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Souhrn

Senescence rostlin je ovliviitovdna mnoha faktory vcetné fotosynteticky aktivniho zafeni
(FAR) a cytokinini (CK). Vliv FAR na uc¢inek CK pfi senescenci nebyl prozatim zcela
prostudovan. U rostlin s ovlivnénym (zvySenym nebo snizenym) obsahem endogennich
cytokininl nebo s ovlivnénou percepci CK byl v souvislosti s indukovanou senescenci
oddélenych listd vétsinou posuzovan pouze pritbéh senescence ve tme.

V praci byl studovan vliv FAR o nizké (100 umol'm?s?) a vysoké (300
umol-m?-s1) ozafenosti na rychlost senescence oddélenych listl réiznych variant rostlin
husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s pozménénou percepci nebo koncentraci
CK. Jednalo se o receptorové ,knock-outy“ ahk2 ahk3, ahk2 ahk4 a ahk3 ahk4
a 0 mutanty pga22, u kterych byl pomoci aplikace 17-p-estradiolu (pga22(l)) navysen
obsah CK. Jako kontrolni varianta byly pouZity rostliny ,,wild-type® (wt). Mira
senescence oddélenych listh byla posuzovana podle obsahu chlorofylu a hodnoty
parametru Fv/Fp, ktery odrazi a¢innost fotochemie fotosystému II.

U oddélenych listti receptorovych mutantti ahk2 ahk3 a ahk3 ahk4 inkubovanych
ve tm¢ zpusobila ztrata receptoru AHK3 mirné urychleni senescence oproti wt a mutantu
ahk2 ahk4. Zatimco u variant wt a ahk2 ahk4 nebyl pozorovan zpomalujici u¢inek FAR
na pokles obsahu Chl, u ahk2 ahk3 a ahk3 ahk4 byl tento efekt prikazny. Nepfitomnost
receptoru AHK3 pii indukované senescenci by tedy mohla byt do jisté miry
kompenzovana ptfitomnosti FAR.

Piedpokladana zvySena koncentrace CK v listech pga22(l) zpomalila snizeni
funkce PSII u listd inkubovanych ve tmé. V ptitomnosti FAR se pozitivni vliv zvySené
koncentrace CK s dobou po oddéleni zménil v negativni, coZz by mohlo souviset

s nartistem oxidativniho poskozeni v disledku pieexcitovani fotosyntetického aparatu.



Summary

Plant senescence is influenced by many factors including photosynthetically active
radiation (PAR) and cytokinins (CK). The influence of PAR on the CK effect
on senescence has not yet been fully elucidated. In plants with altered levels (increased
or decreased) of endogenous CK or plants with affected perception of CK only dark-
senescence of detached leaves is usually studied.

In this study the influence of low PAR (100 umol-m™2-st) and high PAR (300
umol-m?-s1) on the senescence was examined in detached leaves of different variants
of Arabidopsis plants (Arabidopsis thaliana L.) with altered perception or concentration
of CK: double receptor knock - outs ahk2 ahk3, ahk2 ahk4 and ahk3 ahk4, and pga22
mutant with increased CK content induced by 17-B-estradiol (pga22(1)). Wild-type (wt)
plants were used as a control variant. Chlorophyll content and F./F, parameter reflecting
the efficiency of photosystem Il photochemistry were used for the evaluation of
senescence rate.

In detached leaves of the receptor mutants ahk2 ahk3 and ahk3 ahk4 incubated in
the dark a loss of the receptor AHK3 caused a slight acceleration of senescence compared
to the wt and the ahk2 ahk4 mutant. A slowing effect of PAR on the decrease in
chlorophyll content was observed in ahk2 ahk3 and ahk3 ahk4 leaves but not in wt and
ahk2 ahk4 ones. The absence of the receptor AHK3 could be therefore compensated to
some extent by the PAR.

The expected higher CK concentration in pga22(l) leaves slowed down
the inhibition of function PSII in the leaves incubated in the dark. In the presence of PAR
the positive effect of increased CK concentration changed during the time after
detachment to negative, which could be related to the increased oxidative damage due to

the overexcitation of photosynthetic apparatus.



Seznam zkratek

AHK?2 - cytokininovy receptor (Arabidopsis histidine kinase)
ahk2,3 - dvojity mutant ahk2 ahk3 (bez receptordi AHK2 a AHK3)
ahk2,4 - dvojity mutant ahk2 ahk4 (bez receptort AHK2 a AHK4)
AHK3 - cytokininovy receptor (Arabidopsis histidine kinase)
ahk3,4 - dvojity mutant ahk3 ahk4 (bez receptort AHK3 a AHK4)
AHKA4 - cytokininovy receptor (Arabidopsis histidine kinase)
BAP - 6-benzylaminopurin

CK - cytokinin(y)

CKX - cytokininoxidasa/dehydrogenasa

COz - oxid uhli¢ity

dpo - den (dny) po oddéleni

Fo - minimalni intenzita fluorescence

FAD - flavinadenindinukleotid

FAR - fotosynteticky aktivni zafeni

Fm - maximalni intenzita fluorescence

Fo - maximalni namé&fena intenzita fluorescence

Fv - variabilni fluorescence

Fu/Fm(p) - maximalni kvantovy vytéZek fotochemie fotosystému II
Chl - chlorofyl

IK - kontinualni FAR o intenzité 370 + 40 pmol-m?2s?

IP - periodické FAR o intenzité 370 + 40 pmol-m?s™?

IPT - isopentenyltransferasa

mT - meta-topolin

NK - kontinualni FAR o intenzité 70 umol-m™-s™

NP - periodické FAR o intenzité 70 umol-m2-s

Jp - fotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu

ROS - reaktivni formy kysliku

Rubisco - ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa

T - tma

wit - wild-type
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1. UVOD

Senescence je pfirozeny, geneticky fizeny proces, ktery je ovliviiovan mnoha
faktory. Mezi n¢€ patii svételné podminky a cytokininy. Vliv fotosynteticky aktivniho
zéaieni (FAR) ve spojeni s ptisobenim cytokininti (CK) nebyl prozatim zcela prozkouman.
Senescence je ovlivnéna intenzitou FAR i dobou jeho pusobeni, pficemz v ptipadé
oddé€lenych lista (pfi tzv. indukované senescenci) probiha nejrychleji zpravidla ve tmé,
poté na FAR o vysoké ozarenosti a nejpomaleji u listi na FAR o nizké ozafenosti.
Se senescenci dochazi k poklesu obsahu chlorofylu a parametru Fv/Fm odrazejiciho
fungovani fotosystému II.

Cytokininy zpravidla zpomaluji senescenci, ale za urCitych okolnosti ji mohou
I urychlit (napf. VIckova a kol. 2006, Melkovic¢ova 2012). Urychleni senescence nastava
pii vysokych koncentracich CK a/nebo pfi sou¢asném pusobeni vyssi intenzity nebo
davky FAR. U rostlin se zménénou endogenni koncentraci cytokinint zpravidla dochazi
se zvySenim koncentrace CK ke zpomaleni senescence (napt. Petit-Paly a kol. 1999)
a se snizenim koncentrace CK k jejimu urychleni (napt. Werner a kol. 2008).
V souvislosti s pusobenim CK mize byt rychlost senescence ovlivnéna také
prostfednictvim receptort CK. V ramci receptori. AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4
je za hlavni receptor ovliviiyjici rychlost senescence povazovan AHK3, zatimco vliv
receptorit AHK2 a CRE1/AHK4 se povazuje spise za vedlejsi (Kim a kol. 2006).

Cilem bakalafské prace bylo posoudit vliv FAR o nizké (100 pmol-m2s?)
a vysoké (300 pmol-m2-st) ozafenosti na rychlost senescence oddélenych listdi riiznych
variant rostlin husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s pozménénou percepci nebo
koncentraci CK. Jednalo se o receptorové ,knock-outy* ahk2 ahk3, ahk2 ahk4
a ahk3 ahk4 a o mutanty pga22, u kterych byl pomoci aplikace 17-p-estradiolu navysen
obsah CK. Jako kontrolni varianta byly pouZity rostliny ,wild-type* (wt). Mira
senescence oddélenych listi byla posuzovana podle obsahu chlorofylu a hodnoty

parametru Fv/Fp, ktery odrazi a¢innost fotochemie fotosystému II.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Senescence

Senescence, biologické starnuti, patfi mezi pfirozené procesy probihajici
Vv rostliné a je posledni a zaroven velmi dulezitou fazi zivotniho cyklu rostlin (Gan
a Amasino 1997, Lim a kol. 2007). Je to geneticky naprogramovany proces zahrnujici
zmény ve struktufe a funkci bunék vedouci az k jejich smrti. Tento slozity proces
je spojen s postupnymi zménami v bunécné fyziologii, genové expresi a biochemii
(Breeze a kol. 2011). Senescenci lze rozd¢lit na ptirozenou a indukovanou. Pfirozena
senescence probihd koordinované od Spicky a okrajii listii az po samotnou bazi listt.
Je fizena predevsim geneticky, ovSem ovliviji ji i jiné faktory. Indukovana senescence
muze byt navozena napt. oddélenim listu, plisobenim patogenti nebo zménou faktori
prostiedi.

Hlavnim viditelnym ptiznakem senescence je Zloutnuti listt, které je zptisobeno
rozpadem chlorofylu (Chl) (Zacharias a Reid 1990, Noodén a kol. 1997, Spundova a kol.
2003, VIckova a kol. 2006). Diilezitym ukazatelem senescence je tedy ubytek mnozstvi
chlorofylu, proto je podle tohoto parametru obecné posuzovana mira senescence. Béhem
senescence se meéni tvar chloroplasti z elipsovittho na sféricky, dochézi
k neuspotadanosti tylakoidnich membran a nahromadéni plastoglobuli (Spundova a kol.
2003, Vickova a kol. 2006). Strukturni zmény fotosyntetického apardtu béhem
senescence jsou doprovazeny zhorSenim jeho funkce. Dochazi ke snizeni maximalniho
kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (PSII), ktery je vyjadfovan jako pomér
Fv/Fm (resp. Fu/Fp) a ke snizeni fotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (VI¢kova
a kol. 2006). Rychlost asimilace oxidu uhli¢itého (CO2) je také snizena (Gan a Amasino
1995, Rulcova a Pospisilova 2001, Vickova a kol. 2006). Pfi senescenci zpravidla dochazi
k akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) a k nardstu oxidativniho poskozeni véetné
peroxidace lipida (VIc¢kova a kol. 2006).

