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Souhrn

Cytokininy (CK) jsou znamy pro svoji schopnost zpomalit senescenci rostlin, ale
Z mnohych experimentti vyplynulo, Ze za jistych podminek CK zptisobuji urychleni
senescen¢nich procest v rostlinach. Tento zvrat v uc€incich cytokinind byl pozorovan u
vysokych koncentraci a pii vysoké ozafenosti listd. Od nového derivaitu CK MeOBAPR
6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosylpurin,  ktery byl syntetizovan v
Laboratofi rastovych regulatorti PiF UP, se ocekavalo, Ze nebude urychlovat senescencni
procesy ani pti koncentracich pii kterych ma CK BA toxické ucinky na listy.

V nasi préci byl studovan vliv cytokininu MeOBAPR na oddé¢lené listy je¢mene
set¢ho (Hordeum vulgare L.), pfi¢emz jako pozitivni kontrola byl pouzit CK 6-
benzyladenin (BA). Byla sledovana zavislost u¢inki téchto CK na jejich koncentraci a na
svételnych podminkach. Pro stanoveni miry indukované senescence byl méfen obsah
chlorofylu a hodnota maximalniho kvantového vytézku fotochemie fotosystému II
(Fv/Fp). Pro stanoveni koncentra¢ni zavislosti byly v ptipadé BA pouzity koncentrace (10,
100, 300 uM), v ptipadé¢ MeOBAPR koncentrace (10, 100, 300, 600 uM). Pro stanoveni
svételné zavislosti jsme pouzili tfi svételné rezimy. ,,Tma“ a periodicky rezim 8 hodin
tma/16 hodin sv&tlo o nizké (90 umol'm?-s™) a vysoké (300 pmol-m?s™) ozéafenosti.
Jako kontrolni roztok byl pouzit 0,5% roztok DMSO (dimethylsulfoxid). DMSO bylo
pouzito k pfipravé roztokii CK vsech koncentraci, tak aby v kazdé koncentraci byl 0,5 %
roztok DMSO.

U listt inkubovanych v DMSO bez CK ve tmé byl po oddéleni naméfen znacny
pokles obsahu chlorofylu i Fy/Fp. U listd inkubovanych na svétle v DMSO nebyl pokles
téchto parametrl tak vyrazny jako ve tmé. Svétlo tedy zpomalilo senescen¢ni procesy. U
listd uchovavanych ve tmé s CK bylo pozorovano zpomaleni poklesu obsahu chlorofylu a
Fu/Fp pro vSechny koncentrace oproti kontrolnim vzorkim v DMSO. BA signifikantné
zpomalil senescenci, u listd inkubovanych ve tmé byla nejacinnéjsi nejvyssi pouzita
koncentrace (300 uM). Tato koncentrace méla u listli inkubovanych na intenzivnim svétle
mirné poskozujici ucinek. Na intenzivnim svétle senescenci nejvice zpomalil BA 0
koncentraci 10 uM. MeOBAPR mé¢l ve srovnatelnych koncentracich podobné tc¢inky jako
BA. Ve tm¢ dokdzala koncentrace 600 uM MeOBAPR nejucinnéji oddalit senescenci.
Avsak pfi inkubaci listh na svétle byl v ptfipadé 600 M MeOBAPR pokles obsahu

chlorofylu a F./Fp, vyrazn¢ urychlen. U listi inkubovanych pifi vysoké ozafenosti



senescenci urychlil 1 300 uM MeOBAPR. Tudiz se podaftilo prokazat, ze MeOBAPR pii
vysokych koncentracich urychluje senescenci oddélenych listi je¢mene setého a ze tento

vliv siln¢ zavisi na svételnych podminkéch.



Summary

Cytokinins (CKs) are known for their ability to retard or slow down plant
senescence, but many experiments show that under certain conditions CK can accelerate
the course senescence. This reverse of CKs effect was observed at application of high
concentration and/or at high irradiance of leaves. From new CK derivative 6-(3-
methoxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosylpurin (MeOBAPR), that has been synthesized
in the Laboratory of Plant Growth Regulator at the Faculty of Science PU, was expected,
that this derivative would not accelerate the senescence processes. In our work was
studied the influence of CK MEOBAPR on detached leaves of barley (Hordeum vulgare
L.). CK 6-benzyladenin (BA) was used as a positive control. The dependence of effects of
these CK on their concentration and on light conditions was estimated. For estimation of
the extent of induced senescence were used measurements of chlorophyll content and of
the maximal efficiency of photosystem Il photochemistry (F./Fp). The detached leaves
were kept in 0,5% solution of DMSO (dimethylsulfoxid) containing either BA (10, 100,
300 uM) or MeOBAPR (10, 100, 300, 600 uM). As a control solution was used pure
0,5% DMSO. The leaf segments were kept under three light regimes: darkness and
periodic regimes of 8 hour dark/ 16 hour light of low (90 umol'm™-s™) and high (300
umol-m?s™) irradiance.

Considerable decrease in chlorophyll content and F./F, was observed in the leaves
incubated in DMSO without CKs kept in darkness. These decreases were markedly
slowed down when the leaves were kept under light conditions. In the leaves incubated in
dark with CKs was observed retardation of the declines of chlorophyll content and F./F
for all concentrations in comparison to the control leaves in DMSO. Application of BA
significantly slowed down the senescence induced changes; while applied in the darkness
the highest concentration (300 uM) being the most effective, when applied under the high
light the same concentration had moderate detrimental effect and most effective was the
concentration of 10 uM BA. Similar results were measured in comparable concentrations
of MeOBAPR. Aplication of the highest (600 puM) concentration of MeOBAPR
significantly slowed down senescence induced changes in the dark. However in leaves
incubated under the low light conditions was observed markedly accelerated decline of
chlorophyll content and F,/F, in the case of 600 uM MeOBAPR. In the leaves incubated

under the high light intensity was observed accelerated senescence already at the 300 uM



MeOBAPR. It has been shown that MeOBAPR at high concentrations accelerates

senescence and that these influence depends on light conditions.
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Seznam zkratek

ATP - adenozin-3-fosfat

BA - 6-benzyladenin

CAT - katalaza

CK - cytokinin(y)

CKX - cytokinin oxido/reduktaza

Cyt be/f - cytochrom be/f komplex

DMSO - dimethylsulfoxid

Fr - maximalni intenzita fluorescence chlorofylu

Fo - minimalni intenzita fluorescence chlorofylu

Fo - intenzita fluorescence ve viné P kiivky velmi rychlé fluorescencni
indukce

Fy - variabilni fluorescence

Fu Fp - maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II

Chl - chlorofyl

CWwi - cell wall invertaza, invertaza v bunécné sténé

GR - glutathion reduktéza

LHC - light harvesting komplex, svétlo-sbérny komplex

MDA - malondialdehyd

NADP+ - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NPQ - non-photochemical quenching, nefotochemické zhaseni

PAR - photosynthetically active radiation, fotosynteticky aktivni zafeni

PCD - programed cell death, programovana bunécna smrt

PEA - Plant Efficiency Analyser, pfistroj k méfeni kiivek velmi rychlé

fluorescence

PQ - plastochinon

PSI - fotosystém I

PSII - fotosystém 11

Qa -menanchinon

dp - photochemical quenching, fotochemické zhaSeni fluorescence
chlorofylu

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SAG 12 - senescence asociated gene-,

SOD - superoxid dismutaza

vii



SPAD-502 - pfistroj na méieni obsahu chlorofylu

tZ - trans-zeatin

uv-B - ultra violet, ultra fialové zareni

3MeOBAP - 3-methoxy(-6-benzylamino)purin

30HBAP - 3-hydroxy(-6-benzylamino)purin

MeOBAPR - 6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosylpurin
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1. Uvod

CK jsou latky nachazejici se v rostlinach, kde plni funkci rostlinnych hormon.
Tyto hormony dokazi napt. ovlivnit vyvoj a déleni bun¢k, oddalit starnuti bunck a
stimulovat fotosyntézu. Prvnim popsanym cytokininem byl Kinetin (6-fufrylaaminopurin)
v 50. letech 20. stoleti objeveny Skoogem a kol. (1956). Od té doby se védcim podafilo
objevit a syntetizovat velké mnozstvi cytokininii, avSak jejich zplisob ovliviiujici rizné
rostliny je ve fazi zkoumani.

