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Abstrakt 

Senescence je přirozený proces probíhající ve všech rostlinách. Je řízena genetickým 

programem rostliny, její iniciaci a průběh však ovlivňuje řada vnitřních a vnějších 

faktorů. Cytokininy jsou fytohormony, které při zvýšení jejich endogenního obsahu 

nebo exogenní aplikaci na rostliny či oddělené listy senescenci oddalují, zároveň však 

stimulují produkci etylenu, který senescenci podporuje. V této práci byl sledován vliv 6-

benzylaminopurinu (BAP) a nově připravených cytokininových derivátů odvozených 

od BAP označených jako 3OHBAPA a 3MeOBAPA na průběh indukované senescence 

a produkci etylenu v oddělených listových segmentech pšenice a oddělených listech 

Arabidopsis. Listy a listové segmenty byly uzavřeny do skleněných vialek a inkubovány 

ve tmě v roztocích BAP a jeho derivátů o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

 po dobu šesti dní 

po oddělení u pšenice a šest, čtyři nebo pět dní u Arabidopsis. Míra potlačení 

senescence byla poté posuzována na základě měření obsahu chlorofylů a+b 

a karotenoidů a měření parametru Fv/Fm. Zároveň byla pomocí plynové chromatografie 

stanovována produkce etylenu oddělenými listy a listovými segmenty. V oddálení 

senescence u pšenice byl nejúčinnější derivát 3OHBAPA, kdy po aplikaci tohoto 

derivátu došlo k největšímu zpomalení změn sledovaných parametrů a zároveň byla 

zaznamenána nejnižší produkce etylenu listovými segmenty. V případě oddělených listů 

Arabidopsis byl ve zpomalení poklesu obsahu chlorofylu mírně účinnější BAP, ale 

v zachování funkce fotosyntetického aparátu pak 3MeOBAPA. Produkce etylenu 

oddělenými listy byla po pětidenní inkubaci v BAP velmi výrazně vyšší oproti ostatním 

použitým látkám, u nichž byla vzájemně srovnatelná. 

 

 

  



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 3OHBAPA 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
-5

 mol.l
-1

 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 Fv/Fm. 

Ethylene production by detached leaves and leaf segments was also determined. In the 

delay of senescence in wheat, the most effective derivative was 3OHBAPA, 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 

1 Úvod ................................................................................................................. 10 

2 Současný stav řešené problematiky .............................................................. 11 

2.1 Senescence ........................................................................................................ 11 

2.2 Rostlinné hormony ........................................................................................... 14 

2.3 Cytokininy ........................................................................................................ 17 

2.3.1 Rozdělení a struktura cytokininů .............................................................. 17 

2.3.2 Vliv cytokininů na senescenci ................................................................... 18 

2.3.3 Vliv cytokininových derivátů na senescenci ............................................. 20 

2.4 Etylen ................................................................................................................ 22 

2.5 Působení cytokininů a etylenu na senescenci ................................................... 23 

3 Experimentální část ........................................................................................ 26 

3.1 Materiál a metody ............................................................................................. 26 

3.1.1 Rostlinný materiál ..................................................................................... 26 

3.1.2 Použité metody .......................................................................................... 27 

3.1.2.1 Měření obsahu chlorofylu .................................................................. 27 

3.1.2.2 Měření parametrů chlorofylové fluorescence .................................... 28 

3.1.2.3 Stanovení produkce etylenu ............................................................... 28 

3.1.2.4 Extrakce a analytické stanovení pigmentů......................................... 28 

4 Výsledky .......................................................................................................... 30 

4.1 Obsah chlorofylů a+b ...................................................................................... 31 

4.2 Obsah karotenoidů ............................................................................................ 35 

4.3 Fv/Fm ................................................................................................................. 38 

4.4 Obsah etylenu ................................................................................................... 42 

5 Diskuze ............................................................................................................ 46 

6 Závěr ................................................................................................................ 49 

7 Literatura ........................................................................................................ 50 

8 Seznam použitých zkratek ............................................................................. 57 

 

 

  



Cíle práce 

1 Vypracovat přehled problematiky o vlivu cytokininů a etylenu na senescenci 

rostlin, jejich vzájemném působení a změnách jejich obsahu, resp. produkce 

během senescence. 

2 Zvládnout metodiky pěstování a navození indukované senescence listů 

modelových rostlin (pšenice, Arabidopsis) a přípravy rostlinných vzorků 

pro stanovení produkce etylenu. 

3 Zvládnout metodiku stanovení obsahu chlorofylu analyticky a pomocí 

chlorofylmetru SPAD-502 (Konica, Minolta, Japonsko) a měření parametru Fv/Fm 

v ploše listu pomocí přístroje FluorCam (PSI, Brno, ČR) včetně zpracování dat. 

Provést tato měření u oddělených listů modelových rostlin během indukované 

senescence pod vlivem různých derivátů cytokininů.  

4 Zpracovat výsledky experimentů a zhodnotit vliv různých derivátů cytokininů 

na produkci etylenu v souvislosti se změnami obsahu chlorofylu a funkce 

fotosystému II během indukované senescence. 
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1 Úvod 

Senescence je poslední fází vývoje rostlin. Jedná se o přirozený proces, který je řízen 

genetickým programem rostliny. Senescenci je také možné indukovat, a to např. 

změnou environmentálních podmínek (tma, vysoké nebo nízké teploty). Senescence je 

spojena s řadou strukturních a metabolických změn, dochází při ní k degradaci mnohých 

molekul, jako jsou nukleové kyseliny, proteiny či membránové lipidy. V průběhu 

senescence postupně klesá rychlost fotosyntézy a dochází k degradaci chloroplastů. 

Kromě těch jsou degradovány i další organely, mezi posledními pak buněčná jádra 

a mitochondrie. Senescenci pozorujeme zejména jako žloutnutí listů, jakožto výsledek 

rozkladu pigmentů. Nástup a průběh senescence do velké míry ovlivňují také 

fytohormony, například cytokininy, které hrají nezastupitelnou roli i v celé řadě dalších 

procesů probíhajících v rostlinách. Cytokininy se účastní buněčného dělení, procesů 

klíčení a vývoje orgánů, formování stonkového meristému a mnoha dalších. Zvýšením 

jejich endogenního obsahu nebo exogenní aplikací na rostliny i oddělené listy lze 

úspěšně oddálit senescenci. Cytokininy zpomalují změny, ke kterým při senescenci 

dochází, např. pomáhají udržovat funkci fotosyntetického aparátu či zabraňují rychlé 

degradaci pigmentů. Některé cytokininy stimulují produkci fytohormonu etylenu. 

Etylen je zapojen do mnoha dějů probíhajících v rostlinách. Kromě jeho vlivu 

na klíčení semen, kvetení a zrání plodů také podporuje změny, ke kterým v rostlinném 

organismu dochází v průběhu senescence. Etylen však senescenci přímo nespouští, 

pouze ovlivňuje její průběh. Účinek etylenu na rychlost senescence se zvyšuje 

s rostoucím stářím rostliny. Je známo, že cytokininy podporují produkci etylenu 

v rostlinách i oddělených listech a zároveň neztrácí svůj antisenescenční účinek. 

V této práci byl použit cytokinin 6-benzylaminopurin (BAP) a dva od něj 

odvozené nově připravené deriváty s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA za účelem 

zhodnocení vlivu těchto sloučenin na průběh senescence u oddělených listů Arabidopsis 

(A. thaliana L. ekotyp Columbia 0) a listových segmentů pšenice jarní (Triticum 

aestivum L. cv. Aranka). Cílem bylo také zjistit, jak tyto sloučeniny ovlivňují produkci 

etylenu. Míra indukované senescence byla stanovována pomocí maximálního 

kvantového výtěžku fotochemie fotosystému II (Fv/Fm) a obsahu fotosyntetických 

pigmentů, a to v souvislosti s produkcí etylenu oddělenými listy a listovými segmenty 

modelových rostlin. 
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Senescence 

Senescence je konečným vývojovým stádiem životního cyklu rostliny (Clausen a Apel, 

1991). Stárnutí rostlin, ukončení růstu buněk, orgánů i celé rostliny je vysoce 

regulovaný a koordinovaný proces, který iniciují a ovlivňují vnější i vnitřní faktory 

(Lim et al., 2007; Guo a Gan, 2012; Li et al., 2017). Vnější, též environmentální faktory 

zahrnují dostupnost vody, množství živin, nízké či vysoké teploty, mechanické 

poškození nebo infekci patogeny. Mezi vnitřní faktory pak patří mimo jiné obsah 

fytohormonů, stáří rostliny nebo její fyziologický stav. Senescenci je možné rozdělit 

na listovou, senescenci květů a plodů a také senescenci posklizňovou. V rámci této 

práce byla pozornost věnována senescenci listové. Senescence listů je jedním z nejvíce 

studovaných procesů v rostlinách, jelikož má stárnutí listů i celých rostlin velmi 

výrazný dopad na zemědělství, kdy jsou ovlivňovány především výnosy a trvanlivost 

listové zeleniny (Noodén et al., 1997; Quirino et al., 2000). Během senescence dochází 

k vysoce koordinovaným změnám ve struktuře buněk, metabolismu a expresi genů. 

Jednou z nejvýznamnějších strukturních změn je rozpad chloroplastů, které obsahují 

až 70 % z celkového obsahu proteinů v listech (Gan a Amasino, 1997). Změny 

ve struktuře chloroplastů během indukované senescence studovali např. Špundová et al. 

(2003). Oddělené segmenty primárních listů ječmene jarního (Hordeum vulgare L. cv. 