Senescence je ovlivnéna fadou riznych faktorti. Mezi vnéjsi faktory ovliviujici
senescenci se fadi zejména FAR, délka dne, teplota, dostupnost vody a Zivin a patogenni
infekce. Mezi vnitini faktory ovliviiujici senescenci patii napt. obsah a vzajemné poméry

obsahu rostlinnych hormonti a stupen ontogeneze (Guo a Gan 2005, Lim a kol. 2007).



2.1.1 Vliv svételnych podminek na senescenci

Uloha svételnych podminek p¥i senescenci zatim nebyla zcela prostudovana.
Z obecného hlediska Ize fici, ze senescence probiha pomaleji na svétle nez ve tmé. Bylo
zjisténo, ze FAR na jedné strané podporuje senescenci tim, Ze zvySuje aktivitu
cytokininoxidasy/dehydrogenasy (CKX), coz je enzym katalyzujici degradaci rostlinnych
hormoni cytokinintl a dochazi tak K rychlej$imu odbourani cytokinint, na druhou stranu
dokaze mirn€ potlacit senescenci tim, ze zpomaluje degradaci Chl a ubytek
fotosyntetickych proteint (Werner a kol. 2006, Schliiter a kol. 2011).

Senescence je ovliviilovdna intenzitou a dobou ptisobeni FAR. Zkracenim doby
pusobeni FAR a/nebo snizenim jeho intenzity mohou byt navozeny zmény spojené
se senescenci, jako je sniZzeni obsahu Chl, pokles hodnoty Fv/Fm nebo fotochemického
zhaseni (qp) a zvyseni miry lipidové peroxidace (VI¢kova a kol. 2006, Annanieva a kol.
2008). Pti piisobeni FAR o vysoké intenzit¢ mlze dojit k urychleni senescence vlivem
fotooxidativniho poskozeni fotosyntetického aparatu, které je zptisobeno pieexcitovanim
fotosyntetického aparatu vedoucim k akumulaci ROS (VIckova a kol. 2006).

Vlickova a kol. (2006) zjistili, ze u oddélenych listti pSenice inkubovanych ve tmé
doslo ke zménam v chloroplastech jak ve tvaru, tak v jejich uspoiadani a ultrastruktuie.
Tvar chloroplasti byl zménén z elipsovit¢tho na sféricky a doSlo k akumulaci
plastoglobuli. Na rozdil od oddélenych listti inkubovanych ve tmé nedoslo u oddélenych
listti inkubovanych na kontinualnim FAR (o intenzité 100 pmol-m?2-s) k tak vyrazné
zméné chloroplastli: akumulace plastoglobuli byla potlacena a byla 1épe zachovana
struktura gran. Béhem senescence na kontinualnim FAR doslo v chloroplastech
k nahromadéni asimilatii v podobé skrobovych zrn. Ve tmé i na kontinualnim FAR byla
v oddélenych listech pozorovéna sniZena rychlost asimilace CO2 (VI¢kova a kol. 2006).

Senescence je tedy vyrazné ovlivnéna svételnymi podminkami, a to jak intenzitou
PAR, tak dobou jeho puisobeni. V ptipadé oddélenych listii senescence zpravidla probiha
nejrychleji ve tme, pot€¢ na FAR o vysoké ozafenosti a nejpomaleji na FAR o nizké
ozafenosti (napt. Spundova a kol. 2003). Typickym znakem chloroplasti b&hem
indukované senescence oddélenych listi na FAR je vyskyt skrobovych zrn, ktery
je zplsoben pfretrvavajici funkci fotosyntetického aparatu, zabranénim transportu
asimilatl do jiné Casti rostliny a pfipadné také vystavenim kontinudlnimu svétlu bez

temnotni faze (Spundova a kol. 2003, Viekova a kol. 2006).



2.1.1.1 Vliv svételnych podminek na zmény obsahu chlorofylu

Schliiter a kol. (2011) pozorovali vliv svétla na zmény obsahu Chl u je¢mene
(Hordeum vulgare L.): po 5-ti denni inkubaci oddélenych listii ve tmé a na periodickém
FAR 0 nizké ozatenosti (120 pmol'ms™) byl obsah Chl u listii ve tm& mensi.

V bakalaiské praci Melkovicové (2012) byly pozorovany zmény obsahu Chl
v odd¢lenych listech je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) inkubovanych pii riznych
svételnych podminkach: tma (T), periodické FAR o intenzit¢ 70 umol'-m?s? (NP),
kontinuélni FAR o intenzité 70 pmol-m2-s? (NK), periodické FAR o intenzité 370 + 40
pmol-m?-st (IP) a kontinualni FAR o intenzité 370 £ 40 pumol-m?-s* (IK). U oddélenych
listl je¢mene inkubovanych jak na FAR, tak ve tmé¢, doslo k postupnému snizeni obsahu
Chl s dobou po oddéleni, nicméné vyrazné&jsi pokles obsahu Chl byl pozorovan ve tmé.
inkubovanych ve tmé a nejvyssi obsah Chl byl u listil variant IP a IK. U oddé€lenych listl
inkubovanych na FAR o nizsi intenzité¢ (NP a NK) doslo k rychlej§imu poklesu obsahu
Chl nez u oddé€lenych listti inkubovanych na vysokych svételnych intenzitach (IP a 1K),
a zaroven k pomalej$imu poklesu obsahu Chl oproti tmé (T). OvSem 12. dpo jiz nebyly
vzorky inkubované ve tmé a na IK méfitelné a nejvyssi obsah Chl byl zaznamenan u listh
na NP a NK.

FAR tedy vyrazné ovliviiuje rychlost poklesu obsahu Chl v oddélenych listech:
u listd inkubovanych ve tmé dochazi zpravidla k rychlejSimu poklesu obsahu Chl nez na
FAR (napf. Spundové a kol. 2003, Vickova a kol. 2006, Schliiter a kol. 2011,
Melkovicova 2012), nicméné pokud je intenzita nebo davka FAR vysoka, pokles obsahu
chlorofylu miize byt oproti tmé& naopak urychlen (VIckova a kol. 2006, Melkovicova
2012).

2.1.1.2 Vliv svételnych podminek na zmény parametru Fv/Fm

Kromé rychlosti poklesu obsahu Chl ovliviiuje FAR také rychlost poklesu Fv/Fm
vyvolaného senescenci (napt. Spundova a kol. 2003, Kim a kol. 2006, VI¢kova a kol.
2006). Obecné Ize tici, ze parametr Fv/Fm klesa nejrychleji u rostlin inkubovanych ve tmé¢.
Nejvétsi zpomaleni poklesu parametru Fv/Fm zptsobuje FAR o nizké ozafenosti. FAR
0 vysoké ozafenosti zptisobuje zpomaleni poklesu parametru Fy/Fp oproti tmé a urychleni
poklesu Fv/Fp oproti FAR o nizké ozatenosti (Thimann a kol. 1977, Kar a kol. 1993,
Chang a Kao 1998 — cit. v Spundova a kol. 2003).
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Naptiklad Spundova a kol. (2003) pozorovali po 5-ti denni inkubaci oddélenych
listi je¢mene (Hordeum vulgare L.) ve tmé snizeni parametru Fv/Fm z hodnoty 0,8
na 0,55. U oddélenych listd inkubovanych na FAR o nizké ozafenosti (90 pmol-m?-s™)
doslo k menSimu snizeni parametru Fv/Fm (z 0,8 na 0,75), coz indikovalo lepsi udrzeni
funkce PSII ve srovnani s listy ve tmé.

V praci Melkovicové (2012) byly pozorovany zmény poméru Fv/Fp U oddélenych
listli jemene inkubovanych pfi raznych svételnych podminkach (T, NP, NK, IP a IK).
K nejrychlejsimu poklesu parametru Fv/Fp doslo u oddélenych listti inkubovanych ve tmé
a na svételném rezimu IK. U oddélenych listl jeémene inkubovanych na svételnych
variantach NP, NK a IP doslo ke zpomaleni poklesu Fv/Fp. K nejvyraznéjsimu zpomaleni
poklesu Fv/Fp doslo u svételnych rezimt NP a NK.

Ze srovnani doby ptisobeni FAR (periodické a kontinuélni) Ize fici, Ze periodické
FAR pokles Fv/Fp zpomalilo vice nez FAR kontinualni, pfi¢emz vyraznéj$i zpomaleni
(Melkovicova 2012). Z toho lze usoudit, Ze z hlediska zpomaleni senescence
je pro rostlinu vyhodné&jsi periodicky svételny rezim nez kontinualni.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze vliv FAR na senescenci je ur€ovan jeho intenzitou
ovSem zvySi-li se intenzita nad urCitou (,,hrani¢ni*) hodnotu, dojde k urychleni
senescence, které ziejme souvisi s preexcitovanim fotosyntetického aparatu, akumulaci
ROS a naslednym fotooxidativnim poskozenim (VIickova a kol. 2006).
Podle Melkovi¢ové (2012) bude ziejm¢ ,hrani¢ni“ hodnota intenzity FAR zaviset

na intenzité FAR, pfi které rostlina rostla, resp. na kterou byla aklimatizovéna.



2.2 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony patfici mezi regulatory rdstu rostlin.
Cytokininy jsou produkovany jak podzemni ¢asti rostliny, tedy kofeny, tak nadzemnimi
¢astmi rostliny jako jsou stonky, listy, SeSule nebo kvéty (Miyawaki a kol. 2004). Prvnim
objevenym CK byl trans-zeatin (Letham 1963).

Cytokininy lze rozdélit na pfirozené a umélé. Pfirozené CK jsou
N® - substituované derivaty adeninu s aromatickym nebo isoprenoidnim postrannim
fetézcem (Mok a Mok 2001). V soucasnosti je znamo pies 40 ptirozenych cytokinini
(Zazimalova a kol. 1999), mezi které je fazen napt. i 6-benzylaminopurin (BAP), ktery
byl pivodné povazovan za syntetickou latku, avSak neddvno bylo zjiSténo,
7e jeho derivaty se vyskytuji i v rostlinach (Strnad a kol. 1993 cit. z Lustinec a Zarsky
2005). V praxi jsou nejvice pouzivany CK piipravené uméle. Podminkou jejich
biologické aktivity je to, Ze jsou odvozeny od adeninu, ktery ma nahrazenou
aminoskupinu v poloze 6 (Prochéazka a kol. 1998).