Objasnéni vlivu rostlinnych hormonti na rostlinné mechanismy bychom mohli
vyuzit naptiklad v zeméd€lstvi pro zvyseni vynosu rostlin.

V nasi bakalafské praci jsme se zabyvali zpltisobem pulsobeni cytokininii na
starnuti (senescenci) rostlin.

Senescence rostlin je pfirozeny nebo uméle vyvolany proces, odehravajici se
v bunikach rostlin a vedouci k bunééné smrti. Senescence je ovlivnéna, jak vné&jsimi
faktory, naptiklad intenzitou svételného zafeni, mnozstvim vody, patogeny, toxiny,
ozonem, zasolenim, teplotou, ale i vnitinimi faktory, mezi néz patii hormony.

Vseobecné pfijimanym nazorem je, ze CK dokéazi zpomalit senescenci rostlinnych
bun¢k. Dilezité pro naS experiment bylo, pfi jakych podminkach, naptiklad intenzité
osvétleni nebo koncentraci cytokininti, ma dany cytokinin pozitivni efekt na oddaleni
starnuti rostlin. Bylo zjiSténo, Ze vyssi koncentrace cytokininu pfi vyS$i intenzité svétla
zpusobuje urychleni starnuti rostlin. Dal§im duleZitym faktorem je druh cytokininu, tedy
jeho chemické slozeni, zpisob jakym ho rostlina dokaze metabolizovat a jeho schopnost
navazat se na cytokininové receptory a ovlivnit odpovédnostni regulatory.
popisujici vliv cytokinind na starnuti rostlin v zavislosti na intenzité ozafeni rostlin. Tento
model pfedpokladal, Zze pfi urcité koncentraci cytokininl a urcité intenzité svétla dojde
v rostliné ke zlomu, kdy CK piestanou zpomalovat starnuti, ale naopak za¢nou proces
starnuti v listu urychlovat. Cilem nasi bakalaiské prace bylo prozkoumat vliv nového
cytokininu MeOBAPR, ktery byl nasyntetizovan v laboratofi riistovych regulatord UP v
Olomouci. Porovnat vliv MeOBAPR s cytokininem BA, jehoz ucinky jsou dobie popsany
napf. 1 v praci Melkovicova (2012) a ovefit model popisujici vliv cytokininil na starnuti
rostlin pfi uméle vyvolaném senescenci rostlin v zavislosti na koncentraci cytokinint a

svételnych podminkach.



2. Prehled problematiky

2.1 Starnuti rostlin

Starnuti rostlin (senescence) je proces vedouci k programované bunééné smrti
(programmed cell death, PCD). Pii senescenci dochazi k syntéze hydrolytickych enzymu
napiiklad proteaz, lipaz, nukleaz. Dochazi k degeneraci bunéénych organel, jako jsou
chloroplasty, endoplazmatické retikulum, mitochondrie a jadro buiky. Senescence ma
vliv na koncentraci a tvar chloroplasti, stabilitu a vlastnosti thylakoidnich membran v
chloroplastech, dochazi k peroxidaci tylakoidni membrany, K destrukci jejich proteind,
vEtsi propustnosti iontd pres thylakoidni membranu a k poskozeni enzymi a proteint ve
stromatu u chloroplast (VIickova a kol. 2006).

Pfi degeneraci chloroplasti dochazi k rozkladani chlorofylu (Chl), méfeni obsahu
chlorofylu se Casto pouziva k ¢aste¢nému urceni prubéhu senescence (VIckova a kol.
2006), v prub¢hu senescence se méni ultrastruktura chloroplasti tvar z elipsovitého na
vice kulovy a zacinaji se shlukovat a také dochazi k akumulaci plastoglobuli (Vi¢kova a
kol. 2006). Enzymy degradujici chlorofyl se mohou nachazet v membrané¢ samotnych
chloroplasti.

Rozpad thylakoidni membrany zacina degradaci komplexu Cyt bg/f, tim se
inhibuje transport elektronti mezi fotosyst¢tmem Il (PSII) a fotosystémem | (PSI),
rozpadaji se PSI, PSII i ATP syntéza (Lawlor 2001) cit. v Melkovicova 2012, Valcke a
kol. 2012).

Senescence rostlin se projevi na fotochemickém zhaSeni fluorescence chlorofylu
(gp), maximalnim kvantovém vytézku fotochemie fotosystému PSII (F/Fy). V dusledku
senescence dochazi k poklesu g, i Fu/Fy. (VIEkova a kol. 2006). F\/F, se vypocita pomoci
poméra fluorescenci, ty vznikaji ve PSII nejcastéji v proteinu CP43 a jsou dusledkem
redukovaného stavu plastochinonu (PQ) (Srivastava a kol. 1995, Valcke a kol. 2012).
Fotosyntetické aktivita je zavisla na proteinech, které se Ui€astni fotosyntézy a nachéazeji
se jak v chloroplastu, tak v jadre. Dale zavisi na mnoha vnéjsich pfirodnich faktorech,
jako jsou intenzita fotosynteticky aktivniho zatfeni (photosynthetically active radiation,
PAR) zafeni, ultrafialové zafeni (ultra violet, UV-B), teplota, sucho, toxické latky ve
vzduchu a dalsi (Srivastava a kol. 1995, Valcke a kol. 2012). Tyto vnéjsi ptirodni faktory

mohou negativné ovlivnit fotosyntetické procesy v rostlin€¢, mohou poskodit elektronovy



transport ptes thylakoidni membrany, Calvintiv cyklus, vyvolat peroxidaci lipida.
Senescence je fizena expresi genu, a jeji prubéh je znacné ovlivnén vnéjSimi piirodnimi
vlivy. V nasi praci jsme se hlavné zabyvali zkoumanim vlivu intenzity ozafeni a dvéma
druhy cytokinini BA (6-benzyladenin) a MeOBAPR (6-(3-methoxybenzylamino)-9-p-D-

ribofuranosylpurin) na senescenci je¢mene setého (Hordeum vulgare L.).

2.2 Cytokininy (CK)

Cytokininy (CK) jsou rostlinné hormony, které ovliviiuji rist rostlin, patii tedy do
skupiny rustovych regulatord. Prvni zndmy cytokinin by trans-zeatin, ale prvnim
extrahovanym cytokininem byl kinetin (6-furfurylaminopurin) objeveny Skoogem a kol.
(1956). V prubéhu ¢asu, byla zjistovana jejich dulezitost pro rizné procesy rostlinného
zivota. V dnesni dobé jsou chapany jako zakladni slozka pro vyvoj a riist rostlin.

CK ovlivnuji genovou expresi, bunéény cyklus, vyvoj chloroplastt, rist kotent,
transport a metabolizmus Zzivin, starnuti a rdst nadzemnich ¢asti rostliny (Mok 2001,
Werner a kol. 2001 Wulfetange a kol. 2011cit. v Melkovicova 2012, Mik a kol. 2011).

Podporuji déleni a diferenciaci bun€k pfispivaji k syntéze chloroplasti a
chlorofylti (Mok 2001 v Mekovi¢ova 2012, Zacarias a kol. 1990). Zpomaluji pfiznaky
senescence, jako jsou zména tvaru chloroplastu degradace chlorofylti a akumulaci
plastoglobuli, zvySuji syntézu antioxidativnich enzymi a zvySuji mnozstvi invertazy
v bunécné sténé (cell wall invertazy, CWI) (Vickova a kol. 2006, Zwak a kol. 2013). Tim
negativné ovlivituji tvorbu ROS a peroxidaci lipida a také rychlost fotosyntézy (Mytinova
a kol. 2011, Zwak a kol. 2013).

