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Abstrakt

Senescence je pfirozeny proces probihajici ve vSech rostlinach. Je fizena genetickym
faktorti. Cytokininy jsou fytohormony, které piizvySeni jejich endogenniho obsahu
nebo exogenni aplikaci na rostliny ¢i oddélené listy senescenci oddaluji, zaroven vsak
stimuluji produkeci etylenu, ktery senescenci podporuje. V této praci byl sledovan vliv 6-
benzylaminopurinu (BAP) anové¢ pfipravenych cytokininovych derivati odvozenych
od BAP oznacenych jako 30HBAPA a 3MeOBAPA na prub¢h indukované senescence
a produkci etylenu v oddélenych listovych segmentech pSenice a oddélenych listech
Arabidopsis. Listy a listové segmenty byly uzavieny do sklenénych vialek a inkubovany
ve tmé& V roztocich BAP a jeho derivatd o koncentraci 10 mol.I"* po dobu Sesti dni
po oddéleni u pSenice aSest, Ctyfi nebo pét dni u Arabidopsis. Mira potlaceni
senescence byla poté posuzovana nazakladé meéfeni obsahu chlorofylid a+b
a karotenoidi a méteni parametru F\/F. Zaroven byla pomoci plynové chromatografie
stanovovana produkce etylenu oddélenymi listy a listovymi Segmenty. V oddaleni
senescence U psenice byl nejucinngjsi derivat 30OHBAPA, kdy po aplikaci tohoto
derivatu doslo k nejvétsimu zpomaleni zmén sledovanych parametri a zaroven byla
zaznamenana nejnizsi produkce etylenu listovymi segmenty. V pfipadé oddélenych listt
Arabidopsis byl ve zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu mirné G¢inngjsi BAP, ale
v zachovani funkce fotosyntetického aparitu pak 3MeOBAPA. Produkce etylenu
oddé€lenymi listy byla po pétidenni inkubaci v BAP velmi vyrazn€ vyssi oproti ostatnim

pouzitym latkam, u nichZ byla vzdjemné srovnatelna.



Summary

Senescence is a natural process that occurs in all plant organisms. It is controlled by
genetic program of the plant, but its initiation and process is influenced by a number of
internal and external factors. Cytokinins are phytohormones that can delay senescence
by increasing their endogenous content or exogenous application on plants or detached
leaves, but at the same time they have a positive effect on the production of ethylene,
which supports senescence. In this work, the effect of 6-benzylaminopurine (BAP) and
two novel BAP derivatives 3S0OHBAPA and 3MeOBAPA on progression of induced
senescence and production of ethylene in detached wheat leaf segments and Arabidopsis
leaves was investigated. Detached leaf segments and leaves were sealed in glass vials
and incubated in BAP and its derivatives at a concentration 10 mol.I"* in the dark for
six days after detachment in the case of wheat and for six, four or five days in the case
of Arabidopsis. The effect of BAP and its derivatives on induced senescence was
assessed by measuring the content of chlorophyll a+b and carotenoids and F./Fp.
Ethylene production by detached leaves and leaf segments was also determined. In the
delay of senescence in wheat, the most effective derivative was 30HBAPA, where the
most significant slowing of senescence-induced changes was observed, while the lowest
ethylene production was measured. In detached Arabidopsis leaves, BAP was slightly
more effective in the chlorophyll retention, but 3MeOBAPA more effectively
maintained the function of the photosynthetic apparatus. The production of ethylene
was significantly higher after five-day incubation in BAP in comparison with other

substances.



Obsah

2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.4
2.5

3.1
3.11
3.1.2
3121
3122
3.1.23
3124

UVOd ..o 10
Soucasny stav FeSené problematiky ..............c.ccocoiviiiiiiini 11
SENESCEINCE..... ittt 11
ROStHNNE ROTMONY ...t e 14
CYLOKININY L.t 17
Rozdé€leni a struktura CytOKININT ....ocvvveiivieiiiieiiiee e 17
V1iv cytoKinint na SENESCENCH......cviiieieeireiiesieesieeeeseesteseesreeseesaesseeeeas 18
Vliv cytokininovych derivatii na SENESCENCH.........ccovvvevrirreieninrereenenns 20
Y 1= o OSSR 22
Plisobeni cytokininti a etylenu na SENESCENCI ......c.evvvrvirvererieeierieniesiesiesiesenneas 23
Experimentalni CASt............cccoooviiiiiiiiiic e 26
Materidl @ METOAY .....eeviiieeiiieiiiie et 26
ROStHNNY MAETIAl ... 26
POUZItE MELOAY .. .covieiiiiiieiie e 27
Meéteni obsahu chlorofylu..........coiiiiiiiiiiie 27

Me¢éteni parametrti chlorofylové fluorescence.........cccooverveiiiiciecnnns 28
Stanoveni produkce etylenu.............ccoovviiiiiiiiiiiii 28
Extrakce a analytické stanoveni pigmentl...........ccocoeveveriiiinieniennns 28
VYSIEAKY ... s 30
Obsah chlorofylli @D .....ccooiiii 31
ObSaN KATrOteNOIAT .. vevvevverieieiie ittt 35
P et 38
OBSAN BLYIBNU ... 42
DISKUZE ...t 46
ZLAVEY ... 49
LIEratUNa ..o s 50



Cile prace

1 Vypracovat ptehled problematiky o vlivu cytokininii a etylenu na Senescenci
rostlin, jejich vzdjemném pisobeni a zménach jejich obsahu, resp. produkce
béhem senescence.

2 Zvlddnout metodiky péstovani a navozeni indukované senescence listi
modelovych rostlin (pSenice, Arabidopsis) a ptipravy rostlinnych vzorki
pro stanoveni produkce etylenu.

3 Zvladnout metodiku stanoveni obsahu chlorofylu analyticky a pomoci
chlorofylmetru SPAD-502 (Konica, Minolta, Japonsko) a méfeni parametru F\/Fp,
v plose listu pomoci pfistroje FluorCam (PSI, Brno, CR) véetn& zpracovani dat.
Provést tato méteni u oddélenych listi modelovych rostlin béhem indukované
senescence pod vlivem riznych derivata cytokinind.

4 Zpracovat vysledky experimentti a zhodnotit vliv riznych derivati cytokinini
na produkci etylenu v souvislosti se zménami obsahu chlorofylu a funkce

fotosystému II béhem indukované senescence.



1 Uvod

Senescence je posledni fazi vyvoje rostlin. Jedna se o pfirozeny proces, ktery je fizen
genetickym programem rostliny. Senescenci je také mozné indukovat, a to napf.
zménou environmentalnich podminek (tma, vysoké nebo nizké teploty). Senescence je
spojena s fadou strukturnich a metabolickych zmén, dochazi pfi ni k degradaci mnohych
molekul, jako jsou nukleové kyseliny, proteiny ¢i membranové lipidy. V prub&hu
senescence postupné klesa rychlost fotosyntézy a dochdzi k degradaci chloroplasti.
Kromé téch jsou degradovany i dal§i organely, mezi poslednimi pak bunécna jadra
a mitochondrie. Senescenci pozorujeme zejména jako zloutnuti listt, jakozto vysledek
rozkladu pigmentd. Nastup a prubeh senescence do velké miry ovliviuji také
fytohormony, naptiklad cytokininy, které hraji nezastupitelnou roli i v celé fadé dalsich
procesu probihajicich v rostlinach. Cytokininy se tucastni bunécného déleni, procesi
kliceni a vyvoje organti, formovani stonkového meristému a mnoha dalSich. ZvysSenim
jejich endogenniho obsahu nebo exogenni aplikaci narostliny ioddélené listy lze
uspésné oddalit senescenci. Cytokininy zpomaluji zmény, ke kterym pii senescenci
dochdzi, napt. pomahaji udrZzovat funkci fotosyntetického aparatu ¢i zabranuji rychlé
degradaci pigmentt. Nékteré cytokininy stimuluji produkei fytohormonu etylenu.

Etylen je zapojen do mnoha déjt probihajicich v rostlinach. Kromé jeho vlivu
na kliceni semen, kveteni a zrani plodi také podporuje zmény, ke kterym v rostlinném
organismu dochazi v prib&éhu senescence. Etylen vSak senescenci pfimo nespousti,
pouze ovlivituje jeji prabsh. Uginek etylenu narychlost senescence se zvysuje
s rostoucim stafim rostliny. Je znamo, Ze cytokininy podporuji produkci etylenu
Vv rostlinach 1 oddélenych listech a zaroven neztraci svilij antisenescen¢ni u€inek.

V této praci byl pouzit cytokinin 6-benzylaminopurin (BAP) a dva od n¢j
odvozené nové pripravené derivaty s oznacenim 3OHBAPA a 3MeOBAPA za tcelem
zhodnoceni vlivu téchto slouéenin na prubéh senescence u oddélenych lista Arabidopsis
(A. thaliana L. ekotyp Columbia 0) a listovych segmenti pSenice jarni (Triticum
aestivum L. cv. Aranka). Cilem bylo také zjistit, jak tyto slouc¢eniny ovliviiuji produkci
etylenu. Mira indukované senescence byla stanovovana pomoci maximalniho
kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (F,/Fp) a obsahu fotosyntetickych
pigmentd, a to v souvislosti s produkci etylenu oddélenymi listy a listovymi segmenty

modelovych rostlin.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Senescence
Senescence je kone¢nym vyvojovym stadiem zivotniho cyklu rostliny (Clausen a Apel,
1991). Starnuti rostlin, ukonéeni rustu bun€k, organti i celé rostliny je vysoce
regulovany a koordinovany proces, ktery iniciuji a ovliviiuji vnéjsi i vnitini faktory
(Lim et al., 2007; Guo a Gan, 2012; Li et al., 2017). Vng&jsi, téZ environmentalni faktory
zahrnuji dostupnost vody, mnozstvi zivin, nizké ¢i vysoké teploty, mechanické
poskozeni nebo infekci patogeny. Mezi vnitini faktory pak patfi mimo jiné obsah
fytohormoni, stafi rostliny nebo jeji fyziologicky stav. Senescenci je mozné rozdélit
na listovou, senescenci kvétd a plodi a také senescenci poskliziiovou. V ramci této
prace byla pozornost vénovana senescenci listové. Senescence listd je jednim z nejvice
studovanych procesti v rostlinach, jelikoz ma starnuti listd i celych rostlin velmi
vyrazny dopad na zemédélstvi, kdy jsou ovliviiovany ptedev$im vynosy a trvanlivost
listové zeleniny (Noodén et al., 1997; Quirino et al., 2000). Béhem senescence dochazi
k vysoce koordinovanym zménam ve struktufe bunék, metabolismu a expresi gent.
Jednou z nejvyznamnégjsich strukturnich zmén je rozpad chloroplastd, které obsahuji
az 70 % z celkového obsahu proteinid v listech (Gan a Amasino, 1997). Zmény
ve struktufe chloroplastii béhem indukované senescence studovali napt. Spundova et al.
(2003). Odd¢lené segmenty primarnich listd jeémene jarniho (Hordeum vulgare L. cv.
Akcent) byly vlozeny do misek s destilovanou vodou a poté uchovavany ve tmé nebo
pti svétle (kontinualni PAR, intenzita 90 umol.m'zs'l) po dobu 5 dni. Méfeni obsahu
chlorofylii a+b probihalo 3., 4. a 5. den po oddéleni. Pozorovan byl také narust lipidové
peroxidace a prostiednictvim transmisni elektronové mikroskopie (TEM) také struktura
chloroplastii. Obsah chlorofyli a+b v listovych segmentech uchovavanych ve tmé
Klesal s pribyvajicimi dny po oddéleni, pficemz pomér obsahu chlorofylu aab nebyl
pfili§ rozdilny. Struktura tylakoidd v chloroplastech (v€etné usporadani gran) byla
relativné konstantni az do ¢tvrtého dne po oddéleni, paty den po odd€leni byla
pozorovana dezintegrace gran zhruba u étvrtiny viech chloroplasti (Spundova et al.,
2003).

