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Uvod

Cytokininy jsou latky, které se pfirozené vyskytuji v rostlinach a ovliviiuji mnoho
fyziologickych procesu. Jednim z jejich ucinkd je regulace procesu starnuti (Plihalova et
al. 2016). Senescence je prirozené¢ se vyskytujici vyvojovy proces programované
degradace, pri které rostlina remobilizuje dulezité Ziviny ze starnoucich do aktivné se
rozvijejicich pletiv a tim pfispiva ke zvyseni celkového ristu a reprodukéniho uspéchu
rostliny (Sade et al. 2018). Mimo postupny proces starnuti muze byt rostlina vystavena
stresu vné€jSiho prostiedi, ktery se podili na predCasné senescenci listd (Gan 2018). U
obilovin hlavnim podilem na produktivit¢ a plnéni zma mé zejména fotosyntéza
v praporcovitych listech (Quirino et al. 2000). Nedostatek svétla v podobé silného
zastinéni listd vede kurychleni senescence, coz ma za nasledek pokles produkce a
zna¢nou ztratu na urodé (Zwicke et al. 2015).

Fluorescence chlorofylu slouzi pro méteni aktivity fotosystému II (PSII) a je hojné
pouzivanou metodou ve fyziologii rostlin diky snadnému a rychlému sbéru dat. Diky
citlivosti aktivity PSII na biotické a abiotické stresy 1ze hodnotit stav fotosyntetického
aparatu rostlin a posoudit vliv riznych faktorti na fotosyntézu (Murchie et al. 2013). Jeden
z hlavnich faktorti pro rast a vynos plodin je obsah chlorofylu v rostlinach. Pomoci
neinvazivnich optickych metod zalozenych na odrazivosti ¢i propustnosti listd lze
stanovit relativni obsah chlorofylu, ktery odrazi stres a fyziologicky stav rostliny (Cassol
et al. 2008). Pomoci neinvazivnich biofyzikalnich metod 1ze tak pomérmné rychle a presné
odhalit protektivni efekt cytokinini na fotosyntézu, pasobeni stresu pfipadné urychleni

senescence u rostlin.



Cile prace

V teoretické Casti prace:

Zpracovat prehled problematiky zabyvajici se vlivem cytokininil na senescenci
rostlin, u¢inky exogenné aplikovanych cytokininii na fotosyntézu a vysvétlit
princip aplikovanych metod pro méfeni fotosyntetické aktivity a optickych

vlastnosti listu.

V praktické casti prace:

Naucit se ovladat metodiku méfeni pomalé a velmi rychlé fluorescencni indukce
pomoci zafizeni FluorCam 800 MF firmy Photon System Instruments (Dréasov,
Ceska republika) a Plant Efficiency Analyser (PEA) firmy Hansatech Instruments
(Anglie).

Ovladat méfeni relativniho obsahu chlorofylu prostfednictvim chlorofylmetru
SPAD 502 firmy Konica Minolta Sensing (Osaka, Japonsko) a méfeni spekter
odrazivosti pomoci pfistroje PolyPen firmy Photon System Instruments (Drasov,
Ceska republika).

Realizovat méfeni pomoci vySe uvedenych zafizeni na oddé€lenych listech
jeCmene jarniho, u kterych byla uméle vyvolana senescence tmou po exogenni
aplikaci cytokininovych derivatu.

Zpracovat data z experimentd, vyhodnotit a diskutovat miru protektivnich
vlastnosti pouzitych derivatd cytokinini béhem senescence listi ve srovnani

s kontrolnimi latkami a neoSetfenymi listy jeCmene.



1 Soucasny stav FeSené problematiky

1.1 Senescence

Senescence je pfirozeny proces starnuti, kdy se snizuje schopnost organismu reagovat na
stres. Tento vysoce fizeny vyvojovy proces programované degradace, ktery vede ke smrti,
je ovlivnén riznymi faktory. Senescence, kromé stafi rostliny, maze byt iniciovana
riznymi faktory prostedi (vnéjsi faktory) i endogennimi (vnitfnimi) faktory. Naptiklad
stresy jako je sucho, podmaceni pudy, extrémni teplota, infekce patogeny a nedostatek
zivin, mohou snadno vyvolat senescenci listt (Gan 2018).

V nepfitomnosti environmentalnich stresori bude senescence piesto probihat,
tento proces se nazyva piirozend nebo vyvojova senescence. Rostliny péstované za
idealnich podminek ve fytokomorach budou zpravidla prochazet piirozenou senescenci,
ktera je primarn¢ fizena vyvojové (Gan 2018). Postupny proces vyvojové senescence je
obtizné kvantifikovat. Mechanismy, které fidi vyvojovou senescenci jsou stale malo
znamé a pii studiich se Casto pouzivaji rizné metody méfeni, coz zté€zuje porovnani
vysledkt. Objasnéni mechanismu senescence je dulezité pro védecké a praktické vyuzZiti
pfi snaze o syntézu latek s protektivnimi vlastnostmi vici riznym stresovym faktorim
(Balazadeh et al. 2008).

V zavislosti na druhu rostliny a fazi jejiho vyvoje se uplatiuji rizné strategie,
které rostliny vyuzivaji k pfizpisobeni se abiotickému stresu. Obecné plati, ze jednoleté
a viceleté rostliny pouzivaji odlisné strategie ke zmirnéni stresu prostredi. Jednoleté
rostliny vyuzivaji stresové-indukovanou senescenci, kterd zahrnuje urychleni prechodu
do reprodukéni faze a zvySenou alokaci biomasy a zivin pro reprodukci semen (Schippers
et al. 2015) I kdyz tento mechanismus zajiStuje preziti nasledujici generace rostliny,
zaroven vede k poklesu produkce a zna¢nym ekonomickym ztratam. Viceleté rostliny se
snazi stresu predejit tim, ze vyvijeji vétsi a hlubsi kofenovy systém a maji jiny zptsob
alokace biomasy a zivin, pfiCemz prioritou je vegetativni rust (tj. rist kofend a vyhonku)
(Zwicke et al. 2015).

Ve vyvoji rostlin hraje senescence zasadni roli tim, ze recykluje a remobilizuje
mnoho dulezitych mikro- a makrozivin, jako je dusik, sira, fosfor a draslik. Béhem
procesu starnuti dochazi k poklesu fotosyntézy a zméné metabolismu listu z anabolismu

na katabolismus. Tento proces zahrnuje rozklad chlorofyld, proteind, lipidi a RNA. V



pozdgjsich fazich senescence dojde k viditelné zméné barvy listi ze zelené na Zlutou, coz

je zpusobeno ztratou chlorofylt a rozpadem chloroplastt (Sade et al. 2018).

1.1.1 Senescence vyvolana tmou (uméla senescence)

U rostlin hraje svétlo zasadni roli v ristu a vyvoji rostlin. Svétlo plni kli¢ovou tlohu
v procesu fotosyntézy a v souladu svyznamem listi ma zasadni vliv na regulaci
senescence listd. Pokud je intenzita svétla vyssi nebo nizsi nez optimalni, mize to vést
k urychleni senescence listi. Rostliny jsou fotoautotrofni organizmy, které se spoléhaji
pii podpoie svého rustu predevsim na listy (Paluch-Lubawa et al. 2021). Listy jsou
organy, které jsou optimalizovany pro co nejefektivnéjsi vyuziti svételné energie a
syntézu cukrd s co nejniz§imi anabolickymi naklady. U mnoha druhii rostlin vede
nedostatek svétla v podobé silného zastinéni k rychlé senescenci, zejména pokud jsou
zasazeny pouze Casti rostliny (Liebsch et al. 2016). Casto se proto pii vyzkumu vyuZiva
proces tzv. umélé senescence, kdy je vystavena rostlina nebo jeji oddélené organy stresu
tmou (Balazadeh et al. 2008). Pfi senescenci vyvolané tmou dochazi podobné jako u
ptirozené senescence ke zna¢nému ubytku chlorofylu, inhibici fotosyntetické Cinnosti a
rozpadu bunécnych slozek. Dlouhodobé se pouziva tato umele navozena senescence jako
model, s jehoz pomoci se studuji biochemické, fyziologické a molekularni mechanismy
senescence listd u rostlin (Paluch-Lubawa et al. 2021).

Senescence u obilovin je obecné regulovana na trovni jednotlivych listd. Ziviny,
které jsou ulozeny ve starsich listech jsou remobilizovany do mladsich listd a nakonec do
praporcového listu, ¢imz pfispivaji k zivindm nezbytnym pro vyvoj zrna. Listy obilovin
maji meristémovou bazi, Spicka listu se sklada prevazné ze star§ich bunc¢k a mladsi se
nachazeji v blizkosti baze listu. Pochopeni senescence vyvolané tmou i stinem ma velky
hospodarsky vyznam, protoze muze vyrazn€ prodlouzit dobu skladovatelnosti po sklizni

a vést ke zvyseni vynosu (Paluch-Lubawa et al. 2021).