RozliSujeme CK podle konfigurace na izoprenoidni napt. zeatin a aromatické CK,
které obsahuji aromatickou substituci v N6-poloze napf. kinetin nebo BA (6-
benzyladenin) obr. ¢. 1. Dale je mizeme rozliSit podle toho, zda se jednotlivé CK
vyskytuji pfirozené naptiklad Kinetin nebo jsou uméle vytvoieny MeOBAPR 6-(3-

methoxybenzylamino)-9-f-D-ribofuranosylpurin obr. ¢. 1.



Molecular Formula = C ;H, N.O,

Formula Weight = 387.38984

O_
¢ “)—CH,NH HN
e |
NZ T N N
| N™
Sy ” ] l ~ \>
\.\N‘_.f -\.H_N._.- N N
H o)
HO
HO  OH

Obr. 1: Vlevo strukturni vzorec BA, vpravo strukturni vzorec MeOBAPR.

Obrazek 1 ukazuje strukturni vzorce cytokinind, se kterymi jsme pracovali béhem
naSich experimentd. Dilezitou soucésti téchto experimentli bylo méfeni listl jeCmene
setého (Hordeum vulgare L.) ponechanych v riznych koncentracich cytokinind a pfi
rizném osvétleni. Ze strukturnich vzorct je pravdépodobné, ze na oba CK bude je¢men
sety (Hordeum vulgare L.) reagovat trochu odlisné, pravdépodobné kvili odli$né vaznosti
CKX na oba druhy CK a riizné vaznosti na téchto CK na regulatory CK odpovédi
(response regulator, RR) (Mik a kol. 2011a, 2011 b, Podlesakova a kol. 2012).

Utinky exogenné piidanych cytokinind v rostling jsou ovlivnény nejenom svétlem
a jejich koncentraci, ale také tim, jestli podporuji nebo inhibuji syntézu cytokinint
vyskytujicich se pfirozené v rostliné. Déle zélezi na zptsobu, jakym se Vv rostliné aktivuji
jednotlivé typy cytokinind. Podle vysledkti z Podlesdkové a kol. (2012) jsou nékteré typy
cytokininii napi. 3MeOBAP9G ((3-hydroxy(-6-benzylamino-9-glucosyl)purine) ve stavu
neaktivnim, protoze nedokazaly aktivovat cytokininové akceptory napi. AHK3. Rostlina
ho musi nejprve aktivovat, aby mé¢l dany cytokinin vliv na mechanismy spoustéjici se
timto cytokininovym receptorem. Jednim ze zplsobi, jakym muze rostlina deaktivovat
CK je pomoci dehydrogenaz cytokininti (CKXs) pfi nadmérné koncentraci cytokinini
(Podlesakova a kol. 2012). Ddlezitym faktorem je, jakym zpisobem CK ovliviuji
transkripci RR a aktivitu cytokininovych receptorit AHK3 a dalsich (Podlesakova a kol.
2012). Nekteré derivaty cytokinintl napi. BAP-ribosidy maji lepsi vlastnosti na uchovani

obsahu chlorofylti nez jejich volné baze, nékteré naopak horsi napt. BAP-glukosidy



(Holub a kol. 1998). Miize to byt zptisobeno tim, ze BAP-glukosidy jsou zasobni forma
BA aV listech se bézné nevyskytuji (Werbrouck a kol. 1995)

Peroxidace membranovych lipida je dals$im ze znakd senescence (VIckova a kol.
2006, Mik a kol. 2011), dochéazi k ni v disledku ptisobeni reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species, ROS) a jejich zvySené tvorby (Mik a kol. 2011). Tyto reaktivni
formy kysliku vznikaji v rostlin¢ po celou dobu jejiho Zivota, ale pii senescenci, ktera je
pozdni fazi zivotniho cyklu, dochézi k jejich hromadéni v disledku poklesu aktivity a
koncentrace antioxidativnich enzymti a nefotochemického zhaSeni (non photochemical
quenching, NPQ). Rostlinné hormony CK dokazi zpomalit tvorbu ROS. Z prace
Mytinové a kol. (2011) vyplyva, ze pii aplikaci cytokinini na list dochdzi k zvySeni
hladiny nékterych antioxidativnich enzymt jako katalaza (CAT) a superoxid dismutasy
(SOD) a tim se zamezi tvorbé ROS. Bylo dokazano, ze pokud se spusti exprese gent pro
tvorbu cytokininli pomoci promotoru SAG 12 (senescence asociated gene) u geneticky
pozménénych rostlin na zacatku senescence, dojde k oddaleni senescence. Ke zvySeni
koncentrace nékterych antioxidativnich enzyma SOD a glutathion reduktazy (GR) doslo i
v piipadé geneticky upravenych rostlin, které produkovaly velké mnozstvi CKX
(cytokinin oxido/reduktdzy), a tim mély uméle snizenou hladinu cytokinind. Je to
vysvétleno zvySenym oxidativnim stresem v raném stadiu vyvoje, coZ rostlina
vykompenzovala zvySenou syntézou antioxidativnich enzymi (Mytinova a kol. 2011).
Rizné CK podporuji rozlicné aktivitu a tvorbu odlisSnych enzymii, odpovédnostnich
regulatord, chlorofylu, jinych hormont nebo tvorbu kalusu, (Carimi a kol 2003, 2004,
Podlesakova a kol. 2006, Mik a kol. 2011a , 2011b). Jak ukazal Carimi a kol. (2003 a
2004) ve svych experimentech na rostlinach mrkve (Daucus carota L.) a husejnicku
rolnim Arabidobsis thaliana (L.) maji pfi riznych koncentracich BA rtizné nastartované
senescenéni procesy, tedy ze v téchto rostlindch dochazi k iniciaci bunétné smrti
(programmed cell death, PCD) pfi riznych koncentracich BA. Déle se zabyval riznymi
druhy cytokininti (CK) a jejich vlivem na rlst a vyvoj mrkve. Z vysledkt zjistili, ze CK
kinetin (6-furfurylaminopurin) a zeatin (9-aminocarboxyethyltransferase) nemaji
negativni vliv na rist a vyvoj mrkve ani pfi 27 uM koncentraci, pii které BA (6-
benzyladenin) urychlil PCD. Pravdépodobné proto, Ze cytokinin oxido/reduktazy (CKX)

maji vétsi vaznost na zeatin nez na BA.



2.3 Vliv svétla na starnuti rostlin

Svétlo je elektromagnetické zareni, které dodava energii pro fotochemické procesy
dgjici se na Zemi. Rostliny svétlo ,.chytaji pomoci svétlo-sbérnych komplext (light
harvesting coplex, LHC) a tuto energii pfedavaji do reak¢niho centra (RC). LHC jsou
slozené z chlorofylu a, b, karotenoidii a proteind. V PSII dochazi k excitaci pigmentu
P680, ktery uvolni e. Tento elektron je poté dale pfenaSen po spadnici redoxniho
potencialu. Pies linearni elektronovy pienos je elektron vyuzit na syntézu energeticky
bohatych molekul (Srivastava a kol. 1994, Valcke 2012).

Rostlina je tedy zavisla na intenzité dopadajiciho svétla. Pfi malé intenzité svétla
nebo za tmy rostlina nedokaze uspokojit své metabolické potieby, coz vede k nastartovani
senescence (Zwak a kol. 2013, Liu a kol 2006). Na vysoké intenzité svétla dochazi v
rostliné k pteexcitaci PSII, k poskozeni fotosyntetického aparatu rostliny a peroxidaci
lipidti (Spundova a kol 2006). Energie z LHC a PSII neni vyuzita a dochazi k akumulaci
plastochinonu (PQ) elektronového pienasece vV redukovaném stavu, coz zpusobi zvySeni
fluorescence PSIl a poskozeni PSII. V redukovaném stavu je také feredoxin (Fd).
Z feredoxinu  za  normalnich  podminek  putuje  elektron na  kationt
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP+). Pfi nadmérné ozafenosti je NADP+
ve stromatu nedostatek a elektron mtze preskocit na molekulu vody rozstépit ji za vzniku
ROS (Vickova a kol. 2006). Dale dochazi k akumulaci hex6z a Skrobovych zrn (Vickova
a kol. 2006). Akumulace hex6z a zvySena mnozstvi ROS vedou k zacatku senescence
(VIckova a kol. 2006, Zwak a kol. 2013).