S nastupem senescence klesa rychlost fotosyntézy. V invitro experimentech,
ve kterych byly pozorovany izolované chloroplasty nebo tylakoidni membrany
senescen¢nich list, bylo prokazano, Ze v dusledku senescence dochazi k poklesu

fotochemické aktivity fotosystémi I a II (PSI, PSII) (Grover a Mohanty, 1992). Pokles
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aktivity PSII 1ze sledovat napt. jako pokles parametru F./Fn, coz je jeden z nejcastéji
pouzivanych parametrii pro stanoveni fluorescence chlorofylu. Fluorescence chlorofylu
je vyuzivana zejména ke studiu regulacnich procestu ovliviiujicich funkci PSII.
Vzhledem ktomu, Ze de-excitani procesy (fotochemie, fluorescence chlorofylu a
atepelna disipace), ke kterym dochazi po pfijeti energie fotoni anténnim systémem
PSII, jsou vzajemné nepiimo timérné, je méfeni chlorofylové fluorescence vyuzivano
jako jednoduchy, neinvazivni a G¢inny nastroj pro studium fotosyntetické aktivity.
S vyss$im zastoupenim fluorescence chlorofylu klesa fotochemicka a/nebo tepelné
disipa¢ni de-excitace absorbované energie. Chlorofylova fluorescence je Ccasto
vyuzivana pro hodnoceni fyziologického stavu rostlin pfi ptisobeni nejriiznéjsich
stresovych faktorti. Parametr chlorofylové fluorescence F./Fn je definovan jako podil
variabilni (F,) amaximalni (Fy) fluorescence. Variabilni fluorescenci rozumime
hodnotu okamzité fluorescence zmensenou o zakladni fluorescenci (Fp). Snizeni F./Fn,
obecné indikuje poskozeni nebo snizeni funkce reakc¢nich center fotosystému II. Tento
parametr je tedy redukovan zejména u stresovanych rostlin nebo pfi senescenci
(Rohagek a Bartak, 1999; Rohacek, 2002; Spundova et al., 2003; VIckova et al., 2006;
Prokopova et al., 2010; Kalaji et al., 2017).

Pti senescenci dochazi také ke katabolismu chlorofylu a makromolekul jako jsou
proteiny, membranové lipidy a RNA. V disledku degradace pigmenti dochazi
pti senescenci ke zmén¢ barvy listu, zejména pak k jeho Zloutnuti (Noodén et al., 1997;
Ougham et al., 2005). Krom¢ chlorofylu, jehoZz degradace je v pribéhu senescence
nejvyraznéjsi, jsou degradovany i karotenoidy, mezi které se fadi xantofyly a karoteny
(Biswal, 1995). Zatimco k rozkladu chloroplastii dochazi relativné brzy po nastupu
senescence, mitochondrie a jadra zistavaji nedotéena az do jejich pozdnich stadii, a to
z diivodu fizeni celé senescence vcetné recyklacnich procest a také zajiSténi energie
pro tyto pochody. Soucasti recykla¢nich drah je transport dusiku, uhliku a mineralt
do jinych casti rostliny, kde mohou byt tyto slozky dale efektivné vyuzity (Gan
a Amasino, 1997). Hydrolyzované molekuly jsou transportovany do vyvijejicich se
semen jednoletych rostlin, nebo do dalSich listli, pupenli, stonkii anebo kotenti
viceletych rostlin (Munné-Bosch, 2008). Soucasti zmén, ke kterym v senescen¢nich
rostlinach dochazi, je nartst reaktivnich forem kysliku (napi. Thompson a Lake, 1987,
Leshem, 1988; Rosenvasser et al., 2006; Lee et al., 2012), a lipidové peroxidace,
na kterém se mimo jiné podili klesajici aktivita antioxidacnich enzymu katalasy

a superoxiddismutasy, a deteriorace cytoplazmatické membrany (Dhindsa et al., 1981;
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Spundova et al., 2003; Zimmermann a Zentgraf, 2005). Zejména diky recyklaénim
procesiim je listova senescence povazovana za jeden z typl programované bunécné
smrti (PCD). PCD je obecny a relativné Siroky termin, ktery vyjadiuje vlastnost bunék
podporovat svou vlastni smrt prostfednictvim aktivace systémi sebezniceni. Krome
senescence se PCD vyskytuje iV jinych vyvojovych stadiich rostlin vcetné
embryogeneze a také pii hypersenzitivni reakci na infekci patogeny (napt. Gan
a Amasino, 1997).

Rychlost senescence je u jednotlivych druht rostlin odli$na. Piikladem rostliny
s rychlym nastupem senescence listu je Arabidopsis (A. thaliana L.). Pfi péstovani
rostlin Arabidopsis pti kontinualnim osvétleni dochazi po dosazeni maximalni velikosti
listh k poklesu fotosyntetické kapacity o050 % uZmezi Ctvrtym a Sestym dnem
(Hensel et al., 1993). Velmi pomala senescence je charakteristicka napt. pro borovici
dlouhovékou (Pinus longaeva D.K. Bailey), u které predpokladana Zivotnost jehlic ¢ini
45 let (Ewers a Schmid, 1981).

Vyznamnou roli pfi Senescenci hraji geny oznacované jako SAG (senescence-
associated genes). Jedna se o geny, jejichz exprese se vyraznéji zvySuje az V prub¢hu
senescence (Nam, 1997). Tyto geny koduji zejména degradacni enzymy, jako jsou
RNasy (Taylor et al., 1993), proteinasy (Hensel et al., 1993; Lohman et al., 1994;
Drake et al., 1996) lipasy (Ryu a Wang, 1995) a také geny, jejichz produkty jsou
zapojeny do transportu zivin (Watanabe et al., 1994). N¢které SAG jsou natolik
specifické pro senescenci, Ze jsou povazovany za senescencni markery. Patii
mezi n¢ SAG12, ktery byl izolovan z Arabidopsis (Gan a Amasino, 1995). Senescence
listh je doprovazena zmeénami Vv genové expresi Vcelém genomu. Klicovym
mechanismem, ktery fidi na staii zavislou ale i indukovanou expresi SAG gendt, je
dynamicka aktivace transkripcnich faktorti. Hlavnimi skupinami transkripénich faktord,
které reguluji senescenci, jsou NAC a WRKY. Mezi NAC patii napt. NAM, ATAF1,2
nebo CUC2. Jsou specifické pro rostliny a kromé senescence ovliviiuji i dalsi procesy,
jako je tvorba sekundarni bunécné stény ¢i reakce na biotické i abiotické stresy.
Genomické analyzy transkriptomil prokazaly, Ze vice nez 30 geniit NAC je vyrazné
nadexprimovano béhem senescence lista Arabidopsis (Jensen et al., 2010; Breeze et al.,
2011; Kou et al., 2012). V odpovédi na bioticky a abioticky stres se uplatiuji také
WRKY transkripéni faktory, zapojené i pfivyvoji a kliceni semen. Mezi WRKY
transkripéni faktory spojené se senescenci se fadi napt. WRKY53, WRKY54 nebo
WRKY?70 (Woo et al., 2013).
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2.2 Rostlinné hormony
Vsechny hlavni tfidy fytohormont ovliviiuji senescenci, at’ uz pozitivnim - urychluji
senescenci, nebo negativnim zptisobem - oddaluji senescenci (Obr. 1) (Gan a Amasino,
1997; Khan et al., 2014).

# vyvoj embrya

senescence O

wvoj kvétd

@ kliceni

@ reakce na stres

iLd

J > ® vyvoj kofene
f

1
l

@ prechod mezi fazemi & wvoj listd

Obr. 1 Vliv fytohormont auxint (AUX), cytokinind (CK), kyseliny abscisové (ABA), kyseliny
giberelové (GA), etylenu (ET) a kyseliny jasmonové (JA) na jednotliva vyvojova stadia rostlin.
Pievzato z Curaba et al.(2014) a upraveno.
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Zahormony, které senescenci oddaluji, jSou povazovany  auxiny,
cytokininy, kyselina giberelova a kyselina salicylova. Naopak mezi fytohormony
podporujici senescenci patii kyselina abscisova, kyselina jasmonova a etylen (Smart,

1994; Gan a Amasino, 1996). Vliv cytokinini a etylenu na senescenci bude podrobné&ji

popsan v kapitole 2.5.
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Obr. 2 Zmény v produkci etylenu (C,H;) a obsahu kyseliny jasmonové (JA), kyseliny
salicylové (SA), cytokinini (CK) a kyseliny indoloctové (IAA) beéhem senescence
u Arabidopsis (A. thaliana L.). Pfevzato z Khan et al. (2014) a upraveno.

Mezi biologicky aktivni auxiny patfi kyselina indoloctova (IAA) a kyselina
indolmaselna. Tyto auxiny jsou syntetizovany z tryptofanu a vyskytuji se prevazné
ve vazanych formach (Kelleyet al., 2012). M¢teni obsahu auxind v senescenc¢nich
listech ukazalo, Ze i kdyz obsah vazané IAA klesal, obsah volné a bioaktivni IAA se
dvojnasobné zvysil (Obr. 2). Bylo zji$téno, Ze IAA je zapojena také do procesu oddaleni
senescence V oddélenych listech Arabidopsis (Noh a Amasino, 1999; Cohen etal.,
2003).