1.2 Fotosyntéza a senescence

Hlavnim zdrojem recyklace uhliku nebo dusiku pfi senescenci jsou chloroplasty,
protoze obsahuji vétSinu zivin. Chloroplastové bilkoviny piedstavuji 75-80 % celkového
dusiku v listech C3 rostlin (Quirino et al. 2000). Fotosynteticka aktivita v listech je
nejvyssi ve zralé fazi listu a postupné klesa béhem starnuti. Ubytek chlorofylu je

nejpatrn€jSim parametrem senescence, Cemuz piedchazi pifestavba fotosyntetického



elektronového transportniho fetézce vyvolana zménami ve slozeni proteind
fotosyntetického aparatu (Park et al. 2007). B€éhem poklesu fotosyntézy dochazi k ubytku
bunécného cukru. Pro priibéh senescence je tieba energie a listy maji proto tendenci
shromazd’ovat cukry zjinych zdroji, aby udrzely energetickou homeostazu. Toto
preprogramovani vyvolané ztratou cukru zahrnuje fungovani slozité katabolické site.
Presny molekularni mechanismus indukce a regulace této sité vSak neni zcela vyresen
(Biswal et al. 2018).

Fotosyntéza béhem starnuti zavisi nejen na zmeénach ve fotosyntetickém prenosu
elektrond, ale také na Calvinové-Bensonové cyklu. Ribulosa-1,5-bisfosfat-
karboxylasa/oxygenasa (Rubisco) je enzym zajistujici fotosyntetickou asimilaci oxidu
uhli¢itého a fotorespiraci, je také jednou z dualezitych fotosyntetickych slozek
degradovanych béhem senescence listi. Zhruba polovina dusiku v chloroplastech je
vazana na Rubisco, coz naznacuje, ze degradace Rubisco sehrava kli¢ovou ulohu pfi
remobilizaci dusiku (Krieger-Liszkay et al. 2019). Uvadi se, ze degradace Rubisco je
pomalejsi nez degradace fotosyntetickych komponent transportu elektront vcetné PSII,
PSI a Cyt bé6f (Krupinska et al. 2012).

Prvnimi pfiznaky senescence je degradace chloroplasti a s ni spojeny pokles
fotosyntézy. Nejrangjsi ucinky indukované senescence zatemnénim listll jsou patrné jiz
béhem nékolika dna pobytu rostliny ve tmé na ultrastruktute chloroplastt. Je pozorovano
zloutnuti listd jako dusledek degradace chlorofylu (Paluch-Lubawa et al. 2021). U
pSenice bylo prokazano, ze ubytek chlorofylu indikuje remobilizaci dusikatych slouc¢enin
a narust flavonoidu. Flavonoidy se nachazi zejména ve vakuolach epidermalnich bunék,
ale jsou pritomny i v mezofylu listi. Flavonoidy patii do skupiny polyfenolt, které slouzi
jako chemicka obrana vuci patogenum, chrani proti oxidacnimu stresu i volnym
radikalim a diky svym absorpénim vlastnostem chrani rostlinu pred UV zafenim
(Cartelat et al. 2005). Studie zabyvajici se indukovanou senescenci tmou u jeCmene
poukazuji na postupnou degradaci tylakoidniho systému, narast velikosti a poCtu
plastoglobuli a v disledku toho rozpad chloroplasti (Spundova et al. 2003).
Plastoglobuly jsou prfitomné ve vSech typech plastidi a v chloroplastech jsou spojeny
s thylakoidni membranou. Jejich uloha spociva v ukladani lipidd a ucastni se
metabolickych drah isoprenoidnich lipidu. Také byla prokazana pevna metabolicka vazba
mezi enzymatickou aktivitou plastoglobult a rozpadem thylakoidi béhem senescence. U
zelenych chloroplasti jsou plastoglobuly jednoduché lipidové kapicky zatimco u

senescentnich chloroplasti byvaji mnohem vétsi a tvori vzajemné propojené hroznovité



shluky. Pravdépodobné se na téchto shlucich podili sekundarni partikuly rostouci na
povrchu existujicich plastoglobuld. Strukturni spojeni mezi thylakoidni membranou a

plastoglobuly vypovida o obousmérmém pohybu lipidi (Besagni et al. 2013).

1.3 Cytokininy

Cytokininy jsou molekuly na bazi purind, které se vyskytuji pfirozené v rostlinach a
podporuji bunécné déleni, reguluji rist a diferenciaci a ovliviluji mnoho fyziologickych
procest. Cytokininy mimo jiné reguluji reakci rostlin na biotické a abiotické stresy a
potlacuji proces starnuti (Bryksova et al. 2020a).

Molekuly cytokinind jsou na svém atomu C6 substituovany bud’ izoprenoidnim
postrannim fetézcem (ISCK), nebo aromatickym jadrem (ARCK). Mezi pfirozené se
vyskytujici ISCK patii trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a 6-(2-isopentenylamino)puriny
(iP). ARCK zahrnuji 6-benzylaminopurin (BAP), 6-furfurylaminopurin (kinetin, Kin) a
methoxylované nebo o-, m- a p-hydroxylované derivaty BAP, tzv. topoliny (Strnad
1997). BAP a Kin sice nejsou tradicné povazovany za priirozené se vyskytujici
cytokininy, ale vlivem exogenniho puisobeni prokazaly silné acinky na rostlinna pletiva.
Tyto molekuly se Casto vyuzivaly v experimentech a staly se zdkladem prvni generace

syntetickych ARCK (Plihalova et al. 2016).
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Obr. 1: Strukturni vzorce cytokinini BAP (6-benzylaminopurin) a KIN (6-furfurylaminopurin).

Cytokininy se v rostlindch mohou vyskytovat ve formé volné baze (nejvice biologicky
aktivni), glykosidi, nukleosidi nebo nukleotidd. U konjugované formy glykosida

dochazi k navazani glukézy pres glykosidickou vazbu na adeninové jadro. Nukleosidy



vznikaji navazanim ribozy v pozici N9 a jsou soucasti nukleotidu, které obsahuji navic
fosfatovou skupinu (Sakakibara 2006). Aktivita a obsah cytokininii jsou pfisné
kontrolovany enzymatickou degradaci nebo glykosylaci volnych bazi. Terminalni
metabolity vznikaji konjugaci glukézy s cytokininy na purinovych atomech N3, N7 nebo
N9 (N-glykosylace) nebo na kysliku postranniho fetézce zeatinu/dihydrozeatinu (O-
glykosylace). Zatimco N-glykosidy cytokinind se povazuji za ireverzibilné deaktivované,
O-glykosidy mohou byt pfeménény zpét na aktivni volné baze pomoci B-glykosidasy

(Bryksova et al. 2020a).

1.4 Cytokininy a jejich vliv na fotosyntézu pri umélé senescenci

Pti aplikaci exogennich cytokinind je mozné oddalit starnuti rostlin vyvolané riznymi
vlivy. Senescence listi je obvykle spojovana s poklesem hladiny aktivnich forem
cytokininti. Pfi¢inou miize byt inhibice biosyntézy cytokinint, jejich rychlejsi degradace
nebo inaktivace (Janeckova et al. 2018).

Svétlo, dulezity faktor v procesu senescence, reguluje senescenci prostiednictvim
fotosyntézy, ale ma také signalizacni ulohu. Dochazi k snizeni obsahu chlorofylu,
fotosyntetické aktivity a zvySeni oxidativniho stresu spolu s peroxidaci lipidi. Na rast a
vyvoj rostliny jsou u¢inky cytokinind a svétla podobné a vzajemné se ovliviiuji v mnoha
aspektech. Svétlo se podili na regulaci biosyntézy, degradace a transportu endogennich
cytokinint (Janeckova et al. 2018).

Cytokininy ovliviiuji funkéni i strukturalni aspekty fotosyntézy na rdznych
urovnich a podileji se na bunéném déleni a diferenciaci jiz v ranych fazich vyvoje listi
(Honig et al. 2018). Praduchy jsou dalsi struktury uzce spojené s fotosyntézou na trovni
listd. Cytokininy mohou zvySit praiduchovou vodivost, protoze pusobi jako antagonisté
kyseliny abscisové. Mohou tak regulovat vyménu plyni a dostupnost oxidu uhlicitého,
ktery je zakladnim substratem pro fotosynteticky aktivni pletivo (Gan 2018). Cytokininy
maji na bunécné urovni zéasadni vliv na chloroplasty. ZvySuji mnozstvi chloroplastl,
podporuji diferenciaci etioplastd, jejich prechod na chloroplasty (Chory et al. 1994) a
déleni chloroplasti (Okazaki et al. 2009). Na urovni thylakoidni membrany cytokininy
podporuji tvorbu gran a zvySuji obsah fotosynteticky aktivnich pigmentt (Zavaleta-
Mancera et al. 1999). Cytokininy interaguji s receptorovymi proteiny a dochazi k pfenosu
signalu na geny primarni odpovédi a k indukci syntézy mRNA a proteind souvisejicich

s fotosyntézou, chlorofyl-proteinovymi komplexy, metabolismem uhliku a s kli¢ovym



enzymem Rubisco (Chernyad'ev 2009). Cytokininy reguluji nékteré plastidové geny.
Mezi nejrozsitenéjsi zdokumentované geny patii ty, které koduji svétlosbérné chlorofyly
a/b, vazebné proteiny fotosystému II (CAB) a velké a malé podjednotky RUBISCO
(Chory et al. 1994). Efekt cytokinini neni spojen pouze s aktivaci exprese genii pro
biosyntézu a ochranu, ale také se snizenim exprese gent aktivovanych senescenci
(Weaver etal. 1998) a s cytokininy zprostifedkovanou inhibici degradacnich enzymu napf.
aktivita chlorofylazy, Mg-dechelatazy a chlorofyl degradujici peroxidazy. Za stresovych
podminek tak cytokininy chrani strukturu a funkci fotosyntetického aparatu (Costa et al.
2005).