V praci VIckové a kol. (2006) se zabyvali oddélenymi listy pSenice (Triticum
aestivum L.) inkubovanych ve tm¢ a na kontinualnim svétle o intenzité 100 pmol-m-2-s-
1. Ve tmé pozorovali senescenéni zmény napiiklad hromadéni plastoglobuli,
neorganizovanost thylakoidni membrany a zménu tvaru chloroplastii z eliptického na
kulovy. Na kontinudlnim svétle nedoslo ke zméné tvaru chloroplasti a hromadéni
plastoglobuli, pocet gran byl vyssi nez ve tm¢. Na kontinualnim svétle doslo k akumulaci
Skrobovych zrn v chloroplastech. U obou svételnych rezimli byla pozorovana sniZzena
schopnost asimilace oxidu uhli¢itého.

Je tedy patrné, ze svétlo a jeho intenzita bude mit zasadni vliv na senescenci

rostlinnych listi.



2.4 Vliv svétla na ptsobeni cytokinint

CK jsou dulezitymi rostlinnymi hormony, které ovliviuji funkci nebo koncentraci
nckterych proteini nebo enzymi. CK dokazi ovlivnit koncentraci antioxidativnich
enzymu 1 xantofylovy cyklus, dokazi zvysit hladinu zeaxantinu (VIckova a kol. 2006

Mytinova a kol. 2011, Wu a kol. 2012). Dale také podporuji funkci karboxylového

calvinova cyklu a tvorbu ribulose -1,5-bifosfatu karboxylazy/oxygenazy (Rubisco),
dokazi odvratit degeneraci chloroplasti jejich zménu tvaru a hromadéni plastoglobuli.
Podporuji syntézu invertazy v bunécéné sténé CWI, kterd rozklada slozit€jsi cukry na
hex6zy (VIckova a kol. 2006, Zwack a kol. 2013).

Tyto vlastnosti cytokininli maji ale rizny vliv na senescenci rostlinnych bunék pfi
rizné ozafenosti a svételnych podminkach. Toto tvrzeni vyplyva z prace Vickové a kol.
(2006), kde se zabyvali oddélenymi pseniénymi listy (Triticum aestivum L. cv. Hereward)
s exogenné pridanym cytokininem meta-topolinem (N°-(meta-hydroxybenzyl)adenin).
Pozorovani probihalo na dvou rezimech se srovnavacimi vzorky bez pfidaného meta-
topolinu. Prvni svételny rezim byl pod kontinualnim ozatenim 100 pmol foton m=2 - s,
Druhy rezim byl uchovavan ve tm¢. Ve tm¢é se doslo diky CK ke zpomaleni poklesu
kvantového vytézku, mensimu poskozeni chloroplasti, mensi degradaci chlorofylu a
mensimu excita¢nimu ,,tlaku* v PSII oproti kontrole. V piipadé kontinualniho osvétleni
byly tyto efekty zptusobené meta-topolinem pozorovany pouze do druhého dne od
oddéleni listki. Po druhém dni doslo k narustu excitacéniho ,,tlaku* ve PSII a v dal$ich
dnech doslo k poklesu Fv/F, v PSII oproti kontrole, dale doslo k degradaci chloroplastii a
chlorofylti, peroxidaci lipidd a akumulaci $krobovych zrn. Pfes zvySenou hladinu
zeaxantinu oproti kontrole doslo k poskozeni PSII pfeexcitovanim. Také doslo k inhibici
zabudovavani karboxylového cyklu v disledkti nashromaZzdéni Skrobovych zrn a hexds a
to diky nadmérné koncentraci CWI a nedostatku spotiebnich (sink) mist pro metabolity,
coz bylo vytvotfeno i oddélenim listu od zbytku rostliny (Vickova a kol. 2006, Zwack a
kol.2013).

2.5 Vliv riznych koncentraci cytokininii na senescenci

CK jsou znamé pro svou vlastnost oddalovat senescenci u rostlin. Je znamo, ze

exogenné¢ pridané CK maji ochranné vlastnosti, tedy pusobi pozitivné na enzymy a



proteiny, které¢ dokazi potlaCit neptiznivé plisobeni stresorii a tim zamezit nebo potlacit
vznik stresu v rostliné (VI¢kova a kol. 2006, Mytinova a kol. 2011). Jak uz bylo fe¢eno
v sekci 2.4, ne vzdy pusobi CK v rostling pozitivné proti senescenci. Zalezi na vnéjsich
ptirodnich podminkach nebo uméle vytvorenych, v kterych se rostlina nachazi. Ze sekce
2.4 vyplyva, ze po dvou dnech po odd¢€leni listkii na kontinudlnim osvétleni, se zacaly
ochranné ucCinky cytokinini vytracet a CK zaCaly nepfimo podporovat senescenci
hromadénim asimilantl. Dal$im faktorem, ktery mize ovlivnit senescenci u rostlin,
kromé vyse zminénych, je koncentrace cytokinint.

Jak ukazala prace Mik a kol. (2011a), v které se zabyvali derivaty cytokininu
kinetinu (6-fufrylaminopurine) v N9 pozici a jejich anti-senescenénimi vlastnostmi (na
tabakovy kalus a biologické aktivity na amaranthu). Jejich prvnim cilem bylo zjistit
optimalni koncentraci derivati kinetinu v tabadkovém kalusu a pro biologickou
aktivitu amrathu. Zjistili, ze nékteré derivaty kinetinu maji vys$si optimalni koncentraci
100 uM 1 vyssi relativni aktivitu pii této koncentraci neZ kinetin o koncentraci 1 uM v
tabakovém kalusu. Pro biologickou aktivitu amaranthu byla optimalni koncentrace u
vSech derivatu i kinetinu stejna a nejlepsi relativni aktivitu mél kinetin 0 koncentraci 100
uM. Daéle zkoumali optimalni koncentraci derivati kinetinu na dvou rezimech, pfi
kontinudlni tm¢ a na kontinualnim svétle. Ve tmé byla optimalni koncentrace derivata
stanovena stejn¢ jako kinetinu (100 uM) a pouze jeden derivat 1-bromo-2-chloroethan
kinetinu mél lepsi relativni aktivitu nez kinetin. Na kontinualnim svétle byla stanovena u
vétsiny derivatu o jeden fad vyssi koncentrace (100 uM) nez u kinetinu (10 pM). Métili
také schopnost udrzeni obsahu chlorofylu na odtrzenych pseni¢nych (Triticum aestivum
L. cv. Hereward) listech na svétle. Nejlépe dokazal zpomalit pokles obsahu chlorofylu
derivat 1-bromo-2-chloroethan kinetinu a to i pii vysoké koncentraci (100 uM). Také se
zabyvali peroxidaci lipidové dvojvrstvy na svétle a za tmy pomoci proméfeni obsahu
malondialdehydu (MDA), ktery je produktem lipidové peroxidace. Z vysledkii vyplynulo,
ze nejmensi koncentraci MDA za tmy mély listy v derivatu 1-bromo-2-chloroethan
kinetinu, ale na svétle byla u tohoto derivatu naméfena nejvétsi koncentrace MDA.

Dalsi prace, ktera popisuje zéavislost koncentrace cytokinini a jejich vliv na
tabakovy kalus a obsah chlorofylu v oddélenych listech je¢mene je od Holuba a kol.
(1998). V jejich praci se zabyvali derivaty ribosidi a glukosidi u BA i meta-topolinu
jejich riiznymi koncentracemi v rozmezi (10 nM az 100 uM). Z jejich vysledki vyplyva,
ze ribosidované CK zmirnily pokles obsahu chlorofylu 1épe nez jejich baze a také to, ze
pii vzristajici koncentraci cytokinini byly 1épe schopny zpomalit pokles obsahu
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chlorofylu ribosidované CK nez jejich volné baze. Naopak glukosidované CK zvyraznily
pokles obsahu chlorofylu nezZ jejich baze, ale pfi vysSich koncentracich dokazaly 1épe
zpomalit pokles obsahu chlorofylu nez pii nizSich koncentracich. Vliv ribosidovanych
nebo glukosidovanych cytokininti na tabakovy kalus byl horSi v porovnani s jejich
bazemi. Také se zde ukazalo, ze nejvhodnéjsi koncentrace pro vyvoj tabakového kalusu je
kolem 50 uM tedy alesponi pro ribosidované nebo bazové CK. U glukosidovanych
cytokininii nedoslo k poklesu vahy tabakového kalusu ani pii nejvétsi koncentraci 100
puM.