Akcent) byly vloženy do misek s destilovanou vodou a poté uchovávány ve tmě nebo 

při světle (kontinuální PAR, intenzita 90 µmol.m
-2

s
-1

) po dobu 5 dní. Měření obsahu 

chlorofylů a+b probíhalo 3., 4. a 5. den po oddělení. Pozorován byl také nárůst lipidové 

peroxidace a prostřednictvím transmisní elektronové mikroskopie (TEM) také struktura 

chloroplastů. Obsah chlorofylů a+b v listových segmentech uchovávaných ve tmě 

klesal s přibývajícími dny po oddělení, přičemž poměr obsahu chlorofylu a a b nebyl 

příliš rozdílný. Struktura tylakoidů v chloroplastech (včetně uspořádání gran) byla 

relativně konstantní až do čtvrtého dne po oddělení, pátý den po oddělení byla 

pozorována dezintegrace gran zhruba u čtvrtiny všech chloroplastů (Špundová et al., 

2003). 

S nástupem senescence klesá rychlost fotosyntézy. V in vitro experimentech, 

ve kterých byly pozorovány izolované chloroplasty nebo tylakoidní membrány 

senescenčních listů, bylo prokázáno, že v důsledku senescence dochází k poklesu 

fotochemické aktivity fotosystémů I a II (PSI, PSII) (Grover a Mohanty, 1992). Pokles 
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aktivity PSII lze sledovat např. jako pokles parametru Fv/Fm, což je jeden z nejčastěji 

používaných parametrů pro stanovení fluorescence chlorofylu. Fluorescence chlorofylu 

je využívána zejména ke studiu regulačních procesů ovlivňujících funkci PSII. 

Vzhledem k tomu, že de-excitační procesy (fotochemie, fluorescence chlorofylu a 

a tepelná disipace), ke kterým dochází po přijetí energie fotonů anténním systémem 

PSII, jsou vzájemně nepřímo úměrné, je měření chlorofylové fluorescence využíváno 

jako jednoduchý, neinvazivní a účinný nástroj pro studium fotosyntetické aktivity. 

S vyšším zastoupením fluorescence chlorofylu klesá fotochemická a/nebo tepelně 

disipační de-excitace absorbované energie. Chlorofylová fluorescence je často 

využívána pro hodnocení fyziologického stavu rostlin při působení nejrůznějších 

stresových faktorů. Parametr chlorofylové fluorescence Fv/Fm je definován jako podíl 

variabilní (Fv) a maximální (Fm) fluorescence. Variabilní fluorescencí rozumíme 

hodnotu okamžité fluorescence zmenšenou o základní fluorescenci (F0). Snížení Fv/Fm 

obecně indikuje poškození nebo snížení funkce reakčních center fotosystému II. Tento 

parametr je tedy redukován zejména u stresovaných rostlin nebo při senescenci 

(Roháček a Barták, 1999; Roháček, 2002; Špundová et al., 2003; Vlčková et al., 2006; 

Prokopová et al., 2010; Kalaji et al., 2017). 

Při senescenci dochází také ke katabolismu chlorofylu a makromolekul jako jsou 

proteiny, membránové lipidy a RNA. V důsledku degradace pigmentů dochází 

při senescenci ke změně barvy listu, zejména pak k jeho žloutnutí (Noodén et al., 1997; 

Ougham et al., 2005). Kromě chlorofylu, jehož degradace je v průběhu senescence 

nejvýraznější, jsou degradovány i karotenoidy, mezi které se řadí xantofyly a karoteny 

(Biswal, 1995). Zatímco k rozkladu chloroplastů dochází relativně brzy po nástupu 

senescence, mitochondrie a jádra zůstávají nedotčená až do jejích pozdních stádií, a to 

z důvodu řízení celé senescence včetně recyklačních procesů a také zajištění energie 

pro tyto pochody. Součástí recyklačních drah je transport dusíku, uhlíku a minerálů 

do jiných částí rostliny, kde mohou být tyto složky dále efektivně využity (Gan 

a Amasino, 1997). Hydrolyzované molekuly jsou transportovány do vyvíjejících se 

semen jednoletých rostlin, nebo do dalších listů, pupenů, stonků anebo kořenů 

víceletých rostlin (Munné-Bosch, 2008). Součástí změn, ke kterým v senescenčních 

rostlinách dochází, je nárůst reaktivních forem kyslíku (např. Thompson a Lake, 1987; 

Leshem, 1988; Rosenvasser et al., 2006; Lee et al., 2012), a lipidové peroxidace, 

na kterém se mimo jiné podílí klesající aktivita antioxidačních enzymů katalasy 

a superoxiddismutasy, a deteriorace cytoplazmatické membrány (Dhindsa et al., 1981; 
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Špundová et al., 2003; Zimmermann a Zentgraf, 2005). Zejména díky recyklačním 

procesům je listová senescence považována za jeden z typů programované buněčné 

smrti (PCD). PCD je obecný a relativně široký termín, který vyjadřuje vlastnost buněk 

podporovat svou vlastní smrt prostřednictvím aktivace systémů sebezničení. Kromě 

senescence se PCD vyskytuje i v jiných vývojových stádiích rostlin včetně 

embryogeneze a také při hypersenzitivní reakci na infekci patogeny (např. Gan 

a Amasino, 1997). 

Rychlost senescence je u jednotlivých druhů rostlin odlišná. Příkladem rostliny 

s rychlým nástupem senescence listu je Arabidopsis (A. thaliana L.). Při pěstování 

rostlin Arabidopsis při kontinuálním osvětlení dochází po dosažení maximální velikosti 

listů k poklesu fotosyntetické kapacity o 50 % už mezi čtvrtým a šestým dnem 

(Hensel et al., 1993). Velmi pomalá senescence je charakteristická např. pro borovici 

dlouhověkou (Pinus longaeva D.K. Bailey), u které předpokládaná životnost jehlic činí 

45 let (Ewers a Schmid, 1981). 

Významnou roli při senescenci hrají geny označované jako SAG (senescence-

associated genes). Jedná se o geny, jejichž exprese se výrazněji zvyšuje až v průběhu 

senescence (Nam, 1997). Tyto geny kódují zejména degradační 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, jejichž produkty jsou 

zapojeny do transportu živin (Watanabe et al., 1994). Některé SAG jsou natolik 

specifické pro senescenci, že jsou považovány za senescenční markery. Patří 

mezi ně SAG12, který byl izolován z Arabidopsis (Gan a Amasino, 1995). Senescence 

listů je doprovázena změnami v genové expresi v celém genomu. Klíčovým 

mechanismem, který řídí na stáří závislou ale i indukovanou expresi SAG genů, je 

dynamická aktivace transkripčních faktorů. Hlavními skupinami transkripčních faktorů, 

které regulují senescenci, jsou NAC a WRKY. Mezi NAC patří např. NAM, ATAF1,2 

nebo CUC2. Jsou specifické pro rostliny a kromě senescence ovlivňují i další procesy, 

jako je tvorba sekundární buněčné stěny či reakce na biotické i abiotické stresy. 

Genomické analýzy transkriptomů prokázaly, že více než 30 genů NAC je výrazně 

nadexprimováno během senescence listů Arabidopsis (Jensen et al., 2010; Breeze et al., 

2011; Kou et al., 2012). V odpovědi na biotický a abiotický stres se uplatňují také 

WRKY transkripční faktory, zapojené i při vývoji a klíčení semen. Mezi WRKY 

transkripční faktory spojené se senescencí se řadí např. WRKY53, WRKY54 nebo 

WRKY70 (Woo et al., 2013). 
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2.2 Rostlinné hormony 

Všechny hlavní třídy fytohormonů ovlivňují senescenci, ať už pozitivním - urychlují 

senescenci, nebo negativním způsobem - oddalují senescenci (Obr. 1) (Gan a Amasino, 

1997; Khan et al., 2014). 

 

 

 

Obr. 1 Vliv fytohormonů auxinů (AUX), cytokininů (CK), kyseliny abscisové (ABA), kyseliny 

giberelové (GA), etylenu (ET) a kyseliny jasmonové (JA) na jednotlivá vývojová stádia rostlin. 

Převzato z Curaba et al.(2014) a upraveno. 
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Za hormony, které senescenci oddalují, jsou považovány auxiny, 

cytokininy, kyselina giberelová a kyselina salicylová. Naopak mezi fytohormony 

podporující senescenci patří kyselina abscisová, kyselina jasmonová a etylen (Smart, 

1994; Gan a Amasino, 1996). Vliv cytokininů a etylenu na senescenci bude podrobněji 

popsán v kapitole 2.5.  

 

 

 

 

Obr. 2 Změny v produkci etylenu (C2H4) a obsahu kyseliny jasmonové (JA), kyseliny 

salicylové (SA), cytokininů (CK) a kyseliny indoloctové (IAA) během senescence 

u Arabidopsis (A. thaliana L.). Převzato z Khan et al. (2014) a upraveno. 

 

 

Mezi biologicky aktivní auxiny patří kyselina indoloctová (IAA) a kyselina 

indolmáselná. Tyto auxiny jsou syntetizovány z tryptofanu a vyskytují se převážně 

ve vázaných formách (Kelley et al., 2012). Měření obsahu auxinů v senescenčních 

listech ukázalo, že i když obsah vázané IAA klesal, obsah volné a bioaktivní IAA se 

dvojnásobně zvýšil (Obr. 2). Bylo zjištěno, že IAA je zapojena také do procesu oddálení 

senescence v oddělených listech Arabidopsis (Noh a Amasino, 1999; Cohen et al., 

2003). 