Senescence predstavuje posledni fazi vyvoje listi a je doprovazena poklesem
obsahu cytokinini. BE€hem temnotni senescence dochazi k poklesu koncentrace aktivnich
forem cytokinint spolu se zvySenim zasobnich cytokinini O-glykosidi (Janeckova et al.
2018). S nastupem senescence souvisi zvySené mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(ROS) v rostlinnych buiikach (BuchananWollaston 1997). ROS vznikaji jako vedlejsi
produkty aerobniho energetického metabolismu. Obvykle je v buiikach produkce ROS
udrzovana antioxida¢nimi enzymy v nizkych hladinach. Dusledkem abiotického stresu
dochazi k akumulaci ROS, coz vede k oxidativnimu stresu a nasledné k destrukci
bunécnych slozek a k zvyseni peroxidace lipida (Costa et al. 2005). Cytokininy mohou
zpomalit starnuti tim, ze vychytavaji volné radikaly nebo s nimi interferuji (Synkova et
al. 2006). Aplikaci exogennich cytokinint je mozné zpomalit typické zmény vyvolané
starnutim, napt. pokles obsahu chlorofylu, tvorbu plastoglobulti a pokles kli¢ovych
fotosyntetickych parametrt, jako je rychlost asimilace CO; (A), fotochemické zhaseni

(qP) a maximalni fotochemicka tc¢innost PSII (Fy/Fy) (Honig et al. 2018).

1.5 Fluorescence chlorofylu a

Fluorescence chlorofylu predstavuje jev, ktery vznika excitaci molekul chlorofylu energii
dopadajiciho zafeni a naslednou emisi ¢asti této energie do okoli ve formé zatreni s delsi
vlnovou délkou. Energeticky rozdil mezi excitovanym a zékladnim stavem molekuly
chlorofylu je vyuzit na separaci naboje nebo je energie vyzarena ve formé Cerveného
svétla s vinovou délkou vétsi nez 650 nm (fluorescence chlorofylu a) nebo se energie
fotont vyzafi na teplo (Obr. 2). Tyto procesy jsou ve vzajemné kompetici a pokles
ucinnosti jednoho z procesi se projevi vzrustem ucinnosti druhého. Fluorescence

chlorofylu a je tedy komplementarni jev k fotochemii PSII (potazmo k tepelnym



ztratam), tzn. jestlize je intenzita fluorescence nizka, tak ucCinnost fotochemie PSII
ptipadné tepelné ztraty jsou obvykle vyssi a naopak. Vétsina chlorofylové fluorescence
je emitovana zreak¢éniho centra PSII, kde je navazan chl a v pigment-proteinovych

komplexech (da Silva et al. 2007, Stirbet et al. 2014, Lazar 2015).

e

Fotochemie

Absorpce svétla

Tepelna disipace

Fotosystém 11

Fluorescence

Obr. 2: Schématické zndzoméni zakladniho rozdéleni absorbované svételné energie probihajici
ve PSII. Pii pfechodu molekuly chlorofylu z excitovaného do zakladniho stavu miize dojit ke 3
vzajemn¢ si konkurujicim procesum. Energie fotonu je vyuzita ve svételné fazi fotosyntézy
(fotochemie) nebo je vyzarena ve formé tepla ¢i fluorescence (Prevzato a modifikovano od Lazar
2015).

V ptipadé procesu kompetice fluorescence a fotochemie mizou nastat dvé situace. Stav,
kdy je mozné zaznamenat minimalni vytézek fluorescence (F,), jestlize jsou
plastochinony A na akceptorové strané PSII reoxidovany. V druhém ptfipadé, kdy jsou
vSechna aktivni reak¢ni centra PSII uzaviena a dojde k uplné redukci plastochinonu A
(Qa"), je mozné zaznamenat maximalni vytézek fluorescence (Fy;). Redukovany Qa jiz
nemuze piijmout dalsi elektron z P680 a ztoho divodu se excitacni energie vyzari
fluorescenci. Vypoctem rozdilu mezi hodnotami F;, a Fy; je mozné vypocitat variabilni
fluorescenci (Fy) a maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fy /Fy).
» Fy=Fy-F,

* Fy/Fu = Fu=To

Fm

[1]
Optiméalni hodnota Fy/Fy; je uvadéna okolo 0,83, nizké hodnoty svéd¢i o pfitomnosti

stresu na urovni PSII (da Silva et al. 2007, Lazar 2015).

1.5.1 Velmi rychla a pomala fluorescen¢ni indukce

Rychly nartst (n€kolik s) fluorescence po zapnuti silného aktinického svétla je oznacovan
jako OJIP test, neboli velmi rychla fluorescen¢ni indukce. Zaznam kiivky se sklada ze 4
charakteristickych fazi. Vlna O odpovida nejnizsi hodnote fluorescence (Fo) naméfené pti

otevienych RC PSII obvykle v délce 40-50us. VlnaJ (Fj, 2-3 ms) a I (F1, 30 ms) zpravidla



odrazi postupnou redukci chinontt (Qa~, Qp’). Vina J odrazi akumulaci redukovaného
Qa", zatimco vlna I je méfitkem akumulace Qa~,Qg?". P vina (Fp) reprezentujici Fy je
obvykle méfena v ¢ase 200-300 ms a odpovida fluorescenci, kdy jsou vSechna RC PSII
zaviena. Vystihuje tak maximalni hodnotu fluorescence, kterou je mozné dosdhnout pii
daném ozareni (Lazar 2003, Lazar 2000).

Z kiivky OJIP lze vyhodnotit relativni vysku J a I vin za pouziti vztahu:

= (dV/dt)o =My = (—)0 +(Fo 3m;_F°'°5ms) [2] (tena k nartstu fluorescence O-J)
\%

(Janeckova et al. 2019)

= V= i il [3] (relativni vyska viny J)
Fym—Fo

= V= ;I };0 [4] (relativni vy3ka viny I)
M

Pro sledovani zmén ve fotosyntetickém aparatu 1ze vyhodnotit dal§i parametry odvozené
z OJIP:

* TRo/RC = % [5] (maximalni tok zachycené excitacni energie na aktivni PSII)
J

Mq/Vy

= ABS/RC= Fy/Fag

[6] (zdanliva velikost antén aktivnich PSII)

*» RE,/ABS = ll:—v (1 —=Vp [7] (kvantovy vytézek prenosu elektroni z Qa™ na
M

konecné akceptory PSI)

1-Vp

. 8R0—1V

[8] (GCinnost, s niz se elektron z PSII prenasi ke koncovym PSI

akceptorium) (Stirbet et al. 2018)

Pomal4 fluorescenéni indukce neboli zhaSeni fluorescence chlorofylu nastava po
saturaCnim pulzu, kdy fluorescencni signal rychle vzroste (OJIP) a poté postupné klesa
(,zhasi se), az dosahne stabilni hodnoty (F;). Fluorescencni zhaSeni souvisi s
postupnym prechodem fotosyntetického aparatu adaptovaného na tmu do stavu
pfizpisobenému svétlu.

Pro kvantifikaci pomalé fluorescence jsou na pocatku vyhodnoceny hodnoty F a
Fum. Hodnoty maximalni fluorescence pro vzorky adaptované na svétlo (Fy), jsou poté
meéfeny béhem aktinického svétla a aplikaci saturaCnich pulzii. Méfeni minimalni
fluorescence u adaptovanych vzorki na svétlo (F)) spoiva v kone¢ném vypnuti
aktinického svétla a rozsviceni dlouhovlinného ¢erveného svétla. Dlouhovinné Cervené

svétlo je z velké ¢asti absorbované PSI, coz zapficini oxidaci elektronového transportniho



fetézce pied PSI. Nasledkem toho vznikne stav otevieného PSII, ¢imz je umoznéno
spravné a rychle stanovit minimalni fluorescenci v porovnani stim, kdy je aktinické
svétlo pouze vypnuto (Maxwell et al. 2000, Lazar 2015). Pii vypoétu rozdilu mezi Fy; a
F{ 1ze ur€it variabilni fluorescenci (Fy,) pro stav pfizptisobeny svétlu.