Tyto rostlinné hormony uCinkuji s jinymi rostlinnymi hormony synergicky
i antagonisticky a ovliviiuji celou fadu vyvojovych procest v rostlinach, jako je bunécné
déleni a diferenciace, vyvoj chloroplastl, biosyntéza chlorofylu a starnuti bun¢k (Mok
a Mok 2001, Mik a kol. 2001). Naptiklad ve spolupraci s auxiny reguluji organogenezi
a podporuji tvorbu vyhoni. Opacny (antagonisticky) ucinek Ize najit u regulace apikalni
dominance, kde maji CK nezastupitelnou roli. Cytokininy potlacuji apikdlni dominanci,
na rozdil od auxinu, které ji posiluji. Dal§i z mnoha procest ovlivnénych CK je transport
a mobilizace zivin. Cytokininy také stimuluji syntézu karotenoidu, které chrani rostliny
pred skodlivym vlivem FAR a ROS (Chernyad’ev 2000).

Bylo zjisténo, ze v zavislosti na své koncentraci CK zpomaluji nebo urychluji
pokles obsahu Chl, pokles rychlosti fotosyntézy a narust miry lipidové peroxidace béhem

indukované senescence (VIckova a kol. 2006).

2.2.1 Vliv cytokininii na senescenci

Mezi hlavni a nejnapadnéjsi U¢inky CK patfi zpomaleni senescence vcetné
zpomaleni poklesu obsahu Chl (napt. Selivankina a kol. 2001), potlaceni strukturnich
zmén chloroplastll a zpomaleni nartstu lipidové peroxidace (napt. VIckova a kol. 2006).
Tyto zmény zplsobuje jak exogenni aplikace cytokininli, tak zvySena koncentrace

endogennich CK u transgennich rostlin A. thaliana (Sun kol. 2003). Potlaceni lipidové
6



peroxidace je pravdépodobné zplsobeno stimulaci, pfip. zachovanim aktivity
antioxidacnich enzymu (napf. Liu a Huang 2002 — cit. ve VI¢kova a kol. 2006).

Exogenni aplikace cytokinini obvykle vede ke zpomaleni snizeni obsahu
chlorofylu (napi. Selivankina a kol. 2001) a zpomaleni poklesu rychlosti asimilace CO2
zpuisobeného zhorSenim funkce fotosyntetického aparatu ve starnoucich listech (Gan
a Amasino 1995, Rulcova a Pospisilova 2001).

Exogenni  aplikace CK ma velky vliv na kliCovy enzym
fotosyntézy - ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasu/oxygenasu (Rubisco). Béhem
senescence dochazi k postupné degradaci Rubisco, pficemz se sniZzuje jeho aktivita
I obsah (napf. Chernyad’ev a Monakhova 2003). Pti exogenni aplikaci CK nedochazi
k jeho ubytku a enzym Rubisco je v rostliné stale produkovan (Lerbs a kol. 1984).

Ovlivnéni senescence cytokininy zavisi na jejich koncentraci. Nizka koncentrace
CK zpomaluje senescenci, na rozdil od vysoké koncentrace cytokinint, ktera ji urychluje
(Vickova a kol. 2006). Podle Melkovicové (2012) je pro ruzny druh rostlin a CK rtizna
»hranicni“ hodnota koncentrace. Melkovi¢ova (2012) pozorovala vliv cytokininti meta-
topolinu (mT) a BAP na starnouci oddélené listy je¢émene (Hordeum vulgare L.) a zjistila,
7e ve zpomaleni poklesu obsahu Chl byla v piipadé mT nejucinnéjsi koncentrace 104 M
a v piipadé BAP koncentrace 3-10* M. Podobné VI¢kova a kol. (2006) pii pozorovani
vlivu mT na indukovanou senescenci psenice (Triticum aestivum L.) zjistili, ze 10* M
mT zpomalil pokles obsahu Chl. Zacharias a Reid (1990) pii sledovani vlivu BAP
na indukovanou senescenci A. thaliana zjistili, ze 10° M BAP zptisobil zpomaleni
poklesu obsahu Chl, zatimco koncentrace 10° M a 10™* M zpisobily stimulaci degradace
chloroplastt.

Z vySe uvedeného vyplyva, ze CK ovliviluji senescenci na nékolika arovnich — na
urovni obsahu Chl, struktury chloroplasti, aktivity a obsahu Rubisco i na Girovni aktivity
antioxidacnich enzymi, akumulace ROS a peroxidace lipidd. Jejich vliv mimo jiné zavisi

na jejich koncentraci.



2.3 Rostliny se zménénou endogenni hladinou nebo percepci
cytokinini

Existuji zptisoby, jak ovliviiovat endogenni obsah CK nebo jejich signalni drahu
Vv rostlinach. Endogenni hladinu CK lze v rostlin¢ snizit nebo zvysit a lze ovlivnit také
percepci CK. Naptiklad Gan a Amasino (1995) izolovali z A. thaliana gen exprimovany
pouze pii senescenci, naklonovali jeho promotor ke strukturnimu genu IPT a vnesli tento
chimericky gen do rostliny tabaku. Spolu se zahdjenim senescence nastalo i navozeni
syntézy CK v Psac12-IPT v rostlinach, coz zptsobilo zpomaleni senescence. Petit-Paly
a kol. (1999) pii svém experimentu in vitro na tabaku (Nicotiana tabacum L.) zjistili,
ze zvySenim hladiny CK zavedenim genu IPT doslo ke zpomaleni senescence. Belintani
akol. (2012) u transgennich rostlin cukrové titiny (Saccharum spp.) vyuzili ke zpomaleni
senescence chlad, diky kterému doslo k aktivaci promotoru IPT genu, a tim zvysili
odolnost rostlin vici chladu. Werner a kol. (2008) studovali rostliny tabaku (Nicotiana
tabacum L.) se snizenou endogenni koncentraci CK diky zvySenému obsahu CKX.
Nedostatek CK zptsobil snizeni obsahu Chl a zmény v ultrastruktue bunck typické
pro senescenci.

Obecné lze fici, ze u rostlin se zvySenou endogenni koncentraci cytokinint
zpravidla dochazi ke zpomaleni senescence (napf. Petit-Paly a kol. 1999), zatimco

u rostlin se snizenou koncentraci CK dochdzi k jejimu urychleni (napt. Werner a kol.

2008).

2.3.1 Receptorové ,knock-outy*“ (ahk2, ahk3, ahk4)

V souvislosti s pusobenim CK mize byt rychlost senescence ovlivnéna
prostiednictvim jejich receptorti. U A. thaliana jsou znamy tii cytokininové receptory
AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4 (Inoue a kol. 2001, Yamada a kol. 2001). Tyto 3
cytokininové receptory A. thaliana maji velmi podobnou strukturu. Jde o histidinové
proteinkinasy, které spoustéji signalni drahu cytokininii. Ptedpoklada se, Ze cytokininové
receptory jsou u A. thaliana lokalizovany pfevazné v plazmatické membrané
a endoplasmatickém retikulu (Caesar a kol. 2011).

Receptory AHK2, AHK3, CRE1/AHK4 maji pravdépodobné ¢astecné
redundantni funkci, ptfi¢emz se predpoklada, Ze jednotlivé typy se na regulaci riznych

procesu podileji riznou mérou (Riefler a kol. 2006). V souvislosti se senescenci



je za hlavni receptor povazovan AHK3, zatimco vliv receptordi AHK2 a CRE1/AHK4
se povazuje spiSe za vedlejsi (Kim a kol. 2006, Riefler a kol. 2006). V ptipadé
senescescence indukované odd¢lenim listt a jejich inkubaci ve tmé mél mutant ahk3
(bez receptoru AHK3) senescenci urychlenou, i kdyz piirozenou senescenci vyraznéji
ovlivnénou nemél (Kim a kol. 2006).

Kombinace mutaci ahk2 ahk3 je 2z hlediska senescence povazovana
za nejvyznamnéjsi a prodluzuje délku Zivota rostliny (Riefler a kol. 2006). U dvojitého
mutantu ahk2 ahk3 byly pozorovany nejvyznamnéjsi zmény ve vyvoji rostlin a listd
oproti wt a ostatnim dvojitym mutantim (ahk2 ahk4, ahk3 ahk4): doslo k redukci
velikosti listl, listy obsahovaly méné chlorofylu a diky rychlému vyvoji primarniho
kofene a zvySenému vétveni kotenti doslo u tohoto dvojitého mutantu K silnému vyvoji
kotenového systému (Riefler a kol. 2006). Pti aplikaci CK na oddélené listy inkubované
po dobu 10 dni ve tmé bylo u tohoto mutantu oproti wt vyrazné potlaceno zpomaleni
degradace Chl. Z toho autofi usuzuji, Ze receptor AHK3 bude hrat hlavni roli pfi udrzeni
obsahu Chl prosttednictvim CK (Riefler a kol. 2006).

Cortleven a kol. (2014) sledovali u oddélenych listit dvojitého mutantu ahk2 ahk3
odezvu na FAR o vysoké ozafenosti. Po 24 h inkubace oddélenych listi na FAR
0 ozafenosti 1000 pmol-m™2-s? bylo u dvojitého mutantu ahk2 ahk3 pozorovéano oproti wt
vyrazn&j§i snizeni parametru Fv/Fm z hodnoty 0,8 na 0,4 (u wt klesla hodnota na 0,6),
sniZeni antioxidacni kapacity o 20 % a sniZeni obsahu karotenoidd. Vyrazngjsi poSkozeni
listt ahk2 ahk3 pisobenim FAR o vysoké ozatenosti bylo podle autort ziejmé zptisobeno
zvysenou citlivosti D1 proteinu v PSII vici fotoinhibici.

Kim a kol. (2006) uvadéji, ze receptory AHK2 a CRE1/AHKA4 hraji spise vedlejsi
roli pfi zpomaleni senescence, jelikoz v jejich pfitomnosti neni senescence zpomalena
takovou mérou jako v pfitomnosti receptoru AHK3. Po 6-ti denni inkubaci oddélenych
listi A. thaliana ve tm¢ byl totiz obsah Chl u jednoduchych mutantd ahk2 a ahk4 vétsi
oproti mutantu ahk3 a zaroven nizsi ve srovnani s Wt.

Po 24 hodinovém vystaveni oddélenych listi FAR o vysoké ozéfenosti doslo
u dvojitétho mutantu ahk2 CRE1/ahk4 k nejmensimu snizeni maximalniho kvantového
vytézku fotochemie fotosystému II (Fv/Fm) ve srovnani s ahk2 ahk3 a ahk3 ahk4
(Cortleven a kol. 2014), coz znamena, ze nepiitomnost receptoru AHK2 nezpusobuje
zvyseni citlivosti vii¢i FAR o vysoké ozafenosti tak, jako nepfitomnost receptoru AHK3

a funguji u ného relativné dobie opravy D1 proteinu v PSII.
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2.3.2 Mutant pga22

Podle Sun a kol. (2003) je mutant pga22 pravdépodobné ovlivnén v klicovych
slozkach biosyntézy a signalizace CK. Ziskana funk¢éni mutace v lokusu PGA22
pravdépodobné ovliviiuje biosyntézu CK v rostlinach pfes isopenthenyladenosin-
5-monofosfat. Mutant pga22 obsahuje vyssi mnozstvi isopentenyltransferazy (IPT, diive
AtIPTS) a je citlivy na 17-B-estradiol: aplikace 17-B-estradiolu zptsobuje navozeni
exprese genu pro [PT a vyrazny narast obsahu CK (Spichal 2013 — ustni sdéleni).