Kyselina salicylová (SA) je fenolická sloučenina, která hraje roli 

např. při vyvolání obranné reakce proti biotrofním patogenům. V průběhu senescence 

její obsah v rostlinách vzrůstá až na čtyřnásobek původního obsahu (Obr. 2). Narušení 

biosyntézy SA způsobilo u rostlin hypersenzitivitu vůči patogenům společně 

se snížením exprese některých SAG a oddálením senescence (Morris et al., 2000). 
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Pozitivní vliv kyseliny jasmonové (JA) na senescenci studovali např. Ueda a Kato 

(1980) a později jej potvrdili také Reinbothe et al. (2009). Z pelyňku 

(Artemisia absinthium L.) byla izolována sloučenina, která byla identifikována jako 

metyljasmonát (MeJA), což je volatilní ester JA. Aplikací MeJA na oves 

(Avena sativa L.) byl urychlen rozklad chlorofylu. Dalšími experimenty na různých 

rostlinných druzích, např. s oddělenými listy ječmene, byl potvrzen vliv JA na urychlení 

změn, kterým rostlina podléhá při senescenci, a to zejména na rychlost rozkladu 

chlorofylu (Reinbothe et al., 2009). Exogenní aplikace JA na rostliny Arabidopsis 

podporuje listovou senescenci včetně poklesu fotochemické účinnosti fotosystému II, 

exprese některých SAG a také genů biosyntézy JA (He et al., 2002).  

Abscisová kyselina (ABA) je klíčovým hormonem v reakcích rostlinných 

organismů na abiotické stresy. Kromě toho také zpomaluje růst rostlin a připravuje 

rostlinu na období vegetačního klidu. Bylo dokázáno, že ABA moduluje také průběh 

senescence, kdy postřikem listů roztokem kyseliny abscisové došlo k urychlení stárnutí 

u rýže (Oryza sativa L.) a kukuřice (He a Jin, 1999), projevující se zejména snížením 

obsahu chlorofylu a některých proteinů (Ray et al., 1983). Bylo také zjištěno, že se 

endogenní obsah ABA v senescentních listech zvyšuje a exogenně aplikovaná ABA 

indukuje expresi několika SAG (Weaver et al., 1998). Přesný mechanismus účinku 

ABA na stárnutí listů nebyl zatím zcela objasněn.  
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2.3 Cytokininy 

Název cytokininů (CK) byl odvozen od jejich schopnosti podporovat cytokinezi. Ačkoli 

se jedná o poměrně dobře prostudovanou třídu fytohormonů, molekulární mechanismy 

biosyntézy CK a jejich působení v jednotlivých vývojových stádiích rostlin nejsou 

zatím zcela objasněny. Prvním identifikovaným CK byl kinetin (KIN), objevený 

v autoklávovaném sledím spermatu (Miller et al., 1955), prvním objeveným rostlinným 

CK byl poté trans-zeatin (tZ) a to v nezralém endospermu kukuřice (Letham a Miller, 

1965). 

2.3.1 Rozdělení a struktura cytokininů 

Cytokininy lze rozdělit na dvě hlavní skupiny, a to na přirozeně se vyskytující 

a syntetické (Obr. 3). Přirozeně se vyskytující CK jsou deriváty adeninu s postranním 

řetězcem na atomu dusíku (N
6
), který má isoprenoidní či aromatický charakter. 

Mezi přírodní CK s isoprenoidním postranním řetězcem patří např. isopentenyladenin, 

zeatin a dihydrozeatin. Isopentenyladenin a zeatin jsou dva fytohormony ze třídy CK, 

které se ve vyšších rostlinách vyskytují v největší míře (Lim et al., 2007). Zástupci CK 

s aromatickým řetězcem jsou např. kinetin a 6-benzylaminopurin (BAP), jakož i jeho 

hydroxylované formy - topoliny. Syntetické CK jsou odvozené od fenylmočoviny 

a zahrnují sloučeniny jako je např. difenylmočovina (DPU), thidiazuron (TDZ) nebo N-

(2-chloro-pyridin-4-yl)-N´-fenylmočovina (CPPU) (Mok a Mok, 2001). 
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Obr. 3 Chemická struktura vybraných isoprenoidních a aromatických cytokininů. Převzato 

z Mok et al., (2005) a upraveno. 

 

 

2.3.2 Vliv cytokininů na senescenci 

Cytokininy hrají důležitou a nezastupitelnou roli v mnoha vývojových procesech, 

např. při klíčení, ve vývoji orgánů, formování stonkového meristému a zejména pak 

při senescenci listů (Mok a Mok, 2001). Obsah CK v rostlinách se v jednotlivých 

stádiích vývoje mění, přičemž v průběhu senescence dochází k jeho snížení. 

Rozhodujícím faktorem působení CK v rostlinách je jejich dostupnost, optimální 

koncentrace a správné místo pro interakci se specifickým rostlinným receptorem 

(Frébort et al., 2011). CK jsou známy pro svou antisenescenční aktivitu, kdy lze 

zvýšením endogenního obsahu, ale také exogenní aplikací CK u řady jednoděložných 

i dvouděložných rostlinných druhů senescenci oddálit (Hwang et al., 2012). Zvýšení 

endogenního obsahu CK v rostlině zahrnuje transformaci dané rostliny a to nejčastěji 

prostřednictvím gramnegativní půdní bakterie Agrobacterium tumefaciens nesoucího 

gen kódující isopentenyltransferasu (IPT), což je enzym katalyzující první krok syntézy 

CK (Smart et al., 1991; Gan a Amasino, 1995). Listová senescence byla tímto 

způsobem úspěšně oddálena u transgenních rostlin několika významných kulturních 

Isoprenoidní cytokininy: 

isopentenyladenin trans – zeatin (tZ) cis - zeatin 

Aromatické cytokininy: 

6-benzylaminopurin (BAP) 
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plodin jako je rýže, bavlna nebo kasava, které exprimovaly vnesený gen IPT 

pod promotorem SAG12, genu zapojeném do procesu senescence (Lin et al., 2002; 

Zhang et al., 2010; Liu et al., 2012). Při obou způsobech zvýšení obsahu CK, 

tedy exogenně i endogenně, dochází ke zpomalení senescenčních změn, např. rozkladu 

chlorofylu (Holub et al., 1998) a karotenoidů (Chernyad´ev a Monakhova, 2003) nebo 

degradaci proteinů fotosyntetického aparátu (Badenoch-Jones et al., 1996; He a Jin, 

1999). Bylo prokázáno, že CK ovlivňují biosyntézu chlorofylu (Zubo et al., 2008) 

a zpomalují pokles obsahu chlorofylů (Kao, 1980; Jordi et al., 2000), ačkoli zatím není 

znám přesný molekulární mechanismus, kterým jsou CK do tohoto procesu zapojeny. 

Cytokininy rovněž zvyšují účinnost fotosyntézy (Yaronskaya et al., 2006) a zpomalují 

nárůst lipidové peroxidace, ke kterému v průběhu senescence dochází. Mechanismus 

působení CK na zpomalení lipidové peroxidace pravděpodobně spočívá ve zvýšení 

aktivity enzymů antioxidačního systému (např. Çağ et al., 2003; Dertinger et al., 2003). 

K oddálení senescence u oddělených listů prostřednictvím exogenní aplikace CK však 

nedochází vždy, velký vliv v těchto experimentech mají také vnější faktory (Noodén 

a Leopold, 1978). Jedním z nich je intenzita PAR aplikovaná na použitý rostlinný 

materiál, jelikož při vysoké intenzitě může dojít k rychlejší degradaci chlorofylů, 

zatímco např. uložení rostlinného materiálu po ošetření CK do tmy může tyto změny 

zpomalit (Genkov et al., 1997; Rulcová a Pospíšilová, 2001; Vlčková et al., 2006). 

Příkladem je ošetření listových disků 5ti týdenních wild type (wt) a mutantních, etylen 

rezistentních (er), rostlin Arabidopsis cytokininem BAP, kdy došlo ke zpomalení 

senescence pouze v případě, že byly listové disky wt rostlin po ošetření uloženy ve tmě. 

V tomto případě však došlo také k mírnému zvýšení produkce etylenu (Zacarias et al., 

1990; Chory et al., 1994). Ošetření disků mutantních er rostlin roztokem BAP 

neovlivnilo výrazně obsah chlorofylů, ačkoli došlo k poklesu produkce etylenu. 

U oddělených listových disků, které byly po ošetření BAP uchovávány při světle, došlo 

k výraznému urychlení degradace chlorofylu a to u disků obou testovaných rostlin (wt 

i er) (Zacarias et al., 1990). Cytokininy také nahrazují světlo při indukci několika 

aspektů de-etiolace. Ve tmě může CK indukovat expresi některých genů jako je cab, chs 

nebo rbcS, které jsou normálně indukovány světlem (Chory et al., 1991). Při oddálení 

senescence prostřednictvím CK je zásadní také použitá koncentrace daného roztoku CK, 

jelikož vysoká koncentrace způsobuje naopak urychlení stárnutí.  
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2.3.3 Vliv cytokininových derivátů na senescenci 

Antisenescenčnímu účinku nově připravených CK derivátů se věnovala a stále věnuje 

řada autorů (např. Holub et al., 1998; Doležal et al., 2007;  Mik et al., 2011). 

Doležal et al. (2007) studovali cytokininové působení více než čtyřiceti 

aromatických derivátů odvozených od BAP v nejčastěji používaných cytokininových 

biotestech (kalusovém, amarantovém a senescenčním). Jednalo se o řadu 

benzyladenosinů, které byly substituovány např. jedním či více atomy halogenů (fluor, 

chlor, brom), a to v různých pozicích (ortho-, meta-, para-), ale také různé hydroxy- 

a methoxyderiváty. Biologická aktivita těchto derivátů byla porovnávána s BAP. 