Také prace od Podlesakové a kol. (2012), ve které se zabyvali porovnanim vlivu
ruznych koncentraci cytokininti na cytokininové receptory. V jejich préaci se zabyvali
vlivem cytokinini tZ (trans-zeatin) BA (6-benzyladenin), 30OHBAP (3-hydroxy(-6-
benzylamino)purin) a 3MeOBAP (3-methoxy(-6-benzylamino)purin) na cytokininové
receptory u Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) AHK3, AHK4 a u kukufice (Zea mays
L. cv. CELLUX) ZmHK1 a ZmHK3a. Dale se v jejich praci zabyvali dal§imi derivaty
BA, ale ty nevyvolaly odpovéd u receptori ani pfi nejvetsi koncentraci téchto derivatu.
reagovat, mél skoro ve vsech ptipadech tZ pouze u ZmHK1 mél podobnou startovni
koncentraci s BA (6-benzyladenin). Druhou nejnizsi spoustéci koncentraci mé¢l vétSinou
BA poté¢ 30HBAP a 3MeOBAP. V nékterych ptipadech se spoustéci koncentrace moc
nelisily, napt. pro AHK3 byly spoustéci koncentrace BA, 30HBAP a 3MeOBAP
pfiblizné stejné. Z grafu také vyplyva, Ze po dosazeni urcité koncentrace tZ nedochéazi u
receptort ke zvySeni odezvy a aktivita receptort i pies zvySujici koncentraci tZ, ziistava
podobna. Ve dvou piipadech u AHK3 a ZmHK3a byla naméfena mirn¢ zvySena aktivita
receptoril pii nejvyssi koncentraci BA oproti tZ. V ptipadé AHK3 dosahly i ostatni
derivaty 30HBAP a 3MeOBAP pii nejvyssi koncentraci stejné aktivity receptoru jako tZ.

Z té&chto materialdl je patrné, ze na koncentraci cytokinind zaleZi, nebot’ pfi malé
nebo nadmérné koncentraci cytokininit miize dochazet k zhorSeni vlivu cytokininii na
kalus, peroxidaci lipidd, obsah chlorofylu nebo na PSII, popiipadé na cytokininové
receptory oproti optimalni koncentraci. Z jejich vysledkt vyplyva, z¢ CK s S riznym
prostorovym uspofaddanim, maji odliSny vliv na rostliny pfi riznych koncentracich
(Podlesakova a kol. 2012).

Dalsim faktorem, ktery ovliviluje optimalni koncentraci cytokininll je svétlo. Jak

ukazal experiment Mik a kol. (2011), optimalni koncentrace kinetinu na svétle je nizsi



oproti tmé. Je pravdépodobné, ze se zvySujici se intenzitou svétla bude optimalni

koncentrace cytokininti klesat.

2.6 Fluorescence chlorofylu

Fluorescence chlorofylu je spojena s fotochemickou aktivitou PSII. Fluorescence
je vyvolana redukovanym stavem menanchinonu (Qa) tedy Qa’, fluorescence je zavisla na
dobé po kterou je Qa redukované. Doba kdy je Qa redukované nam urcuje, jak dobie
fotochemie v RC probiha. Cim déle Qa redukované tim méné& probiha fotochemie. Kdyz
je Qa redukovana nastava zavieny stav RC ve PSII. Pouze, kdyz je Qa V neredukovaném
stavu tzn., kdyz je otevieny stav RC ve PSII mulze probihat fotochemie. Pti nasem
experimentu jsme meéfili velmi rychlou fluorescenéni indukci, ktera je charakterizovana
O-J-1-P ktivkou. O-J charakterizuje ptechod Qa do redukovaného stavu Qa . I-P piechod
charakterizuje heterogenitu mezi rychlostmi redukce plastochinonu (PQ). Pii méfeni
fluorescence se setkame s pojmy Fo, coZ je minimalni fluorescence na za¢atku méfeni. Pti
ozafovani listd stale intenzivnéj§im PAR fluorescence listu roste, az intenzita
fluorescence dojde do bodu pfi urcité intenzité¢ ozareni, kdy ma list maximalni hodnotu
fluorescence Fp,. Pii dalsim zvySeni intenzity zafeni uz nedochazi k zvySeni fluorescence.
Hodnoty fluorescence se znaci F,, pokud je intenzita PAR mensi nebo rovna hodnoté

fluorescence F,.
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3. Cil prace:

a)

b)

Vypracovat piehled problematiky vlivu cytokininii a riznych svételnych
podminek na senescenci zaméfeny na srovnani vlivu rtiznych koncentraci
cytokinint.

Zm¢fit vliv raznych koncentraci cytokininti a svételnych podminek na obsah
chlorofylu a stanovit fotochemicky kvantovy vytézek PSII.

Zpracovat vysledky a vyhodnotit vliv koncentraci cytokininii a svételnych

podminek na senescenci rostlin.
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4. Material a metody

4.1 Experiment |

4.1.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ucely byl pouzit je¢men sety (Hordeum vulgare L.).

Seminka jeCmene byla zaseta do kvétinacu s perlitovym substratem a zalita
Knopovym roztokem. Kvétinde jsme umistili do fotokomory s teplotou 20°C, se
svételnym cyklem 16 hodin svétlo 8 hodin tma. Intenzitu svétla jsme nastavili na 90
umol-m?s™. Relativni vlhkost vzduchu jsme nastavili na 50%. Po osmi dnech od zaseti,
které probéhlo 29. 7. 2013, byly pomoci méfitka a skalpelu odd€leny segmenty o délce 4
cm od Spicky primarniho listu. Oddélené listové segmenty byly bazalnim koncem
zasunuty do jamek vV titraénich destickach. Titra¢ni desticka obsahovala 96 jamek. V
fadach byly umistény roztoky: 0,5% roztok DMSO, roztoky BA o koncentracich (10 uM,
100 uM, 300 uM) a MeOBAPR o koncentracich (10 uM, 100 uM, 300 uM, 600 uM).
Vzorky jsme dale rozdélili podle intenzity svételného zéafeni, pti kterych budou nadéle
uchovéany ve fotokomofe, na ,intenzivni“ svétlo ((330 + 40) pmol fotonti m?-s™),
nizkou* svétlo ((90 + 10) pmol fotont m?-s™) a na ,,tmu*. Vzorky ve tmé byly zabaleny
za pouziti specidlniho obalu tvofeného ze dvou cernych plastovych pytld. Titracni
desticky byly oznaceny (podle varianty osvétleni) a umistény do plastovych nadob, ve
kterych byla navlh¢end bunicina, aby udrzovala vlhkost. Tyto nadoby byly piekryty folii
a zalepeny. Poté uz byly nadoby s titratnimi destickami umistény pod rizné druhy
osvétleni do fotokomory v piipadée ,,tmy*“. V titra¢nich destickdch jsme tedy vytvofili 8
variant vzorki kazdy po dvanacti segmentech. Méfeni probihalo osm dni od zaseti v ,,0.
dni a poté kazdy tieti den az do devatého dne. Vzorky péstované pod svételnym cyklem
byly pfed méfenim umistény na dobu 30 minut do tmy, aby byla oteviena vSechna
reakéni centra (RC, reaction center) a kvuli chloroplastim, aby se mohly rovhomérné
rozprosttit v bunce a nedoslo k pohybu chloroplastt, které by mélo vliv na méfeni obsahu

chlorofylu.
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Obr. 3: Listy jecmene péstované na intenzivnim svétle, vyfocené Sesty den od oddéleni.