V experimentu Sun a kol. (2003) kli¢ila semena mutantu pga22 6 dni na médiu
,Murashige a Skoog*“ s ibez 17-B-estradiolu ve tmé a na FAR o nizké ozafenosti. Semena
kli¢ici na médiu bez 17-B-estradiolu nebyla schopna vytvotit zeleny kalus, oproti tomu
Vv pfitomnosti 17-B-estradiolu doslo k rychlému déleni bunék, a tim k vytvoteni kalusu.
Po odstranéni induktoru se mutant pga22 dale vyvinul do rostliny. Vytvofeni kalusu
u mutanta pga22 bylo pravdépodobné zpusobeno narustem obsahu ipt.

Piedpokladané zvyseni obsahu CK v rostlinach pga22 po aplikaci 17-p-estradiolu
by mélo ovlivnit rychlost indukované senescence odd¢lenych listt, pfi¢emz se da
ocekavat riznd mira ovlivnéni u listl inkubovanych ve tmé a na FAR (viz nasledujici

kapitola).

2.4  Vliv svételnych podminek na ucinek cytokininii na senescenci

Vliv CK na senescenci je vyrazn€ ovlivnén svételnymi podminkami (VI¢kova
a kol. 2006). Mechanismy rozdilného pisobeni CK pfi ruznych svételnych podminkach
v souvislosti s fotosyntetickym aparatem a fotosyntetickymi procesy nejsou piilis
prostudovany (VIckova a kol. 2006). Autofi Zacharias a Reid (1990) pozorovali vliv
exogenni aplikace CK na zmény obsahu Chl v discich lista A. thaliana umisténych na
rtiznych svételnych podminkach. Cytokinin BAP o koncentraci 10° M a vyssi zplsobil
u disk@ inkubovanych na FAR (200 pmol-m2-s, 16 h svétlo/8 h tma) zrychleni ubytku
Chl oproti diskiim inkubovanym ve tmé, zatimco ve tm¢ BAP ubytek Chl zpomalil oproti
diskiim inkubovanym bez CK.

Vlickova a kol. (2006) zjistili, ze mT mé opacny efekt na indukovanou senescenci
oddélenych listd inkubovanych ve tm¢ a na FAR o nizké ozarenosti. V experimentu byl
sledovan vliv 10% M mT na fotosynteticky aparat oddélenych listi pSenice (Triticum
aestivum L.) umisténych na kontinualnim FAR (100 umol-m?-s™) nebo ve tmé. V listech

bez vlivu mT doslo v obou rezimech k rychlému ubytku Chl. Meta-topolin v obou
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rezimech zpomalil Ubytek Chl, pficemz k vyrazngjSimu zpomaleni doslo u listh
inkubovanych  ve tmé.  Meta-topolin  ovlivnil  také zmény ve tvaru
a ultrastruktufe chloroplasti: ve tmé nebyl u listd pod vlivem mT zménén tvar ani
umisténi chloroplasti, bylo potla¢eno hromadéni plastoglobuli a chloroplasty obsahovaly
vétsi pocet gran. Vlivem mT také doslo k vyraznému zpomaleni poklesu parametru
Fv/Fp. U oddé€lenych listd inkubovanych na kontinuadlnim FAR byl u¢inek mT opacny:
byl pozorovan vyraznéj$i ubytek gran a vyraznéj$i pokles F./Fp oproti listim
inkubovanym bez mT (VI¢kova a kol. 2006).

Melkovicova (2012) sledovala vliv exogenni aplikace mT a BAP o rtzné
koncentraci a za riznych svételnych podminek na pribéh indukované senescence listi
je¢mene. Zjistila, ze pokud byl na listy inkubované ve tm¢ aplikovan mT nebo BAP, doslo
ke zpomaleni poklesu obsahu Chl a parametru F./Fp. AvSak tento pozitivni ucinek se
snizoval s rostouci svételnou davkou a pifi kontinudlnim FAR vysoké intenzity
(370 pmol'm™?s™, varianta IK) se dokonce zménila na negativni (tj. doslo k urychleni
poklesu obsahu Chl a Fv/F.

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze vliv CK na senescenci zavisi na pfitomnosti
a intenzité¢ FAR. Zatimco ve tmé CK zpravidla (v nepfiliS§ vysokych koncentracich)
zpomaluji senescenci, pii soucasném pusobeni FAR muze byt jejich vliv na senescenci
zpomalujici 1 urychlujici, pfi¢emz rozhodovat ziejm& bude mira vyuziti excitaci
ve fotosyntetickém aparatu (VI¢kova a kol. 2006). Dosavadni poznatky o zméné ti€inku
CK na senescenci vlivem FAR jsou omezeny na exogenni aplikaci CK. U¢inek FAR na
senescenci oddélenych listd rostlin se zménénou endogenni koncentraci nebo percepci

CK neni zatim dostate¢né prostudovan.
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CILE PRACE

Vypracovat piehled problematiky vlivu svételnych podminek na senescenci
oddélenych listt rostlin v souvislosti s ptisobenim cytokinind.

Srovnat ¢asovy prubéh zmén obsahu chlorofylu a parametru Fv/Fp béhem indukované
senescence oddélenych listi inkubovanych za riznych svételnych podminek (tma,
FAR o nizké ozafenosti, FAR o vysoké ozarenosti) nasledujicich typl rostlin
Arabidopsis: ,,wild type®, ,,double” mutanty ahk2 ahk3, ahk2 ahk4 a ahk3 ahk4 a
mutanty pga22.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki srovnat vliv svételnych podminek na pribéh
indukované senescence u pouzitych typu rostlin a zhodnotit ho v souvislosti se

zménénou percepci nebo endogenni koncentraci cytokinindg.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Pro  experiment byly pouzity rGzné typy husenicku  rolniho
(Arabidopsis thaliana L.). Prvnim typem byl wild-type (wt), tedy normalni rostlina, ktera
méla zaroven funkci kontrolni rostliny, se kterou byly srovnavany ostatni typy
A. thaliana. Dalsim typem byly rostliny A. thaliana s riznym receptorovym
,,knock-outem®, pii¢emz méteni bylo provedeno s dvojitymi mutanty varianty ahk2 ahk3
(v textu oznaCovano jako ahk2,3), ahk3 ahk4 (v textu oznacovano jako ahk3,4)
a ahk2 ahk4 (v textu oznacovano jako ahk2,4). Poslednim méfenym typem byl mutant
pga22 (v textu oznatovan jako pga22), ktery obsahuje vy$$i mnozstvi
isopentenyltransferazy (IPT). Mutant pga22 byl méten bez aplikace 17-p-estradiolu
(oznaceni pga22) a po aplikaci 17-B-estradiolu (pga22(l)) za ucelem indukce exprese
genu pro IPT (AtIPT8) (Sun a kol. 2003).

Seminka vyse uvedenych typt A. thaliana (laskavé poskytnuta dr. Spichalem, PiF
UP v Olomouci) byla namocena do deionizované vody (3. 10. 2013) a inkubovana
Vv ledniéce. Po 24 hodinach byla seminka vyseta do kvétinac¢t obsahujicich substrat
Potgrond H (Klasmann-Deilmann, Némecko) a zalita deionizovanou vodou. Kvétinace
byly nasledné umistény do fytokomory. Fytokomora byla nastavena na cyklus 8 hodin
svétlo (170 pmol'm2-s1) a 16 hodin tma, teplotu 22 °C/20 °C a relativni vlhkost
vzduchu 60 %. Po 10 dnech (14. 10. 2013) byly rostliny rozesazeny tak, aby se v kazdém
kvétinaci nachazely dvé rostliny. Dva dny pfed odd€lenim listh byla ¢ast rostlin typu
pga22 postiikana 17-B-estradiolem o koncentraci 10° M (varianta pga22(l)).
Po 5-ti tydnech od zaseti (15. 11. 2013) byly pomoci niizek oddéleny listy, které byly
okamzité vlozeny adaxialni stranou listu nahoru do jamek makrotitracnich desti¢ek
s 10 ml deionizované vody. Z kazdého typu rostlin (WT; ahk2,3; ahk3,4; ahk2,4; pga22
apga22(l)) bylo oddéleno celkem 15 listt. Ty byly rozdéleny na 3 skupiny po péti listech

a kazda pétice byla rozdélena mezi dvé jamky jedné makrotitra¢ni desticky (Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma rozlozeni oddélenych listi A. thaliana podle svételnych rezimi a typu rostliny.

Dvojice desticek s oddélenymi listy byly umistény do fytokomory Algaetron
(Photon Systems Instruments, Brno, Ceské republika) na 3 svételné rezimy: tma, FAR o
nizké ozatenosti (100 umol-m?s?) a FAR o vysoké ozafenosti (300 umol-m2-s?). Ve
fytokomote byl nastaven stejny cyklus jako pii péstovani rostlin: 8 hodin svétlo a 16
hodin tma, teplota 22 °C/20 °C. V rezimu ,,tma“ byly 2 desticky umistény do plastového
boxu a nasledné¢ do krabice, ktera byla zatemnéna Cernym igelitovym pytlem tak, aby

nedoslo k zadnému praniku FAR. Druhé dvé makrotitracni desticky byly vlozeny do
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fytokomory do patra s FAR o nizké ozafenosti 100 umol-m?-s™. Tteti varianta byla
umisténa na FAR o vysoké ozafenosti 300 umol-m2-s™, Mé&feni na oddélenych listech
probihalo celkem ¢tyfikrat, pficemz prvni méfeni bylo provedeno v den oddéleni (15. 11.
2013) a dalsi 2., 4. a 6. den po oddéleni (dpo) piiblizné ve stejnou dobu.

Mg¢fieni probehlo ve 4 nezavislych experimentech, pfi¢emz v této préaci jsou
prezentovany vysledky ze 4. experimentu. Vysledky z ostatnich experimenti byly

obdobné.

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl méten nedestruktivné chlorofylmetrem SPAD-502 (Konica
Minolta Sensing, Japonsko). Vzorky, které byly umisténé na FAR o vysoké a nizké
ozatenosti, byly pfed méfenim umistény na 25 minut do tmy, aby byl eliminovén vliv
pohybu chloroplastti na méteni. Kazdy list byl prométen po celé plose 5krat, pouzita byla
primérnd hodnota. Po zméfeni relativniho obsahu chlorofylu nésledovalo méfeni
fluorimetrem.