Z použitých biotestů bylo nejvýraznějších výsledků dosaženo v senescenčním testu, 

který je založen na schopnosti CK zpomalit pokles obsahu chlorofylu během 

indukované senescence u oddělených listů pšenice. Prostřednictvím těchto experimentů 

bylo zjištěno, že některé z testovaných derivátů vykazují až o 220 % vyšší účinnost 

oproti BAP. Mezi tyto nejaktivněší nově připravené sloučeniny patřily zejména deriváty 

nesoucí v postranním řetězci atom fluoru. Zároveň bylo zjištěno, že cytokininová 

aktivita téměř 50 % nově připravených sloučenin je v porovnání s BAP vyšší. Ačkoli 

bylo u některých připravených derivátů dosaženo významných výsledků, žádný z nich 

nedokázal zcela aktivovat cytokininové receptory CRE1/AHK4 a AHK3. Toto zjištění 

podpořilo předchozí hypotézu autorů, podle které v rostlinách může existovat odlišný 

mechanismus pro vnímání aromatických a ostatních cytokininů. Míra účinku derivátů 

na oddálení senescence výrazně závisí na postranním řetězci daného CK derivátu a také 

pozici postranního řetězce na benzenovém kruhu. Jako deriváty s nejvyšší aktivitou 

byly vyhodnoceny halogenderiváty nesoucí atom fluoru, případně atom fluoru a chloru 

současně, výrazně aktivní byly také monomethoxyderiváty. V těchto experimentech 

bylo potvrzeno, že deriváty nesoucí hydroxylovou skupinu v pozici meta- vykazují 

vyšší účinnost než ty, které nesou hydroxy- skupinu v poloze para-. Aktivita několika 

nově připravených derivátů, které byly substituovány v poloze para-, byla nižší, 

než aktivita BAP (Doležal et al., 2007). Ke snížení aktivity daného derivátu může 

docházet také v poloze ortho- (Kamínek et al., 1987; Holub et al., 1998). 

Kromě chemické struktury CK derivátů závisí jejich antisenescenční účinek také 

na metodice, která je v senescenčním testu použita. Holub et al. (1998) třemi různými 

způsoby exogenně aplikovali různé koncentrace (10
-8

-10
-4

 mol.l
-1

) roztoků BAP, trans-

zeatinu (tZ), meta-topolinu (mT) a ortho-topolinu (oT) na oddělené listové segmenty 

pšenice. Listové segmenty byly buď testovanou látkou postříkány, nebo umístěny 
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do roztoku CK celým povrchem či řezem. Po ošetření danými roztoky a inkubaci 

(při teplotě 25 °C po dobu 4 dní) byly listové segmenty hodnoceny kromě 

senescenčního testu také na základě biotestu amarantového i kalusového. Téměř 

ve všech použitých biotestech byl BAP efektivnější než tZ, kromě senescenčního testu, 

při kterém byly segmenty umístěny do CK roztoků řezem. V tomto testu byla 

antisenescenční aktivita BAP naopak nižší než mT a tZ, nejméně účinný byl oT (Holub 

et al., 1998).  

Mik et al. (2011) připravili celkem osm N
9
-substituovaných derivátů KIN, které 

následně charakterizovali různými fyzikálně-chemickými metodami včetně Cl+ 

hmotnostní spektrometrie a 
1
H NMR spektroskopie a také je podrobili senescenčnímu 

testu. Senescenční test byl proveden za světelných podmínek i za tmy. Ve tmě 

nejúčinněji oddalovaly senescenci nově připravené deriváty, které nesly krátký 

halogenalkylový řetězec (chlorethyl, bromethyl). Pouze 6-furfurylamino-9-(2-

chlorethyl)purin vykazoval v tomto testu vyšší aktivitu než KIN (o více než 20 %). 

Schopnost halogenalkylových derivátů CK oddálit pokles obsahu chlorofylu byla 

vysoce závislá na délce alkylového řetězce a na atomu halogenu, např. aktivita derivátu 

s navázaným chlorbutylovým řetězcem byla nižší než u chlorethylového analogu, 

zatímco derivát nesoucí v substituci brombutylový řetězec úplně ztratil antisenescenční 

účinek KIN (Mik et al., 2011). 

Deriváty CK mohou kromě antisenescenčních účinků vykazovat i další vlastnosti, 

díky kterým by v budoucnosti mohly najít využití např. v medicíně. Příkladem může být 

testování cytotoxicity nově připravených benzyladenosinů odvozených od BAP, které 

bylo provedeno Doležalem et al. (2007). Ačkoli byly některé sloučeniny téměř 

inaktivní, u jiných byla zaznamenána relativně vysoká cytotoxicita vůči buněčným 

liniím odvozeným od T-lymfoblastické leukémie (CEM), promyelocytické leukémie 

(HL-60), lidskému malignímu melanomu (G-361), lidské chronické myeloidní leukémii 

(K-562), karcinomu prsu (MCF7), lidskému osteogennímu sarkomu (HOS) a myšímu 

melanomu (B16). Nejvyšší cytotoxicita vůči leukemickým buněčným liniím a MCF7 

liniím byla vždy spojena s hydroxylací dané sloučeniny v poloze ortho-, vysokou 

aktivitu také vykazovaly deriváty nesoucí na benzylaminopurinu atom fluoru. 

Fluoroderiváty byly jako jediné toxické vůči normálním myším fibroblastům (NIH3T3). 

Nebyla pozorována aktivita žádné testované sloučeniny vůči HOS buněčným liniím 

(Doležal et al., 2007). 
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Cytokininy i jejich syntetické deriváty mohou být díky svým vlastnostem využity 

také v zemědělství. Byla již provedena řada experimentů, při kterých byly CK jako 

BAP, KIN nebo TDZ exogenně aplikovány např. na rostliny rajčete, špenátu, bavlníku, 

jabloně, hrušně, luštěnin či obilnin jako je pšenice a oves, za účelem zlepšení některých 

vlastností, např. zvýšení výnosu, urychlení doby kvetení, oddálení senescence nebo 

zvýšení hmotnosti plodů (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 testování 

účinku aromatického derivátu 2-chloro-6-(3-methoxybenzyl)aminopurinu (2-Cl-3-

MeOBAP), odvozeného od BAP, na rostliny ječmene jarního a pšenice zimní. Tento 

derivát byl vybrán zejména díky své vysoké aktivitě v běžných CK testech. 

Prostřednictvím polních experimentů, které probíhaly v letech 2012-2014, bylo zjištěno, 

že exogenní aplikace 2-Cl-3-MeOBAP na rostliny může vést ke zvýšení biologického 

výnosu např. prostřednictvím zvýšení počtu odnoží a redukcí neproduktivních odnoží. 

Pozitivní vliv derivátů CK na rostliny však závisí na mnoha faktorech. 

Mezi nejdůležitější z nich patří výběr derivátu a metodika jeho aplikace, výběr rostliny, 

růstové podmínky a také stádium vývoje, při kterém je derivát na rostlinu aplikován 

(Koprna et al., 2016).  

2.4 Etylen 

Etylen je nejjednodušší rostlinný hormon a jako jediný se v přirozených podmínkách 

vyskytuje v plynném skupenství. Navzdory své strukturní jednoduchosti se podílí 

na regulaci široké škály vývojových procesů, mezi které patří klíčení semen, 

prodlužování buněk, vývoj kořenových vlásků, kvetení a zrání plodů (Abeles et. al., 

1992; Johnson a Ecker, 1998). Biosyntéza etylenu je indukována v senescenčních 

listech a v dozrávajícím ovoci (Jing et al., 2005; Lim et al., 2007). Obsah etylenu 

během senescence vzrůstá v mnoha rostlinných druzích, včetně Arabidopsis (např. Lim 

et al., 2007). 

Etylen je zapojen do regulace senescence rostlin tak, že moduluje její průběh. 

Při exogenní aplikaci etylenu na rostliny dochází k poklesu obsahu chlorofylu 

a k indukci exprese SAG (Jing et al., 2002). Etylen ovlivňuje také stovky dalších genů, 

a to na úrovni transkripce. Senescence je etylenem podporována až po dosažení určitého 

stáří listů, přičemž s rostoucím stářím listu se účinek etylenu zvyšuje. Čím starší listy 

jsou, tím větší je působení etylenu na SAG (Grbic et al., 1995; Jing et al., 2005). Účinek 

etylenu na urychlení změn spojených se senescencí však klesá při dlouhodobém 
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vystavení rostlin zvýšené koncentraci etylenu. Po určitém čase je vliv etylenu 

na probíhající senescenci téměř zanedbatelný (Kieber et al., 1993). 

V experimentech s mutantními rostlinami Arabidopsis, které byly necitlivé 

k etylenu – etr1 (etylene-resistant) a ein2 (etylene-insensitive) – vykazovaly listy těchto 

mutantních rostlin významně oddálenou senescenci. Tímto způsobem byl objeven 

význam etylenové signalizační dráhy jakožto pozitivního regulátoru při stárnutí listů. 

Naopak transgenní rostliny Arabidopsis a rajčat, které konstantně nadprodukovaly 

etylen, nevykazovaly rychlejší nástup senescence. Tímto bylo potvrzeno, že etylen 

senescenci přímo nespouští, ale začíná působit až po jejím nástupu (Lim et al., 2007). 

Účinek etylenu na oddělené listy Arabidopsis během indukované senescence 

studovali např. také Chao et al. (1997). Oddělené listy wild type (wt) a mutantních etr1-

3, etr2-1 a ein3-1 rostlin byly po dobu tří dnů inkubovány ve tmě za přítomnosti 

vzduchu nebo etylenu. Porovnáním obsahu chlorofylů v listech inkubovaných 

v přítomnosti etylenu a vzduchu bylo zjištěno, že etylen urychluje pokles obsahu 

chlorofylů u wt listů. Listy mutantních rostlin etr1-3 a etr2-1 byly k etylenu méně 

citlivé, proto u nich došlo k menšímu poklesu obsahu chlorofylů (Chao et al., 1997). 