Z uvedenych naméfenych hodnot Ize vypocitat parametry zhaSeni fluorescence:

* gP= (Fl‘i‘:—,_Ft) (parametr fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu a)
\%
" Op = ETV (maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII pro adaptovany stav na
M
svétlo)

" Opgy = (FI‘;—;IFt) [9] (aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII pro adaptovany

stav na svétlo)
Fotochemické zhaSeni (qP) nastava, pokud excitovana molekula chlorofylu pfeda svou
energii do reak¢niho centra PSII. Nefotochemické zhaSeni (NPQ) vznikne pfeménou
excitacni energie na energii tepelnou. Koeficienty pro rozlisSeni nefotochemickych ztrat
1ze rozlisit na dva procesy. Neregulovany proces se sklada z emise fluorescence a disipace
tepla charakterizované kvantovym vytézkem ®¢p a svétlem indukované regulované

nefotochemickeé zhaseni popisuje kvantovy vytézek ®ypq.
= Dpp=pt [10]
M

Ft

[ ] —_—
Fi

Pypo= :—; [11] (Lazar 2015)

1.6 Propustnost a odrazivost listu

Meéfteni obsahu chlorofylu lze provést destruktivni metodou zalozenou na extrakci
chlorofylu a kvantifikaci jeho obsahu spektrofotometricky. Relativni obsah chlorofylu
v listech rostlin 1ze také stanovit neinvazivné vyuzitim optickych spektralnich vlastnosti
listu, kdy je métena difizni odrazivost a propustnost (Cassol et al. 2008).

Zaftizeni chlorofylmetr SPAD-502 vyuziva difizni propustnost listu pro zmeéteni
celkové koncentrace chlorofylu a tim 1 nepfimo pro odhad dusikatého stavu rostlin, ktery
odrazi degradaci chlorofylu (Martinez et al. 2004). Propustnost listu je méfena pfi
vlnovych délkach 650 nm a 940 nm (Hunt et al. 2014). Cervené svétlo (650 nm)
chlorofyly absorbuji maximalné (projde malo svétla), zatimco infraCervena (940 nm)

oblast elektromagnetického spektra je referenni vinova délka pouzivana k upraveé



nespecifickych rozdild mezi vzorky, pfi které chlorofyly absorbuji minimalné (projde
maximum svétla). Pfistroj pouziva hodnoty transmitance (propustnosti) k vypoctu
relativni hodnoty SPAD metru (obvykle v rozmezi od 0,0 do 50,0), ktera je timérna
mnozstvi chlorofylu ve vzorku (Ling et al. 2011). U fady riznych druht rostlin byl
testovan vztah mezi hodnotami SPAD a koncentraci chlorofylu. Vysledky vykazovaly
znacné inter-specifické rozdily a jsou pravdépodobné zptisobeny strukturalni variabilitou
mezi listy riznych druhti (Uddling et al. 2007).

Zatizeni zalozené na odrazivosti listi jsou schopné méfit cela spektra odrazivosti
a vypocitat konkrétni indexy odrazivostti pro posouzeni obsahu chlorofylu,
fotoprotektivnich karotenoidii a dalSich vlastnosti listi. NDVI je normalizovany
rozdilovy vegetacni index, ktery je méfitkem pomeéru odrazivosti v blizkém
infraCerveném (NIR) a Cerveném vlnovém pasmu. Princip méfeni spociva v mife
absorpce Cerveného svétla a odrazivosti NIR bunénymi strukturami. Chlorofyl silné
absorbuje Cervené vinové délky a listy s vysokym obsahem chlorofylu pohlcuji vice
cerveného svétla a odrazeji vice NIR. Hodnoty NDVI jsou standardizovany v rozsahu od
-1 do 1. U listd s mensim obsahem chlorofylu v dusledku stresu nebo starnuti se hodnoty

budou blizit k 0. NDVI lze stanovit podle nasledujiciho vzorce:

= NDVI = BreoRes0) 1191 (Stamford et al. 2023)
(R780+Re30)

Fotochemicky index odrazivosti listd (PRI) je vypocitan ze dvou vinovych délek
spekter odrazivosti, tj. 531 a 570 nm, které mimo jiné souvisi s obsahem pigmentd
xantofylového cyklu (Garbulsky et al. 2011). Pigmenty xantofylového cyklu maji
fotoprotektivni roli jiz béhem raného vyvoje listu. Pfechod ze tmy adaptovaného vzorku
na svétlo zpasobi konverzi xantofylovych pigmenti zepoxidovaného stavu
(violaxanthin) do deepoxidovaného (anteraxanthin a zeaxanthin). Listy adaptované na
tmu nevyuzivaji zadné pigmenty ze svého xantofylového cyklu na rozdil od intenzivné
osvicenych listd, které preménuji veétSinu svych pigmentd do fotoprotektivni
(deepoxidované) formy. Zejména zeaxanthin pfijme piebytecnou energii z chlorofylu a
tim chrani fotosystémy pifed poSkozenim. Hodnoty PRI jsou pfisuzovany k pfeméné
pigmenta xantofylového cyklu a s tim spojenému nefotochemickému zhaseni (531 nm).

PRI je definovan podle rovnice:

« PRI = 27Fs0 1131 (Penuelas et al. 1995, Gamon et al. 1997,

Rs31+Rs70

Gamon et al. 1999)
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Skute¢nost, ze méfeni PRI listt v prabéhu starnuti mize poskytnout informace o
fyziologickém stavu rostliny, podpofila prace Cordona z roku 2016. V této praci bylo také
prokazano, ze optické vlastnosti na urovni porostu (snimani fotosyntetické aktivity celé
koruny) lze popsat optickymi vlastnostmi jednotlivych listd i v pfipadé pfitomnosti
senescentniho materialu. Pozitivni korelaci ukazuje vztah mezi PRI, Fy/Fy a @pgp,
v souvislosti s narastem odrazivosti pfi vinové délce 570 nm v disledku degradace
chlorofylu (pokles hodnot PRI) béhem senescence a pokles jejich fotosyntetické aktivity
(pokles Fy/Fy a ®@pgpp). Souvislost byla zjisténa i mezi pomérem celkového Chl/Car
(pomér chlorofylt a karotenoidt) a Fy /Fy a @pg; . Béhem procesu senescence dochazi
k poklesu fotochemické aktivity, ktera je doprovazena ubytkem celkového chlorofylu,
zatimco dochazi k nartstu fotoprotektivnich karotenoidi (zeaxanthin). Spolu s témito
vlivy je také uvedeno, ze dalkovym monitorovanim pribéhu NDVI na tGrovni porostu
souvisel se zménami ve struktufe korun, ale nikoliv s obsahem pigmentti. Vzorce PRI na
urovni porostu naznacovaly zmeény jak z hlediska struktury korun, tak z hlediska obsahu

pigmentl v listech (Cordon et al. 2016).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Rostlinny material a jeho priprava

Na experiment byl pouzit dvoutady sladovnicky jarni je€men (Hordeum vulgare L. conv.

Distichon)

Experiment 1 (E1)

Do 3 kvétinaca s perlitem bylo vyseto po 30 semenech jeCmene jarniho. Kvétinace byly
zality 300 ml nafedénym Hoaglandovym roztokem (fedéni 1:9) a umistény do
fytokomory s teplotou 21°C, vlhkosti RH 60%, fotoperiodou 16h svétlo o intenzité¢ 100
umol fotond'm2-s! a 8h tmy. Po 7 dnech byly prvni vyrostlé listy z kazdé rostliny
ustfizeny a vSechny zkraceny na 5 cm. Byla pouzita 96 jamkova mikrotitracni desticka,
do které bylo do sloupcti napipetovano 8x 250 ul kazdé latky (DMSO, BAP, latka 1-6)
(Obr. 3). Pro podporu listi ve vzpiimené poloze, byly ustfizeny pipetovaci Spicky a

vlozeny spolu s listy do jamek.

Obr. 3: Mikrotitracni desticky s oSetfenymi listy pfipravené na vloZeni do tmy. 5 cm dlouhé listy
jeémene vloZeny do jamek desticky s roztoky pfislusnych latek a podepfeny pipetovacimi
Spickami.

Desticky s oSetfenymi listy byly vloZzeny do polystyrenové krabice zabalené do
cerné folie pro navozeni umélé senescence. Krabice byla uloZzena ve fytokomote
s péstebnimi podminkami. V ten samy den (7. den po vysevu) bylo provedeno méteni na
neoSetfenych kontrolnich listech ihned po ustfizeni pro ziskani kontrolnich dat. Méfeni

oSetfenych listh probéhlo 4. den indukované senescence tmou.
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Experiment 2 (E2) a 3 (E3)

Oba experimenty probihaly obdobné jako prvni experiment (E1) az na nize uvedené
odlisnosti za ucelem vylepSeni prvniho experimentu. V E2 bylo vyseto 4x40 semen (pro
vybér vzrostlejsich listi pro méteni), 7. den od zaseti bylo ke kvétinacam pfilito 75 ml
nafedéného Hoaglandova roztoku. 8. den po zaseti jeCmene byly zméfeny kontroly,
ustfizeny listy vdélce 5 cm a testovany byly 4 latky (dvé latky zE1l z davodu
zanedbatelného efektu vytrazeny, DMSO, BAP, latka 1, 2, 3 a 6). Méfeni oSetfenych listt
probéhlo 5. den po aplikaci latek a zatemnéni. E3 se shodoval s E2 pouze méfeni
oSetfenych a zatemnénych listd probehlo 6. den po aplikaci latek a zatemnéni. Vzhledem
k nevratnému poskozeni listi, které v nékterych pripadech nebylo méfitelné, byly

vysledky E3 prezentovany pouze na obr. 10.