Hodnoty ziskané chlorofylmetrem byly nésledné pomoci rovnice kalibracni
ktivky (viz kapitola 4.2.2) pfevedeny na hodnoty obsahu chlorofylu v pg.cm?. Méfeni

probihalo pfi slabém zeleném svétle.

4.2.2 Kalibra¢ni krivka pro chlorofylmetr SPAD-502

Kalibrace chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko) byla
provedena samostatnym méfenim obsahu chlorofylu chlorofylmetrem v rizné zelenych
listech A. thaliana a soucasnym analytickym stanovenim obsahu chlorofylu v téchto
listech. Ziskana kalibra¢ni kiivka je uvedena v Pfiloze jako Obr. P1. Hodnoty ziskané
pomoci chlorofylmetru byly pfevedeny na skute¢ny obsah chlorofylu podle rovnice:

y =-0,0013x3 + 0,0569x? - 0,0685x + 2,7048,
kde ,,x*“ udava hodnoty naméfené chlorofylmetrem SPAD-502 v relativnich jednotkach a
,.y* hodnoty koncentrace Chl (a+b) v pg.cm™.

Z oddélenych lista A. thaliana byly vyiiznuty kruhové segmenty o priaméru

12 mm. Po 30-ti minutové adaptaci na tmu pii pokojové teploté byl v segmentech zméfen

relativni obsah chlorofylu chlorofylmetrem SPAD-502. Kazdy segment byl proméfen 5x
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a jako vysledna hodnota pro dany segment byla vzata hodnota primérna. Segmenty byly
umisténé na vlhké bunicing, aby nedoslo k jejich vysychani. Néasledné byl kazdy segment
zvlast’ vloZen do vychlazené tfeci misky a s ptidavkem MgCO3 a malého mnozstvi 80%
acetonu zhomogenizovan. Vysledny homogenat byl pielit do zkumavky a uchovavan na
ledu. Poté byl homogenat zcentrifugovan pii 4000 g po dobu 5 min a pii teploté 10 °C.
Pomoci spektrofotometru Unicam UV550 (Thermospectronic, Velkd Britanie) a 1 cm
kyvety byla zméfena absorbance supernatantu pii vinovych délkach 470 nm, 646,8 nm,
663,2 nm a 750 nm. Méfeny supernatant byl v ptipadé potieby fedény 80% acetonem tak,
aby absorbance pii 663,2 byla v rozmezi 0,4 - 0,8.

Pomoci vztahti Lichtenthalera (1987) byly naméfené hodnoty absorbanci
pfevedeny na obsah Chl (a+b) v pg.cm™. Pro sestrojeni kalibraéni kiivky byly pouzity

2

koncentrace Chl (atb) v pg.cm™ a hodnoty relativniho obsahu Chl naméfené

chlorofylmetrem.

4.2.3 Stanoveni parametru F./Fp
K meéfeni parametru Fu/Fp v plose listd byl pouzit fluorescenéni zobrazovaci

systtm Fluorcam 700MF (Photon Systems Instruments, Brno, Ceska republika)
umoznujici méfeni fluorescence chlorofylu z celé plochy vzorku. Parametr Fu/Fp
odrazejici maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (Kitajima a Butler,
1975), je stanoven podle vztahu:
Fu/Fp = (Fp — Fo)/ Fyp,

kde Fp je maximalni méfena intenzita fluorescence a Fo minimalni intenzita fluorescence
vzorku adaptovaného na tmu. Parametr F./F, podava informaci 0 funkénim stavu
fotosystému II (PSII), pficemz hodnoty parametru Fv/Fp kolem 0,8 charakterizuji dobie
fungujici PSII. Nizsi hodnoty F./Fp signalizuji zhorSeni funkce PSII. Pfi méfeni
je fluorescence chlorofylu snimana CCD kamerou, coz umoziuje méteni fluorescencnich
parametrl ve vétsi ploSe.

Mg¢feni probihalo za pokojové teploty. Odd¢lené listy umisténé na FAR byly pted
méfenim Fu/Fp adaptovany po dobu 25 minut na tmu v rdmci méfeni obsahu Chl
chlorofylmetrem (viz 4.2.1). Oddé€lené listy jedné rostlinné varianty z riznych svételnych
reziml byly poskladany na desti¢ku s navlh¢enou buni¢inou a setazeny po péticich podle

svételnych reziml v poradi tma, FAR o nizké ozéfenosti a FAR o vysoké ozaienosti.
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Navlh¢end bunicina byla pouzita z divodu zamezeni vysychdni listi béhem méfeni.
Mg¢teni probihalo vzdy ve tmé za slabého zeleného svétla.

V programu Fluorcam 700MF byly nastaveny parametry: Sensitivita: 50 %,
relativni intenzita aktinického FAR (Irradiance): 50 % (odpovidalo ozéfenosti 100
pumol-m2s? v mist¢ vzorkGi (£10%)), relativni intenzita saturaéniho pulsu
(Superirradiance): 100 % (odpovidalo ozafenosti 2500 pmol-m?2-st v misté vzorki)
anasledné bylo spusténo méfeni. Princip méfeni spocival nejprve ve zméfeni Fo, kdy byla
reakéni centra PSII oteviend (v oxidovaném stavu). Nasledovalo zméfeni Fp (pomoci
saturaniho pulsu), kdy doslo k uzavieni reak¢nich center PSII (redukci elektronovych
akceptortl). Po zméteni byly listy fotograficky zdokumentovany a vraceny zpét

do makrotitra¢ni desticky a piislusného svételného rezimu.

4.3 Statistické zpracovani vysledki

Naméiené hodnoty byly vyhodnoceny pomoci programu Microsoft Office Excel
a Origin (verze 8.5, OriginLab Corporation, USA). Statisticka vyznamnost rozdilti mezi
hodnotami parametrii listi inkubovanych pii rGznych svételnych podminkdch byla
vyhodnocena pomoci One way ANOVA a Tukeyho testu. Statistickd vyznamnost rozdili

vzhledem Kk poc¢atecni hodnoté (0. dpo) byla vyhodnocena pomoci parového t-testu.
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5. VYSLEDKY

V experimentech byly pouzity rizné varianty rostlin A. thaliana (viz kapitola 4.
Material a metody). U oddélenych listi inkubovanych ve tm¢, na FAR o nizké ozarenosti
a FAR o vysoké ozafenosti byl pomoci chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta
Sensing, Japonsko) méfen relativni obsah Chl, ktery byl pomoci kalibra¢ni rovnice
pireveden na skute¢ny obsah Chl. Jako parametr, ktery urCuje stav fotosyntetického
aparatu (odrazejici funkci fotosystému II) jsme pouzili parametr Fv/Fp, zméfeny pomoci
fluorescen¢niho zobrazovaciho systému Fluorcam 700MF (Photon Systems Instruments,

Brno, Ceska republika).

5.1 Varianta wt

5.1.1 Obsah chlorofylu

U oddélenych listi varianty wt inkubovanych ve tmé doSlo b&hem Sesti dnli
po oddéleni k mirnému poklesu obsahu Chl z 16,6 pg.cm™ (0. dpo) na 14,8 pg.cm™
(6. dpo), coz predstavuje pokles o 10 % (Obr. 2A). Pokles obsahu Chl oproti vychozi
hodnoté byl statisticky vyznamny 4. a 6. dpo.

Obsah Chl u oddélenych listii inkubovanych na FAR o nizké ozéfenosti byl 6. dpo
téméf stejny jako vychozi hodnota; obsah Chl klesl z hodnoty 16,1 pg.cm™ (0.dpo)
na 15,8 ug.cm™, tj. asi jen 0 3 %.

Hodnota obsahu Chl u oddé€lenych listi inkubovanych na FAR o vysoké
ozétenosti klesla z hodnoty 16,7 pg.cm™ (0. dpo) na 13,9 ug.cm (6. dpo), coz je pokles
0 20 %. I kdyZ tento pokles obsahu Chl se jevi jako nejvyraznéjsi, statisticky vyznamny

oproti vychozi hodnoté nebyl.

5.1.2 Parametr F/Fp
U listt varianty wt inkubovanych ve tmé doslo k postupnému poklesu Fv/Fyp,

pfi¢emz tento pokles byl statisticky vyznamny jiz od 2. dpo (Obr. 2B). Béhem 6 dni
po oddé¢leni klesla hodnota Fv/Fp z 0,801 (0. dpo) na 0,593 (6. dpo), coz znamena pokles
0 25 %. Pokles Fv/Fp byl u listt inkubovanych na FAR zpomalen oproti tmé: u oddélenych
listi inkubovanych na FAR o nizké ozatrenosti se hodnota F\/Fp sniZila jen o0 6 %, na FAR
o vysoké ozafenosti o 10 %. Pokles Fu/Fp odrazejici snizeni funkce (fotochemie)
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fotosystému II byl tedy relativné maly, coz znacilo, Ze pti zvolenych podminkach a dobé

po oddéleni fungoval PSII jesté relativné dobfe.
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Obr. 2: Obsah Chl (4) a pomeér FF, (B) v oddélenych listech varianty wt mérené 0., 2., 4. a 6.
den po oddéleni ve tmé a na FAR o nizké ozdarenosti (100 umol-m™>-s™) a vysoké ozdarenosti (300
umol-m™?s™Y). Uvedeny mediany a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky vyznamny
rozdil mezi hodnotami nameérenymi v daném terminu v listech na riiznych svételnych rezimech (P
<0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odlisnou hodnotu od hodnoty namérené 0. den

po oddelent (* - P <0,05, **- P <0,01, ***- P <0,001).
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Obr. 3: Fotografie (vlevo) a parametr F/F, (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty wt -
0., 2., 4. a 6. den po oddeéleni (dpo).
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Zmény parametru Fv/Fp v plose oddélenych listi s dobou po oddéleni jsou uvedeny
na Obr. 3. Z Obrazku 3 je patrny postupny pokles Fv/Fp s dobou po oddéleni, a to zejména
u listi inkubovanych ve tm¢ (4. a 6. dpo). V souladu s Obr. 2B jsou $esty den po oddéleni
patrné vyssi hodnoty Fv/Fpu listd inkubovanych na FAR v porovnani s tmou. FAR tedy
mélo pozitivni efekt na zachovani funkce PSIL Ctvrty a 6. dpo doslo u oddélenych listi
wt inkubovanych na FAR o nizké a vysoké ozafenosti ke zmén¢ pigmentace listl, které
postupné zfialovély, zfejmé diky nartistu obsahu anthokyant v listech (Obr. 3). Viditelné
vyrazné&jsi narust obsahu anthokyant byl pozorovan u vzorkt inkubovanych na FAR o

vysoké ozafenosti.