2.5 Působení cytokininů a etylenu na senescenci 

Rostlinné hormony spolu navzájem interagují např. prostřednictvím ovlivňování 

biosyntetické dráhy jiných fytohormonů. Nejdéle známá a nejvíce studovaná je 

interakce cytokininů a auxinů (Obr. 4). Řada autorů se také věnovala studiu interakcí 

cytokininů s dalšími třídami fytohormonů (např. Wright, 1980; Cary et al., 1995; Vogel 

et al., 1998). Existuje řada studií, které potvrzují částečnou modulaci biosyntézy etylenu 

některými cytokininy, např. BAP (např. Kao a Yang, 1983; Yang a Hoffman, 1987; 

Mattoo a Suttle, 1991; Abeles et al., 1992). Přesný vztah mezi dráhou biosyntézy 

etylenu a cytokininů nebyl zatím zcela objasněn. 
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Obr. 4 Interakce cytokininů a auxinů. Převzato z El-Showk et al., (2013) a upraveno. 

 

 

Roli etylenu při senescenci oddělených listů rýže (Oryza sativa L. cv. 'Taichung' 

Native 1) a změny v jeho produkci studovali např. Kao a Yang (1983). Na oddělené třetí 

listy osmidenních rostlin aplikovali BAP a poté hodnotili změny, ke kterým docházelo 

v důsledku indukované senescence a také vliv aplikovaného cytokininu na její oddálení. 

Kromě rychlosti degradace chlorofylu a změn v produkci etylenu se věnovali také vlivu 

světla na oddálení senescence. Senescence v oddělených listech uchovaných na světle 

byla efektivněji oddálena a došlo také k částečné inhibici produkce etylenu. Degradace 

chlorofylu za těchto podmínek byla tedy pomalejší než ve tmě, kdy docházelo k výrazně 

vyšší produkci etylenu. Aplikace BAP na oddělené listy vedla k vyšší produkci etylenu 

jak na světle, tak ve tmě, degradace pigmentů však byla pomalejší. Autoři vysvětlují 

efekt působení BAP hypotézou, že BAP sice zvyšuje produkci etylenu, ale zároveň 

dochází ke snížení citlivosti listů k produkovanému etylenu (Kao a Yang, 1983).  

Woeste et. al. (1999) testovali, jaký vliv na produkci etylenu bude mít ošetření 

etiolovaných semenáčků Arabidopsis (A. thaliana L. ekotyp Wassilewskija) CK (KIN 

nebo BAP) nebo auxinem (2,4-D). V obou případech, tedy při ošetření semenáčků CK 

či 2,4-D, došlo ke zvýšení produkce etylenu. Pokud byl semenáček ošetřen CK 

i auxinem zároveň, výsledný účinek hormonů byl synergický. Množství etylenu, které 

bylo vyprodukováno po aplikaci obou sloučenin současně, dosahovalo vyšší hodnoty, 

než byl součet jednotlivých účinků aplikovaných fytohormonů (Woeste et al., 1999). 
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Z výše uvedených informací vyplývá, že CK hrají důležitou roli v nejrůznějších 

rostlinných procesech, od klíčení až po senescenci. V průběhu senescence CK 

zpomalují změny s ní spojené, jako je snižování obsahu pigmentů či pokles 

fotosyntetické aktivity. Působení CK je do velké míry ovlivňováno vnitřními i vnějšími 

faktory. Velmi důležitá je např. koncentrace a chemická struktura použitého CK. 

Některé CK mohou ovlivňovat i produkci etylenu, který naopak senescenci po jejím 

nástupu podporuje a to při zachování jejich vlivu na oddálení senescence. Testování 

antisenescenčního účinku nově připravených derivátů CK probíhá nejčastěji 

prostřednictvím tzv. senescenčního testu, kdy je daná látka aplikována na oddělené listy 

pšenice a průběh senescence je hodnocen na základě obsahu chlorofylů. Z tohoto 

důvodu byly oddělené segmenty listů pšenice jarní (Triticum aestivum L. cv. Aranka) 

použity i v této práci. Z výsledků předběžných experimentů vyplývalo, že CK deriváty 

nově připravené na oddělení Chemické biologie a genetiky Centra Regionu Haná 

pro biotechnologický a zemědělský výzkum působí odlišně v jednoděložných 

a dvouděložných rostlinách (ústní sdělení, Mgr. Zuzana Kučerová). Z tohoto důvodu 

byly k testování účinku látek použity také oddělené listy rostliny Arabidopsis 

(A. thaliana L. ekotyp Columbia). V této práci byl sledován vliv nově připravených 

derivátů odvozených od BAP s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA na obsah 

chlorofylu a+b a karotenoidů, fotosyntetický aparát (parametr chlorofylové 

fluorescence Fv/Fm) a na produkci etylenu během indukované senescence. 
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál a metody 

3.1.1 Rostlinný materiál 

V experimentech byly použity dva druhy rostlin. Jednalo se o pšenici jarní 

(Triticum aestivum L. cv. Aranka) a Arabidopsis (A. thaliana L. ekotyp Columbia 0). 

Semena pšenice byla vyseta do perlitu, zalita 1 l Hoaglandova roztoku (složení 

dle Tab. 1) a umístěna do fytokomory s definovanými podmínkami (25°C, světelný 

režim 16 h PAR o intenzitě 120 µmol.m
-2

.s
-1

 / 8 h tma). Primární listy sedmidenních 

rostlin byly vybrány na základě jejich obsahu chlorofylu, změřeného pomocí 

chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonsko). Selektovány 

byly listy, jejichž relativní obsah chlorofylu se nelišil o více než 5 %. Následně byly 

z vybraných listů odděleny segmenty o délce 4 cm od špičky listu. 

Semena Arabidopsis byla stratifikována v destilované vodě při 4°C po dobu 

3 dnů, poté vyseta do půdního substrátu typu Potgrond H (Klasmann-Deilmann, 

Německo) a následně pěstována ve fytotronu (PSI, Drásov, ČR) za definovaných 

podmínek (světelný režim 8 h PAR o intenzitě 110 µmol.m
-2

.s
-1

 a teplota 22°C / 16 h 

tma a teplota 20°C). Z šestitýdenních rostlin byly odděleny páté a šesté, vizuálně 

podobné listy.  

Segmenty listů pšenice byly řezem, oddělené listy Arabidopsis řapíkem, ponořeny 

do 200 µl roztoku cytokininu nebo cytokininových derivátů v mikrozkumavkách 

o objemu 0,25 ml. Použit byl 6-benzylaminopurin (BAP) a jeho deriváty s označením 

3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

mol.l
-1 

rozpuštěné 

v 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO). Deriváty cytokininů byly připraveny na oddělení 

Chemické biologie a genetiky Centra regionu Haná pro biotechnologický a zemědělský 

výzkum a laskavě poskytnuty Mgr. Karlem Doležalem, Dr., DSc. Jako kontrola bylo 

použito 200 µl 0,1% DMSO v destilované vodě. Pro každý roztok bylo použito 5 až 6 

listů. Mikrozkumavky obsahující segmenty listů pšenice nebo oddělené listy 

Arabidopsis v roztocích BAP, cytokininových derivátů a DMSO byly vloženy 

do skleněných vialek o objemu 8 ml a uzavřeny víčky se septy. Takto připravené vzorky 

byly zabaleny do černé folie a uchovávány při teplotě 24°C (±1°C) po dobu 6 dní 

po oddělení (dpo) listů v případě pšenice a 6, 4 nebo 5 dní v případě Arabidopsis. 

Kontrolní listy byly bezprostředně po oddělení adaptovány na tmu po dobu 30 min. 

Poté byl měřen parametr Fv/Fm prostřednictvím přístroje FluorCam700MF (PSI, Drásov, 
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ČR). Po měření byly listy vyfoceny, obkresleny a následně uloženy do mikrozkumavek 

o objemu 2 ml, zmraženy tekutým dusíkem a uloženy do hlubokomrazicího boxu 

s teplotou -80°C. 

 

 

Tab 1 Složení Hoaglandova roztoku 

Makroprvky Použité množství[mg.l
-1

] 

Ca(NO3)2 940 

MgSO4.7H2O 520 

KNO3 660 

NH4H2PO4 120 

Mikroprvky  

H3BO3 2,80 

MnSO4.H2O 3,40 

CuSO4.5H2O 0,10 

ZnSO4.7H2O 0,22 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 

 

0,10 

Chelaton 3 (Na2EDTA) 37 

FeSO4.7H2O 27 

 

H2SO4 (koncentrovaná)  

Použité množství [µl.l
-1

] 
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3.1.2 Použité metody 

V rámci této práce bylo provedeno měření relativního obsahu chlorofylu přístrojem 

SPAD-502, měření chlorofylové fluorescence pomocí fluorescenčního zobrazovacího 

systému FluorCam 700MF, analytické stanovení pigmentů a stanovení produkce 

etylenu oddělenými listy pšenice a Arabidopsis prostřednictvím plynové chromatografie 

ve spolupráci s Ing. Jaromírem Mikulíkem, Ph.D.  

