddéleni, n = 5. Hodnoty F./F,
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddéleni (tma: DMSO 0,799; TDZ-CZ-OMe 10%0,791; TDZ-
CZ-OMe 10°0,780; TDZ-CZ-OMe 10° 0,778; 100: DMSO 0,801; TDZ-CZ-OMe 10 0,784; TDZ-CZ-OMe
10° 0,783; TDZ-CZ-OMe 10° 0,778; 300: DMSO 0,799; TDZ-CZ-OMe 10 0,794; TDZ-CZ-OMe 107
0,790; TDZ-CZ-OMe 10° 0,803). Uvedeny jsou mediany, chybové usedky zna&i horni a dolni kvartil
naméfenych hodnot. U parametrii ®p, ®¢pa ® npg bylo pro grafické zndzornéni vyuZzito vztahu ®p + O¢p +
®npo = 1. Uvedeny jsou primeéry, chybové useCky znaci smérodatnou odchylku. Rozdilnd pismena znaci
statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty a v rdmci dne po odd€leni.

49



5.5 UR21
Vychozi hodnoty obsahu chlorofylu odpovidaly hodnotam u kontrolnich vzorki (Tab. 1).

V piipadé segmentll uchovavanych ve tmé a osetienych cytokininovym derivatem UR21
o koncentraci 10°® mol.I™ doslo k poklesu obsahu chlorofylu srovnatelnému s kontrolnimi
vzorky (Obr. 10A). U ostatnich koncentraci UR21 byl obsah chlorofylu vyrazné vyssi nez
u kontroly, zejména pak u nejvysSi koncentrace (Sesty den piiblizné 80 % pivodni
hodnoty, u kontroly 20 %). Ve tmé byly tedy zaznamenany vy$$i hodnoty obsahu
chlorofylu s rostouci koncentraci UR21. U svételnych variant byl pozorovan vyznamny
rozdil oproti kontrolnim vzorkiim u vSech koncentraci derivatu, a to zejména devaty den po
odd¢leni. V ptipad¢ varianty 100 se Sesty i devaty den obsah chlorofylu u koncentraci 10°
a10™® molI" pohyboval kolem 110 % pivodni hodnoty. U varianty 300 byl obsah
chlorofylu u téchto koncentraci pfiblizné¢ 110 % Sesty den (kontrola 80 %) a u vSech

koncentraci primérné 95 % osmy den (kontrola 20 %).

U segmenti varianty tma v roztoku UR21 o koncentraci 10 mol.I™ byla $esty den hodnota
PRI srovnatelna s kontrolnimi vzorky a devaty den pak nizs§i nez u kontroly (Obr. 10B).
U ostatnich koncentraci byl PRI velmi vyrazné vyssi. V piipadé varianty 100 byly hodnoty
PRI vyssi nez u kontroly, pfi¢emZ devaty den byl rozdil mezi kontrolou a UR21 vyrazng&jsi.
Mezi jednotlivymi koncentracemi tohoto derivatu nebyly statisticky vyznamné rozdily.

U varianty 300 nebyly zaznamenany vyrazné rozdily oproti kontrolnim vzorkam,

Cvwr
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Obr. 10: Obsah chlorofylu (A) a fotochemicky reflektanéni index PRI (B) béhem indukované senescence
oddglenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tm&, na PAR o intenzité 100 pmol.m™.s™
(100) a 300 pmol.m?2.s? (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem do 0,2% roztoku DMSO (kontrola)
a do roztoki UR21 o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I":. M&keni bylo provedeno pomoci piistrojii SPAD-502
a PlantPen PRI v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni (9 dpo). V piipad€ varianty
300 bylo posledni méteni provadéno osmy den po oddéleni. Hodnoty obsahu chlorofylu jsou uvedeny v %
hodnoty namétené v den oddéleni (tma: DMSO 48,1; UR21 10* 48,5: UR21 10° 48,3; UR21 10°® 47,3: 100:
DMSO 44,7; UR21 10" 45,4; UR21 10” 43,4; UR21 10°° 44,7; 300: DMSO 45,6; UR21 10 44,8; UR21 10°
45,1; UR21 10° 45,3). Uvedeny jsou mediany, chybové Gisecky zna&i horni a dolni kvartil namé&fenych
hodnot, n = 5. Rozdilna pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v rdmci svételné varianty a v ramci dne
po odd€leni.
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Vychozi hodnoty F./Fn u segmenti inkubovanych v UR21 odpovidaly hodnotam
u kontrolnich vzorki (Tab. 1). Nejvyraznéjsi rozdil v hodnoté parametru F./Fny
u kontrolnich a oSetfenych segmenti byl pozorovan v ptipad¢ varianty tma, a to konkrétné
u koncentraci UR21 10 a 10 mol.I* (Obr. 11A). Pokles F,/Fq, u téchto koncentraci ¢inil
jen priblizné 5 % Sesty den (u kontroly 55%) a do 10 % devaty den (u kontroly 85 %)
hodnoty naméfené v den oddé€leni. U varianty 100 byl u vSech koncentraci zaznamenan
pouze nepfili§ vyrazny rozdil v hodnotach F./Fn oproti kontrole. U varianty 300 byly
ziskané vysledky srovnatelné s kontrolou s vyjimkou F./Fy Sesty den u nejvyssi