2.2 Chemikalie a roztoky

Deionizovana voda; voda zfadu; dimethylsulfoxid (DMSO); 6-benzylaminopurin
(BAP); (2R,3R,4R,5R)-4-fluoro-2-(hydroxymethyl)-5-(6-((3-methoxybenzyl)amino)-
9H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-3-ol ~ (latka 1); (2R,3R 4R,5R)-4-fluoro-5-(6-((3-
hydroxybenzyl)amino)-9H-purin-9-yl)-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-ol ~ (latka
2); (2R,3S,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(6-((3-hydroxyphenethyl)amino)-9H-purin-9-

yl)tetrahydrofuran-3-ol (latka 3); (2R,3S,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(6-((3-

methoxyphenethyl)amino)-9H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-3-ol (latka 4); N-phenethyl-
O9H-purin-6-amine (latka 5); (2R,3R 4R,5R)-5-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-4-
fluoro-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-ol (latka 6);

e Vsechny latky byly rozpustény v 0.1% DMSO a zredény do koncentrace
5-10°M. (Tato koncentrace byla stanovena na zakladé vysledkd studie
Tarkowské z roku 2003, kde koncentrace 5:10°M BAP byla nejucinnéjsi pro
retenci chlorofylu v listech pSenice.)
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Obr. 4: Struktumi vzorce nov¢ nasyntetizovanych latek 1-6 testovanych v bakalarské praci.

Hoaglanduv roztok
» Slozeni:
- Makroprvky: [Ca(NO3),; MgSO, - 7H,0; KNO5; NH,H,PO,; H,SO,]
- Mikroprvky: [H;BO5; MnSO, - 5H,0; CuSO, - 5H,0; ZnSO, -
7H,0; (NH4)¢Mo;0,, - 4H,0]
- Roztok zeleza: [Na,EDTA; FeSO, - 7H, 0]

»  Postup pfipravy:
Pro ptipravu 1000 ml Hoaglandova roztoku bylo vzdy zvlast v destilované vodé
rozpusténo 940 mg Ca(NO3),, 520 mg MgS0, - 7H,0, 660 mg KNO;3 a 120 mg
NH,H,PO,. Mikroprvky byly rozpustény ve 100 ml destilované vody (280 mg
H;BO;; 340 mg MnSO, - 5H,0; 10 mg CuSO, - 5H,0; 220 mg ZnSO, - 7H,0; 10
mg (NH,)gMo,0,, - 4H,0) a 10 ml bylo pfimichano do roztoku. Poté bylo
ptidano 25 ul koncentrované H,SO,. Roztok zeleza byl pfipraven zvlast (370 mg

Na,EDTA a 270 mg FeSO, - 7H,0) a pfimichan.
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2.3 Pristrojova technika

Chlorofylmetr SPAD 502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko); Fluorometr PEA
(Plant Efficiency Analyser, Hansatech Instruments, Anglie); PolyPen (Photon System
Instruments, Drasov, Ceska republika); Fluorometr FluorCam 800 MF (Photon System
Instruments, Drasov, Ceskd republika); Fytokomora Percival AR-100L3 (Percival
Scientific, Perry, Iowa, USA)

2.4 Programové vybaveni

Biolyzer 3.0 (Ronald. M. Rodriguez, Laboratoi bioenergetiky, Geneva, Svycarsko);
FluorCam 7 verze 1.5.0.46 (Photon System Instruments, Drasov, Ceska republika);

SigmaPlot 11 (Systat Software, Inc., San Jose, California, USA)

2.5 Pouzité metody

2.5.1 Velmi rychla fluorescen¢ni indukce

Velmi rychla fluorescenéni indukce byla monitorovana pomoci fluorometru PEA (Plant
Efficiency Analyser) firmy Hansatech Instruments (Anglie). Intenzita excitacniho zareni
byla nastavena na 1200 umol fotont-m2-s! po dobu 2s. Pro méfeni byly pouzité svorky
firmy Hansatech. Listy byly pfed méfenim po dobu 30 min adaptovany na tmu.
Fluorescenc¢ni signal byl sniman na adaxialni strané ve stfedni ¢asti listu. U kazdé varianty
probehlo méteni na 8 listech. Méfeni probihalo pii slabém zeleném svétle, aby nedoslo
k ovlivnéni vysledkd. Z naméfené OJIP kiivky byly spolitany vybrané parametry
Fy/Fum, REy/ABS a 8R, (viz vzorce 1, 7, 8 kapitoly 1.5 a 1.5.1). Parametry (dV/dt)o, V7,
V1, TRo/RC a ABS/RC (viz vzorce 2-6 kapitoly 1.5.1) byly vyhodnoceny fluorometrem
a vysledky byly zpracovany.

2.5.2 Pomala fluorescen¢éni indukce

Zhaseci analyza byla provedena pomoci zobrazovaciho systému FluorCam 800 MF firmy
Photon System Instruments (Drasov, Ceska republika). M&fené listy byly temnotnd
adaptované po dobu 30 min. Ustfizené listy byly pfemistény na desku s navlhéenym
filtranim papirem vodou z fadu a uspofadany adaxialni stranou smérem ke kamefe

(Obr. 5).
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Obr. 5: Odd€lené listy jeCmene variant DMSO a BAP premistény z roztoku v mikrotitraéni
desticce na desku s navlhéenym filtracnim papirem (vlevo); komora FluorCamu 800 pfi ozafeni
vzorki ¢ervenym svétlem (vpravo).

Detekce fluorescence chlorofylu emitovanou listy probihala definovanym méficim
protokolem. Pomoci pulzi Cerveného svétla v délce trvani 10 ps byla stanovena v
temnotné€ adaptovanych listech minimalni fluorescence chlorofylu (F,). Nizka intenzita
svétla z méfticich pulzii umoznila méteni fluorescencniho signalu bez uzavieni reak¢nich
center PSII. Maximalni fluorescence chlorofylu (Fy) byla méfena pro stav adaptovany
na tmu pii pulsu silného modrého svétla (2000 pmol fotond m2-s') po dobu 800 ms.
Parametry analyzy zhasSeni byly vypocteny po 90 s relaxaci vzork ve tmé, kdy byly
vzorky vystaveny aktinickému svétlu (100 umol fotoni m2-s') po dobu 23 min. B&hem
ozafeni aktinickym svétlem bylo pouzito 17 saturacnich pulzi pro zméfeni maximalni
fluorescence ve stavu vzorku pfizpisobeném svétlu (Fy). V intervalu 30 s bylo
aplikovano prvnich 6 saturacnich pulzt, 7. az 11. pulz byl aplikovan v intervalu 60 s, 12.
az 15. pulz byl aplikovan v intervalu 2 min a dva posledni zablesky byly aplikovany v
intervalu 3 min 40 s. ZhaSeci koeficienty ®@pg;, Prp a Pypq byly spocitany dle vzorci

9-11 v kapitole 1.5.1.
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2.5.3 Propustnost a odrazivost listu

Pro stanoveni relativniho obsahu chlorofylu nedestruktivni metodou byl pouzit
chlorofylmetr SPAD 502 firmy Konica Minolta Sensing (Osaka, Japonsko). Listy byly
pfed méfenim adaptovany na tmu po dobu 30 minut. Propustnost listu byla métfena pro
kazdou variantu na 8 listech a u kazdého listu byl pocitan pramér z5 SPAD hodnot
zmeétenych ve stiedni Casti adaxialni strany listu. Méfeni probihalo pfi slabém zeleném
svétle.

Pomoci pfistroje PolyPen firmy Photon System Instruments (Drasov, Ceska
republika) byla zmétena spektra odrazivosti listu a spocitano mnoho indexti odrazivosti
listd. Pro ucely BP byly vyhodnoceny vegetac¢ni indexy NDVI a PRI viz vzorce 12-13
kapitoly 1.6. Listy byly pfed méfenim adaptované na tmu po dobu 30 min. Na zafizeni
byl vyroben z Cerného papiru zizeny otvor, ktery byl nalepen na detekéni okénko. Diky
tomu byla préce s pfili§ tzkymi senescentnimi listy usnadnéna a zptesnéna. Odrazivost
byla zaznamenéna na adaxialni strané listu ve stfedové casti ¢epele. Méfeni probehlo pro

kazdou variantu na 8 listech. Béhem méfeni bylo rozsvicené slabé zelené svétlo.

2.6 Vyhodnoceni dat a statisticka analyza

Vyhodnoceni dat bylo provedeno v tabulkovém procesoru Microsoft Excel a pomoci
programu pro statistickou analyzu dat SigmaPlot 11. Statisticka analyza byla pocitana

parovym Studentovym T-testem nebo Mann-Whitney Rank Sum Testem.
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3 Vysledky

3.1 Velmi rychla fluorescencni indukce

Vysledky naznacuji, ze aplikované latky nemély vyznamny protektivni vliv na
fotochemickou aktivitu listd po indukci umélé senescence tmou po dobu Ctyf i péti dnt
(Obr. 6 a 7), coz je zaznamendno zmeénami hodnot Fv/Fum. V obou experimentech byly
nejvyssi hodnoty Fy/Fvnaméfeny u listi oSetfenymi BAP (pozitivni kontrola), kde BAP
dokazal pasobit po tuto dobu dostate¢né protektivné€ pro zachovani kontrolnich hodnot
parametru Fyv/Fum v listech. Listy oSetfené BAP vykazovaly hodnoty podobné kontrolnim
i u ostatnich parametra spocitanych z OJIP kiivky (Obr. 6 a 7).