Kyselina salicylova (SA) je fenolickd sloucenina, ktera hraje roli
napf. pfi vyvolani obranné reakce proti biotrofnim patogeniim. V prubéhu senescence
jeji obsah v rostlinach vzrista az na étyfnasobek puvodniho obsahu (Obr. 2). NaruSeni
biosyntézy SA zpusobilo urostlin hypersenzitivitu vac¢i patogenim spolecné

se shizenim exprese nékterych SAG a oddalenim senescence (Morris et al., 2000).
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Pozitivni Vliv kyseliny jasmonové (JA) na senescenci studovali napt. Ueda a Kato
(1980) a pozdeji jej potvrdili také Reinbothe et al. (2009). Z pelynku
(Artemisia absinthium L.) byla izolovana slouenina, kterd byla identifikovana jako
metyljasmonat (MeJA), coz je volatilni ester JA. Aplikaci MeJA naoves
(Avena sativa L.) byl urychlen rozklad chlorofylu. Dalsimi experimenty na rdznych
rostlinnych druzich, napf. s oddélenymi listy je¢mene, byl potvrzen vliv JA na urychleni
zmén, kterym rostlina podléhd piisenescenci, a to zejména na rychlost rozkladu
chlorofylu (Reinbothe et al., 2009). Exogenni aplikace JA na rostliny Arabidopsis
podporuje listovou senescenci véetné poklesu fotochemické ucinnosti fotosystému II,
exprese nékterych SAG a také genti biosyntézy JA (He et al., 2002).

Abscisova kyselina (ABA) je klicovym hormonem v reakcich rostlinnych
organismu na abiotické stresy. Kromé& toho také zpomaluje riast rostlin a piipravuje
rostlinu na obdobi vegeta¢niho klidu. Bylo dokazano, ze ABA moduluje také prib¢h
senescence, kdy postiikem listd roztokem kyseliny abscisové doslo k urychleni starnuti
uryze (Oryza sativa L.) a kukutice (He a Jin, 1999), projevujici se zejména snizenim
obsahu chlorofylu a nékterych proteini (Ray et al., 1983). Bylo také zjisténo, ze se
endogenni obsah ABA v senescentnich listech zvySuje a exogenné aplikovand ABA
indukuje expresi n€kolika SAG (Weaver et al., 1998). Piesny mechanismus ucinku

ABA na starnuti listl nebyl zatim zcela objasnén.
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2.3 Cytokininy

Nazev cytokinint (CK) byl odvozen od jejich schopnosti podporovat cytokinezi. Ac¢koli
se jedna o pomérné dobfe prostudovanou téidu fytohormont, molekularni mechanismy
biosyntézy CK a jejich piisobeni v jednotlivych vyvojovych stadiich rostlin nejsou
zatim zcela objasnény. Prvnim identifikovanym CK byl kinetin (KIN), objeveny
v autoklavovaném sledim spermatu (Miller et al., 1955), prvnim objevenym rostlinnym
CK byl poté trans-zeatin (tZ) a to v nezralém endospermu kukutice (Letham a Miller,
1965).

2.3.1 Rozdé€leni a struktura cytokininli

Cytokininy lze rozdélit na dvé hlavni skupiny, a to napfirozené¢ se vyskytujici
a syntetické (Obr. 3). Ptirozen¢ se vyskytujici CK jsou derivaty adeninu s postrannim
fetézcem naatomu dusiku (N°), ktery ma isoprenoidni &i aromaticky charakter.
Mezi piirodni CK s isoprenoidnim postrannim fetézcem patii napf. isopentenyladenin,
zeatin a dihydrozeatin. Isopentenyladenin a zeatin jsou dva fytohormony ze tiidy CK,
které se ve vyssich rostlinach vyskytuji v nejvétsi mife (Lim et al., 2007). Zastupci CK
s aromatickym fetézcem jsou napf. kinetin a 6-benzylaminopurin (BAP), jakoz i jeho
hydroxylované formy - topoliny. Syntetické CK jsou odvozené od fenylmocoviny
a zahrnuji slouceniny jako je napf. difenylmocovina (DPU), thidiazuron (TDZ) nebo N-
(2-chloro-pyridin-4-yl)-N’-fenylmocovina (CPPU) (Mok a Mok, 2001).
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Isoprenoidni cytokininy: OH
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Obr. 3 Chemicka struktura vybranych isoprenoidnich a aromatickych cytokinind. Pievzato
z Mok et al., (2005) a upraveno.

2.3.2 Vliv cytokininll na senescenci

Cytokininy hraji dulezitou a nezastupitelnou roli v mnoha vyvojovych procesech,
napf. pii kli¢eni, ve vyvoji organti, formovani stonkového meristému a zejména pak
pfi senescenci listi (Mok a Mok, 2001). Obsah CK v rostlinaich se v jednotlivych
stadiich vyvoje meéni, pficemz v prubéhu senescence dochéazi kjeho snizeni.
Rozhodujicim faktorem plsobeni CK V rostlinach je jejich dostupnost, optimalni
koncentrace a spravné misto pro interakci se specifickym rostlinnym receptorem
(Frébort et al., 2011). CK jsou znamy pro svou antisenescencni aktivitu, kdy lze
zvySenim endogenniho obsahu, ale také exogenni aplikaci CK u fady jednodéloznych
I dvoudéloznych rostlinnych druhii senescenci oddalit (Hwang et al., 2012). Zvyseni
endogenniho obsahu CK v rostliné zahrnuje transformaci dané rostliny a to nejcastéji
prostfednictvim gramnegativni pidni bakterie Agrobacterium tumefaciens nesouciho
gen kodujici isopentenyltransferasu (IPT), coZ je enzym katalyzujici prvni krok syntézy
CK (Smart et al., 1991; Gan a Amasino, 1995). Listova senescence byla timto

zpusobem uspésné oddalena u transgennich rostlin né€kolika vyznamnych kulturnich
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plodin jako je ryze, bavina nebo kasava, které exprimovaly vneseny gen IPT
pod promotorem SAG12, genu zapojeném do procesu senescence (Lin et al., 2002;
Zhang et al., 2010; Liu et al.,, 2012). Pii obou zpusobech zvySeni obsahu CK,
tedy exogenné i endogennég, dochazi ke zpomaleni senescenénich zmén, napt. rozkladu
chlorofylu (Holub et al., 1998) a karotenoidi (Chernyad’ev a Monakhova, 2003) nebo
degradaci proteint fotosyntetického aparatu (Badenoch-Jones et al., 1996; He a Jin,
1999). Bylo prokazano, ze CK ovliviiuji biosyntézu chlorofylu (Zubo et al., 2008)
a zpomaluji pokles obsahu chlorofylu (Kao, 1980; Jordi et al., 2000), ackoli zatim neni
znam presny molekularni mechanismus, kterym jsou CK do tohoto procesu zapojeny.
Cytokininy rovnéz zvySuji ucinnost fotosyntézy (Yaronskaya et al., 2006) a zpomaluji
narust lipidové peroxidace, ke kterému Vv prubéhu senescence dochazi. Mechanismus
pusobeni CK na zpomaleni lipidové peroxidace pravdépodobné spociva ve zvySeni
aktivity enzymu antioxida¢niho systému (napt. Cag et al., 2003; Dertinger et al., 2003).
K oddéleni senescence U oddélenych listii prostiednictvim exogenni aplikace CK vsak
nedochdzi vzdy, velky vliv v téchto experimentech maji také vngjsi faktory (Noodén
a Leopold, 1978). Jednim z nich je intenzita PAR aplikovana na pouzity rostlinny
materidl, jelikoz piivysoké intenzit¢ muze dojit k rychlejsi degradaci chlorofyld,
zatimco napf. uloZeni rostlinného materidlu po oSetteni CK do tmy mulZe tyto zmény
zpomalit (Genkov et al., 1997; Rulcova a PospiSilova, 2001; Vickova et al., 2006).
Piikladem je oSetieni listovych diska 5ti tydennich wild type (wt) a mutantnich, etylen
rezistentnich (er), rostlin Arabidopsis cytokininem BAP, kdy doslo ke zpomaleni
senescence pouze Vv piipad¢, ze byly listové disky wt rostlin po oSetfeni uloZzeny ve tm¢.
V tomto ptipadé vSak doslo také k mirnému zvyseni produkce etylenu (Zacarias et al.,
1990; Chory et al., 1994). Osetieni diski mutantnich er rostlin roztokem BAP
neovlivnilo vyrazné obsah chlorofyld, ackoli doslo k poklesu produkce etylenu.
U oddélenych listovych diskt, které byly po oSetfeni BAP uchovavany piti svétle, doslo
k vyraznému urychleni degradace chlorofylu a to u diskti obou testovanych rostlin (wt
i er) (Zacarias et al., 1990). Cytokininy také nahrazuji svétlo piiindukci nékolika
aspektl de-etiolace. Ve tmé mize CK indukovat expresi nékterych gent jako je cab, chs
nebo rbcS, které jsou normalné indukovany svétlem (Chory et al., 1991). P#i oddaleni
senescence prostiednictvim CK je zasadni také pouzita koncentrace daného roztoku CK,

jelikoz vysoka koncentrace zpisobuje naopak urychleni starnuti.
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2.3.3 Vliv cytokininovych derivatd na senescenci
Antisenescenénimu ucinku nové pripravenych CK derivatl se vénovala a stale vénuje
fada autoru (napt. Holub et al., 1998; Dolezal et al., 2007; Mik et al., 2011).

Dolezal et al. (2007) studovali cytokininové pusobeni vice nez Ctyficeti
aromatickych derivati odvozenych od BAP V nejcastéji pouzivanych cytokininovych
biotestech (kalusovém, amarantovém a senescen¢nim). Jednalo se o fadu
benzyladenosint, které byly substituovany napf. jednim ¢i vice atomy halogena (fluor,
chlor, brom), a to v riznych pozicich (ortho-, meta-, para-), ale také rizné hydroxy-
a methoxyderivaty. Biologickd aktivita téchto derivati byla porovnavana s BAP.
Z pouzitych biotest bylo nejvyraznéjSich vysledkti dosazeno v senescencénim testu,
Ktery je zalozen na schopnosti CK zpomalit pokles obsahu chlorofylu b&hem
indukované senescence u oddélenych listd pSenice. Prostiednictvim téchto experimentl
bylo zjisténo, Ze nékteré z testovanych derivati vykazuji az 0 220 % vySsi ucinnost
oproti BAP. Mezi tyto nejaktivnési nove piipravené slou¢eniny pattily zejména derivaty
nesouci V postrannim fetézci atom fluoru. Zaroven bylo zjisténo, ze cytokininova
aktivita témé&f 50 % nové€ pfipravenych sloucenin je v porovnani s BAP vys§i. Ackoli
bylo u nékterych ptipravenych derivati dosazeno vyznamnych vysledki, Zzadny z nich
nedokazal zcela aktivovat cytokininové receptory CRE1/AHK4 a AHK3. Toto zjisténi
podpoiilo ptedchozi hypotézu autorl, podle které v rostlindich mlze existovat odlisny
mechanismus pro vnimani aromatickych a ostatnich cytokinini. Mira G¢inku derivati
na oddaleni senescence vyrazné zavisi na postrannim fetézci daného CK derivatu a také
pozici postranniho fetézce na benzenovém kruhu. Jako derivaty s nejvyssi aktivitou
byly vyhodnoceny halogenderivaty nesouci atom fluoru, pfipadné atom fluoru a chloru
soucasng, vyrazné aktivni byly také monomethoxyderivaty. V téchto experimentech
bylo potvrzeno, ze derivaty nesouci hydroxylovou skupinu v pozici meta- vykazuji
vyS$8i ucinnost nez ty, které nesou hydroxy- skupinu v poloze para-. Aktivita nékolika
nové pripravenych derivati, které byly substituovany v poloze para-, byla niZsi,
nez aktivita BAP (Dolezal et al., 2007). Ke sniZeni aktivity daného derivatu muze
dochazet také v poloze ortho- (Kaminek et al., 1987; Holub et al., 1998).