koncentrace, kdy byla namétena hodnota mirn€ nizsi nez u kontrolnich vzorkd.

U vzorkd uchovavanych ve tmé byly zaznamenany nejvétsi rozdily v parametrech
chlorofylové fluorescen¢ni indukce, a to mezi kontrolou a UR21 i mezi jednotlivymi
pouzitymi koncentracemi (Obr. 11B). Sesty i devaty den byla hodnota ®p u nejnizsi
koncentrace srovnatelna s kontrolou, u ostatnich koncentraci byla hodnota vyssi. Vyrazné
rozdily byly pozorovany u parametru ®;p. U koncentrace 10° mol.I* se hodnota ®¢p
pohybovala kolem 55 % (kontrola 60 %) Sesty den a kolem 80 % devaty den (kontrola 60
%). U koncentrace 10 mol.I" byl @;p Sesty i devaty den pfibliznd 25 % a u koncentrace
10" mol.I"" Sesty den priblizné 40 % a devaty den 35 %. V piipads Dpnpo byl Sesty den
nejveétsi rozdil mezi kontrolou (25 %) a koncentraci 10™ mol.I™ (40 %). Devaty den pak
byl ®neg u nejvyssi koncentrace srovnatelny s kontrolou (40 %), u koncentrace 10 mol.I"
vyssi (55 %) a u koncentrace 10° mol.I"! vrazng nizsi (15 %). V piipadé svételné varianty
100 byl ®p Sesty den u koncentraci 10° a 10° mol.I?* piiblizné 55 %, tedy vyssi nez
u kontroly (40 %) a u koncentrace 10 mol.I'* 20 %, tedy naopak niz§i nez u kontroly.
Devaty den byly vysledky obdobné. U ®@;p byly hodnoty Sesty den u koncentraci 10° a 10
> mol.I" priblizng 25 %, tedy niz&i nez u kontroly (40 %) a u koncentrace 10 mol.I™
priblizné¢ 50 %, tedy naopak vyS$i nez u kontroly. Devaty den byly ziskané vysledky
obdobné. U parametru ®Onpg byla Sesty den hodnota u nejvyssi koncentrace mirné vyssi,
pfiblizné 25 % oproti 20 % u kontroly, u ostatnich koncentraci byly hodnoty srovnatelné
s kontrolou. Devéty den byly hodnoty u koncentraci 10° a 10° moll? mimé& nizsi
a u koncentrace 10™ mol.I™* naopak vyssi (30 %) neZ u kontroly (20 %). V piipadé varianty
300 byly Sesty den u koncentraci 10° a 10° mol.I"* naméfeny hodnoty ®p kolem 50 %
(kontrola 40 %), devaty den uz byly hodnoty srovnatelné s kontrolou. U koncentrace 10™

mol.I" byl naopak ®p nizsi v porovnani s kontrolnimi segmenty, p¥iblizné 20 % Sesty
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I devaty den. Vyrazny rozdil vuci kontrole byl v pfipadé ®fp naméfen u nejvyssi
koncentrace UR21, kdy se Sesty den hodnota pohybovala kolem 60 % a devaty den kolem
55 % (30 % u kontroly vobou dnech). V pfipadé Oneg byly Sesty den hodnoty
u koncentraci 10° a 10" mol.I"* mirng niz$i nez u kontroly, ale osmy den uZ byly hodnoty

ziskané u vSech koncentraci srovnatelné s kontrolnimi vzorky.