3.1.2.1 Měření obsahu chlorofylu 

Pro měření relativního obsahu chlorofylu byl použit přístroj SPAD-502, který provádí 

měření transmitance ve dvou vlnových délkách (650 nm a 940 nm). Stanovení 

relativního obsahu chlorofylu proběhlo u sedmidenních rostlin pšenice za účelem 

selekce listů tak, aby obsahovaly srovnatelné množství chlorofylu. Měření probíhalo 

vždy ve vzdálenosti 1 cm od špičky listu na jeho adaxiální straně.  
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3.1.2.2 Měření parametrů chlorofylové fluorescence 

Měření kontrolních listů bylo provedeno bezprostředně po jejich oddělení a adaptaci 

na tmu (30 min). K měření byl použit fluorescenční zobrazovací systém FluorCam 

700MF. Podmínky měření byly definovány použitým protokolem s následujícími 

hodnotami: senzitivita 40 %, irradiance 100 % (relativní intenzita aktinického PAR 

odpovídala ozářenosti 200 µmol.m
-2

 v místě vzorků) a superradiance 100 % (relativní 

intenzita saturačního pulzu odpovídala ozářenosti 900 µmol.m
-2

 v místě vzorků). 

Segmenty listů pšenice nebo oddělené listy Arabidopsis byly vyjmuty ze skleněných 

vialek a pomocí průhledné lepicí pásky připevněny k desce z černého papíru za účelem 

zamezení jejich pohybu při měření. Listy byly přilepeny tak, aby došlo k pouze 

minimálnímu překrytí jejich plochy. Takto zafixované vzorky pak byly použity 

k měření parametrů maximální (Fm) a minimální (F0) fluorescence vzorku adaptovaného 

na tmu, ze kterých byl vypočten maximální kvantový výtěžek fotochemie PSII (Fv/Fm). 

(𝐹𝑚 − 𝐹0)/𝐹𝑚 =  𝐹𝑣/𝐹𝑚 

3.1.2.3 Stanovení produkce etylenu 

Vzorky vzduchu z vialek s uzavřenými listy a listovými segmenty byly odebírány 

injekční stříkačkou 6. dpo v případě pšenice a 6., 4., nebo 5. dpo u Arabidopsis. 

Z vialky bylo odebráno vždy 1,5 ml vzduchu. Stanovení produkce etylenu pomocí 

plynového chromatografu FinniganTrace GC Ultra (ThermoElectron, Waltham, USA) 

bylo provedeno Ing. Jaromírem Mikulíkem, Ph.D. 

3.1.2.4 Extrakce a analytické stanovení pigmentů 

Jednotlivé listy a listové segmenty byly homogenizovány společně s uhličitanem 

hořečnatým ve 2 ml vychlazeného 80% acetonu a dále centrifugovány po dobu 10 min 

při 3600 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl zaznamenán celkový objem jednotlivých 

vzorků a poté bylo provedeno spektrofotometrické (Unicam UV 500, Thermo 

Spectronic, Cambridge, Velká Británie) stanovení absorbance chlorofylového extraktu 

při vlnových délkách: 470 nm; 646,8 nm; 663,2 nm a 750 nm. Obsah pigmentů byl 

vypočítán s použitím rovnice podle Lichtenthalera (1987): 

 pro výpočet obsahu chlorofylů a+b 

CHF(𝐴 + 𝐵) =  7,15 × (A663,2 − A750) +  18,71 × (A646,8 − A750) 
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 pro výpočet obsahu karotenoidů 

CAR = 1000 × (A470 − A750) −  1,82 × (12,25 × A663,2 − A750) −  2,79 

× (A646,8 − A750) −  5,1 × (A663,2 −  A750)/198 × (V/S) 

kde A470; A663,2; A646,8; A750 jsou hodnoty absorbance pigmentového extraktu 

v příslušných vlnových délkách, V [ml] značí objem daného vzorku a S [cm
-2

] vyjadřuje 

plochu listu. 

3.1.2.5 Grafické a statistické zpracování dat 

Ke grafickému zpracování naměřených dat byl použit program MS Excel. V případě 

vyhodnocování dat Fv/Fm byly použity mediány a chybové úsečky značící horní a dolní 

kvartil. Při vyhodnocování obsahu chlorofylů a+b, karotenoidů a produkce etylenu byly 

použity průměrné hodnoty a chybové úsečky značící směrodatnou odchylku. 

Pro výpočet plochy listů a listových segmentů byl použit program ImageJ 

(https://imagej.net/Welcome). Produkce etylenu [nl] oddělenými listy Arabidopsis nebo 

oddělenými segmenty pšenice i obsah chl a+b a karotenoidů [µg] byly poté vyjádřeny 

ve vztahu k celkové ploše listu [cm
2
]. 

Statisticky významné rozdíly mezi působením jednotlivých roztoků (BAP, 

3OHBAPA, 3MeOBAPA) a kontrolním roztokem (DMSO) byly vyhodnoceny 

prostřednictvím T-testu v programu MS Excel (P<0,05). V grafickém zpracování jsou 

tyto statisticky významné rozdíly označeny hvězdičkou.  

 

 

 

 

  

https://imagej.net/Welcome
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4 Výsledky 

V rámci této bakalářské práce bylo provedeno analytické stanovení obsahu chlorofylů 

a+b a karotenoidů, měření chlorofylové fluorescence (parametr Fv/Fm) a měření 

produkce etylenu u listových segmentů pšenice a oddělených listů Arabidopsis 

po ošetření cytokininem nebo nově připravenými cytokininovými deriváty. Hodnoty 

získané měřením byly vždy porovnávány s čerstvě oddělenými listy nebo s listy 

ošetřenými dimethylsulfoxidem (DMSO), který je běžně používán jako rozpouštědlo 

pro ředění roztoků cytokininů. Z tohoto důvodu byl 0,1% DMSO použit jako kontrolní 

roztok. 
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4.1 Obsah chlorofylů a+b 

Vlivem indukované senescence došlo u listových segmentů pšenice k poklesu obsahu 

chl a+b, a to u všech použitých roztoků. Zejména listové segmenty ošetřené DMSO 

vykazovaly ve velké míře znaky pokročilé senescence, jako např. výrazné žloutnutí 

vlivem degradace chl a+b (Obr. 11). U těchto neošetřených listových segmentů byl 

pozorován velmi výrazný pokles obsahu chl a+b, a to na 25 % hodnoty čerstvě 

oddělených listových segmentů (Obr. 5). Listové segmenty ošetřené BAP obsahovaly 

větší množství chl a+b než neošetřené listové segmenty (40 % hodnoty čerstvě 

oddělených listů). Ošetření derivátem 3OHBAPA způsobilo udržení nejvyššího 

množství chl a+b ze všech použitých sloučenin (65 % hodnoty čerstvě oddělených 

listových segmentů). Množství chl a+b bylo v těchto segmentech v porovnání 

s listovými segmenty ošetřenými DMSO více než dvojnásobné. Naopak obsah chl a+b 

v oddělených listových segmentech ošetřených derivátem 3MeOBAPA byl srovnatelný 

s DMSO. 

 

 

Obr. 5 Analyticky stanovený obsah chlorofylů a+b v oddělených listových segmentech pšenice 

jarní (Triticum aestivum L. cv. Aranka) bezprostředně (K) a 6. den po oddělení a následné 

inkubaci ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) 

nebo od něj odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou 

odchylku, n = 5. * značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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U všech oddělených listů Arabidopsis, které byly po ošetření příslušnými roztoky 

inkubovány ve tmě, byl 6. dpo zaznamenán velmi výrazný pokles obsahu chl a+b. 

V listech ošetřených DMSO došlo k poklesu obsahu chl a+b na 10 % hodnoty čerstvě 

oddělených listů (Obr. 6). Ošetření listů žádnou z použitých látek nezpůsobilo 

statisticky významné rozdíly v obsahu chl a+b v porovnání s neošetřenými (DMSO) 

listy. 

 

 

Obr. 6 Analyticky stanovený obsah chlorofylů a+b v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 6. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou 

odchylku, n = 5. * značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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Obsah chl a+b v oddělených listech Arabidopsis ošetřených DMSO 4. dpo 

dosahoval 30 % hodnoty naměřené u čerstvě oddělených listů (Obr. 7). Při ošetření listů 

roztokem BAP byl obsah chl a+b mírně vyšší než u neošetřených listů (DMSO; 35 % 

hodnoty čerstvě oddělených listů). Obsah chl a+b v listech ošetřených 3OHBAPA byl 

srovnatelný s obsahem těchto pigmentů v neošetřených (DMSO) listech. Při inkubaci 

listů v derivátu 3MeOBAPA byl obsah chl a+b mírně vyšší než u DMSO (35 % 

hodnoty čerstvě oddělených listů). 

 

 

Obr. 7 Analyticky stanovený obsah chlorofylů a+b v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 4. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou 

odchylku, n = 5. * značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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U oddělených listů Arabidopsis ošetřených DMSO byl 5. dpo zaznamenán pokles 

obsahu chl a+b, obsah těchto pigmentů v listech dosahoval 25 % hodnoty čerstvě 

oddělených listů (Obr. 8). Ošetření listů roztokem BAP způsobilo udržení vyššího 

obsahu chl a+b než u  listů inkubovaných v DMSO (40 % hodnoty čerstvě oddělených 

listů). V listech, které byly ošetřeny 3OHBAPA a 3MeOBAPA byl obsah chl a+b 

statisticky srovnatelný s DMSO. 

 

 

Obr. 8 Analyticky stanovený obsah chlorofylů a+b v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 5. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou 

odchylku, n = 6.* značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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4.2 Obsah karotenoidů 

Obsah karotenoidů v oddělených segmentech neošetřených (DMSO) listů pšenice 

dosahoval 70 % hodnoty čerstvě oddělených listů (Obr. 9). Při ošetření listových 

segmentů roztokem BAP byl obsah karotenoidů v porovnání s neošetřenými listy 

(DMSO) vyšší (přibližně 90 % čerstvě oddělených listů). Nejvyšší obsah karotenoidů 

byl zaznamenán v listových segmentech ošetřených derivátem 3OHBAPA, naměřené 

množství bylo 105% v porovnání s čerstvě oddělenými listovými segmenty. Použití 

derivátu 3MeOBAPA způsobilo udržení srovnatelného množství karotenoidů jako 

u DMSO (přibližně 75 % hodnoty čerstvě oddělených listů). 