Kromé chemické struktury CK derivat zavisi jejich antisenescen¢ni ucinek také
na metodice, ktera je v senescen¢nim testu pouzita. Holub et al. (1998) tfemi riznymi
zpusoby exogenn¢ aplikovali rizné koncentrace (10%-10* mol.I"") roztokt BAP, trans-
zeatinu (tZ), meta-topolinu (mT) a ortho-topolinu (0T) na oddélené listové segmenty

pSenice. Listové segmenty byly bud’ testovanou latkou postiikdny, nebo umistény
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do roztoku CK celym povrchem ¢i fezem. Po oSetieni danymi roztoky a inkubaci
(pti teplot€ 25 °C po dobu 4 dni) byly listové segmenty hodnoceny kromé
senescen¢niho testu také na zakladé¢ biotestu amarantového i kalusového. Téméf
ve vSech pouzitych biotestech byl BAP efektivnéjsi nez tZ, krom¢ senescencniho testu,
pii kterém byly segmenty umistény do CK roztokd fezem. V tomto testu byla
antisenescencni aktivita BAP naopak nizsi nez mT a tZ, nejméné G¢inny byl oT (Holub
etal., 1998).

Mik et al. (2011) pripravili celkem osm N°-substituovanych derivati KIN, které
nasledn¢ charakterizovali riznymi fyzikalné-chemickymi metodami vcetné Cl+
hmotnostni spektrometrie a "H NMR spektroskopie a také je podrobili senescendénimu
testu. Senescen¢ni test byl proveden za svételnych podminek izatmy. Ve tmé
nejucinnéji oddalovaly senescenci nové piipravené derivaty, které nesly kratky
halogenalkylovy fetézec (chlorethyl, bromethyl). Pouze 6-furfurylamino-9-(2-
chlorethyl)purin vykazoval v tomto testu vyssi aktivitu nez KIN (0 vice nez 20 %).
Schopnost halogenalkylovych derivati CK oddalit pokles obsahu chlorofylu byla
vysoce zavisld na délce alkylového fetézce a na atomu halogenu, napf. aktivita derivatu
snavazanym chlorbutylovym fetézcem byla niz$i nez u chlorethylového analogu,
zatimco derivat nesouci v substituci brombutylovy fetézec uplné ztratil antisenescenc¢ni
ucinek KIN (Mik et al., 2011).

Derivaty CK mohou kromé antisenescen¢nich ucinku vykazovat i dalsi vlastnosti,
diky kterym by v budoucnosti mohly najit vyuziti napt. v medicing. Ptikladem muze byt
testovani cytotoxicity nové pfipravenych benzyladenosinti odvozenych od BAP, které
bylo provedeno Dolezalem et al. (2007). Ackoli byly nékteré slouceniny téméf
inaktivni, u jinych byla zaznamenana relativné vysoka cytotoxicita vi¢i bunéénym
liniim odvozenym od T-lymfoblastické leukémie (CEM), promyelocytické leukémie
(HL-60), lidskému malignimu melanomu (G-361), lidské chronické myeloidni leukémii
(K-562), karcinomu prsu (MCF7), lidskému osteogennimu sarkomu (HOS) a mySimu
melanomu (B16). Nejvyssi cytotoxicita vici leukemickym bunéénym liniim a MCF7
liniim byla vzdy spojena s hydroxylaci dané slouceniny v poloze ortho-, vysokou
aktivitu také vykazovaly derivaty nesouci na benzylaminopurinu atom fluoru.
Fluoroderivaty byly jako jediné toxické vii¢i normalnim mysim fibroblastim (NIH3T3).
Nebyla pozorovana aktivita zadné testované slouceniny vici HOS bunécnym liniim

(Dolezal et al., 2007).
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Cytokininy i jejich syntetické derivaty mohou byt diky svym vlastnostem vyuzity
také v zemédé€lstvi. Byla jiz provedena fada experimentl, pfii kterych byly CK jako
BAP, KIN nebo TDZ exogenné aplikovany napi. na rostliny raj¢ete, Spenatu, bavlniku,
jablong, hrusné, lusténin ¢i obilnin jako je pSenice a oves, za ucelem zlepsSeni nékterych
vlastnosti, napt. zvySeni vynosu, urychleni doby kveteni, oddaleni senescence nebo
zvySeni hmotnosti plodt (Langer et al., 1973; Elfving et al., 1993; Malik et al., 2002;
Duranni et al., 2010; Haroun et al., 2011). Koprna et al. (2016) provedli testovani
ucinku aromatického derivatu 2-chloro-6-(3-methoxybenzyl)aminopurinu (2-CI-3-
MeOBAP), odvozeného od BAP, narostliny je¢mene jarniho a pSenice zimni. Tento
derivat byl vybran zejména diky své vysoké aktivité v béznych CK testech.
Prostiednictvim polnich experimentt, které probihaly v letech 2012-2014, bylo zjisténo,
ze exogenni aplikace 2-Cl-3-MeOBAP na rostliny miize vést ke zvySeni biologického
vynosu napt. prostiednictvim zvyseni poctu odnozi a redukci neproduktivnich odnozi.
Pozitivni vliv derivath CK na rostliny vSak zavisi na mnoha faktorech.
Mezi nejdilezitéjsi z nich patii vybér derivatu a metodika jeho aplikace, vybér rostliny,
rustové podminky a také stddium vyvoje, pii kterém je derivat na rostlinu aplikovan

(Koprna et al., 2016).

2.4 Etylen
Etylen je nejjednodussi rostlinny hormon a jako jediny se v pfirozenych podminkach
vyskytuje v plynném skupenstvi. Navzdory své strukturni jednoduchosti se podili
naregulaci Siroké Skaly vyvojovych procest, mezi které patii kliceni semen,
prodluzovani bunék, vyvoj kofenovych vlaskul, kveteni a zrani ploda (Abeles et. al.,
1992; Johnson a Ecker, 1998). Biosyntéza etylenu je indukovana v senescen¢nich
listech a v dozravajicim ovoci (Jing et al., 2005; Lim et al., 2007). Obsah etylenu
béhem senescence vzristd v mnoha rostlinnych druzich, véetné Arabidopsis (napt. Lim
et al., 2007).

Etylen je zapojen do regulace senescence rostlin tak, ze moduluje jeji pribéh.
Pii exogenni aplikaci etylenu narostliny dochazi k poklesu obsahu chlorofylu
a k indukci exprese SAG (Jing et al., 2002). Etylen ovliviiuje také stovky dalSich gent,
a to na trovni transkripce. Senescence je etylenem podporovéana az po dosazeni urcitého
staif listd, pfi¢emz s rostoucim staiim listu se udinek etylenu zvysuje. Cim starsi listy
jsou, tim vé&tsi je ptisobeni etylenu na SAG (Grbic et al., 1995; Jing et al., 2005). Uginek

etylenu naurychleni zmén spojenych se senescenci vsak klesa ptidlouhodobém
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vystaveni rostlin zvySené koncentraci etylenu. Po ur¢itém case je vliv etylenu
na probihajici senescenci témét zanedbatelny (Kieber et al., 1993).

V experimentech s mutantnimi rostlinami Arabidopsis, které byly necitlivé
k etylenu — etrl (etylene-resistant) a ein2 (etylene-insensitive) — vykazovaly listy téchto
mutantnich rostlin vyznamné oddalenou senescenci. Timto zpisobem byl objeven
vyznam etylenové signalizacni drahy jakoZzto pozitivniho regulatoru pfi starnuti listd.
Naopak transgenni rostliny Arabidopsis a rajcat, které konstantné¢ nadprodukovaly
etylen, nevykazovaly rychlej$i nastup senescence. Timto bylo potvrzeno, Ze etylen
senescenci ptimo nespousti, ale za¢ina pusobit az po jejim nastupu (Lim et al., 2007).

Utinek etylenu na oddélené listy Arabidopsis béhem indukované senescence
studovali napt. také Chao et al. (1997). Oddélené listy wild type (wt) a mutantnich etrl-
3, etr2-1 a ein3-1 rostlin byly po dobu tfi dni inkubovany ve tmé za pfitomnosti
vzduchu nebo etylenu. Porovnanim obsahu chlorofyli v listech inkubovanych
Vv piitomnosti etylenu a vzduchu bylo zjisténo, ze etylen urychluje pokles obsahu
chlorofylti uwt listd. Listy mutantnich rostlin etrl-3 a etr2-1 byly k etylenu méné

citlivé, proto u nich doslo k mensimu poklesu obsahu chlorofyla (Chao et al., 1997).

2.5 Pusobeni cytokinini a etylenu na senescenci

Rostlinné hormony spolu navzajem interaguji napf. prostiednictvim ovliviiovani
biosyntetické drahy jinych fytohormoni. Nejdéle znama a nejvice studovana je
interakce cytokinint a auxini (Obr. 4). Rada autori se také vénovala studiu interakci
cytokinind s dal§imi tfidami fytohormont (napt. Wright, 1980; Cary et al., 1995; VVogel
et al., 1998). Existuje fada studii, které potvrzuji ¢aste¢nou modulaci biosyntézy etylenu
nékterymi cytokininy, napt. BAP (napf. Kao a Yang, 1983; Yang a Hoffman, 1987,
Mattoo a Suttle, 1991; Abeles et al., 1992). Ptesny vztah mezi drahou biosyntézy

etylenu a cytokininid nebyl zatim zcela objasnén.
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Obr. 4 Interakce cytokinini a auxind. Pfevzato z EI-Showk et al., (2013) a upraveno.