Z uvedenych vysledku je patrny rtzny vliv pouzitych koncentraci a svételnych podminek
na pusobeni UR21. Zatimco ve tm¢ byl nejvyrazngjsi zpomalujici efekt zmény obsahu
chlorofylu, PRI i parametry chlorofylové fluorescence pozorovan u dvou nejvyssich
mirng, pfi PAR 100 pmol.m™.s™ bylo u obsahu chlorofylu, PRI a Fy/Fy, uZ jeji ptisobeni
srovnatelné s ostatnimi koncentracemi. V ptipad¢ parametri chlorofylové fluorescencni
indukce je u obou osvétlenych variant patrny negativni vliv nejvyssi koncentrace,

tj. urychleni jejich zmén v disledku indukované senescence.
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Obr. 11: Parametr F,/Fy, (A) a parametry ®p ®;p a Onpg po Sesti minutach plisobeni aktinického svétla (B)
béhem indukované senescence odd€lenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na
PAR o intenzit¢ 100 pmol.m?2s™ (100) a 300 pmol.m?.s™ (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem
do 0,2% roztoku DMSO (kontrola) a do roztokit UR21 o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I"X. M&feni bylo
provedeno pomoci piistroje FluorCam v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddé€leni (9
dpo), v ptipadé varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddé€leni, n = 5. Hodnoty F./F,
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den odd&leni (tma: DMSO 0,799; UR21 10 0,800; UR21 10°0,777;
UR21 10 0,785; 100: DMSO 0,801; UR21 10 0,777; UR21 10® 0,778; UR21 10° 0,799; 300: DMSO
0,799; UR21 10™ 0,787; UR21 10° 0,797; UR21 10°® 0,782). Uvedeny jsou mediany, chybové tsecky znaéi
horni a dolni kvartil naméfenych hodnot. U parametri ®p, ®¢pa @ npg bylo pro grafické znazornéni vyuZzito
vztahu @p + @;p + Oypg = 1. Uvedeny jsou prameéry, chybové usecky znaci smérodatnou odchylku. Rozdilna
pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty a v ramci dne po oddéleni.
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5.6 N°-benzylaminopurin

Vychozi hodnoty obsahu chlorofylu odpovidaly hodnotam u kontrolnich vzorki (Tab. 1).
Ve srovnani s kontrolnimi vzorky byl u varianty tma pozorovan vliv pouze u koncentrace
BAP 10 mol.I" (Obr. 12A). Obsah chlorofylu byl Sesty den piiblizng 60 % piivodni
hodnoty (kontrola a ostatni koncentrace pfiblizné 20 %) a devaty den 50 % (kontrola
a ostatni koncentrace 10 %). U varianty 100 se od kontroly vyznamné lisily hodnoty
naméfené u koncentraci 10° a 10* mol.I?%, a to zejména devaty den, kdy byl obsah
chlorofylu u téchto koncentraci pfiblizné¢ 80 % plvodni hodnoty (kontrola a nejnizsi
koncentrace priblizné 15 %). V piipadé varianty 300 byla u listovych segmentt

zaznamenana pomeérné vysoka heterogenita, coz pravdépodobné zpiisobilo velké rozdily

mezi naméfenymi hodnotami.

U varianty tma byly vyrazné vyssi hodnoty PRI nez u kontrolnich vzorkd zaznamenany
pouze u koncentrace 10 mol.I"* (Obr. 12B). V ptipads varianty 100 byl u roztokii BAP
Sesty den PRI mirné¢ vyssi neZ u kontroly. Mezi jednotlivymi koncentracemi nebyl
pozorovén statisticky vyznamny rozdil. Devaty den po odd&leni byl PRI u koncentraci 107
a10® mol.I" vys§i neZ u kontroly i nejniz§i koncentrace. U varianty 300 nebyly

pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi BAP.
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Obr. 12: Obsah chlorofylu (A) a fotochemicky reflektanéni index PRI (B) béhem indukované senescence
oddglenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na PAR o intenzité 100 pmol.m™.s™
(100) a 300 pmol.m?2.s? (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem do 0,2% roztoku DMSO (kontrola)
a do roztokia N°-benzylaminopurinu o koncentraci 10, 10° a 10 mol.I*. M&feni bylo provedeno pomoci
pfistroju SPAD-502 a PlantPen PRI v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po oddéleni (9 dpo).
V ptipad¢ varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddéleni. Hodnoty obsahu chlorofylu
jsou uvedeny v % hodnoty naméfené v den oddéleni (tma: DMSO 48,1; BAP 10* 45.9: BAP 10° 46,3; BAP
10" 46,6; 100: DMSO 44,7; BAP 10 44,2; BAP 10” 45,1; BAP 107 43,8; 300: DMSO 45,6; BAP 10 43,5;
BAP 10° 44,7; BAP 10° 44,0). Uvedeny jsou mediany, chybové usedky zna&i horni a dolni kvartil
naméfenych hodnot, n = 5. Rozdilnd pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v ramci svételné varianty
a v ramci dne po oddéleni.
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Vychozi hodnoty F,/Fn u segmentd inkubovanych v BAP odpovidaly hodnotam
u kontrolnich vzorkd (Tab. 1). Nejvyrazngjsi vliv BAP na parametr F,/F, ve tmé byl
zaznamenan u koncentrace 10 mol.I (Obr. 13A). Ve srovnani s kontrolou doglo
Kk poklesu parametru pouze o 15 % Sesty den (u kontroly o 55 %) a o 30 % devaty den
(u kontroly 0 85 %). U varianty 100 byly Sesty a devaty den u segmentl oSetfenych BAP
hodnoty F./Fy obdobné jako v den oddéleni, asi o 15 - 20 % vys§i nez u kontroly.

U varianty 300 byly ziskané vysledky srovnatelné s kontrolou.

U vzorkdl inkubovanych ve tm& v BAP o koncentraci 10* mol.I"* byly ve srovnani
s kontrolou zjistény vyssi hodnoty ®@p, Sesty den ptiblizn€ 30 % (u kontroly 15 %) a devaty
den piiblizné¢ 15 % (1 % u kontroly) (Obr. 13B). U nejnizs$i koncentrace byl ®sp
srovnatelny s kontrolou. Sesty den byl u koncentraci 10™ (ptiblizné 55 %) a 10 mol.I™
(priblizné 35 %) ®sp nizsi nez u kontroly (60 %), ale devaty den byly hodnoty ®sp
u koncentrace 10 mol.I" naopak vys§i (kolem 70 %) nez u kontroly (60 %). U nejvyssi
koncentrace byl ®fp srovnatelny s kontrolou. Vyrazny rozdil v ®npg mezi oSetienymi
a kontrolnimi vzorky byl pozorovan 3esty den u koncentrace BAP 10™ mol.I* (35 %,
u kontroly 25 %) a devaty den u koncentrace 10° mol.I" (15 %, u kontroly pfiblizng
40 %). U varianty 100 byl Sesty i devaty den ®p vyssi u segmentli ponofenych v BAP
(ptiblizné€ 55 %) nez u kontroly (40 %), s ¢imZ souvisela niz§i hodnota ®f,D u oSetienych
segmentt (kolem 35 %) nez u kontroly (40 %). Sesty i devaty den byl ®npg u nejnizsi
koncentrace niZ$i nez u kontroly, ostatni pouzité koncentrace byly s kontrolou srovnatelné.
V ptipadé varianty 300 byly parametry ®p a ®@fp srovnatelné s kontrolou a ®npg byl

v porovnani s kontrolou mirng niz§i u koncentraci 10° a 10 mol.I"* (Obr. 12B).

Ze ziskanych vysledkl je patrny vyrazné zpomalujici vliv nejvyssi koncentrace BAP na
pokles obsahu chlorofylu, PRI a Fu/Fy, ve tmé&. P¥ PAR 100 pmol.m™.s™ byl tento vliv
pozorovéan u koncentraci 10 a 10 mol.I" (v piipadé F/Fn u viech koncentraci BAP).
U parametri chlorofylové fluorescen¢ni indukce doSlo ve varianté tma k nejvétSimu
zlepSeni 6. den po oddéleni u nejvyssi koncentrace a v piipad€ varianty 100 doslo