5.2 Varianta ahk2,3

5.2.1 Obsah chlorofylu

U oddélenych listi varianty ahk2,3 inkubovanych ve tmé doslo béhem Sesti dnd
po oddéleni k nejvyraznéjSimu poklesu obsahu Chl ve srovnani s listy inkubovanymi
pii FAR o nizké a vysoké ozatenosti (Obr 4A). Sesty den po oddéleni obsah Chl klesl
na 40 % ptvodni hodnoty. Tento pokles byl tedy mnohem vyrazng$i ve srovnani
S oddélenymi listy varianty wt inkubovanymi ve tmé, kde byl pokles pouze 10 %
(Obr. 3A).

Obsah Chl u oddélenych listd inkubovanych na FAR o nizké ozatfenosti klesl
Z hodnoty 16,3 pg.cm (0. dpo) na 15,0 ug.cm (6. dpo), coz piedstavuje pokles 0 10 %.
Hodnota obsahu Chl u oddélenych listl inkubovanych na FAR o vysoké ozafenosti klesla
béhem Sesti dnti po oddé€leni pouze o 5 %. Pritomnost FAR o nizké i vysoké ozatrenosti

tedy méla pozitivni vliv na udrzeni obsahu Chl.

21



B tma

HFAR o nizke
ozarenosti

Chl (a+b) [pg/cm?]

[ FAR o vysoke
ozarenosti

B tma

M FAR o nizke
ozarenosti

[ FAR o wysoke
ozarenosti

Fv/Fp

dny po oddéleni

Obr. 4: Obsah Chl (A) a pomer FJF, (B) v oddélenych listech varianty ahk2,3 mérené 0., 2., 4.
a 6. den po oddélent ve tmé a na FAR o nizké ozdrenosti (100 umol-m™s™) a vysoké ozdrenosti
(300 pumol-m*s™). Uvedeny medidny a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami namérenymi v daném terminu v listech na riznych svételnych
rezimech (P < 0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odliSnou hodnotu od hodnoty

nameérené (. den po oddeleni (* - P < 0,05, **- P <0,01, ***- P <0,001).
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5.2.2 Parametr F//Fp

U oddélenych listd varianty ahk2,3 inkubovanych ve tmé doslo k postupnému
poklesu Fv/Fp, a to z 0,778 (0. dpo) na 0,646 (6. dpo), coz piestavuje pokles o 20 %
(Obr. 4B.) Tento pokles nebyl statisticky vyznamny. Pokles Fv/Fp u oddélenych lista
inkubovanych na FAR o nizké ozatenosti byl pouze 5% (z 0,758 na 0,721) a na FAR
0 vysoké ozafenosti 15% (z 0,785 na 0,683). Rozdily mezi hodnotami F./Fp u
jednotlivych svételnych variant nebyly 6. dpo statisticky vyznamné, ale 4. dpo ano:
nejniz8i hodnotu Fv/Fp mély listy inkubované ve tmé, nasledovaly listy na FAR o vysoké
ozafenosti a nejvyssi Fu/Fp mély listy inkubované na FAR o nizké ozatfenosti. V tomto
ptipadé mélo tedy FAR o niz$i ozarenosti prukazné pozitivnéjsi efekt na udrzeni Fu/Fp
Vv porovnani s FAR o vysoké ozarenosti.

Na Obr. 5 mizeme vidét postupny pokles parametru Fv/Fp v plose oddélenych
listd s dobou po oddéleni u listd vSech svételnych variant. U varianty ahk2,3 nedoslo
béhem Sesti dnli po oddéleni k vyraznéjsi zmeéné pigmentace listi do fialova, ziejmé tedy

nedoslo k nartstu obsahu anthokyanti v oddélenych listech.
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Obr. 5: Fotografie (vlevo) a parametr FJ/F, (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty
ahk2,3- 0., 2., 4. a 6. den po oddeéleni (dpo).
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5.3 Varianta ahk3,4

5.3.1 Obsah chlorofylu

U oddélenych listd varianty ahk3,4 doSlo béhem Sesti dni po oddéleni
k vyraznému poklesu obsahu Chl, a to o 40 % (Obr. 6A). Hodnota obsahu Chl klesla
2 16,1 pg.cm(0. dpo) na 10,0 pg.cm (6. dpo). Tento pokles byl tedy mnohem vyrazngjsi
nez u varianty wt.

Pokles obsahu Chl byl u listi inkubovanych na FAR oproti tmé zpomalen: u listt
inkubovanych na FAR o nizké ozafenosti se téméf nezménil (klesl jen 0 2 %). U lista
inkubovanych na FAR o vysoké ozafenosti nedoslo béhem Sesti dnli po odd¢€leni témér
k zadnému poklesu obsahu Chl: obsah Chl klesl z hodnoty 14,6 pg.cm™ (0. dpo)
na 14,2 pg.cm™ (6. dpo).

5.3.2 Parametr F/Fp

U oddélenych listt varianty ahk3,4 inkubovanych ve tmé doslo béhem Sesti dni
po oddéleni k 15% poklesu F./Fp (z hodnoty 0,816 na 0,690), pti¢emz rozdil t€chto hodnot
nebyl statisticky vyznamny (Obr. 6B). Ve srovnani s variantou wt byl pokles mensi.
U listti inkubovanych na FAR doslo béhem Sesti dnti po odd¢leni také k postupnému
poklesu Fv/Fp oproti vychozi hodnoté: pomér Fu/Fp u listi inkubovanych na FAR o nizké
ozétenosti klesl o 10 %, na FAR o vysoké ozafenosti o 20 %. U oddélenych listl
inkubovanych na FAR o nizké ozatrenosti doslo k poklesu F./Fp z hodnoty 0,813 (0. dpo)
na 0,745 (6. dpo), na FAR o vysoké ozatenosti z hodnoty 0,815 (0. dpo) na 0,681 (6. dpo).

Na Obr. 7 miizeme vidét zmény parametru Fv/Fp v plose oddélenych listi ahk3,4.
S dobou po oddéleni a v ramci vSech svételnych variant dochazelo k postupnému poklesu
Fu/Fp, a to pfedevsim u listdl inkubovanych ve tmé. Ctvrty a Sesty den po oddéleni doglo
u listt ahk3,4 inkubovanych na FAR o vysoké ozafenosti k vyrazné zméné pigmentace

listt do fialova, zfejmé tedy k nartstu obsahu anthokyant v listech (Obr. 7).
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Obr. 6: Obsah Chl (4) a pomér FulF, (B) v oddélenych listech varianty ahk3,4 mérené 0., 2., 4.
a 6. den po oddéleni ve tmé a na FAR o nizké ozdrenosti (100 umol-m™s™) a vysoké ozarenosti
(300 umol-m*s™). Uvedeny medidany a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami namérenymi v daném terminu v listech na ruznych svételnych
rezimech (P < 0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odlisnou hodnotu od hodnoty

namérené 0. den po oddéleni (* - P < 0,05, **- P <0,01,*** - P <0,001).
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Obr. 7: Fotografie (vlevo) a parametr FJ/F, (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty
ahk3,4 - 0, 2., 4. a 6. den po oddéleni (dpo).
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5.4 Varianta ahk2,4

5.4.1 Obsah chlorofylu

Obsah Chl u lista varianty ahk2,4 inkubovanych ve tm¢ klesl béhem Sesti dni
po oddéleni z 16,6 ng.cm? na 15,5 pg.cm (Obr. 8A). Tento 10% pokles byl piiblizng
stejny jako u listlh wt inkubovanych ve tm¢. U listi inkubovanych na FAR doslo
ke zpomaleni poklesu obsahu Chl: obsah Chl u listi na FAR o nizké i vysoké ozafenosti
se béhem Sesti dnti po oddé€leni témét nezménil. U listlh inkubovanych na FAR o nizké
ozafenosti doslo dokonce k mirnému nartistu obsahu Chl oproti ptiivodni hodnoté. Ovsem

tato zména nebyla oproti pocateéni hodnoté obsahu Chl statisticky prikazna.

5.4.2 Parametr F/Fp

U oddélenych listd ahk2,4 inkubovanych ve tm¢ doSlo béhem Sesti dnu
po oddéleni k 25% poklesu Fv/Fp: hodnota F./Fp klesla z 0,816 (0. dpo) na 0,623 (6. dpo)
(Obr. 8B). Pokles Fv/Fp byl tedy podobny jako u listd varianty wt. U listt inku-bovanych
na FAR doslo ke zpomaleni poklesu Fv/Fp oproti tmé: u listi inkubovanych na FAR
0 nizké ozafenosti doslo k poklesu Fv/Fp0 10 % (z 0,812 na 0,719), na FAR o vysoké
ozafenosti o 15 % (z 0,819 na 0,690). Efekt FAR byl statisticky prikazny pro obé
ozafenosti.

Postupny pokles Fv/Fp v plose listd jednotlivych svételnych variant je ziejmy
I z Obr. 9. Nejvyrazngjsi pokles Fv/Fp byl zaznamenan u listli inkubovanych ve tmé.
U varianty ahk2,4 doslo 6. dpo u listd inkubovanych na FAR o vysoké ozarenosti
k vyrazné pigmentaci listd do fialova, a tedy ziejmé k nartstu obsahu anthokyant

v listech.
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Obr. 8: Obsah Chl (4) a pomér FulF, (B) v oddélenych listech varianty ahk2,4 mérené 0., 2., 4.
a 6. den po oddéleni ve tmé a na FAR o nizké ozdrenosti (100 umol-m™s™) a vysoké ozdrenosti
(300 pumol-m*s™). Uvedeny medidny a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami namérenymi v daném terminu v listech na riiznych svételnych

rezimech (P < 0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odlisnou hodnotu od hodnoty

namérené . den po oddéleni (* - P < 0,05, **- P <0,01, ***- P <0,001).
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Obr. 9: Fotografie (vlevo) a parametr Fu/Fy (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty ahk2,4
-0, 2., 4. a6. den po oddéleni (dpo).
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5.5 Varianta pga22

5.5.1 Obsah chlorofylu

Pokles obsahu Chl v listech varianty pga22 inkubovanych ve vsech svételnych
rezimech nebyl béhem Sesti dnli po oddé€leni statisticky vyznamny (Obr. 10A). Statisticky
vyznamny pokles byl zaznamenan pouze 2. dpo u listli pga22 inkubovanych ve tmé, kde
jiz doslo k poklesu o 10 % oproti vychozi hodnoté. Celkové doslo u oddélenych listil
pga22 inkubovanych ve tmé k poklesu obsahu Chl o 10 %: hodnota klesla z 15,7 pg.cm™
na 14,5 ug.cm?.