Roli etylenu pfi senescenci oddélenych listt ryze (Oryza sativa L. cv. "Taichung'
Native 1) a zmény v jeho produkci studovali napf. Kao a Yang (1983). Na oddélené tieti
listy osmidennich rostlin aplikovali BAP a poté hodnotili zmény, ke kterym dochézelo
v disledku indukované senescence a také vliv aplikovaného cytokininu na jeji oddaleni.
Kromé rychlosti degradace chlorofylu a zmén v produkci etylenu se vénovali také vlivu
svétla na oddaleni senescence. Senescence v oddélenych listech uchovanych na svétle
byla efektivnéji oddalena a doslo také k ¢astecné inhibici produkce etylenu. Degradace
chlorofylu za téchto podminek byla tedy pomalejsi nez ve tmé, kdy dochazelo k vyrazné
vy$si produkcei etylenu. Aplikace BAP na oddé¢lené listy vedla k vyssi produkei etylenu
jak nasvétle, tak ve tmé¢, degradace pigmentl vSak byla pomalejsi. Autofi vysvétluji
efekt ptisobeni BAP hypotézou, Zze BAP sice zvySuje produkci etylenu, ale zaroven
dochazi ke snizeni citlivosti listd k produkovanému etylenu (Kao a Yang, 1983).

Woeste et. al. (1999) testovali, jaky vliv na produkci etylenu bude mit oSetfeni
etiolovanych semenackti Arabidopsis (A. thaliana L. ekotyp Wassilewskija) CK (KIN
nebo BAP) nebo auxinem (2,4-D). V obou pfipadech, tedy pii oSetieni semenackia CK
¢i 2,4-D, doslo ke zvySeni produkce etylenu. Pokud byl semenacek oSetien CK
I auxinem zaroven, vysledny ucinek hormoni byl synergicky. Mnozstvi etylenu, které
bylo vyprodukovano po aplikaci obou sloucenin soucasné, dosahovalo vyssi hodnoty,

nez byl soucet jednotlivych u¢inka aplikovanych fytohormont (Woeste et al., 1999).



Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze CK hraji dilezitou roli v nejriznéjSich
rostlinnych procesech, odkli¢eni az po senescenci. V pribéhu senescence CK
zpomaluji zmény sni spojené, jako je snizovani obsahu pigmentd ¢&i pokles
fotosyntetické aktivity. Pisobeni CK je do velké miry ovliviiovano vnitinimi i vnéjSimi
faktory. Velmi dtlezitd je napi. koncentrace a chemicka struktura pouzit¢ého CK.
Nekteré CK mohou ovliviiovat i produkci etylenu, ktery naopak senescenci po jejim
nastupu podporuje ato piizachovani jejich vlivu na oddaleni senescence. Testovani
antisenescencniho u¢inku nové piipravenych derivath CK probihd nejcastéji
prostfednictvim tzv. senescencniho testu, kdy je dana latka aplikovana na oddélené listy
pSenice a prub&h senescence je hodnocen na zakladé obsahu chlorofyli. Z tohoto
duvodu byly odd€lené segmenty listi pSenice jarni (Triticum aestivum L. cv. Aranka)
pouzity i v této praci. Z vysledki predbéznych experiment vyplyvalo, ze CK derivaty
nov¢ pripravené na oddéleni Chemické biologie a genetiky Centra Regionu Hana
pro biotechnologicky a zeméd¢lsky vyzkum pisobi odlisné v jednodéloznych
a dvoudéloznych rostlinach (Gstni sdéleni, Mgr. Zuzana Kucerovd). Z tohoto divodu
byly Ktestovani uc¢inku latek pouzity také oddelené listy rostliny Arabidopsis
(A. thaliana L. ekotyp Columbia). V této praci byl sledovan vliv nové pfipravenych
derivati odvozenych od BAP soznacenim 30OHBAPA a 3MeOBAPA naobsah
chlorofylu a+b akarotenoidu, fotosynteticky aparat (parametr chlorofylové

fluorescence F,/Fp) a na produkci etylenu béhem indukované senescence.
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3  Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Rostlinny material
V experimentech byly pouzity dva druhy rostlin. Jednalo se o0 pSenici jarni
(Triticum aestivum L. cv. Aranka) a Arabidopsis (A. thaliana L. ekotyp Columbia 0).

Semena pSenice byla vyseta do perlitu, zalita 1 | Hoaglandova roztoku (slozeni
dle Tab. 1) a umisténa do fytokomory s definovanymi podminkami (25°C, svételny
rezim 16 h PAR o intenzité 120 pmol.m?s™ / 8 h tma). Primarni listy sedmidennich
rostlin byly vybrany nazakladé¢ jejich obsahu chlorofylu, zméfeného pomoci
chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko). Selektovany
byly listy, jejichz relativni obsah chlorofylu se nelisil o vice nez 5 %. Nasledné byly
z vybranych listt oddéleny segmenty o délce 4 cm od $picky listu.

Semena Arabidopsis byla stratifikovana V destilované vodé pii4°C po dobu
3dnu, poté vyseta do pudniho substratu typu Potgrond H (Klasmann-Deilmann,
Némecko) anasledné péstovana ve fytotronu (PSI, Drasov, CR) za definovanych
podminek (svételny rezim 8 h PAR o intenzité¢ 110 pmol.m'z.s'1 a teplota 22°C / 16 h
tma a teplota 20°C). Z Sestitydennich rostlin byly oddé€leny paté a Sesté, vizualné
podobneé listy.

Segmenty listi pSenice byly fezem, oddélené listy Arabidopsis fapikem, ponoieny
do 200 ul roztoku cytokininu nebo cytokininovych derivatd Vv mikrozkumavkach
0 objemu 0,25 ml. Pouzit byl 6-benzylaminopurin (BAP) a jeho derivaty s 0zna¢enim
30HBAPA a  3MeOBAPA o koncentraci 10°mol.I™  rozpusténé
v 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO). Derivaty cytokinini byly pfipraveny na oddéleni
Chemické biologie a genetiky Centra regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky
vyzkum a laskavé poskytnuty Mgr. Karlem Dolezalem, Dr., DSc. Jako kontrola bylo
pouzito 200 ul 0,1% DMSO v destilované vodé&. Pro kazdy roztok bylo pouzito 5 az 6
listd. Mikrozkumavky obsahujici segmenty listi psSenice nebo oddélené listy
Arabidopsis Vv roztocich BAP, cytokininovych derivatt a DMSO byly vlozeny
do sklenénych vialek o objemu 8 ml a uzavieny vicky se septy. Takto ptipravené vzorky
byly zabaleny do ¢erné folie a uchovavany pii teploté 24°C (x1°C) po dobu 6 dni
po oddéleni (dpo) listd v piipadé pSenice a 6, 4 nebo 5 dni v ptipadé Arabidopsis.
Kontrolni listy byly bezprosttedné po odd€leni adaptovany na tmu po dobu 30 min.

Poté byl méfen parametr F\/Fp, prostfednictvim pfistroje FluorCam700MF (PSI, Drasov,
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CR). Po méfeni byly listy vyfoceny, obkresleny a nasledné ulozeny do mikrozkumavek
oobjemu 2 ml, zmraZzeny tekutym dusikem a uloZeny do hlubokomraziciho boxu

s teplotou -80°C.

Tab 1 Slozeni Hoaglandova roztoku

Makroprvky PouZité mnoZstvijmg.|™]
Ca(NOs3), 940
MgSQO,.7H,0 520
KNO; 660
NH;H,PO, 120
Mikroprvky
HsBOs 2,80
MnSO4.H,0 3,40
CuS0,4.5H,0 0,10
ZnS0O4.7H,0 0,22
(NH4)6M07024.4H20 0,10
Chelaton 3 (Na,EDTA) 37
FeSO,4.7H,0 27
PouZité mnozZstvi [ul.I™]
H,SO, (koncentrovana) 25

3.1.2 Pouzité metody

V ramci této prace bylo provedeno méfeni relativniho obsahu chlorofylu pfistrojem
SPAD-502, méteni chlorofylové fluorescence pomoci fluorescenéniho zobrazovaciho
systtmu FluorCam 700MF, analytické stanoveni pigmenti a stanoveni produkce
etylenu oddélenymi listy pSenice a Arabidopsis prostiednictvim plynové chromatografie

ve spolupraci s Ing. Jaromirem Mikulikem, Ph.D.

3.1.2.1 M¢éteni obsahu chlorofylu

Pro méteni relativniho obsahu chlorofylu byl pouzit ptistroj SPAD-502, ktery provadi
méfeni transmitance ve dvou vinovych délkach (650 nm a 940 nm). Stanoveni
relativniho obsahu chlorofylu probéhlo U sedmidennich rostlin pSenice za ticelem
selekce listd tak, aby obsahovaly srovnatelné mnozstvi chlorofylu. Méfeni probihalo

vzdy ve vzdalenosti 1 cm od $picky listu na jeho adaxialni strané.
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3.1.2.2 M¢éteni parametri chlorofylové fluorescence

Mg¢teni kontrolnich listG bylo provedeno bezprostfedné po jejich odd€leni a adaptaci
natmu (30 min). Kméfeni byl pouzit fluorescenéni zobrazovaci systém FluorCam
700MF. Podminky méfeni byly definovany pouzitym protokolem s nasledujicimi
hodnotami: senzitivita 40 %, irradiance 100 % (relativni intenzita aktinického PAR
odpovidala ozéafenosti 200 pmol.m™ v mist& vzorki) a superradiance 100 % (relativni
intenzita saturacniho pulzu odpovidala ozafenosti 900 pmol.m'2 V misté vzorki).
Segmenty listd pSenice nebo odd¢lené listy Arabidopsis byly vyjmuty ze sklenénych
vialek a pomoci prithledné lepici pasky piipevnény k desce z ¢erného papiru za ucelem
zamezeni jejich pohybu pii méfeni. Listy byly pfilepeny tak, aby doslo k pouze
minimalnimu piekryti jejich plochy. Takto zafixované vzorky pak byly pouzity
k méfeni parametri maximalni (Fr,) a minimalni (Fp) fluorescence vzorku adaptovaného

na tmu, ze kterych byl vypo¢ten maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (F./Fr,).
(Fn — Fo)/En = E,/Fn

3.1.2.3 Stanoveni produkce etylenu

Vzorky vzduchu zvialek suzavienymi listy a listovymi segmenty byly odebirany
injekéni stiikackou 6. dpo v piipadé pSenice a 6., 4., nebo 5. dpo u Arabidopsis.
Z vialky bylo odebrano vzdy 1,5 ml vzduchu. Stanoveni produkce etylenu pomoci
plynového chromatografu FinniganTrace GC Ultra (ThermoElectron, Waltham, USA)
bylo provedeno Ing. Jaromirem Mikulikem, Ph.D.