kK mirnému zlepSeni, tedy zpomaleni poklesu ®@p a naristu @sp u vSech koncentraci BAP.
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Obr. 13: Parametr F,/F, (A) a parametry ®p, ®rpa ® npg po Sesti minutach plisobeni aktinického svétla(B)
béhem indukované senescence odd€lenych listd pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé, na
PAR o intenzit¢ 100 pmol.m?2s™ (100) a 300 pmol.m?2.s™ (300). Listové segmenty byly ponofeny fezem
do 0,2% roztoku DMSO (kontrola) a do roztoké N°-benzylaminopurinu o koncentraci 10°®, 10° a 10 mol.I™.
Meéfeni bylo provedeno pomoci piistroje FluorCam v den oddéleni (0 dpo) a Sesty (6 dpo) a devaty den po
oddéleni (9 dpo), v ptipad¢ varianty 300 bylo posledni méfeni provadéno osmy den po oddé€leni, n = 5.
Hodnoty F,/Fy, jsou uvedeny v % hodnoty nam&fené v den oddéleni (tma; DMSO 0,799; BAP 10 0,782;
BAP 10°0,784; BAP 10°° 0,798; 100: DMSO 0,801; BAP 10 0,773; BAP 10° 0,775; BAP 10°° 0,794; 300:
DMSO 0,799; BAP 10™ 0,782; BAP 107° 0,783; BAP 10° 0,782). Uvedeny jsou mediany, chybové tsecky
znaci horni a dolni kvartil naméfenych hodnot. U parametrli ®p, ®;pa @ npg bylo pro grafické zndzornéni
vyuZito vztahu @p + @¢p + Oypg = 1. Uvedeny jsou priiméry, chybové secky znaci smérodatnou odchylku.
Rozdilna pismena znaci statisticky vyznamny rozdil v rdmci svételné varianty a v ramci dne po oddéleni.
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6 Diskuze

Je znamo, Ze v prabéhu senescence dochazi k poklesu obsahu chlorofylu (napt. Spundova
a kol. 2003, Vickova a kol. 2006) a ke zménam parametra chlorofylové fluorescence jako
je maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II oznacovany jako F./Fn, ktery
s postupujici senescenci klesa. (Rohadek a Bartdk 1999, Spundova a kol. 2003, Vickova
a kol. 2006, Prokopova a kol. 2010) nebo parametr NPQ, ktery odrdzi miru disipace
absorbované energie na teplo, ktery v prubéhu senescence nejprve nartista a v posledni fazi
zivota listi klesa (Rohacek a Bartak 1999, Rohacek a kol. 2002, Dai a kol. 2004,
Hendrickson a kol. 2004). V pribéhu senescence dochazi také ke zménam aktualniho
kvantového vytézku fotochemie PSII (®pg), ktery ukazuje, jak velké mnozstvi energie
absorbované anténami PSII je pfeménéno na fotochemickou energii (napt. Kalaji a kol.
2014). Tento parametr je na stresy zpravidla citlivéjsi nez parametr F,/Fy, a také v priabéhu
senescence pomeérn¢ vyrazné klesa (Dai a kol. 2004). V literatufe je pouzivan také pod
oznacenim ®p (Hendrickson a kol. 2004, Lazar 2015). Kvantovy vytézek konstitutivniho
neregula¢niho nefotochemického zhaseni (®fp) udava jak velka ¢ast absorbované energie
je ztracena konstitutivni tepelnou disipaci a fluorescenci, pficemz vétsi st tvoii tepelna
disipace (Hendrickson a kol. 2004). Dalsi parametr, ktery je mozno pouzit pfi posouzeni
miry senescence, je fotochemicky reflektan¢ni index (PRI). Tento parametr pii senescenci
klesd, jednak zdavodu poklesu obsahu chlorofylu (Gamon a Surfus 1999), jednak
z ditvodu poklesu @pgy; (napi. Gamon a Bond 2013).

V ramci této prace byl sledovan vliv riiznych koncentraci cytokinin a cytokininovych
derivati na obsah chlorofylu, fotochemicky reflektan¢ni index a parametry chlorofylové
fluorescence (Fu/Fm, ®p, @fp a Onpg) behem indukované senescence u oddélenych listi
pSenice seté (Triticum aestivum L. cv. Aranka) ve tmé a na PAR o ruzné intenzité. Jako
kontrolni byl pouzit roztok DMSO (0 koncentraci 10* mol.I") vyuZivany jako

rozpoustédlo pfi ptipraveé roztokl cytokinind.