U vsech latek byl prokazan narast (kromé Fy/Fum) v analyzovanych parametrech
spocitanych z OJIP kiivky podobny oSetfeni DMSO. U EI listy oSetfené latkami 1-6
vykazuji v neékterych pfipadech dokonce vyssi hodnoty nez DMSO (Obr. 6). Nejvice se
kontrolnim hodnotam blizily latky 2 a 6, hodnota Vi latky 6 byla dokonce signifikantné
lepsi (nizsi) oproti DMSO varianté po ¢tyfech dnech ve tmé (Obr. 6). V E2 (o den delsi
indukce senescence) lze jiz pozorovat mirné uc¢inky u aplikovanych latek, predevsim u
latky 2, kde v parametru Vi je signifikantni rozdil oproti DMSO odréazejici pomalejsi
akumulaci Qg? (Obr. 7). Vy i (dV/dt)o dosahovaly téZ nizsich hodnot u latky 2 oproti
ostatnim latkam indikujici pomalejsi uzavirani RC PSII neboli rychlost redukce Qa a tedy
akumulaci redukovaného Qa™ (Obr. 7). Latka 2 méla téz nejvetsi maximalni kvantovy
vytézek fotochemie PSII ve srovnani s ostatnimi testovanymi latkami (Obr. 6 a 7).
V porovnani se v§emi oSetfenimi dosahovala varianta BAP nejlepsich hodnot pocitanych
parametru velmi rychlé fluorescencni indukce, z nove testovanych pouze latka 6 v prvnim
a latka 2 v druhém experimentu vykazovaly mirné protektivni ti€inek pfi senescenci ve
tme (Obr. 6 a 7).

Parametry citlivymi k postupujici senescenci se zdaji byt zejména Fy/Fn, (dV/dt)o
a Vj, zejména parametr Fy/Fu klesl 5. den senescence na polovinu své hodnoty namérené
4. den plsobeni senescence u vSech variant kromé BAP (Obr. 6 a 7). Postupujici
poskozujici pusobeni umélé senescence na fotosynteticky aparat jeCmene je
demonstrovan na zobrazeni parametru Fv/Fum na celych listech 4., 5. a 6. den ponechani

ve tme (Obr. 10).
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Obr. 6: Vybrané parametry Fy/Fu, (dV/dt)o, V; a Vi spocitané z naméfené kiivky OJIP u
oddélenych listt jeCmene. Méfeni provedeno po ¢tyfech dnech oSetfeni listi uvedenymi latkami
(DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci ve tmé. Pfepocitano na % vztazen¢ ke kontrolnim hodnotam
neosetfenych lista (100%) zmérenych ihned po ustfizeni (¢ervena vodorovna usecka). Statisticky
signifikantni rozdily (T-test nebo Mann-Whitney Rank Sum Test) jednotlivych variant od DMSO
jsou znazornény pismenem B, n=5-8, pocitany mediany a kvartily.
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Obr. 7: Vybrané parametry Fy/Fu, (dV/dt)o, V; a Vi spocitané z naméfené kiivky OJIP u
oddélenych listi je¢mene. Méfeni provedeno po péti dnech oSetfeni listi uvedenymi latkami
(DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci ve tmé. Pfepocitano na % vztazen¢ ke kontrolnim hodnotam
neosetfenych lista (100%) zmérenych ihned po ustfizeni (¢ervena vodorovna usecka). Statisticky
signifikantni rozdily (T-test nebo Mann-Whitney Rank Sum Test) jednotlivych variant od DMSO
jsou znazornény pismenem B, n=5-8, pocitany mediany a kvartily.
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I v dalsich parametrech spocitanych z kfivky velmi rychlé fluorescen¢ni indukce
bylo ziejmé progresivni pusobeni senescence v zavislosti na délce ulozeni listd ve tmé
(Obr. 8 a9). V El dosahovala az prukazné vysSich hodnot latka 6 a 1 u parametri 6Ro a
ABS/RC ve srovnani s DMSO indikujici vétsi ucinnost elektronového transportu
z redukovaného plastochinonu ke koncovym akceptorim v PSI a vétsi relativni
zastoupeni anténnich systémt v poméru k aktivnim RC PSII (Obr. 8). ABS/RC
dosahovalo jesté vysSich hodnot u latky 5 odrazejici pravdépodobné nedostatecné
protektivni pusobeni téchto latek na funkcnost RC PSII. Latky 5 a 6 navic vykazovaly
oproti DMSO prukazné vys$$i maximalni tok zachycené excitaéni energie v PSII
(TRo/RC) a u latky 6 byl patrny také vyssi kvantovy vytézek elektronového transportu
z Qa” k finalnim PSI akceptorim (REo/ABS). Prestoze v E1 byl ziejmy nejlepsi efekt
latky 6 (Obr. 6, 8), o den prodlouzeny interval zatemnéni v E2 jiz neprokazal jeji
protektivni ucinek (Obr. 7, 9).

Podobné jako v predchozich parametrech OJIP 5. den inkubace potmé byl nejveétsi
ucinek latky 2, byt nebyl tak silny jako v pfipadé pozitivni kontroly (Obr. 9).
Analyzované parametry u latky 2 se nejvice blizily pozitivni kontrole ve srovnani
s ostatnimi latkami, kdy tok zachycené excitacni energie v aktivnim PSII (TRo/RC) byl
vyznamné niz§i ve srovnani s DMSO. Kvantovy vytézek prenosu elektroni k PSI
akceptorim (REo/ABS) byl téz pozorovan nejvyssi u latky 2 (za pozitivni kontrolou).
Efektivita prenosu elektronti z plastochinonového poolu k PSI akceptorim (6Ro) byla
lepsi u vSech testovanych latek oproti DMSO, u latek 1 a 3 dokonce prukazné poukazujici
na mozné protektivni pusobeni latek na urovni PSI.

Vyse zminéné parametry vykazuji pfednostni poskozeni na urovni RCII nez u
anténniho systému PSII 4. 1 5. den pasobeni umélé senescence. Parametry REo/ABS a
SRo byly velmi citlivé k pasobeni senescence, kdy ani pisobeni BAPu nedokazalo
naméfené hodnoty pfiblizit k nesenescentni kontrole v obou terminech méteni (Obr. 8 a

9).
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Obr. 8: Fluorescenéni parametry spocitané z OJIP kiivky (REi/ABS, oRo, TRo/RC, ABS/RC)
meétené po Ctyfech dnech osetreni listi uvedenymi latkami (DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci
ve tm¢. Prepocitano na % vztazené ke kontrolnim hodnotam neoSetfenych lista (100%)
zmé&fenych ihned po ustfizeni (Cervena vodorovna usecka). Statisticky signifikantni rozdily
(T-test nebo Mann-Whitney Rank Sum Test) jednotlivych variant od DMSO jsou znazornény
pismenem B, n=5-8, pocitany mediany a kvartily.
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Obr. 9: Fluorescenéni parametry spocitané z OJIP kiivky (REi/ABS, oRo, TRo/RC, ABS/RC)
meéfené po péti dnech oSetfeni listi uvedenymi latkami (DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci ve
tm¢. Prepocitano na % vztazené ke kontrolnim hodnotam neosetfenych listi (100%) zméfenych
thned po ustfizeni (Cervena vodorovna usecka). Statisticky signifikantni rozdily (T-test nebo
Mann-Whitney Rank Sum Test) jednotlivych variant od DMSO jsou znazornény pismenem B,
n=5-8, pocitany mediany a kvartily.
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Z obrazku 10 je patrné postupné zhorSeni stavu fotosyntetického aparatu 4. - 6. den
senescence tmou. Zobrazeni celych ploch listi odhalilo heterogenitu, ktera nebyla patrna
pfi konvenénim bodovém meéreni piistrojem PEA. Rozdily vynikly zejména 4. den
senescence tmou, kdy u latky 2 bylo zfejmé zachovani vyssich hodnot Fv/Fm u starSiho
pletiva na Spickach listd oproti BAP (Obr. 10, levy panel). Vzhledem k tomu, Ze se
piistrojem PEA méfila stfedova Cast listu u vSech variant, tento nejhorsi stav Spicek listt
u BAP variant nebyl pfistrojem PEA zachycen a varianty BAP vykazovaly zdanlivé
nejlepsi hodnoty Fv/Fm (Obr. 6, 7). Ze zobrazeni celych listi je evidentni nejhorsi
maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII u varianty DMSO, kde jsou hodnoty Fv/Fm
nejnizsi témer homogenné na celé plose listd. Latka 2 pusobila protektivné na celou
plochu listu, ale nebyla natolik uc¢inna, neb byl pozorovan mirny pokles parametru Fv/Fm
v celé horni poloving listu. S postupujici senescenci (E2 a E3) byly zminéné poskozujici
procesy vice viditelné nejen v parametru Fv/Fw, ale téz na vyfocenych listech (Obr. 10,
prostfedni panel). 5. den senescence byl jesté ziejmy vyrazny protektivni u€inek BAPu,
6. den jiz i u BAP varianty byl zfetelny heterogenni pokles parametru Fv/Fum.