3.1.2.4 Extrakce a analytické stanoveni pigmentd

Jednotlivé listy a listové segmenty byly homogenizovany spolecné s uhli¢itanem
hotfe¢natym ve 2 ml vychlazeného 80% acetonu a dale centrifugovany po dobu 10 min
pii 3600 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl zaznamenan celkovy objem jednotlivych
vzorki a poté bylo provedeno spektrofotometrick¢é (Unicam UV 500, Thermo
Spectronic, Cambridge, Velkad Britanie) stanoveni absorbance chlorofylového extraktu
pti vinovych délkach: 470 nm; 646,8 nm; 663,2 nm a 750 nm. Obsah pigmentd byl
vypocitan s pouzitim rovnice podle Lichtenthalera (1987):

e pro vypocet obsahu chlorofyld a+b

CHF(A+ B) = 7,15 X (Age32 — A7s0) + 18,71 X (Agseg — A7s0)
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e pro vypocet obsahu karotenoida
CAR = 1000 X (Ay70 — A750) — 1,82 X (12,25 X Agez, — Ayso) — 2,79
X (A64-6,8 - A750) — 5,1 X (Age32 — A750)/198 %X (V/S)

kde Au70; Aess2; Aessss, Arso jsou hodnoty absorbance pigmentového extraktu
v piislusnych vinovych délkach, V [ml] znadi objem daného vzorku a S [cm™] vyjadiuje

plochu listu.

3.1.2.5 Grafické a statistické zpracovani dat

Ke grafickému zpracovani naméienych dat byl pouzit program MS Excel. V ptipadé
vyhodnocovani dat F,/Fn, byly pouzity mediany a chybové tise¢ky znacici horni a dolni
kvartil. Pfi vyhodnocovani obsahu chlorofyli a+b, karotenoidt a produkce etylenu byly
pouzity prumémé hodnoty a chybové usecky znacici smérodatnou odchylku.
Pro vypocet plochy listi alistovych segmenti byl pouzit program Imagel
(https://imagej.net/Welcome). Produkce etylenu [nl] oddélenymi listy Arabidopsis nebo

odd€lenymi segmenty pSenice i obsah chl a+b a karotenoidt [ug] byly poté vyjadieny
ve vztahu k celkové plose listu [cm?].

Statisticky vyznamné rozdily mezi pusobenim jednotlivych roztokd (BAP,
30HBAPA, 3MeOBAPA) akontrolnim roztokem (DMSO) byly vyhodnoceny
prostiednictvim T-testu v programu MS Excel (P<0,05). V grafickém zpracovani jsou

tyto statisticky vyznamné rozdily oznaceny hvézdickou.
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4  Vysledky

V ramci této bakalarské prace bylo provedeno analytické stanoveni obsahu chlorofyla
a+b a karotenoidii, meéfeni chlorofylové fluorescence (parametr F,/Fp) améfeni
produkce etylenu u listovych segmenti pSenice a oddélenych listd Arabidopsis
po oSetfeni cytokininem nebo nové piipravenymi cytokininovymi derivaty. Hodnoty
ziskané méfenim byly vzdy porovnavany s Cerstvé oddélenymi listy nebo s listy
oSetfenymi dimethylsulfoxidem (DMSO), ktery je bézné pouzivan jako rozpoustédlo
pro fedéni roztokl cytokinint. Z tohoto diivodu byl 0,1% DMSO pouzit jako kontrolni
roztok.
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4.1 Obsah chlorofyli a+b

Vlivem indukované senescence doslo u listovych segmentt pSenice k poklesu obsahu
chl a+b, a to u vSech pouzitych roztokd. Zejména listové segmenty oSetfené DMSO
vykazovaly ve velké mife znaky pokrocilé senescence, jako napf. vyrazné Zloutnuti
vlivem degradace chl a+b (Obr. 11). U téchto neoSetienych listovych segmenti byl
pozorovan velmi vyrazny pokles obsahu chl a+b, a to na25% hodnoty Cerstvé
oddélenych listovych segment (Obr. 5). Listové segmenty oSettené BAP obsahovaly
vétsi mnozstvi chl a+b neZ neosettené listové segmenty (40 % hodnoty cerstvé
oddélenych listl). OsSetieni derivaitem 3OHBAPA zpiisobilo udrzeni nejvyssiho
mnozstvi chl a+b ze vSech pouzitych sloucenin (65 % hodnoty cerstvé oddélenych
listovych segment). Mnozstvi chl a+b bylo vtéchto segmentech v porovnani
s listovymi segmenty oSetfenymi DMSO vice nez dvojnasobné. Naopak obsah chl a+b
v odd¢lenych listovych segmentech oSetienych derivatem 3MeOBAPA byl srovnatelny
s DMSO.

PSenice, 6 dpo
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£l *

S 300 -
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!_5 20,0 - m DMSO

S H BAP

< .

3 15,0 H 30HBAPA

© 100 - B 3MeOBAPA
5,0 -
0,0 -

Obr. 5 Analyticky stanoveny obsah chlorofylt a+b v oddélenych listovych segmentech pSenice
jarni (Triticum aestivum L. cv. Aranka) bezprostiedné (K) a 6. den po oddéleni a nasledné
inkubaci ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP)
nebo od néj odvozenych nové pripravenych derivatech s ozna¢enim 30OHBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10° mol.I". Uvedeny jsou primérné hodnoty, chybové tsecky zna¢i smérodatnou
odchylku, n = 5. * znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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U vsech oddélenych lista Arabidopsis, které byly po osetfeni ptislusSnymi roztoky
inkubovany ve tmé¢, byl 6.dpo zaznamenan velmi vyrazny pokles obsahu chl a+b.
V listech osetfenych DMSO doslo k poklesu obsahu chl a+b na 10 % hodnoty cerstvé
oddélenych lista (Obr. 6). Osetfeni listd zadnou z pouzitych latek nezpisobilo

statisticky vyznamné rozdily v obsahu chl a+b v porovnani s neosetienymi (DMSO)

listy.
Arabidopsis, 6 dpo
8,0 -
— 70 - I
5
2 60 -
=
T 50 -
o]
E
< 4,0 - K
S m DMSO
E 3,0 4 mBAP
2 50 - m 30HBAPA
© m 3MeOBAPA
1,0 -
0,0 h

Obr. 6 Analyticky stanoveny obsah chlorofylt a+b v oddélenych listech Arabidopsis
(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostiedné (K) a 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;
odvozenych nové pfipravenych derivatech soznacenim 3OHBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10° mol.I". Uvedeny jsou primémé hodnoty, chybové tsecky zna¢i smérodatnou
odchylku, n = 5. * znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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Obsah chl a+b v oddélenych listech Arabidopsis osetfenych DMSO 4. dpo
dosahoval 30 % hodnoty naméfené u Cerstvé oddélenych listi (Obr. 7). Pii oSetieni listt
roztokem BAP byl obsah chl a+b mirné vyssi neZ u neoSetienych listd (DMSO; 35 %
hodnoty Cerstvé oddélenych listi). Obsah chl a+b v listech osetfenych 30HBAPA byl
srovnatelny s obsahem téchto pigmentt v neosetfenych (DMSO) listech. Pti inkubaci
listi v derivatu 3MeOBAPA byl obsah chl a+b mimné vyssi nezu DMSO (35 %

hodnoty Cerstvé oddélenych listi).

Arabidopsis, 4 dpo

7,0 - i
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K
mDMSO
H BAP
m 30HBAPA
B 3MeOBAPA

3,0 4

2,0 A

Obsah chlorofylt a+b [ug.cm?]

Obr. 7 Analyticky stanoveny obsah chlorofyld a+b Vv oddélenych listech Arabidopsis
(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostiedné (K) a 4. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;
odvozenych noveé pfipravenych derivatech s oznacenim 30OHBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10° mol.I". Uvedeny jsou primémé hodnoty, chybové tsecky zna¢i smérodatnou
odchylku, n = 5. * znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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U oddélenych listd Arabidopsis osetfenych DMSO byl 5. dpo zaznamenan pokles
obsahu chl a+b, obsah téchto pigmentd v listech dosahoval 25 % hodnoty cerstvé
oddélenych listd (Obr. 8). Osetfeni listi roztokem BAP zpusobilo udrzeni vyssiho
obsahu chl a+b nez u listi inkubovanych v DMSO (40 % hodnoty ¢erstvé oddélenych
listt). V listech, které byly osetieny 30OHBAPA a 3MeOBAPA byl obsah chl a+b
statisticky srovnatelny s DMSO.

Arabidopsis, 5 dpo
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Obr. 8 Analyticky stanoveny obsah chlorofyld a+b v oddélenych listech Arabidopsis
(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostiedné (K) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSQO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;
odvozenych nové pfipravenych derivatech s oznacenim 3OHBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10° mol.I". Uvedeny jsou primémé hodnoty, chybové tseky zna¢i smérodatnou
odchylku, n = 6.* znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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4.2 Obsah karotenoidii

Obsah karotenoidi v oddélenych segmentech neoSetienych (DMSO) listi pSenice
dosahoval 70 % hodnoty cerstvé oddélenych listi (Obr. 9). Pfi oSetfeni listovych
segmentll roztokem BAP byl obsah karotenoidi v porovnéni s neoSetfenymi listy
(DMSO) vyssi (priblizné 90 % cerstvé oddélenych listll). Nejvyssi obsah karotenoida
byl zaznamenan v listovych segmentech oSetfenych derivitem 30OHBAPA, naméfené
mnozstvi bylo 105% Vv porovnani s Cerstvé odd€lenymi listovymi segmenty. PouZiti
derivatu 3MeOBAPA zpusobilo udrzeni srovnatelného mnoZstvi karotenoidd jako

u DMSO (ptiblizné 75 % hodnoty Cerstvé oddélenych listi).
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Obr. 9 Obsah karotenoidt v oddélenych listovych segmentech pSenice jarni (Triticum aestivum
L. cv. Aranka) bezprostfedné (K) a 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé v roztocich
0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od n&j odvozenych nové
pripravenych derivatech s oznatenim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10° mol.I™.
Uvedeny jsou pramérné hodnoty, chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku, n = 5. * znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi pouZzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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V piipadé¢ oddélenych listd Arabidopsis byl pokles obsahu karotenoidi
zaznamenan u vSech pouzitych variant (dnt po oddéleni) (Obr. 10). Pfi exogenni
aplikaci jednotlivych slouc¢enin na oddélené listy Arabidopsis nebyl zaznamenan zadny

statisticky vyznamny rozdil v obsahu karotenoidii mezi pouzitymi latkami a DMSO.