U vzorkt inkubovanych v DMSO a uchovavanych ve tmé byl s postupujici dobou od
oddéleni listovych segmentli pozorovan velmi vyrazny pokles obsahu chlorofylu, hodnot
PRI, Fy/Fn a ®p doprovazeny naristem Ofp a Onpg. Tyto ziskané vysledky jsou v souladu
s literaturou (napf. Spundova a kol. 2003, Dai a kol. 2004, Hendrickson a kol. 2004,

Vickova a kol. 2006, Prokopova a kol. 2010), kde je také uvedeno, ze ptisobeni PAR do
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urCité intenzity prubeh senescence zpomaluje. Stejnych vysledki bylo dosazeno
i ukontrolnich vzorki inkubovanych pi¥i PAR o intenzité 100 pmol.m?s™, kdy bylo
pozorovano zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu, hodnot PRI, F\/Fy a ®p doprovazené
zpomalenim nartistu parametrii ®fp a Onpg. V literatute (Spundova a kol. 2003, Vickova
a kol. 2006) je rovnéz uvedeno, ze pusobeni PAR o vyssi intenzité mlze mit negativni
efekt na prib¢h senescence, tedy nedojde ke zpomaleni senescence, ale naopak k jejimu
urychleni. U kontrolnich vzorka uchovavanych pii PAR o intenzité 300 umol.m‘z.s‘l, nebyl
tento efekt pozorovan. V piipadé obsahu chlorofylu, PRI a F,/Fy, bylo naopak pozorovano
vyrazné&j§i zpomaleni poklesu téchto hodnot vV porovnani s nizsi pouzitou intenzitou PAR.
U parametrti chlorofylové fluorescencni indukce bylo dosazeno obdobnych vysledki jako
u varianty 100. Je pravdépodobné, Ze pouzita ozafenost byla u varianty 300 relativné nizka
vzhledem k tomu, Ze p&stebni ozéafenost byla 100 pmol.m?.s™. Melkovitova ve své
bakalaiské praci (2012) uvadi, ze v reakci rostlin na pisobeni PAR hraje roli prave

I intenzita PAR, na kterou jsou rostliny aklimatizované.

Schopnosti cytokinin a cytokininovych derivati oddalovat senescenci se vénovala cela
fada autort a jedna se o téma, které je pomérn¢ dobie zdokumentovano (Gan a Amasino
1995, Holub a kol. 1998, Ferrante a kol. 2002, Karavaiko a kol. 2004, Dolezal a kol. 20086,
Vlickova a kol. 2006, Prokopova a kol. 2010, Sergiev a kol. 2007, Mik a kol. 2011a, b).
Antisenescen¢ni aktivita CK je nejcastéji stanovovana za pomoci senescenéniho testu
probihajiciho ve tmé na oddé€lenych listech pSenice, ktery je zalozen na schopnosti CK
oddalit degradaci chlorofylu v pribéhu indukované senescence. V na$i praci byly na
oddélené listové segmenty sedmidenni pSenice exogenné aplikovany roztoky cytokinind
tZ, TDZ aBAP a novych cytokininovych derivati odvozenych od fenylmocoviny
s oznac¢enim TDZ-CZ-OMe a UR21. U vzorkl v TDZ a TDZ-CZ-OMe umisténych ve tmé
byl zaznamenano velmi vyrazné zpomaleni zmén spojenych s indukovanou senescenct,
a to u vSech pouzitych koncentraci. Obdobnych vysledkii bylo dosazeno i u roztoki UR21,
ale pouze ve vyssich pouzitych koncentracich (10° a 10 mol.I'") a u BAP v pripadé
nejvyssi pouzité koncentrace (10 mol.I"Y). Vyrazng& pozitivni vliv TDZ-CZ-OMe na
zachovani fotosyntetického aparatu listd inkubovanych ve tmé byl potvrzen také vysledky
testovacich meéfeni nativni elektroforézy pigment-proteinovych komplext tylakoidnich
membran: v roztoku TDZ-CZ-OMe o koncentraci 10° mol.I" bylo 6. dpo toto slozeni
nezménéno oproti Cerstvé oddélenym listim (nepublikovana data). Pii pouziti tZ byly

ziskané vysledky srovnatelné s kontrolou a tedy se vyrazné lisi od informaci uvadénych
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V literatuie, napt. Holub a kol. (1998) uvadi u tZ vyssi antisenescenéni aktivitu nez u BAP
po ¢tyfdenni inkubaci ve tm¢. V testovacich experimentech piedchéazejicich experimentiim
popsanym v ramci této prace bylo také pozorovano vyrazné zpomaleni senescence ve tmé
vlivem tZ. Ztrata antisenescencni aktivity roztoku tZ by mohla souviset s del$i dobou

(n€kolik mésicit), ktera ub&hla mezi ptipravou a pouzitim roztoku tZ v experimentu.