4.1.2 PouZité metody

V prvnim experimentu byl sledovan relativni obsah chlorofylu a maximalni
fotochemicky kvantovy vytézek fotochemie PSII F,/Fp. Relativni obsah chlorofylu jsme
méfili pomoci chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko). Hodnoty
chlorofyl metru SPAD- 502 jsou pocitany z propustnosti listu pro dvé rizné vinové délky
650 nm (velkd absorpce chlorofyli) a 940 nm (minimdlni absorpce chlorofylu.
Osvétlovani tvofi Cervend a infracervena LED (luminiscencni diody). Zateni prochazi
listem a dopada na detekcéni okénko s kiemikovou fotodiodou. Hodnota L odraZi obsah
chlorofyli v listech je vypocitdna srovnanim pomérl intenzit detekovaného zatreni o

vinovych délkach 650 nm a 940 nm pii méteni bez vzorku a se vzorkem (listem).

L =1og[(I"940/1540)/(I"650/1650)] = 108[(I 940 * I650)/(I"650 * loa0)] 1)

kde lgs0, loso ... je el. proud na fotodiod¢ vyvolany dopadem zafeni o vinové délce 650 nm
a 940 nm ( bez vzorku).
I"650, I'940 ... je el. proud na fotodiod¢ vyvolany dopadem zaieni o vinové délce 650 nm a
940 nm po prichodu vzorkem (listem).

Z prométenych kontrolnich vzorkl pred oddélenim jsme stanovili kontrolni obsah
chlorofylu v listech, ktery jsme porovnavali s dal§imi naméfenymi hodnotami obsahu
chlorofylu v pribéhu méfeni. Méfeni maximalniho fotochemického kvantového vytézku

PSII bylo provadéné na piistroji fluorimetru PEA (Plant Efficiency Analyser) firmy
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Hansatech (King’s Lynn, Anglie). Intenzita pouzitého svétla pii méfeni byla 1800
umol-m'z- st R/ Fp je pocitany pomoci vztahu

B — (FP_FO) (2)

Fp R '

kde hodnota Fj je maximalni hodnota fluorescence, Fo je minimalni intenzita fluorescence
a Fy je variabilni intenzita ve velmi rychlé fluorescen¢ni indukci. Fluorescence chlorofylu
je spojena s fotochemickou aktivitou PSII. Fluorescence je vyvolana redukovanym
stavem menanchinonu (Qa) tedy Qa, fluorescence je zavisla na dobg, kdy je Qa
redukované. Doba kdy je Qa redukované nam urcuje, jak dobie fotochemie v RC probiha.
Cim déle Qa redukované tim méné fotochemie pracuje. Pfi naSem experimentu jsme
méfili velmi rychlou fluorescenci, ktera je charakterizovana O-J-1-P kiivkou. O-J
charakterizuje pfechod Qa do redukovaného stavu Qa. I-P stav charakterizuje
heterogenicidu mezi rychlostmi redukce plastochinonu (PQ)

Mg¢feni relativniho obsahu chlorofylu i maximalniho fotochemického kvantového
vytézku PSII byla provadéna ve stifedni ¢asti listu po 30 minutové adaptaci rostlin na tmu.
M¢teni probihalo za mirného zelené¢ho svétla, které by nemélo uzavirat RC v PSII a
ovlivnit rozmisténi chlorofylu. Po méteni byly vzorky vraceny zpatky do titracnich
desti¢ek a vlozeny zpét do fotokomory, pro méfeni v dalsich terminech.

Faktorem, ktery mohl ovlivnit méfeni, byla rozpustnost BA a MeOBAPR.
MeOBAPR se dobie rozpousti i ve vysokych koncentracich v DMSO, ale BA je ve vodé

nerozpustny a v DMSO se miize pii vysSich koncentracich vysrazet.

4.2 Experiment |1

Druhy experiment probihal podobné jako prvni experiment, byl pouzit stejny
rostlinny material a stejné metody, odliSné byla intenzita pouZitého svétla v pfistroji PEA
pro méteni F\/Fp, kde jsme intenzitu museli snizit na 1440 umol-m'z-s'1 kvali hraniéni
detekci detektoru ,,0overscale”. Dale se experiment II konal v jinych datech. Zaseti
probéhlo 2. 9. 2013. Prvni kontrolni meéfeni ,,0.“ den byl 10. 9. 2013 a dale se

pokracovalo v métenich po tiech dnech 3., 6. 2 9. den po odd¢leni.
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Obr. 5: Jecmen v titracni desticce uchovavan na intenzivinim svétle, vyfoceno 3. den od oddéleni.
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Obr. 8: Jecmen v titracni desticce péstovdan na normdlnim svétle, vyfoceno 9. den od oddéleni.

16



Obr. 9: Jecmen v titracni desticce péstovdn na intenzivnim svétle, vyfoceno 9. den od oddéleni.

4.3 Statisticka analyza

Nameéfena data byla zpracovana v programu Microsoft Excel a Origin (verze 8.5,
OriginLab Corporation, USA). Statisticky vyznamné odchylky mezi daty byly stanoveny
pomoci ANOVA (Analyse of variance) testu. Pouzit typ testu jednoduchého tfidéni, tak
zvana jednocestna ANOVA, u které jsme vyhodnotili testy Bonferroniho a Tukeyho.
Takto jsme vytvoftili dva jednocestné ANOV A Bonferroniho a Tukeyho testy. Pro kazdé
méfeni jsme pouzili tyto dva testy. Prvni Bonferroniho a Tukeyho test srovnaval 0,5%
roztok DMSO a koncentrace BA a druhy Bonferroniho a Tukeyho test srovnaval 0,5%
roztok DMSO a koncentrace MeOBAPR. Oba druhy cytokinini se daly porovnat pies
0,5% roztok DMSO.
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5. Vysledky méreni

V naSich experimentech jsme pouzili rostlinny material a metody popsané v sekci
4. Material a metody*. U primarnich listt je¢mene byla oddélenim indukovana uméla
senescence. Senescence byla charakterizovana relativnim poklesem obsahu chlorofylu,
ktery jsme sledovali pomoci pfistroje SPAD-502. Pfed oddélenim listi v ,,0. dni byly
naméfeny kontrolni hodnoty obsahu chlorofylu a F\/F, na celych rostlinach je¢mene.
Hodnota kontrolniho obsahu chlorofylu byla pro dalsi méfeni listt stanovena jako 100 %
a dale byla porovnavana s dal$imi naméfenymi hodnotami obsahu chlorofylu v prub&hu
méfeni. K zjisténi stavu fotosyntetického aparatu PSII, jsme pouzili F./F,, ktery jsme
sledovali pomoci pfistroje PEA Stfedni hodnota F\/F, byla naméfena (0,800 + 0,01). Jako
kontrola ke koncentracim cytokinind v pribéhu méfeni byly pozity vzorky uchovavané
v 0,5 % roztoku DMSO. DMSO v této koncentraci neovliviiuje priabéh senescence ve

srovnani s listy inkubovanymi ve vodé (VIckova a kol. 2003).
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Obr. 10: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystéemu II (F./F,) a obsah
chlorofylu mérené na listech jecmene setého treti den PO oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém sveétle (B, E) nebo na intenzivnim svétle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(O), nebo v 10, 7100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadien v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddélenim. Zobrazené jsou priméry (o), SD (+ T), mediany (—), horni a dolni kvartily
(hranice obdélnikii). Ruzna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Obr. 11: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystéemu II (F.J/F,) a obsah
chlorofylu mérené na listech jecmene setého treti den Po oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém svetle (B, E) nebo na intenzivnim svétle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(0), nebo v 10, 100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadiren v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddélenim. Zobrazené jsou priméry (o), SD (+- T), mediany (—), horni a dolni kvartily
(hranice obdélnikii). Ruzna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Obr. 12: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystéemu II (F./F,) a obsah
chlorofylu mérené na listech jecmene setého treti den Po oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém sveétle (B, E) nebo na intenzivnim svetle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(O), nebo v 10, 7100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadien v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddélenim. Zobrazené jsou priméry (o), SD (+- T), mediany (—), horni a dolni kvartily
(hranice obdélnikii). Ruzna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Tma
V Experimentu I u vzorkd uchovavanych ve tmé (Obr. 10, 11, 12 A,D) v DMSO