 

 

Obr. 9 Obsah karotenoidů v oddělených listových segmentech pšenice jarní (Triticum aestivum 

L. cv. Aranka) bezprostředně (K) a 6. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě v roztocích 

0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj odvozených nově 

připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. 

Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou odchylku, n = 5. * značí 

statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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V případě oddělených listů Arabidopsis byl pokles obsahu karotenoidů 

zaznamenán u všech použitých variant (dnů po oddělení) (Obr. 10). Při exogenní 

aplikaci jednotlivých sloučenin na oddělené listy Arabidopsis nebyl zaznamenán žádný 

statisticky významný rozdíl v obsahu karotenoidů mezi použitými látkami a DMSO.  

 

 

Obr. 10 Obsah karotenoidů v oddělených listech Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp 

Columbia 0) bezprostředně (K) a 6., 4. a 5. den po oddělení (dpo) a následné inkubaci ve tmě 

v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou průměrné hodnoty, chybové úsečky značí směrodatnou 

odchylku, n = 5-6.* značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO v rámci 

varianty (dne po oddělení), P˂0,05. 
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Obr. 11 Imaging parametru Fv/Fm v oddělených listových segmentech pšenice jarní (Triticum 

aestivum L., cv. Aranka) bezprostředně (0. dpo) a 6. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě 

v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátech s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. 

0.1
1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1.0 

0
,

0. dpo 

DMSO 

BAP 

3OHBAPA 

3MeOBAPA 



38 

4.3 Fv/Fm 

V listových segmentech pšenice, které byly ošetřeny DMSO, došlo vlivem indukované 

senescence k poklesu parametru Fv/Fm na přibližně 50 % hodnoty čerstvě oddělených 

listových segmentů (Obr. 12). V případě ošetření listových segmentů roztokem BAP byl 

Fv/Fm srovnatelný s DMSO. U listových segmentů, které byly ošetřeny derivátem 

3OHBAPA, dosahoval Fv/Fm nejvyšší hodnoty v porovnání s ostatními látkami (85 % 

hodnoty čerstvě oddělených listových segmentů). V listových segmentech ošetřených 

derivátem 3MeOBAPA byl parametr Fv/Fm srovnatelný s DMSO. 

 

 

Obr. 12 Parametr Fv/Fm během indukované senescence v oddělených segmentech listů pšenice 

jarní (Triticum aestivum L., cv. Aranka) bezprostředně (K) a 6. den po oddělení a následné 

inkubaci ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) 

nebo od něj odvozených nově připravených derivátů s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA 

o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou mediány, chybové úsečky značí první a třetí kvartil, 

n=5. * značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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V oddělených listech Arabidopsis byl 6. dpo parametr Fv/Fm v porovnání 

s kontrolními listy velmi výrazně nižší, a to u všech použitých látek (Obr. 13). 

V případě DMSO byl Fv/Fm přibližně 10% oproti čerstvě odděleným listům, u BAP pak 

15%. Při použití derivátů 3OHBAPA a 3MeOBAPA nebyl zaznamenán žádný výrazný 

vliv na udržení Fv/Fm, naměřené hodnoty byly srovnatelné s DMSO. 

 

 

Obr. 13 Parametr Fv/Fm během indukované senescence v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 6. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátů s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 

10-5 mol.l-1. Uvedeny jsou mediány, chybové úsečky značí první a třetí kvartil, n = 5. * značí 

statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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Parametr Fv/Fm v oddělených listech Arabidopsis dosahoval 4. dpo u neošetřených 

listů (DMSO) 20 % hodnoty naměřené u čerstvě oddělených listů (Obr. 14). BAP i oba 

deriváty byly v udržení Fv/Fm účinnější, při ošetření těmito roztoky se Fv/Fm u všech 

použitých látek pohyboval mezi 30 a 35 % hodnoty čerstvě oddělených listů.  

 

 

 

 

Obr. 14 Parametr Fv/Fm během indukované senescence v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 4. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátů s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 

10-5 mol.l-1. Uvedeny jsou mediány, chybové úsečky značí první a třetí kvartil, n = 5. * značí 

statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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U oddělených listů Arabidopsis inkubovaných 5 dní po oddělení v DMSO došlo 

vlivem indukované senescence k poklesu parametru Fv/Fm na přibližně 15 % hodnoty 

čerstvě oddělených listů (Obr. 15). V listech ošetřených BAP byl naměřen výrazně 

vyšší Fv/Fm než u DMSO (25 % hodnoty čerstvě oddělených listů). Působení 

3OHBAPA bylo srovnatelné s DMSO. Fv/Fm v listech ošetřených derivátem 

3MeOBAPA byl nejvyšší ze všech použitých látek (dosahoval přibližně 35 % Fv/Fm 

čerstvě oddělených listů.  

 

 

 

Obr. 15 Parametr Fv/Fm během indukované senescence v oddělených listech Arabidopsis 

(A. thaliana L., ekotyp Columbia 0) bezprostředně (K) a 5. den po oddělení a následné inkubaci 

ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj 

odvozených nově připravených derivátů s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 

10
-5

 mol.l
-1

. Uvedeny jsou mediány, chybové úsečky značí první a třetí kvartil, n=6. * značí 

statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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4.4 Obsah etylenu 

Oddělené segmenty listů pšenice inkubované v BAP produkovaly o 75 % více etylenu 

než neošetřené (DMSO) listové segmenty (Obr. 16). Listové segmenty ošetřené 

derivátem 3OHBAPA produkovaly v porovnání se všemi použitými roztoky nejméně 

etylenu, přibližně o 35 % méně než neošetřené (DMSO) listové segmenty. Po inkubaci 

segmentů v derivátu 3MeOBAPA byla produkce etylenu v porovnání s neošetřenými 

(DMSO) listy o 25 % vyšší. 

 

 

Obr. 16 Produkce etylenu oddělenými segmenty listů pšenice jarní (Triticum aestivum L. cv. 

Aranka) 6. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu 

(DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj odvozených nově připravených derivátů 

s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. V grafu jsou uvedeny 

průměrné naměřené hodnoty a chybové úsečky, které značí směrodatnou odchylku, n = 5. 

* značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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Množství etylenu v oddělených listech Arabidopsis naměřené 6. dpo bylo u všech 

variant srovnatelné (Obr. 17). 

 

 

Obr. 17 Produkce etylenu oddělenými listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp Columbia 0), 

6. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-

benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj odvozených nově připravených derivátů s označením 

3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. V grafu jsou uvedeny průměrné naměřené 

hodnoty a chybové úsečky, které značí směrodatnou odchylku, n = 5. * značí statisticky 

významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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Rozdíly v množství etylenu naměřené 4. dpo u listů Arabidopsis inkubovaných 

v DMSO, BAP a 3OHBAPA byly statisticky nevýznamné (Obr. 18). Ošetření 

oddělených listů 3MeOBAPA mělo za následek nižší produkci etylenu v porovnání 

s neošetřenými (DMSO) listy o přibližně 25 %. 

 

 

Obr. 18 Produkce etylenu oddělenými listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp Columbia 0), 

4. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě v roztocích 0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-

benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj odvozených nově připravených derivátů s označením 

3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. V grafu jsou uvedeny průměrné naměřené 

hodnoty a chybové úsečky, které značí směrodatnou odchylku, n = 5. * značí statisticky 

významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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U oddělených listů Arabidopsis, které byly ošetřeny BAP, bylo 5. dpo naměřeno 

o 60 % více etylenu než u neošetřených (DMSO) listů (Obr. 19). Při inkubaci listů 

v roztocích 3OHBAPA a 3MeOBAPA bylo množství produkovaného etylenu 

srovnatelné s neošetřenými (DMSO) listy. 

 

 

Obr. 19 Obsah etylenu produkovaného oddělenými listy Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp 

Columbia 0), které byly měřeny 5. den po oddělení a následné inkubaci ve tmě v roztocích 

0,1% dimethylsulfoxidu (DMSO), 6-benzylaminopurinu (BAP) nebo od něj odvozených nově 

připravených derivátů s označením 3OHBAPA a 3MeOBAPA o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

. 

V grafu jsou uvedeny průměrné naměřené hodnoty a chybové úsečky, které značí směrodatnou 

odchylku, n = 6. * značí statisticky významný rozdíl mezi použitými látkami a DMSO, P˂0,05. 
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5 Diskuze 

Senescence je v rostlinách spojena s řadou změn, ke kterým patří pokles obsahu 

chlorofylů i dalších pigmentů, např. karotenoidů (Biswal 1995). Postupně dochází 

ke snížení rychlosti fotosyntézy a degradaci chloroplastů a dalších organel (Hensel 

et al., 1993; Gan a Amasino, 1997; Ougham et al., 2005). Změny ve fotosyntéze lze 

pozorovat např. změnami parametrů chlorofylové fluorescence jako je maximální 

kvantový výtěžek fotochemie fotosystému II (Fv/Fm), který v průběhu senescence klesá 

(Špundová et al., 2003). V této práci byl sledován vliv nově připravených derivátů CK 

na obsah chlorofylu a+b a karotenoidů, dále na parametr chlorofylové fluorescence 

(Fv/Fm) a na produkci etylenu během indukované senescence. Jako kontrolní roztok byl 

použit 0,1% DMSO, který se používá pro přípravu roztoků cytokininů. 