Vzhledem k tomu, ze ptisobeni PAR do ur¢ité intenzity samo o sobé zpomaluje senescenci,
nebyl za pouziti PAR efekt plsobeni cytokinini na senescenci tak vyrazny jako
u experimentli provadénych ve tme. V piipad¢ tZ byly ziskané vysledky opé€t srovnatelné
s kontrolou, a tedy nebyl pozorovan jeho pozitivni vliv na oddaleni senescence. Mirné
pozitivni vliv tZ byl zaznamenan pouze v ptipadé F./F, (u obou variant) a 6. den po
oddéleni ve wvariant¢ 100 na obsah chlorofylu u nejvyssi koncentrace a na PRI
u koncentraci 10° a 10 mol.I. Vlivem TDZ a derivatu TDZ-CZ-OMe byl u varianty 100
zaznamenan narust obsahu chlorofylu, u TDZ 6 dpo na 120 % hodnoty naméfené v den
oddéleni a u TDZ-CZ-OMe na 105 % Sesty den a na 120 % devaty den po oddéleni.
Ostatni zmény provazejici senescenci (pokles PRI, Fy/Fy, a ®p doprovazeny naristem ®sp
a Onpg) byly témito latkami zpomaleny také, ale méné vyrazné nez u segmentd
uchovavanych ve tmé. Pii aplikaci BAP bylo vyrazné zpomaleni poklesu obsahu
chlorofylu zaznamenano u koncentraci 10®° a 10™ mol.I" a v ptipadé PRI devaty den po
odd&leni u koncentraci 10° a 10 mol.I"". Pozitivni vliv viech koncentraci BAP byl
zaznamenan v piipad¢ parametrit chlorofylové fluorescence (®npg byl u  vysSich

koncentraci srovnatelny s kontrolou).

V literatute (napt. Prokopova a kol. 2010, Melkovi¢ova 2012) se uvadi, ze pisobeni CK za
pfitomnosti PAR je ovlivhéno nejen intenzitou pouzitého PAR, ale i1 koncentraci roztoku
pouzitého cytokininu. Koncentrace vys$i nez urcita hrani¢ni koncentrace muize mit za
nasledek negativni efekt cytokininu na pribéh senescence, kdy je senescence namisto
zpomaleni urychlena. Tato hrani¢ni koncentrace se u jednotlivych cytokinini lisi.
Z vysledkt ziskanych pii exogenni aplikaci nového cytokininového derivatu s oznacenim
UR21 je patrny vliv koncentrace a svételnych podminek na pisobeni UR21. Ve tmé bylo
nejvetsi zpomaleni senescence (pozitivni vliv na obsah chlorofylu, PRI i parametry
chlorofylové fluorescence) pozorovano u dvou nejvyssich koncentraci (10 a 10 mol.I™).

Piisobeni nejniz§i koncentrace (10° mol.I") bylo srovnatelné s kontrolou nebo se od ni

cv w7
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chlorofylu, PRI a F,/Fy srovnatelné s ostatnimi koncentracemi. V pfipad¢ parametrQ
chlorofylové fluorescenéni indukce byl u varianty 100 i 300 zaznamenan negativni vliv
nejvyssi koncentrace na prubéh senescence (pokles ®p doprovazeny naristem O p a Onpg).
Vysledky ziskané pti pouziti UR21 jsou v souladu se zavéry o kombinovaném pulsobeni

koncentrace CK a PAR na senescenci uvadénymi v literatufe.