byl uz 3. den naméfen velky pokles hodnot F./F, na (0,5 + 0,1) a obsahu chlorofylu na (42
%) oproti kontrolnim hodnotam v ,,0.“ dni. V dalsich dnech tyto hodnoty dale klesaly az
do 9. dne kdy byl naméten F,/F, na (0,018 + 0,006) a obsah chlorofylu pod 10 %. U
vzorkli péstovanych ve tmé v BA 3. den po oddé€leni a v 6. den po oddéleni mély
koncentrace 100 pM a 300 uM BA signifikantné mensi pokles F./F, nez u vzorkd v
DMSO. V9. dni po oddéleni jsme naméfili nesignifikantné nejvyssi hodnotu F./Fp u
vzorki v DMSO oproti vzorkiim péstovanych v cytokininech, krom¢ vzorki
v MeOBAPR o koncentraci 300 uM, které mély signifikantné nizsi F\/F, oproti listim
v DMSO. U vzorkli v MeOBAPR byl naméfen signifikantné¢ mensi pokles F./F, pro
koncentrace 100 uM, 300 uM a 600 puM oproti listim v DMSO, tento trend byl
pozorovan do 6. dne po oddéleni. U vSech koncentraci BA byl naméfen signifikantné
mensi pokles obsahu chlorofylu oproti DMSO do 6. dne po odd¢€leni. Pfi méfeni obsahu
chlorofylu byl u vzorki s vyssimi koncentracemi MeOBAPR 100 uM, 300 uM a 600 uM
naméten signifikantné mensi pokles obsah chlorofylu oproti DMSO do 6. dne po
oddéleni. Tedy jsme pozorovali podobny trend jako u F./F,. Nejmensi pokles parametrti
byl z BA naméfen pro koncentraci 100 uM, ale pouze nesignifikantné oproti ostatnim
koncentracim. V 9. dni po oddé€leni nebyly signifikantni rozdily v obsahu chlorofylu,
mirn¢ vys$i obsah chlorofylu mély vzorky péstované v MeOBAPR o nejvyssich

koncentracich (300 uM a 600 uM).

Péstebni intenzita svétla

U vzorkt péstovanych pii nizké (péstebni) intenzité svétla (Obr. 10, 11, 12 B,E) v
DMSO byl ve 3. dni pozorovan mirny pokles v hodnotach F,/F, na (0,78 + 0,01) oproti
0. dni. V 9. dni po oddéleni se hodnota F/Fy na (0,77 £+ 0,02) téméi nezmeénila. VEtsi
pokles byl zaznamenan pro obsah chlorofylu u vzorki v DMSO, kdy ve 3. dni byl
naméten obsah chlorofylu na 90 % a 9. den uz jen na 80 % oproti ,,0.“ dnu. Ukazalo se,
ze nizké svétlo dokaze zpomalit senescenci oproti kontrolnim vzorkiim uchovavanym ve
tme. U vSech koncentraci BA byl naméten signifikantné mensi pokles F./F, nez u listi
v DMSO po celou dobu méfeni. Nejvyraznéjsi zpomaleni poklesii parametrti bylo
pozorovano pro BA u 10 uM koncentrace. U vzorkll péstovanych pfi nizké intenzité byl

pozorovan rychlejsi pokles F./Fp u listh v MeOBAPR o nejvyssi koncentraci 600 pM na
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oproti niz§im koncentracim (10, 100, 300 uM) MeOBAPR i oproti DMSO uz od 3. dne
po oddéleni. V 9. dni po oddéleni bylo toto urychleni poklesu F./F, pozorovano i u
MeOBAPR 10 pM a 100 uM mély mensi pokles F./Fy nez listy v DMSO po celou dobu
méfeni, tyto koncentrace MeOBAPR mély nejvyraznéjsi ucinek na zpomaleni
senescence. Pii méfeni obsahu chlorofylu byla namétena podobné zéavislost koncentrace u
MeOBAPR v obsahu chlorofylu jako u F./F,. Tedy nejvyssi pouzita koncentrace (600
uM) MeOBAPR urychlila pokles obsahu chlorofylu oproti nizsim koncentracim (10, 100,
300 uM). V 6. dni po oddéleni mély koncentrace 10 uM a 300 uM BA signifikantné vyssi
obsah chlorofylu nez listy v . DMSO. Nejmensi pokles byl naméfen pro vzorky v
MeOBAPR o koncentraci 100 uM do 6. dne po oddé€leni. V 6. dni m¢la tato koncentrace
signifikantn¢ vyssi obsah chlorofylu nez DMSO. Nejvyraznéj$i zpomaleni poklesu
obsahu chlorofylu pro BA bylo naméteno pro koncentraci 300 uM. U vzorki péstovanych
na nizkém svétle mély lepsi vlastnosti CK s nizs§imi koncentracemi (10,100 uM) nez
s vy§8imi koncentracemi (300 uM, 600 uM) MeOBAPR, oproti vzorkiim péstovanych ve
tmé, kde byl naopak mensi pokles parametri zaznamenan u vzorkd ve vysSich

koncentracich cytokininii nez u vzorki v nizsich koncentracich cytokinind.

ZvySena intenzita svétla

U vzorkl péstovanych na intenzivnim svétle (Obr. 10, 11, 12 C,F) v DMSO byl ve
3. dni pozorovan mirny pokles v hodnotach F,/F, (0,77 + 0,01) oproti ,,0.“ dni. V 9. dni
po oddé€leni se hodnota F,/F, snizila az na (0,2 + 0,3). Podobny pokles v prib&éhu méfeni
byl zaznamenan pro obsah chlorofylu u vzorkd v DMSO, kdy ve 3. dni byl naméten
obsah chlorofylu 84 % a 9. den uz jen 8 % oproti ,,0. dnu. Z tohoto méteni vyplyva, ze u
kontrolnich vzorkti v DMSO uchovavanych na intenzivnim svétle prob&hly senescencni
procesy rychleji nez u vzorkii v DMSO na nizké svétle. Mezi koncentracemi BA nebyly
Vv pribé¢hu méteni pozorovany signifikantni rozdily v F,/F,. Signifikantn¢ mensi pokles
Fu/Fp u listt v BA oproti listim v DMSO byl naméfen 3. den po oddéleni pro koncentraci
10 uM. V 9. dni po oddéleni byl signifikantné mensi pokles F\/Fp, naméten u koncentraci
100 uM a 300 uM BA. Tyto vysledky poukazuji na ¢asovy vyvoj koncentrace cytokinind,
tedy ze v pribchii méfeni se optimalni koncentrace, ktera nejvice zpomalila pokles F./Fp,
zménila z 10 uM na koncentrace 100 uM a 300 uM BA. U vzorkii pé€stovanych na
intenzivnim svétle byl pozorovan signifikantné negativni vliv MeOBAPR o koncentraci