Progrese poskozujiciho efektu senescence béhem meétenych tfech dni byla zfejma
ve stavu adaptovaném na tmu, jak jiz bylo zminéno vySe. Spocitané parametry odrazi
jednotlivé viny a tvar kiivky OJIP, jejiz prabéh (hodnoty medianu pro kazdou variantu)
je zobrazen na obr. 10 (pravy panel). Z prabehu celych kiivek v E1 mizeme usoudit, Ze
pokles parametru Fv/Fnv u DMSO a latky 2 byl zpisoben poklesem Fy. U obou téchto
variant je jiz patrny narust vin J a I viditelny zejména u nanormovanych kiivek (Obr. 10,
B1). Zvedani téchto vin se zvyraznil v E2 a E3, takové zmény kiivky OJIP jsou typické
pro postupujici stres rostlin (Fan et al. 2014). V E3 je jiz viditelny pokles Fum (Obr. 10,
B3) i u BAP varianty, ktery se odrazi i v nizsi hodnoté Fv/Fum (Obr. 10, levy panel).
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Obr. 10: Fluorescencni zobrazovani a prubéh OJIP kfivek pro neosetienou kontrolu (K) a pro
vybrané osetfeni (DMSQO, BAP a latky 2) po 4-6 denni iniciované senescenci tmou. Zobrazeni
maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII (Fy,/Fy) na celych plochach listi (levy panel),
odpovidajici fotografie méfenych odd€lenych listi je¢mene (prostiedni panel) a kiivky OJIP
velmi rychlé fluorescenéni indukce chlorofylu a (A, zméfené kiivky OJIP; B, normalizované
kiivky OJIP) (pravy panel, logaritmické méfitko osy x, uvedeny mediany a kvartily, n=7-8).
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3.2 Pomala fluorescencni indukce

Metenim pomalé fluorescencni indukce bylo potvrzeno poskozeni fotochemie PSII u listi
s uméle indukovanou senescenci po dobu Ctyf i péti dnd umisténi ve tme (Obr. 11).
Znacny pokles parametru ®@pg; u variant oSetienych DMSO a latkami 1-6 odrazi niz§i
ucinnost vyuziti svételné energie k primarnim fotochemickym procesim v PSII ve stavu
adaptovaném na svétlo. Disledkem toho doslo k pfesmérovani urcité Casti absorbované
energie do nefotochemickych disipanich procest. V E1 zistaly konstitutivni
neregulované disipacni procesy (®fp)u vSech osetfeni témér konstantni ale vyrazné
zvySené oproti nesenescentni kontrole (Obr. 11, A). Vyrazné vysSich hodnot dosahovalo
regulované svétlem indukované nefotochemické zhaSeni (Pnpq) u vSech variant,
v porovnani s BAP nebo s nesenescentni kontrolou, odrazejici aktivaci ochrannych
zhasecich procesu.

5. den inkubace potmé& (Obr. 11, B) byly jiz zfeymé nevratné zmény ve
fotosyntetickém aparatu, které se obvykle projevuji vyraznym naristem (P¢p)a
poklesem ®pg;; pozorovanym u vSech variant oproti BAP a nesenescentni kontrole.
Pouze u latky 1 byl zfejmy mirny protektivni efekt, kdy byl pozorovan prikazné vyssi
aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Ppg;)a niz§i kvantovy vytézek
nefotochemického zhaseni (Pypq) ve srovnani s DMSO. Tomu odpovidala také nejnizsi

hodnota neregulovaného zhaSeni u latky 1 (®¢p) ze vSech testovanych latek (Obr. 11, B)
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EXPERIMENT 1

(senescence iniciovana tmou 4 dny)
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Obr. 11: Parametry spocitané v ustaleném stavu zhaseci analyzy pomalé fluorescencni indukce.
Parametry (Ppgy ), (Pnpq) a (Prp) spocitany béhem méfeni odd€lenych listi po ¢tyfech a péti
dnech osetfeni uvedenymi latkami (DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci ve tm¢. Piepocitano na %
vztazen¢ ke kontrolnim hodnotam neosetfenych listd (100%) zméfenych ihned po ustfizeni
(¢ervena vodorovna usecka). Statisticky signifikantni rozdily (T-test nebo Mann-Whitney Rank
Sum Test) jednotlivych variant od DMSO jsou znazomény pismenem B, n=5-8, pocitany mediany
a kvartily.
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3.3 Propustnost a odrazivost listu

Mefeni relativniho obsahu chlorofylu po umélé indukci senescence tmou po dobu Ctyt
dniv E1 (obr. 12, A1) a po dobu péti dni v E2 (obr. 12, A2) odhalilo vyrazny postupujici
pokles u negativni kontroly DMSO. Naopak je vidno, ze u pozitivni kontroly BAP
vyznamné inhiboval degradaci chlorofylu v listech. U latek 1-6 byly zaznamenany
hodnoty SPAD mirné vyssi nezu DMSO. Listy oSetfené latkami 1, 4 v E1 (Obr. 12, Al)
a latkou 2 v E2 (Obr. 12, A2) dokonce vykazovaly prukazné vyssi zachovani obsahu
chlorofylu oproti DMSO. Z porovnani hodnot SPAD v El a E2 je zifejmé, ze celkovy
obsah chlorofylu béhem 24h vyznamné poklesl u vSech variant.

Parametr NDVI potvrzuje obdobné trendy v celkovém obsahu chlorofylu
v uvedenych variantach (obr. 12, B1 a B2). Lze tedy predpokladat, ze vysSi obsah
chlorofylu v listech mély varianty oSetfené BAP na rozdil od DMSO, kde byl rozklad
chlorofylu nejvétsi. Hodnoty NDVI v El u listi oSetfenymi vSemi testovanymi latkami
byly srovnatelné, opét se pohybovaly mezi pozitivni a negativni kontrolou (Obr. 12, B1).
Podobné tomu bylo u E2, kde latky 1 a 2 vykazovaly dokonce prikazné vyssi obsah
chlorofylu oproti DMSO (Obr. 12, B2). I u parametru NDVI byly potvrzeny prukazné
nizsi hodnoty paty den pliisobeni tmy oproti dni ctvrtému.

Hodnoty PRI nepfimo odrazejici miru deepoxidace pigmenti xantofylového
cyklu vykazovaly zna¢ny rozptyl (obr. 12, C1 a C2). Vyznamny rozdil je téz ziejmy mezi
obéma experimenty, kdy nejvyssi hodnoty PRI byly dosazeny v obou experimentech pro
pozitivni kontrolu a BAP. V E2 byly hodnoty pro vSechny ostatni varianty dokonce
zaporné, coz koresponduje s narastem nefotochemického zhaseni (obr. 11 a 12, C2).
Zaporny parametr PRI je doprovazen i velmi nizkym aktualnim kvantovym vytézkem
fotochemie PSII (®pg) (obr. 11, B), korelace mezi témito dvéma parametry jiz byla
prokdzana 1 pro douglasku vystavenou nékolika svételnym intenzitdm
(Gamon et al. 2013). Vysoké rozpéti smérodatnych odchylek naznacuje heterogenitu listd
co do jejich specifické reflektance v ramci jednotlivych variant. Heterogenita listi byla
demonstrovana jiz pro parametr Fyv/Fm pomoci fluorescencéniho zobrazovani celé plochy

listu métfené pro vSechny tfi experimenty (Obr. 10).
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EXPERIMENT 1

(senescence iniciovana tmou 4 dny)
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Obr. 12: Parametry optickych vlastnosti listu. Celkovy obsah chlorofylu (A) a spo¢itané vegetacni
indexy NDVI (B) a PRI (C). M¢feni provedeno po Ctyfech a péti dnech osetfeni listi uvedenymi
latkami (DMSO, BAP, latka 1-6) a kultivaci ve tm¢. Vodorovna Cervena useCka znazomuje
hodnoty neosetfenych kontrolnich listi méfenych ihned po ustfizeni. Statisticky signifikantni
rozdily (T-test nebo Mann-Whitney Rank Sum Test) jednotlivych variant od DMSO jsou
znazomény pismenem B a rozdily mezi variantami experimentii 1 a 2 jsou znazomény *, n=5-8,

pocitany pruméry a SD.
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4 Diskuze

Jiz diive bylo dokazano, ze senescence listd je doprovazena degradaci chlorofylu a
vyznamnym poskozenim fotosyntetické ¢innosti (Janeckova et al. 2018) a ze CK vcetné
jejich uméle nasyntetizovanych derivati mohou chranit pfed timto poSkozenim
(Janeckova et al. 2019). Odolnost plodin vici stresu patii k nejdalezitéjSim vlastnostem,
které vyznamné piispivaji k vynosu plodin (Chernyad'ev 2009). Aromaticky cytokinin 6-
benzylaminopurin (BAP) je jiz n€kolik desetileti pouzivan v rostlinnych biotechnologiich
kvuli své ucinnosti a dostupné cené (Bryksova et al. 2020a).