VI¢kova a kol. (2006) uvadi, ze vlivem piili§ vysoké intenzity a doby ptuisobeni PAR je
senescence vyrazn¢ urychlena vlivem preexcitovani fotosyntetického aparatu
a fotooxidativniho poskozeni. Tento negativni efekt je spojen také s vys$simi koncentracemi
cytokinini (naptf. Prokopova a kol. 2010). Ve variant¢ 300 by tedy mél byt patrny
negativni vliv pusobeni vysokého PAR v kombinaci s cytokininy, Kk ¢emuz vsak,
s vyjimkou derivatu UR21 v nejvyssi koncentraci, nedoslo. U vétSiny pouzitych latek se
jejich G&inky pfi PAR o intenzité 300 pmol.m™.s™ prili§ nelisily od kontroly, nebyl tedy
patrny Zadny negativni efekt plisobeni cytokininli na senescenci v této varianté. Vysledky
byly vétSinou srovnatelné s variantou 100 nebo doslo jesté k mirnému zlepSeni (napf.
u obsahu chlorofylu, PRI nebo F,/Fy) ve srovnani snizs§i pouzitou intenzitou PAR.
V ptipad¢ vzorki inkubovanych v TDZ-CZ-OMe bylo ve varianté¢ 300 zaznamenano velmi
vyrazné zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu, kdy byly devaty den po oddéleni
u segmentll oSetfenych derivatem hodnoty obsahu chlorofylu primémé o 85 % vyssi nez
u kontrolnich segmentd. Pfi¢inou tohoto rozporu mezi ziskanymi vysledky a literaturou by
mohla byt nedostate¢né vysoka intenzita PAR, ve které byly vzorky inkubovany vzhledem
K péstebni intenzité PAR a dale také skute¢nost, Zze pfti inkubaci segmenti bylo pouzito
PAR periodické a ne kontinudlni, a tedy pouzitd ddvka PAR byla relativné nizka. V praci
Melkovic¢ové (2012) se negativni uc¢inek PAR na senescenci projevoval zejména u variant,
kde bylo pouzito PAR kontinualni. Dal$im divodem také miZze byt pouziti nizsich

koncentraci, nez jsou koncentrace tzv. hrani¢ni.
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7 Z.avér

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které maji celou fadu biologickych ucinkl. Mezi
nejvyznamnéjsi z nich patii jejich antisenescencni aktivita, ktera byla pozorovana nejen
u prirozené se vyskytujicich a syntetickych cytokinint, ale 1 u jejich nejraznéjSich derivata.
Oddaleni senescence piisobenim cytokininl je ovlivnéno velkym mnozstvim faktord, jako
je intenzita a doba plsobeni PAR nebo koncentrace a struktura pouzitych cytokinint
ajejich derivatl. V ramci této prace bylo srovnavano pusobeni dvou nové piipravenych
cytokininovych derivati odvozenych od fenylmocoviny s oznacenim TDZ-CZ-OMe
a UR21 s cytokininy trans-zeatinem, thidiazuronem a N°-benzylaminopurinem na prib&h
indukované senescence u oddélenych listovych segmentii pSenice seté (Triticum aestivum
L.). Antisenescen¢ni aktivita byla srovnavana mezi roztoky o koncentracich 10°°, 10°
a 10 mol.I'" ve tm& a za piisobeni fotosynteticky aktivniho zafeni o intenzité 100 a 300
umol.m?s™, ato na zakladé obsahu chlorofylu, hodnoty fotochemického reflektanéniho
indexu aparametri chlorofylové fluorescence. U vétSiny pouzitych cytokinint
a cytokininovych derivatli byl zaznamenan pozitivni u¢inek na zpomaleni sledovanych
zmén spojenych se senescenci, a to zejména ve tmé. Vyjimkou byl trans-zeatin, u kterého
byly, navzdory ocekavani, ziskané vysledky zpravidla obdobné jako u kontroly neoSetiené
cytokininy. Efekt testovanych koncentraci byl ve vétSiné pripadi kvalitativné
| kvantitativné velmi podobny. Pfi inkubaci listovych segmentli za pisobeni PAR nebyl
ucinek cytokininii tak vyrazny jako u segmentid uchovavanych ve tmé&, vzhledem
K pozitivnimu uc¢inku, jaky mélo PAR na oddaleni senescence. V piipadé derivatu UR21
byl u parametrii chlorofylové fluorescencéni indukce ve variantich inkubovanych pii
pusobeni PAR pozorovan negativni vliv nejvyssi pouzité koncentrace na pribeh
senescence. U jinych latek tento efekt zaznamenan nebyl. Pfi exogenni aplikaci derivatu
TDZ-CZ-OMe bylo zjisténo velmi vyrazné zpomaleni senescence. Pii plisobeni PAR
spolecné¢ s TDZ-CZ-OMe byl zaznamendn dokonce nartst obsahu chlorofylu oproti
hodnotam naméfenym v den oddéleni, pficemz obdobné vysledky byly ziskany takeé
Vv ptipad¢ thidiazuronu a UR21. Vzhledem k negativnimu uc¢inku UR21 na fotosynteticky
aparat v nejvyssi pouzité koncentraci (10 mol.I'") pii soutasném pisobeni PAR bylo

nejvyssi antisenescencéni aktivity dosazeno v ptipadé derivatu TDZ-CZ-OMe.
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