U odd¢lenych listii inkubovanych na FAR o nizké ozarenosti nedoslo béhem Sesti
dnt po oddé€leni k poklesu obsahu Chl, ale doslo k jeho mirnému navyseni (o 3%) oproti
vychozi hodnoté. Obsah Chl u listti inkubovanych na FAR o vysoké ozarenosti klesl
béhem Sesti dnfl po oddéleni o 20 % oproti vychozi hodnoté, a to z 16,0 pg.cm™ (0. dpo)
na 12,8 pg.cm? (6. dpo).

5.5.2 Parametr F/Fp

Hodnota Fv/Fp u oddélenych listh varianty pga22 inkubovanych ve tmé klesla
béhem Sesti dnti po oddéleni o 100% oproti vychozi hodnoté (0,799, 0. dpo) — (Obr. 10B).
Toto radikalni snizeni Fu/Fp bylo mnohem vyraznéjsi nez u varianty wt, kde hodnota
klesla béhem Sesti dnli po oddéleni o 25 %. Pfitomnost FAR velmi vyrazné zpomalila
pokles Fu/Fp: u listti inkubovanych na FAR o nizké ozafenosti doslo pouze k 5% poklesu
(z 0,794 na 0,742), na FAR o vysoké ozatenosti k 10 % poklesu (z 0,806 na 0,710).

Zmény parametru Fv/F, v plose oddélenych listi s dobou po oddéleni jsou
uvedeny na Obr. 11: je patrny postupny pokles Fv/Fp s dobou po oddéleni, a to zejména
u listd inkubovanych ve tmé¢, kde jsou patrné nizsi hodnoty Fv/Fpjiz 2. dpo. U oddélenych

listli pga22 nedoslo ke zméné pigmentace listi do fialova.
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Obr. 10: Obsah Chl (4) a pomer F\lF, (B) v oddélenych listech varianty pga22 mérené 0., 2., 4.
a 6. den po oddélent ve tmé a na FAR o nizké ozdrenosti (100 umol-m™s™) a vysoké ozdrenosti
(300 umol-m*s™). Uvedeny medidany a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami namérenymi v daném terminu v listech na ruznych svételnych
rezimech (P < 0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odlisnou hodnotu od hodnoty

namérené 0. den po oddéleni (* - P < 0,05, **- P <0,01, ¥***- P <0,001).
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Obr. 11: Fotografie (vlevo) a parametr FW/Fy, (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty
pga22 - 0., 2., 4. a 6. den po oddéleni (dpo).
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5.6 Varianta pga22(l)

5.6.1 Obsah chlorofylu
Obsah Chl u odd¢lenych listti varianty pga22(l) inkubovanych ve tmé klesl béhem

Sesti dndl po oddéleni z hodnoty 16,5 pg.cm™ (0. dpo) na 13,9 pg.cm™ (6. dpo) (Obr. 12A).
Tento 15% pokles obsahu Chl byl v porovnani s wt a pga22 rychlejsi. Pokles obsahu Chl
u listd inkubovanych na FAR béhem Sesti dnti po oddéleni nebyl oproti vychozi hodnoté
statisticky vyznamny: u listi na FAR o nizké ozafenosti doslo k poklesu hodnot 0 5 %
(z 15,6 pg.cm?na 15,0 pg.cm™?), u listd na FAR o vysoké ozafenosti byl pokles 9%
(z 15,0 pg.cm™na 13,7 pg.cm™).

5.6.2 Parametr F/Fp
Hodnota Fv/Fp u oddélenych listt varianty pga22(l) inkubovanych ve tmé klesla

béhem Sesti dnii po oddéleni o 40 %, a to z 0,808 (0. dpo) na 0,509 (6. dpo) (Obr. 12B).
U oddélenych listi inkubovanych na FAR doslo ke zpomaleni poklesu Fv/Fp oproti tmé.
U listt inkubovanych na FAR o nizké ozatenosti klesl F\/Fp béhem Sesti dnti po oddéleni
015 % (z 0,805 na 0,676). Hodnota Fv/Fp listi inkubovanych na FAR o vysoké ozafenosti
klesla béhem Sesti dnti po odd¢€leni o 20 %, a to z 0,806 (0. dpo) na 0,659 (6. dpo).

Na Obr. 13 jsou prezentovany zmény parametru F\/Fp varianty pga22(l) v plose
oddélenych listt s dobou po oddéleni. Nejvyraznéjsi pokles Fu/Fp byl zaznamenan u listt
inkubovanych ve tmé (4. a 6. dpo). U varianty pga22(l) nedoslo ke zmén¢ pigmentace

listt do fialova (Obr. 13).
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Obr. 12: Obsah Chl (A) a pomér FuF, (B) v oddélenych listech varianty pga22(I) mérené 0., 2.,
4. a 6. den po oddéleni ve tmé a na FAR o nizké ozarenosti (100 umol-m™?-s™) a vysoké ozdrenosti
(300 umol-m*s™). Uvedeny medidany a kvartily (n = 5). Riiznd pismena oznacuji statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami namérenymi v daném terminu v listech na ruznych svetelnych
rezimech (P < 0,05), hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné odlisnou hodnotu od hodnoty

nameérené 0. den po oddéleni (* - P < 0,05, **- P <0,01, ***- P <0,001).
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Obr. 13: Fotografie (vlevo) a parametr FW/Fy (vpravo) oddélenych listit A. thaliana varianty
pga22(l) - 0., 2., 4. a 6. den po oddéleni (dpo).
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6. DISKUSE

Mira senescence je obvykle stanovovana podle obsahu Chl, protoze je dobie
znamo, ze pii senescenci (prirozené i1 indukované) dochdzi k postupnému ubytku Chl
(napt. Spundova a kol. 2003, V1¢kova a kol. 2006). Pii senescenci dochazi ke zhorseni
funkce fotosyntetického aparatu vcetné snizeni maximalniho kvantového vytézku
fotochemie PSII vyjadfovaného pomérem Fu/Fm (resp. Fu/Fp). Zpravidla také dochazi
k akumulaci ROS a k nartistu oxidativniho poskozeni (VI¢kova a kol. 2006). Senescence
je ovlivilovana fadou faktorti, mezi které patii FAR a CK. Vliv svételnych podminek
na ucinek CK a na senescenci nebyl prozatim zcela prostudovan.

Je zndmo, Ze pribéh senescence je ovliviiovan FAR, pficemz oproti tm€ miiZe mit
FAR jak pozitivni — zpomalujici (zpravidla v pfipad¢ nizSich intenzit), tak negativni —
urychlujici Gginek (zpravidla v piipadé vyssi intenzity nebo davky) (napt. Spundova a kol.
2003, Vickova a kol. 2006). U list inkubovanych ve tmé s exogenni aplikaci CK dochazi
obvykle ke zpomaleni senescence, pokud ale naroste ddvka (napf. pii pouziti
kontinudlniho FAR misto periodického) nebo se zvysi intenzita FAR, exogenni aplikace
CK mize senescenci urychlit. U rostlin s ovlivnénym (zvySenym nebo snizenym)
obsahem endogennich cytokininii nebo s ovlivnénou percepci CK byl v souvislosti
s indukovanou senescenci oddélenych listl vétSinou posuzovan pouze pritbéh senescence
ve tmé (napt. Kim et al. 2006, Riefler a kol. 2006) a neni tudiZ znamo, jestli a jak
pritomnost FAR tento prubéh ovliviuje.

V bakalatské praci byl proto studovéan priibéh indukované senescence oddélenych
listd Arabidopsis thaliana se zménénou endogenni hladinou CK a jejich percepci pfi
riiznych svételnych podminkéach: ve tmé, na FAR o nizké ozafenosti (100 pmol-m2-s?)
ana FAR o vysoké ozafenosti (300 pmol-m2-s1). Mira senescence byla uréovana pomoci
obsahu Chl a parametru Fv/Fp. Jako rostlinny material byly pouzity rizné varianty
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.): wt, ahk2,3, ahk3,4, ahk2,4, pga22
a pga22(l). Méteni probihalo 0., 2., 4. a 6. dpo.

V ptipad¢ listh varianty wt inkubovanych ve tmé doslo béhem 6 dni po odd¢leni
k poklesu obsahu Chl asi 0 11 % (Obr. 2A), ubytek Chl byl tedy velmi mirny. V piipadé
FAR o nizké ozatfenosti byl uvedeny pokles mirn€¢ zpomalen, avSak tento efekt nebyl

statisticky vyznamny. FAR o vysoké ozarenosti naopak mirné zesililo pokles obsahu Chl
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oproti tmé, avSak ani tento efekt nebyl statisticky prikazny. V pfipadé¢ zmén obsahu Chl
tedy nemélo FAR prokazatelny G¢inek. AvSak je nutné poznamenat, ze méfeni obsahu
Chl v piipadé listi inkubovanych na FAR bylo ziejmé zkresleno piedpokladanou
akumulaci antokyanii (Obr. 3). Pfitomnost antokyanii muze totiz zvySovat hodnotu
meétenou chlorofylmetrem SPAD (Hlavinka a kol. 2013) a naméfené hodnota tedy mohla
byt u nafialovélych listl vyssi, nez odpovidalo skute¢nému obsahu Chl.

Na rozdil od obsahu Chl FAR u listi wt pritkazné zpomalilo pokles Fv/F, oproti
tme (Obr. 2B, Obr. 3), a to jak FAR o nizké, tak FAR o vysoké ozarenosti. Zpomaleni
senescence oddélenych listih na FAR o nizké ozafenosti oproti tmé zjistili také napf.
Spundova a kol. (2003) nebo Schliiter a kol. (2011). Pokles Fv/Fp byl oproti tmé vyrazné
zpomalen také u oddélenych listi jeCmene inkubovanych pii NP, NK a IP rezimu
(Melkovi¢ova 2012). Rozdil mezi hodnotu Fy/Fp u listd na FAR o nizké a vysoké
ozatrenosti nebyl v nasem piipad¢ statisticky prikazny (Obr. 2B), coz znamena, ze
Vv piipad¢ vysokého FAR zifejmé nebyla piekrocena ,,hrani¢ni* intenzita, pfi které uz by

dochazelo k urychleni poklesu Fv/Fp (Melkovicova 2012).