Nase prace potvrzuje, ze BAP chrani u jeCmene primarni fotochemické procesy
fotosyntézy v procesu umélé senescence. BAP dokazal plsobit protektivné po dobu Ctyf,
péti i Sesti dnli béhem zatemnéni listl. Avsak aplikace BAP je spojena i s negativnimi
ucinky. Po jeho aplikaci dochazi k ptirozené NO9-glykosylaci, ktera muze vést k
hromadéni neaktivnich N9- CK glukosidi (Werbrouck et al. 1995), které mohou
stimulovat produkci ethylenu a ethylenovou signalni drahu, coz zptisobuje inhibici rastu
korenti (Podlesakova et al. 2012). Tato zjisténi vedla k hledani aromatickych derivatu
CK, které¢ by nevykazovaly tyto negativni GCinky na rist a vyvoj rostlin. Jednou
z moznosti, jak zabranit negativnim uc¢inkim N9-glukosylace, je potladit tuto reakci
navazanim vhodné substituce na N9 purinu v BAP nebo hydroxylaci jeho benzylového
kruhu. Ocekava se, ze zaména 2" nebo 3" hydroxylové skupiny nukleosidu atomem fluoru
v bioaktivni molekule zptsobi nejen zménu biologické aktivity, ale také zvysi stabilitu
nukleosidi (Pitzer 1960). Vzhledem k vyhodam fluoru pfi nahrazovani vodiku v
bioaktivni molekule se oCekava, ze tato zména ovlivni minimalné zptsob vazby molekuly
na receptory nebo enzymy.

V minulosti bylo testovano jen nékolik fluorovanych derivati cytokinini na
biologickou aktivitu u rostlin. Derivaty nesouci atom fluoru na benzylovém kruhu maji
obecné silnou biologickou aktivitu (Dolezal et al. 2007), ktera byla zaznamenéana v praci
Vyli¢ilové zroku 2016, kde 2-chlor-6-(4-fluorobenzylamino)purin-9-ribosid, byl
nejucinnéjsi latkou, jez prodlouzil 50% degradaci chlorofylu na témét dvojnasobek casu
oproti BAP. Nedavno byly syntetizovany nekteré slouceniny s podobnou strukturou, jako
jsou 6-benzylaminopuriny s B-D-arabinézou v poloze NO. U téchto sloucenin byl
prokazan silny protektivni ucinek v porovnani s BAP v biologickém testu senescence
oddelenych listi pSenice. Také bylo uvedeno, Zze oSetfeni semen (priming)

NO-substituovanymi derivaty CK mélo pozitivni vliv na zachovani homogennéjsi
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populace a potlaceni degradace chlorofylu u stresovanych rostlin (Bryksova et al. 2020b).
Navic posledni experimenty ukazuji, Ze cytokininova aktivita ethyl derivatd CK muze byt
vysoka a ethyl derivaty by tak mohly byt dal§imi slibnymi protektivnimi latkami
pouzivanymi v rostlinné fyziologii (Mgr. Karel Dolezal Dr., ustni sdéleni). V této BP
bylo testovano 6 nové nasyntetizovanych CK derivati s fluorovanou ribézou (B-D-
modifikace), s hydroxylaci ¢i methylaci benzylového kruhu ¢i s etylovym mastkem
(Obr. 4) s predpokladem, ze kombinace téchto strukturnich zmén v molekule, které
jednotlivé pusobi v rostlinach protektivné, povede k secteni pozitivniho efektu a dojde
k vyraznému zvyseni biologické aktivity dané molekuly spojené s jeji antisenescencni
aktivitou.

Prestoze bylo testovano 6 slibnych latek, mirmé protektivni ucinky jsme
pozorovali pouze u dvou znich a ani jedna z latek nevykazovala lep§i parametry nez
pozitivni kontrola BAP. Ze tfech experimentli provedenych 4.-6. den senescence tmou a
pusobeni latek bylo zfejmé, ze na té€chto parametrech zalezi co do pliisobeni jednotlivych
latek 1 reakce rostliny. 4. den byl nejvétsi protektivni ucinek latky 6 a méné latky 2
zatimco 5. den vykazovala protektivni G¢inky zejména latka 2. Protektivni ucinky se
projevily zejména ve vétsim kvantovém vytézku fotochemie PSII pozorovaném u téchto
latek oproti DMSO, pomalejsi redukci Qa”, mensim relativnim zastoupenim anténnich
systému, vetsim kvantovym vytézkem a ucinnosti elektronového transportu ke koncovym
akceptoriam PSI. Z vysledka je ziejmé, ze RC PSII jsou poskozena umélou senescenci ve
vétsi mife nez antény PSII a nebo také nez RC PSI. Nicméné pro potvrzeni této hypotézy
by bylo tfeba v dalsi praci zjisténi soucasného stavu PSI pomoci méteni P700 pfistrojem
Dual-PAM-100 (Walz, Effeltrich, Némecko). Protektivni ucinky latky dvé zméfené
pomoci velmi rychlé fluorescencni indukce byly doprovazeny také naméfenym vyS§im
obsahem chlorofylu v E2 oprott DMSO. Z nasi prace vyplyva, ze optimalni doba
pusobeni latek i tmy je 4 dny, v ptipad€ velmi biologicky aktivnich latek (jako zde byl
BAP) je mozné tuto dobu prodlouzit o jeden den.

Nase prace také poukazala na vyznam pouziti vice metod k popisu
fotosyntetického stavu rostlin, kdy fluorescencni imaging odhalil zanedbatelné ptsobeni
BAPu ve starSich castech listu, zatimco latka 2 v téchto mistech pisobila mirné
protektivn€. Na rozdil od heterogenniho ptisobeni BAP ¢i latky 2 na celé plose listu, po
aplikaci DMSO byla fotochemie PSII inhibovana homogenng¢.

Je tfeba poznamenat, ze u¢inky zkoumanych latek na senescenci rostlin mohou

byt ovlivnény druhem testované rostliny. Zda se, ze nékteré CK derivaty, jako naptiklad
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BAP, projevu;ji antisenescencni ucinky na listy jeCmene, kukufice a pSenice (Yang et al.
2018, Ren et al. 2018, Janeckova et al. 2019). Na druhou stranu, pfi aplikaci na salét byl
zjistén pouze slaby nebo zadny ucinek (Prokopova et al. 2010). Podobné v praci Kucerové
zroku 2020 byly zjistény odli§né ucinky latek MeOBAPA a OHBAPA, v pSenici mél
30HBAPA vys§i ochranny uc¢inek nez 3MeOBAPA, zatimco v Arabidopsis byl
ucinngjSim derivatem 3MeOBAPA.

NaSe prace otestovala antisenescencni ucinnost 6ti cilené¢ vybranych latek na
vybranych fotosyntetickych parametrech béhem tfech nezavislych senescencnich testech.
Mirné protektivni u€inky vykazovaly pouze dvé latky, zadna z nich nebyla lepsi nez BAP.
Nicméné otestovanim latek se oteviraji dalsi otazky k feSeni v dal$i praci. Zejména by
mély byt latky otestovany na jinych rostlinnych druzich, také v jinych koncentracich a
v neposledni fad¢ 1ze stanovit jejich mozny ucinek na PSI. V praci jsme také stanovili, ze

nejlepsi dobou puisobeni senescence i latek je 4-5 dni dle ucinnosti testovanych latek.
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S Zavér

Teoreticka Cast bakalaiské prace poskytuje prehled o vlivu cytokinind na senescenci
rostlin a jejich ucincich na fotosyntézu. Byly také popsany a vysvétleny metody pro
meéteni fotosyntetické aktivity a optickych vlastnosti listu, které byly v praktické casti
prace uspésné aplikovany na jeCmen jarni.

V praci byly testovany protektivni vlastnosti Sesti cilené vybranych
cytokininovych derivati béhem uméle iniciované senescence tmou na oddélenych listech
je€mene jarniho, a to prostfednictvim méfeni spekter odrazivosti a propustnosti listu, a
také pomoci méfeni pomalé a velmi rychlé fluorescencni indukce. Vysledky experimentt
ukdazaly, ze exogenni aplikace latek 2 a 6 mirné potlacila uméle iniciovanou senescenci
tmou listi jeCmene v zavislosti na dobé pusobeni, coz bylo prokazano pozitivnimi
vysledky zejména z méfeni velmi rychlé fluorescencni indukce a obsahu chlorofylu.
Nicméné zadna zlatek neméla lepsi uCinky nez pozitivni kontrola BAP, ktery ale
nepusobil protektivné v nejstarSich $pickach lista.

Bylo tspésné otestovano pusobeni vybranych latek na oddélenych listech jemene
pii senescenci tmou, standardizoval se postup a trvani senescencnich testt pro dané latky

a byly navrzeny dals$i mozné experimenty pro detekci vétsi biologické aktivity latek.
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