Arabidopsis, 6 dpo, 4 dpo, 5 dpo
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S 1,2 - I {
2
3 14
S
g 08 - K
(o]
& o = DMSO
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S 04 - = 30HBAPA
= 3MeOBAPA
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O 4

6. dpo 4. dpo 5. dpo

Obr. 10 Obsah karotenoidi Vv oddélenych listech Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp
Columbia 0) bezprostiedné (K) a 6., 4. a 5. den po oddéleni (dpo) a nasledné inkubaci ve tmé
v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;
odvozenych noveé pfipravenych derivatech s oznacenim 30HBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10 mol.I"". Uvedeny jsou prim&mé hodnoty, chybové tsecky zna¢i smérodatnou
odchylku, n = 5-6.* zna¢i statisticky vyznamny rozdil mezi pouZzitymi latkami a DMSO v ramci
varianty (dne po oddé¢leni), P<0,05.
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0. dpo

BAP

30HBAPA

3MeOBAPA

Obr. 11 Imaging parametru F,/Fy v odd€lenych listovych segmentech pSenice jarni (Triticum
aestivum L., cv. Aranka) bezprostiedné (0. dpo) a 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé
v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od ngj
odvozenych nové prfipravenych derivatech s oznatenim 3OHBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10”° mol.I™.
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4.3 F/Fny

V listovych segmentech pSenice, které byly oSetieny DMSO, doslo vlivem indukované
senescence k poklesu parametru F,/Fy, na piiblizné 50 % hodnoty cerstvé oddélenych
listovych segmentd (Obr. 12). V piipadé oSetieni listovych segmenti roztokem BAP byl
FuW/Fm srovnatelny s DMSO. U listovych segmentd, které byly oSetfeny derivatem
30HBAPA, dosahoval F,/Fy, nejvyssi hodnoty v porovnani s ostatnimi latkami (85 %
hodnoty cerstvé odd€lenych listovych segmentit). V listovych segmentech oSetienych
derivatem 3MeOBAPA byl parametr F,/Fy, srovnatelny s DMSO.
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Obr. 12 Parametr F./F,, béhem indukované senescence Vv odd€lenych segmentech listd pSenice
jarni (Triticum aestivum L., cv. Aranka) bezprostiedné (K) a 6. den po oddéleni a nasledné
inkubaci ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP)
nebo od n& odvozenych nové piipravenych derivatta s oznatenim 30HBAPA a 3MeOBAPA
o koncentraci 10° mol.I". Uvedeny jsou mediany, chybové usetky zna&i prvni a tieti kvartil,
n=5. * znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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V oddélenych listech Arabidopsis byl 6.dpo parametr F,/Fy, V porovnani
s kontrolnimi listy velmi vyrazné niz$i, a to uvsSech pouzitych latek (Obr. 13).
V piipadé DMSO byl F\/Fp, piiblizné 10% oproti ¢erstvé oddélenym listim, u BAP pak
15%. Pti pouziti derivati 30HBAPA a 3MeOBAPA nebyl zaznamenan Zzadny vyrazny

vliv na udrzeni F,/Fn,, naméfené hodnoty byly srovnatelné s DMSO.
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Obr. 13 Parametr F,/Fy, béhem indukované senescence v oddélenych listech Arabidopsis

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostiedné (K) a 6. den po oddé€leni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od n¢;j
odvozenych nové ptipravenych derivati s oznacenim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci
10-5 mol.I-1. Uvedeny jsou mediany, chybové tsecky znaéi prvni a tieti kvartil, n = 5. * znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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Parametr F,/Fy, v oddélenych listech Arabidopsis dosahoval 4. dpo u neosetfenych
listi (DMSO) 20 % hodnoty naméfené u Cerstvé oddelenych listi (Obr. 14). BAP i oba
derivaty byly v udrzeni F,/Fn G¢innéjsi, pfi oSetfeni t€émito roztoky se F\/Fpn U vSech

pouzitych latek pohyboval mezi 30 a 35 % hodnoty Cerstvé oddé€lenych lista.

Arabidopsis, 4 dpo
0,9 -

0,8 -
0,7 A
0,6 -

0,5 -

F/F

K

0,4 - m DMSO

m BAP

= 30HBAPA
= 3MeOBAPA

0,3 b * *
0,2 -

0,1 A

Obr. 14 Parametr Fv/Fm béhem indukované senescence v oddélenych listech Arabidopsis
(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprosttedné (K) a 4. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;
odvozenych nové ptipravenych derivati s ozna¢enim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci
10-5 mol.I-1. Uvedeny jsou mediany, chybové tsecky znaci prvni a tieti kvartil, n = 5. * znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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U oddélenych listt Arabidopsis inkubovanych 5 dni po oddéleni v DMSO doslo
vlivem indukované senescence k poklesu parametru F,/Fy na ptiblizné 15 % hodnoty
Cerstvé oddélenych listd (Obr. 15). V listech oSetfenych BAP byl naméfen vyrazné
vyssi Fy/Fn nezu DMSO (25 % hodnoty cerstvé oddélenych listll). Pasobeni
30HBAPA bylo srovnatelné sDMSO. F,/F, vVlistech oSetfenych derivatem
3MeOBAPA Dbyl nejvyssi ze vSech pouzitych latek (dosahoval piiblizné 35 % F,/Fp,

Cerstveé oddelenych lista.

Arabidopsis, 5 dpo

0,9 -
0,8 - -
0,7 -
0,6 -
LI_E
~
S 05 - .
04 - u DMSO
03 * m BAP
u 30HBAPA
0,2 1 = 3MeOBAPA
01 -
0 .

Obr. 15 Parametr F,/F,, béhem indukované senescence v oddélenych listech Arabidopsis

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostiedné (K) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci
ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od né;j
odvozenych nové ptipravenych derivati s oznacenim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci
10®° mol.I"". Uvedeny jsou mediany, chybové useky znaéi prvni a tieti kvartil, n=6. * zna¢i
statisticky vyznamny rozdil mezi pouZzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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4.4 Obsah etylenu

Oddélené segmenty listti pSenice inkubované v BAP produkovaly o 75 % vice etylenu
nez neosetiené (DMSO) listové segmenty (Obr. 16). Listové segmenty oSetiené
derivatem 30OHBAPA produkovaly v porovnani se vSemi pouzitymi roztoky nejméné
etylenu, piiblizné 0 35 % méné nez neosetiené (DMSQO) listové segmenty. Po inkubaci
segmentt V derivatu 3MeOBAPA byla produkce etylenu v porovnani s neoSetfenymi
(DMSO) listy 0 25 % vyssi.

PSenice, 6 dpo
0,8 -

*

0,6 -

05 -
04 1 m DMSO
W BAP

B 30HBAPA

Produkce etylenu [ nl.cm-2]

0,2 A H 3MeOBAPA

0,1 A

Obr. 16 Produkce etylenu oddélenymi segmenty listd pSenice jarni (Triticum aestivum L. cv.
Aranka) 6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé& v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu
(DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od n&j odvozenych nové pfipravenych derivati
s oznatenim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10° mol.I*. V grafu jsou uvedeny
prumérné naméfené hodnoty a chybové usecky, které znaéi smérodatnou odchylku, n = 5.
* znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.

42



Mnozstvi etylenu v oddélenych listech Arabidopsis namétené 6. dpo bylo u vsech

variant srovnatelné (Obr. 17).

Arabidopsis, 6 dpo

0,045 -
0,040 -
0,035 -
0,030 -

0,025 -
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H BAP

H 30HBAPA

m 3MeOBAPA

0,020 -

0,015 -

Produkce etylenu [nl.cm?]

0,010 -

0,005 -

0,000 -

Obr. 17 Produkce etylenu oddélenymi listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp Columbia 0),
6. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-
benzylaminopurinu (BAP) nebo od n¢j odvozenych nové ptipravenych derivati s oznacenim
30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10”° mol.I™. V grafu jsou uvedeny primérné naméiené
hodnoty a chybové tusecky, které znaci smérodatnou odchylku, n = 5. * znaéi statisticky
vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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Rozdily v mnozstvi etylenu namétené 4. dpo u listd Arabidopsis inkubovanych
v DMSO, BAP a30HBAPA byly statisticky nevyznamné (Obr. 18). Osetieni
oddélenych listi 3MeOBAPA mélo za nésledek nizs$i produkei etylenu v porovnéni

s neosetienymi (DMSO) listy o ptiblizné 25 %.

Arabidopsis, 4 dpo

0,050 -
0,045 -
0,040 -
0,035 -
0,030 -
0,025 -

mDMSO

0,020 - mBAP

Produkce etylenu [nl.cm?]

0,015 - W 30HBAPA

0,010 - m 3MeOBAPA

0,005 -

0,000 -

Obr. 18 Produkce etylenu oddélenymi listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp Columbia 0),
4. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé v roztocich 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-
benzylaminopurinu (BAP) nebo od n¢j odvozenych nové ptipravenych derivati s oznacenim
30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10”° mol.I™. V grafu jsou uvedeny primérné naméiené
hodnoty a chybové tsecky, které znaci smérodatnou odchylku, n = 5. * znadi statisticky
vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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U oddélenych listi Arabidopsis, které byly osetieny BAP, bylo 5. dpo namé&feno
060 % vice etylenu nez U neoSetfenych (DMSO) lista (Obr. 19). Pti inkubaci listt
vroztocich 30HBAPA a 3MeOBAPA bylo mnoZstvi produkovan¢ho etylenu

srovnatelné s neoSetienymi (DMSO) listy.

004 - Arabidopsis, 5 dpo

*

0,035 -

0,03 -

0,025 -

0,02 - mDMSO

H BAP
m 30HBAPA
B 3MeOBAPA

0,015 -

Produkce etylenu [nl.cm]

0,01 -

0,005 -

Obr. 19 Obsah etylenu produkovaného oddélenymi listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp
Columbia 0), které byly méfeny 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé v roztocich
0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od n& odvozenych nové
pfipravenych derivati s oznatenim 30HBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10° mol.I™.
V grafu jsou uvedeny prumérné naméfené hodnoty a chybové usecky, které znaci smerodatnou
odchylku, n = 6. * znadi statisticky vyznamny rozdil mezi pouzitymi latkami a DMSO, P<0,05.
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5 Diskuze

Senescence je Vrostlinach spojena sfadou zmén, ke kterym patii pokles obsahu
chlorofylti i dalSich pigmentd, napf. karotenoidi (Biswal 1995). Postupné dochazi
ke snizeni rychlosti fotosyntézy a degradaci chloroplasti a dalSich organel (Hensel
etal., 1993; Gan a Amasino, 1997; Ougham et al., 2005). Zmény ve fotosyntéze lze
pozorovat napf. zménami parametri chlorofylové fluorescence jako je maximalni
kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (F\/Fp), ktery v prub&hu senescence klesa
(Spundova et al., 2003). V této praci byl sledovan vliv nové piipravenych derivati CK
na obsah chlorofylu a+b akarotenoidd, dale na parametr chlorofylové fluorescence
(FV/Fm) a na produkei etylenu béhem indukované senescence. Jako kontrolni roztok byl
pouzit 0,1% DMSO, ktery se pouziva pro ptipravu roztokl cytokinint.