U oddélenych listd receptorového mutantu ahk2,3 doslo v porovnani s wt
k vyrazngjsimu poklesu obsahu Chl (Obr. 4A). Pti oddéleni byl obsah Chl v listech tohoto
mutantu a wt priblizné stejny. Tyto vysledky neodpovidaji vysledkiim prace Riefler a kol.
(2006), ve které mél mutant pocatecni obsah Chl niz8i a po 10 dnech indukované
senescence ve tmé piiblizné stejny jako wt. Predpokladame, ze rozdilny vysledek
Vv ptipad¢ pocatecniho obsahu Chl by mohl souviset s jinymi svételnymi podminkami pti
péstovani rostlin: v nasem ptipadé byl pouzit rezim 8 h svétlo (LED)/16 h tma, v praci
Rieflera a kol. (2006) rezim 16 h svétlo (sklenik)/8 h tma. Podle autori nejsou CK
k syntéze Chl pifimo potiebné, spise se podileji na modulaci obsahu Chl pti danych
podminkach.

Oproti tmé doslo u listd ahk2,3 inkubovanych na FAR ke zpomaleni poklesu
obsahu Chl. Na rozdil od wt byl tento efekt statisticky prikazny, a to pro FAR obou
ozafenosti (Obr. 4A). Pritomnost FAR se vSak neprojevila v ptipadé¢ Fv/Fp — rozdily
hodnot naméfenych 6. dpo v listech inkubovanych ve tmé& a na FAR byly statisticky
neprikkazné. Jednim z divodi mohl byt velky rozptyl hodnot z divodu slabého
fluorescencniho signalu dvou listd ze tmy (Obr. 5). Listy ahk2,3 by mély byt podle
Cortleven a kol. (2014) citlivejsi k pasobeni FAR o vysoké ozarenosti — po 24 h ptisobeni
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FAR o ozéfenosti 1000 umol-m2-s™ byl zaznamendn vyrazn&jsi pokles Fv/Fm V porovnani
s wt. V naSem piipadé tedy pouzitd ozatenost 300 pmol-m2-s? jesté neméla poskozujici

vliv na fotosystém II.

V ptipad¢ listt varianty ahk3,4 byly ziskany velmi podobné vysledky jako
Vv ptipad¢ mutantu ahk2,3. Obsah Chl klesal po odd¢€leni rychleji nez u wt, pficemz FAR
tento pokles prikazné potlacilo (Obr. 6A). Podobné jako u wt, také u tohoto mutantu bylo
zaznamenano fialovéni listi inkubovanych na FAR (Obr. 7), coz mohlo zkreslit vysledky
meéfeni chlorofylmetrem. Pozitivni efekt FAR v ptipadé Fu/Fp nebyl statisticky prikazny
(Obr. 6B), nicmén¢ na Obr. 7 jsou patrné vyssi hodnoty Fv/Fp u listd na FAR o nizké
ozafenosti.

Mirné urychleni senescence oddélenych list mutantii bez receptoru AHK3 ve tmé
odpovida vysledkiim prace Kim a kol. (2006), ve které byla zjisténa rychlejsi senescence
u ,,single* mutantu ahk3, coz autofi vysvétluji klicovou roli AHK3 pii regulaci délky
zivota list. Vyznamnost role AHK3 se jest¢ vice projevuje v piipadé aplikace
exogennich CK zpomalujici senescenci oddélenych listli ve tmé (Kim a kol. 2006, Riefler

a kol. 2006).

Diky ptitomnosti receptoru AHK3 se tedy dalo ocekévat zpomaleni pribchu
senescence u listd mutantu ahk2,4 inkubovanych ve tmé. Ke zpomaleni poklesu obsahu
Chl v porovnani s ahk2,3, ahk3 a wt skute¢né doslo (Obr. 8A), podobné jako v praci Kim
a kol. (2006), kde byl pokles obsahu Chl pomalejsi u ,,single” mutantu ahk2 v porovnani
swt a ahk3. U listi na FAR nedoslo ke statisticky prikaznému zpomaleni poklesu obsahu
Chl oproti tm¢, nicméné zpomalujici efekt FAR byl prikazny v ptipadé Fv/Fp, tak jako

u wt.

Mutanty pga22 jsou pravdépodobné ovlivnény v kli¢ovych slozkach biosyntézy
a signalizaci CK (Sun a kol. 2003). Obsahuji vyssi mnozstvi IPT nez wt a jsou citlivé
na pritomnost 17-B-estradiolu. Aplikace 17-B-estradiolu zpuisobuje navozeni exprese
genu pro IPT a vyrazné zvySuje obsah CK (Spichal 2013 — nepublikované vysledky).
V nasem experimentu byl sledovan prubéh senescence u rostlin pga22 bez a po aplikaci

17-B-estradiolu (varianta oznacena jako pga(l)).
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Pokles obsah Chl u listd pga22 inkubovanych ve tmé nebyl ani po 6 dnech
po odd¢leni statisticky vyznamny (Obr. 10A). U listt pga22(1) doslo k mirnému urychleni
poklesu obsahu Chl oproti wt a pga22, pficemz tento 16% pokles oproti pocate¢ni
hodnoté byl statisticky prukazny (Obr. 12A). FAR nemélo na pokles obsahu Chl
statisticky prikazny efekt ani u listd pga22, ani u pga(l) (Obr. 10A, 12A).

Zajimavejsi vysledky byly zjistény u parametru FJ/Fp. U listd pga22
inkubovanych ve tm¢ doslo béhem Sesti dni po oddéleni k nejvyraznéjs§imu poklesu Fv/Fp
Vv ramci vSech métfenych variant (6. dpo nebyly listy uz témét meéftitelné, fluorescenéni
signal byl velmi slaby (Obr. 10B, Obr. 11). U listd pga22(l) inkubovanych ve tmé ale
doslo k vyraznému zpomaleni tohoto poklesu (Obr. 12B). Vyrazné udrzeni funkce PSII
v listech pga22(l) bylo zfejmé zpusobeno piredpokladanou zvySenou koncentraci CK.
Tento vysledek je v souladu s literaturou, protoze napi. VIckova a kol. (2006)
pii pozorovani vlivu exogenni aplikace cytokininu mT (10* M) na listy p3enice
inkubované ve tm¢ zjistili zpomaleni poklesu Fv/Fp u listi s exogenni aplikaci mT oproti
listim bez mT. Melkovi¢ova (2012) také pozorovala u listi jeémene inkubovanych
ve tmé zpomaleni poklesu Fv/F, po aplikaci CK mT a BAP.

FAR prukazné zpomalilo pokles Fv/Fp u listi pga22 i pga22(l) oproti tmé
(Obr. 10B, Obr. 11, Obr. 12B, Obr. 13). V piipadé pga22 byly 6. dpo u listd na FAR
0 nizké ozafenosti patrné vyssi hodnoty Fv/Fp nez u listi na FAR o vysoké ozafenosti
(Obr. 11), i kdyz tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (Obr. 10B). Ze srovnani variant
pga22 a pga22(l) je ziejmé, ze 2. dpo byly u pga22(l) hodnoty F./Fp vyssi, zatimco 4.
a 6. dpo nizsi nez u pga22. Tento vysledek odpovida piredpokladanému vlivu zvySené
koncentrace CK plisobici soucasné s FAR: pocate¢ni pozitivni vliv vyssi koncentrace CK
(. udrzeni funkce PSII) se s dobou po oddéleni méni v negativni (tj. zhorSuje funkei PSII
oproti listim bez vlivu CK nebo oproti listim pod vlivem CK, ale ve tmé) (VI¢kova a kol.
2006, Melkovi¢ova 2012). Podle Vickové a kol. (2006) tento efekt souvisi s nartistem

oxidativniho poskozeni v disledku pfeexcitovani fotosyntetického aparatu.
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7. ZAVER

Je zndmo, Zze FAR ovliviiuje pribéh senescence oproti tmé. Pti nizsich intenzitach
FAR obvykle dochazi ke zpomaleni senescence, pfi vysSich intenzitdch FAR k urychleni
senescence (napf. Spundova a kol. 2003, VI¢kova a kol. 2006), ovem vliv FAR na t¢inek
CK pii senescenci nebyl prozatim zcela prostudovan. Exogenni aplikace CK obvykle
zpomali senescenci u listii inkubovanych ve tm¢, ovSem dojde-li ke zvysSeni davky svétla
nebo jeho intenzity, muze dojit vlivem exogenni aplikace CK k urychleni senescence.
U rostlin s ovlivnénym (zvySenym nebo snizenym) obsahem endogennich cytokinini
nebo s ovlivnénou percepci CK byl v souvislosti s indukovanou senescenci oddélenych
listl v&tSinou posuzovan pouze pritbéh senescence ve tme a neni tudiz znamo, jestli a jak
pritomnost FAR tento prubéh ovliviuje.

V nasi praci doslo u oddélenych listd receptorovych mutanti ahk2,3 a ahk3,4
ve tm¢ v porovnani s wt k ocekdvanému vyrazn&jSimu poklesu obsahu Chl. Mirné
urychleni senescence oddé€lenych listi mutantl bez receptoru AHK3 ve tmé je v souladu
s praci Kim a kol. (2006), ve které bylo zjisténo, ze rychlejsi senescence probiha u
»single® mutantu ahk3. Autofi tento efekt vysvétluji kliCovou roli AHK3 pfi regulaci
délky zivota listi. Zatimco u variant wt a ahk2,4 nebyl pozorovan zpomalujici G¢inek
FAR na pokles obsahu Chl, u ahk2,3 a ahk3,4 byl tento ucinek prikazny, ziejmé z divodu
vyrazngj$iho poklesu obsahu Chl ve tmé. To znamen4, ze neptitomnost receptoru AHK3
pii indukované senescenci by mohla byt do jisté miry kompenzovana ptitomnosti FAR.
Tuto hypotézu ale bude potieba ovéfit.

Piedpokladana zvySena koncentrace CK v listech pga22(l) zpomalila snizeni
funkce PSII u listd inkubovanych ve tmé&. V ptitomnosti FAR se pozitivni vliv zvySené
koncentrace CK s dobou po oddé€leni zménil v negativni, coZ by podle literatury mohlo
souviset s nartistem oxidativniho poSkozeni v dusledku pifeexcitovani fotosyntetického
aparatu. Pro hledani mechanismi spole¢ného plsobeni CK a FAR pii indukované
senescenci bude potieba ovéfit, jak se méni obsah CK v téchto mutantech béhem

indukované senescence pii riznych svételnych rezimech.
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PRILOHA 1
Kalibra¢ni krivka pro chlorofylmetr SPAD-502
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Obr. Pl: Kalibracni krivka chlorofylmetru SPAD-502 ziskand pomoci analytického stanoveni
obsahu chlorofylu v listech Arabidopsis.
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