Na základě výsledků předběžných experimentů bylo testování účinků látek 

prováděno šestý den po oddělení (dpo) u listů pšenic i Arabidopsis. V oddělených 

listech Arabidopsis však byla po 6 dpo pravděpodobně vlivem produkovaného etylenu 

v uzavřené vialce senescence natolik pokročilá, že nebylo možné objektivně zhodnotit 

působení použitých látek. Následující experimenty byly proto provedeny se čtyřdenní 

inkubací listů v roztocích, nicméně bylo zjištěno, že po této době ještě nedošlo 

k dostatečnému rozvoji senescence, aby se projevil vliv použitých látek na její oddálení 

a produkci etylenu. Z těchto důvodů bylo měření provedeno po 5 dnech inkubace 

oddělených listů v příslušných roztocích. 

Cytokininům a jejich antisenescenční aktivitě v rostlinách se věnovala řada autorů 

(např. Smart et al., 1991; Gan a Amasino, 1995; Holub et al., 1998; Selivankina et al., 

2001; Špundová et al., 2003; Vlčková et al., 2006; Mik et al., 2011). Vlčková et al. 

(2006) studovali změny spojené se senescencí po exogenní aplikaci meta-topolinu 

na oddělené listy pšenice. Oddálení senescence poté pozorovali např. jako zpomalení 

degradace chlorofylů a+b, pomalejší nárůst lipidové peroxidace nebo mírnější pokles 

parametru fotosyntetické funkce Fv/Fm (Vlčková et al., 2006). Obdobné výsledky byly 

získány i v této bakalářské práci, kdy v porovnání s DMSO byl po exogenní aplikaci 

BAP na oddělené listy pšenice i Arabidopsis udržen vyšší obsah chlorofylů a byl také 

zaznamenán pozitivní vliv na udržení Fv/Fm. Antisenescenční účinek CK je z literatury 

tedy velmi dobře znám, nicméně celá řada studií zabývajících se zejména vztahem 

struktury a biologické aktivity látek odvozených od CK uvádí, že některé CK deriváty 

vykazují silnější antisenescenční aktivitu než samotné CK. Vylíčilová et al. (2016) 
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pozorovali po čtyřdenní inkubaci oddělených listů pšenice v nově připravených C2-

substituovaných aromatických CK derivátech v porovnání s BAP větší vliv některých 

derivátů na oddálení senescence. Nejúčinněji působily monosubstituované deriváty, 

které měly na benzenovém kruhu navázán atom fluoru, a to nezávisle na pozici 

navázání. Významný účinek také měly deriváty nesoucí atom chloru či bromu v pozici 

meta- či para-. Deriváty, které ve své chemické struktuře obsahovaly atom bromu či 

více atomů halogenů zároveň, byly obecně méně aktivní než BAP (Vylíčilová et. al., 

2016). Tyto výsledky jsou v souladu s předchozími poznatky Holuba et al. (1998), který 

uvádí, že některé deriváty CK, které nesou v substituci hydroxy- skupinu, mohou zvýšit 

antisenescenční účinek daného derivátu (Holub et al., 1998) a také Doležala et al. 

(2007), který říká, že hydroxylované deriváty a monomethoxyderiváty mohou 

vykazovat významnou aktivitu (Doležal et al., 2007). V této bakalářské práci vykazoval 

u pšenic v porovnání s BAP vyšší antisenescenční aktivitu hydroxy- derivát BAP 

(3OHBAPA). Po exogenní aplikaci tohoto derivátu na oddělené listové segmenty došlo 

k udržení vyššího obsahu chlorofylů a+b a také vyššího Fv/Fm. V případě Arabidopsis 

byl udržen vyšší obsah chlorofylů po ošetření oddělených listů roztokem BAP, ale díky 

3MeOBAPA došlo v porovnání s ostatními roztoky k udržení vyššího Fv/Fm. Oba tyto 

výsledky nejsou v rozporu s předchozími poznatky Doležala et al. (2007). 

Z literatury, která se zabývá interakcemi CK a ethylenu (např. Kao a Yang, 1983; Cary 

et al., 1995) je známo, že BAP dokáže oddálit senescenci, ale zároveň stimulovat 

biosyntézu etylenu, který naopak stárnutí listů i celé rostliny podporuje (Cary et al., 

1995). Kao a Yang (1983) uvádí, že po exogenní aplikaci BAP na oddělené listy 

pšenice dochází při uchování listů ve tmě k výrazně rychlejší degradaci chlorofylu 

a také vyšší produkci etylenu. Vyjadřují hypotézu, podle které má BAP vliv na oddálení 

senescence a zároveň také na produkci etylenu, při delším působení však klesá citlivost 

listů k produkovanému etylenu, čímž je umožněn antisenescenční účinek BAP (Kao 

a Yang, 1983). Výsledky této bakalářské práce jsou v souladu s těmito poznatky, jelikož 

po aplikaci BAP na oddělené listy pšenice i Arabidopsis došlo v porovnání 

s neošetřenými (DMSO) listy k oddálení senescence (vyšší obsah chl a+b, vyšší Fv/Fm) 

i navzdory výšší produkci etylenu. V oddělených listových segmentech pšenice byla 

zaznamenána výrazně nižší produkce etylenu po ošetření derivátem 3OHBAPA, 

zatímco v oddělených listech Arabidopsis byl rozdíl v produkci etylenu 

mezi jednotlivými použitými látkami pouze minimální. Méně etylenu však produkovaly 

listy ošetřené derivátem 3MeOBAPA. Na základě těchto výsledků se domníváme, že 
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jedním z možných důvodů rozdílného působení použitých látek na oddálení senescence 

v oddělených listech a listových segmentech modelových rostlin je jejich rozdílná 

produkce etylenu. Vyšší produkce etylenu vlivem působení BAP může být důvodem 

pro jeho nižší antisenescenční účinek v porovnání s nově připravenými deriváty 

3OHBAPA u pšenice a 3MeOBAPA u Arabidopsis. Tato problematika vyžaduje další 

podrobnější testování a experimenty, které jsou však nad rámec této bakalářské práce. 
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6 Závěr 

Cytokininy ovlivňují v rostlinných organismech řadu biologických procesů. 

Mezi nejvýznamnější účinky patří jejich schopnost oddálit nebo zpomalit senescenci. 

Tato antisenescenční aktivita byla zaznamenána u přirozeně se vyskytujících 

i syntetických cytokininů, ale také u celé řady derivátů od nich odvozených. Navzdory 

jejich působení na oddálení senescence některé cytokininy zároveň podporují produkci 

etylenu, který naopak senescenci urychluje. Přesný mechanismus účinku cytokininů 

na produkci etylenu nebyl zatím zcela objasněn. V této práci byly porovnávány účinky 

dvou nově připravených cytokininových derivátů s označením 3OHBAPA 

a 3MeOBAPA, které byly odvozeny od aromatického cytokininu 6-benzylaminopurinu 

(BAP). Působení BAP a jeho derivátů o koncentraci 10
-5

 mol.l
-1

 na oddálení změn 

spojených se senescencí (obsah chlorofylů a+b a karotenoidů, parametr Fv/Fm) 

a produkci etylenu bylo srovnáváno po jejich exogenní aplikaci na modelové rostliny - 

pšenici jarní (Triticum aestivum L., cv. Aranka) a Arabidopsis (A. thaliana L., ekotyp 

Columbia 0). BAP i jeho deriváty měly prokazatelný vliv na oddálení sledovaných 

změn způsobených indukovanou senescencí. Zároveň bylo zjištěno, že testované 

deriváty 3OHBAPA a 3MeOBAPA působí odlišně u jednotlivých použitých rostlin. 

U pšenice byla senescence nejúčinněji oddálena působením derivátu 3OHBAPA, a to 

ve všech sledovaných parametrech. Zároveň listové segmenty ošetřené tímto derivátem 

produkovaly výrazně nižší množství etylenu než v případě inkubace segmentů v BAP. 

U Arabidopsis byl zaznamenán naopak silnější antisenescenční účinek derivátu 

3MeOBAPA. Zatímco obsah chlorofylů a+b se u listů ošetřených 3MeOBAPA a BAP 

lišil jen mírně, fotosyntetická aktivita (Fv/Fm) byla vlivem 3MeOBAPA přibližně 

o 10 % vyšší. Produkce etylenu byla u listů inkubovaných v BAP výrazně vyšší 

než v případě všech ostatních použitých látek. Jednou z příčin rozdílného působení 

testovaných látek by mohla být právě různá produkce etylenu rostlinami po aplikaci 

těchto sloučenin. 
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8 Seznam použitých zkratek 

3MeOBAPA nově připravený derivát odvozený od 6-benzylaminopurinu 

3OHBAPA nově připravený derivát odvozený od 6-benzylaminopurinu 

ABA  kyselina abscisová 

BAP  6-benzylaminopurin 

CK  cytokininy 

CPPU  N-(2-chloro-pyridin-4yl)-N´-fenylmočovina 

DMSO  dimethylsulfoxid 

dpo  dny po oddělení 

DPU  difenylmočovina 

F0  minimální fluorescence vzorku adaptovaného na tmu 

Fm  maximální fluorescence vzorku adaptovaného na tmu 

Fv/Fm  maximální kvantový výtěžek fotochemie fotosystému II 

chl      chlorofyl 

IAA  kyselina indoloctová 

JA  kyselina jasmonová 

MeJA      metyljasmonát, volatilní ester kyseliny jasmonové (JA) 

PAR  photosynthetically active radiation, fotosynteticky aktivní 

záření 

PCD  programmed cell death, programovaná buněčná smrt 

PSI      fotosystém I 

PSII fotosystém II 

RNA ribonukleová kyselina 

SA kyselina salicylová 

SAG senescence-associated genes, geny aktivované senescencí 

TDZ thidiazuron, N-fenyl-N´-(1,2,3-rhidiazol-5-yl)močovina 

tZ     trans-zeatin 