Na zakladé vysledkti predbéznych experiment bylo testovani ucinkt latek
provadéno Sesty den po oddéleni (dpo) ulisti pSenic i Arabidopsis. V oddélenych
listech Arabidopsis vSak byla po 6 dpo pravdépodobné vlivem produkovaného etylenu
Vv uzaviené vialce senescence natolik pokrocila, Ze nebylo mozné objektivné zhodnotit
pasobeni pouzitych latek. Nasledujici experimenty byly proto provedeny se étyfdenni
inkubaci listh v roztocich, nicméné bylo zjiSténo, Ze po této dobé jesté nedoslo
k dostate¢nému rozvoji senescence, aby se projevil vliv pouzitych latek na jeji oddaleni
a produkci etylenu. Z téchto divodu bylo méfeni provedeno po 5 dnech inkubace
oddélenych listli v piislusnych roztocich.

Cytokininiim a jejich antisenescen¢ni aktivité v rostlindich se vénovala fada autorti
(napt. Smart et al., 1991; Gan a Amasino, 1995; Holub et al., 1998; Selivankina et al.,
2001; Spundové et al., 2003; VIckova et al., 2006; Mik et al., 2011). Vickova et al.
(2006) studovali zmény spojené se senescenci po exogenni aplikaci meta-topolinu
na oddélené listy pSenice. Oddéleni senescence poté pozorovali napt. jako zpomaleni
degradace chlorofylt a+b, pomalejsi narist lipidové peroxidace nebo mirnéjsi pokles
parametru fotosyntetické funkce F\/Fr, (VICkova et al., 2006). Obdobné vysledky byly
ziskany 1 v této bakalatiské praci, kdy v porovnani s DMSO byl po exogenni aplikaci
BAP na oddélené listy pSenice i Arabidopsis udrzen vyssi obsah chlorofylu a byl také
zaznamenan pozitivni vliv na udrzeni F./Fn,. Antisenescen¢ni ucinek CK je z literatury
tedy velmi dobfe zndm, nicméné celd fada studii zabyvajicich se zejména vztahem
struktury a biologické aktivity latek odvozenych od CK uvadi, ze n¢které CK derivaty

vykazuji silnéj$i antisenescen¢ni aktivitu nez samotné CK. Vylicilova et al. (2016)
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pozorovali po étyfdenni inkubaci oddélenych listi pSenice v nové piipravenych C2-
substituovanych aromatickych CK derivatech v porovnani s BAP vétsi vliv nékterych
derivatii na oddaleni senescence. Nejucinnéji plsobily monosubstituované derivaty,
které mély nabenzenovém kruhu navazan atom fluoru, a to nezavisle na pozici
navazani. Vyznamny ucinek také mély derivaty nesouci atom chloru ¢i bromu v pozici
meta- ¢i para-. Derivaty, které ve své chemické struktuie obsahovaly atom bromu ¢i
vice atomu halogenti zaroven, byly obecné méné aktivni nez BAP (Vylicilova et. al.,
2016). Tyto vysledky jsou v souladu s pfedchozimi poznatky Holuba et al. (1998), ktery
uvadi, ze nékteré derivaty CK, které nesou v substituci hydroxy- skupinu, mohou zvysit
antisenescencni ucinek daného derivatu (Holub et al., 1998) a také Dolezala et al.
(2007), ktery ftika, ze hydroxylované derivaty a monomethoxyderivaty mohou
vykazovat vyznamnou aktivitu (Dolezal et al., 2007). V této bakalatské praci vykazoval
U pSenic Vv porovnani s BAP vyssSi antisenescenc¢ni aktivitu hydroxy- derivat BAP
(3OHBAPA). Po exogenni aplikaci tohoto derivatu na oddélené listové segmenty doslo
K udrZeni vyssiho obsahu chlorofyli a+b ataké vyssiho F./Fn. V ptipadé Arabidopsis
byl udrzen vyssi obsah chlorofyli po osetfeni oddélenych listi roztokem BAP, ale diky
3MeOBAPA doslo v porovnani s ostatnimi roztoky k udrzeni vyssiho F,/Fp. Oba tyto
vysledky nejsou v rozporu s pfedchozimi poznatky Dolezala et al. (2007).

Z literatury, kterd se zabyva interakcemi CK a ethylenu (napt. Kao a Yang, 1983; Cary
et al.,, 1995) je znamo, Ze BAP dokaze oddalit senescenci, ale zaroven stimulovat
biosyntézu etylenu, ktery naopak starnuti listd i celé rostliny podporuje (Cary et al.,
1995). Kao a Yang (1983) uvadi, ze po exogenni aplikaci BAP na oddélené listy
pSenice dochdzi piiuchovani listi ve tm€ k vyrazn€ rychlej§i degradaci chlorofylu
a také vyssi produkci etylenu. Vyjadiuji hypotézu, podle které ma BAP vliv na oddaleni
senescence a zaroven také na produkci etylenu, pfi del$im pisobeni vSak klesa citlivost
listt k produkovanému etylenu, ¢imz je umoznén antisenescen¢ni tcinek BAP (Kao
a Yang, 1983). Vysledky této bakalaiské prace jsou v souladu s témito poznatky, jelikoz
po aplikaci BAP naoddelené listy psenice i Arabidopsis doslo v porovnani
s neoSetfenymi (DMSO) listy k oddaleni senescence (vyssi obsah chl a+b, vyssi F./Fn)
I navzdory vyssi produkci etylenu. V oddélenych listovych segmentech pSenice byla
zaznamenana vyrazné niz§i produkce etylenu po oSetieni derivatem 3OHBAPA,
zatimco V oddélenych listech Arabidopsis byl rozdil v produkci etylenu
mezi jednotlivymi pouzitymi latkami pouze minimalni. Méné¢ etylenu vsak produkovaly

listy oSetfené derivatem 3MeOBAPA. Na zaklad¢ téchto vysledki se domnivame, ze
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jednim z moznych divodi rozdilného plsobeni pouzitych latek na oddaleni senescence
v oddélenych listech a listovych segmentech modelovych rostlin je jejich rozdilna
produkce etylenu. Vyssi produkce etylenu vlivem pusobeni BAP mutze byt divodem
pro jeho nizsi antisenescencni ucinek v porovnani s noveé piipravenymi derivaty
30HBAPA u psenice a 3MeOBAPA u Arabidopsis. Tato problematika vyzaduje dalsi

podrobngjsi testovani a experimenty, které jsou vSak nad ramec této bakalaiské prace.
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6 Zavér

Cytokininy ovliviiuji Vv rostlinnych organismech fadu biologickych procest.
Mezi nejvyznamngj$i Gcinky patii jejich schopnost oddalit nebo zpomalit senescenci.
Tato antisenescen¢ni aktivita byla zaznamenana U pfirozené se vyskytujicich
i syntetickych cytokininti, ale také u celé fady derivatia od nich odvozenych. Navzdory
jejich piisobeni na oddéaleni senescence nékteré cytokininy zaroven podporuji produkci
etylenu, ktery naopak senescenci urychluje. Pfesny mechanismus G¢inku cytokinind
na produkeci etylenu nebyl zatim zcela objasnén. V této praci byly porovnavany Uc¢inky
dvou nové pripravenych cytokininovych derivatd S oznaenim 3OHBAPA
a 3MeOBAPA, které byly odvozeny od aromatického cytokininu 6-benzylaminopurinu
(BAP). Pisobeni BAP a jeho derivati o koncentraci 10° mol.I"* na oddaleni zmén
spojenych se senescenci (obsah chlorofyli a+b a karotenoidl, parametr F./Fp)
a produkci etylenu bylo srovnavano po jejich exogenni aplikaci na modelové rostliny -
pSenici jarni (Triticum aestivum L., cv. Aranka) a Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp
Columbia 0). BAP i jeho derivaty mély prokazatelny vliv na oddaleni sledovanych
zmén zpusobenych indukovanou senescenci. Zaroven bylo zjiSténo, Ze testované
derivaty 3SOHBAPA a 3MeOBAPA plisobi odlisné u jednotlivych pouzitych rostlin.
U pSenice byla senescence nejucinngji oddéalena ptisobenim derivatu 30HBAPA, a to
ve vSech sledovanych parametrech. Zarovei listové segmenty oSetfené timto derivatem
produkovaly vyrazné nizs§i mnozstvi etylenu nez v piipadé inkubace segment v BAP.
U Arabidopsis byl zaznamenidn naopak silnéjsi antisenescencni ucinek derivatu
3MeOBAPA. Zatimco obsah chlorofyli a+b se u listi osetfenych 3MeOBAPA a BAP
lisil jen mirng, fotosynteticka aktivita (F\/Fn) byla vlivem 3MeOBAPA piiblizné
010 % vyssi. Produkce etylenu byla ulistd inkubovanych v BAP vyrazné vyssi
nez V ptipadé vSech ostatnich pouzitych latek. Jednou z pfic¢in rozdilného plsobeni
testovanych latek by mohla byt pravé rizna produkce etylenu rostlinami po aplikaci

téchto sloucenin.
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8  Seznam pouzitych zkratek

3MeOBAPA

30HBAPA

ABA
BAP
CK
CPPU
DMSO
dpo
DPU

Fo

Fu/Fm
chl
IAA
JA
MeJA

PAR

PCD
PSI
PSII
RNA
SA
SAG
TDZ

tZ

noveé pripraveny derivat odvozeny od 6-benzylaminopurinu
nove pripraveny derivat odvozeny od 6-benzylaminopurinu
kyselina abscisova

6-benzylaminopurin

cytokininy

N-(2-chloro-pyridin-4yl)-N’-fenylmocovina
dimethylsulfoxid

dny po odd¢€leni

difenylmocovina

minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II
chlorofyl

kyselina indoloctova

kyselina jasmonova

metyljasmonat, volatilni ester kyseliny jasmonové (JA)

photosynthetically active radiation, fotosynteticky aktivni
zareni

programmed cell death, programovana buné¢na smrt
fotosystém I

fotosystém II

ribonukleova kyselina

kyselina salicylova

senescence-associated genes, geny aktivované senescenci
thidiazuron, N-fenyl-N’-(1,2,3-rhidiazol-5-yl)mocovina

trans-zeatin
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