300 uM na F/F, oproti niz§im koncentracim (10,100 pM) MeOBAPR 3. dne po oddéleni
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v dalSich dnech uz ne. Listy v koncentraci 600 puM MeOBAPR m¢ély signifikantné nizsi
F./Fp nez koncentrace (10, 100, 300 uM) MeOBAPR i nez listy v DMSO do 6. dne. V 6.
dni po odd¢leni byl signifikantné nizsi F./Fp naméfen u nejvyssi koncentrace MeOBAPR
600 puM a tento stav byl naméfen i 9. den po oddéleni. Mirné vyssi F/Fy byl zaznamenan
nejcastéji u koncentraci 10 uM a 100 uM MeOBAPR oproti vzorkiim v DMSO, tyto
koncentrace miizeme povazovat za nejvhodnéjsi z pouzitych pro MeOBAPR pii danych
podminkach. Pii méfeni obsahu chlorofylu byl pozorovéan také negativni vliv vysokych
koncentraci MeOBAPR oproti niz§im i oproti DMSO, ale byly naméteny trochu jiné
vysledky nez v piipadé F./Fp. Hlavni rozdil byl naméfen 3. den po oddé¢leni, kdy u BA i
MeOBAPR byl v koncentracich 100 uM a 300 uM naméfen signifikantné nizsi pokles
obsahu chlorofylu nez u nizsich koncentraci 10 uM a 100 uM. U vyssich koncentraci 300
uM BA a 600 uM MeOBAPR byl u zaznamenan vyssi obsahu chlorofylu oproti
koncentracim 100 uM BA a 300 uM MeOBAPR. V dalSich dnech se tento jev u
MeOBAPR neprojevil, ale u BA v 9. dni po oddéleni byl naméfen mirn¢ vyssi obsah
chlorofylu u koncentraci 100 uM a 300 uM neZ u koncentrace 10 uM. Nejmensi pokles
obsahu chlorofylu a F./F, pro BA byl naméfen pro koncentraci 10 uM, tedy alespoil po
dobu prvnich Sesti dni méteni. Pro MeOBAPR méla koncentrace 10 uM nejmensi pokles
chlorofylu a 6. a 9. den po oddéleni méla signifikantné¢ vyssi obsah chlorofylu nez
DMSO. U vzorkt péstovanych na intenzivnim svétle ve vyssich koncentracich cytokinint
jsme pozorovali vétsi pokles obsahu chlorofylu a F\/F, nez u vzorkl péstovanych na

nizkém svétle.
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5.2 Experiment 11
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Obr. 13: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystéemu II (F\/F,) a obsah
chlorofylu merené na listech jecmene setého treti den po oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém svétle (B, E) nebo na intenzivnim svétle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(©), nebo v 10, 100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadien v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddélenim. Zobrazené jsou priméry (o), SD (+- 1), mediany (—), horni a dolni kvartily
(hranice obdélnikii). Ruzna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Obr. 14: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystéemu II (F./F,) a obsah
chlorofylu mérené na listech jecmene setého treti den Po oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém sveétle (B, E) nebo na intenzivnim svetle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(O), nebo v 10, 7100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadien v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddélenim. Zobrazené jsou priméry (o), SD (+- 1), medigny (—), horni a dolni kvartily
(hranice obdélnikii). Ruzna pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Obr. 15: Maximalni kvantovy vytézek fotochemie ve fotosystemu II (F./F,) a obsah
chlorofylu mérené na listech jecmene setého treti den PO oddéleni inkubovanych ve tmé
(A, D), na nizkém sveétle (B, E) nebo na intenzivnim svetle (C, F) v 0,5% roztoku DMSO
(O), nebo v 10, 7100 a 300 uM roztoku BA, nebo v 10, 100, 300 a 600 uM roztoku
MeOBAPR. Obsah chlorofylu je vyjadien v % obsahu chlorofylu v listech pred
oddeélenim. Ruznad pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil mezi variantami
BA a DMSO (a,b); MeOBAPR a DMSO (A, B, C).
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Tma
V Experimentu Il u vzorka uchovavanych ve tmé (Obr. 13, 14, 15 A, D) v DMSO

byl uz 3. den naméfen pokles hodnot F\/F, na (0,4 + 0,2) a obsahu chlorofylu na (54 %)
oproti kontrolnim hodnotam v ,,0.* dni. Zaznamenali jsme rychlejsi pokles parametrti nez
v Experimentu I. V dalSich dnech tyto hodnoty dale klesaly az do 9. dne, kdy byl naméten
Fu/Fp (0,026 + 0,008) a obsah chlorofylu 20 %. U vzorkl uchovavanych ve tmé 3. den po
oddéleni, byl naméfen signifikantné mensi pokles F./F, u vzorkti s CK oproti DMSO.
V 6. dni po oddéleni byl signifikantné mensi pokles F,/F, naméfen u BA o koncentracich
100 uM a 300 uM, u MeOBAPR pro koncentraci 100 uM ve srovnani s listy v DMSO.
V9. dni po oddéleni byl naméfen nejvyssi Fu/Fp, u listt DMSO oproti ostatnim
cytokininiim, koncentrace 300 uM BA a 100 uM MeOBAPR m¢ly nejnizsi F./Fy oproti
ostatnim koncentracim cytokinini BA a MeOBAPR. Pfi méfeni obsahu chlorofylu byl u
vzorkl s koncentracemi 100 uM a 300 uM MeOBAPR naméfen mensi pokles obsahu
chlorofylu oproti listtm v DMSO do 6. dne po oddé¢leni. U BA mé¢la koncentrace 300 uM
signifikantn¢ mensi pokles obsahu chlorofylu oproti DMSO do 6. dne po oddéleni a v 9.
dni nesignifikantné vyssi obsah chlorofylu nez listy v DMSO. Nejmensi pokles parametri
byl naméfen pro BA u koncentrace 300 uM, pro MeOBAPR koncentrace 100 uM. V 9.

cvwr

i MeOBAPR oproti ostatnim vzorktim.

Péstebni intenzita svétla

U vzorkt péstovanych pii nizké (péstebni) intenzité svétla (Obr. 13, 14, 15 B, E) v
DMSO byl 3. den pozorovan mirny pokles v hodnotach F,/F, na (0,78 + 0,01) oproti ,,0.“
dni. 9. den po oddéleni se hodnota F./F, (0,65 + 0,1) mirné poklesla. Vétsi pokles byl
zaznamenan pro obsah chlorofylu u vzorkii v DMSO, kdy 3. den byl naméten obsah
chlorofylu 83 % a 9. den uz jen 39 % oproti ,,0. dnu. Ukazalo se, ze nizké svétlo dokaze
zpomalit senescenci oproti kontrolnim vzorkiim uchovavanym ve tmé, ale G€inek svétla
nebyl tak velky jako v Experimentu I. U vsech koncentraci BA, s vyjimkou koncentrace
10 uM ve 3. dni po odd¢leni, byl naméfen signifikantné¢ mensi pokles F\/Fy, nez u listi
v DMSO po celou dobu méfeni. Nejmensi pokles pro vzorky v BA byl zaznamenan pro
100 uM koncentraci. U vzorkll péstovanych pfi nizké intenzité svétla byl pozorovan
signifikantné rychlejsi pokles F./F, u vzorki v. MeOBAPR o nejvyssi koncentraci 600
uM oproti vzorkim v DMSO i v nizSich koncentracich (10 uM, 100 uM a 300 puM)
MeOBAPR uz od 3. dne po oddéleni. V 9. dni po oddéleni pteSel tento signifikantné
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negativni vliv na nesignifikantni oproti ostatnim koncentracim MeOBAPR. Koncentrace
MeOBAPR 10 pM, 100 uM a 300 uM mély nesignifikantné nejmensi pokles F./F, nez
listy v DMSO po celou dobu méfeni, tyto koncentrace MeOBAPR mély nejvyrazngjsi
ucinek na zpomaleni senescence na nizkém svétle. Pfi méfeni obsahu chlorofylu byla
naméfena podobna zavislost u koncentrace MeOBAPR v obsahu chlorofylu jako u F./F.
Tedy vyssi koncentrace 600 pM MeOBAPR méla signifikantné negativni vliv na obsah
chlorofylu ve 3. dni po oddéleni oproti koncentracim 10 uM, 100 uM a 300 puM, které
m¢ély vyssi obsah chlorofylu nez listy v DMSO (0 uM koncentraci). V 6. dni byl naméten
nesignifikantné¢ vyssi obsah chlorofylu v koncentracich 10 uM, 100 uM a 300 uM
MeOBAPR oproti 600 uM koncentraci MeOBAPR i oproti listim v DMSO. V 9. dni byl
nesignifikantné nejvétsi pokles obsahu chlorofylu naméfen pro koncentraci 10 uM oproti
ostatnim koncentracim MeOBAPR (100, 300, 600 uM). Nejmensi pokles parametrti u
vzorkit v MeOBAPR byl naméfen pro koncentraci 100 pM oproti vzorkiim v DMSO. U
vSech koncentraci BA nebyly po celou dobu méfeni zaznamenéany signifikantni rozdily
v obsahu chlorofylu. Nejmensi pokles parametrd pro BA byl naméfen pro koncentraci
100 puM oproti listtim v DMSO. U vzorki péstovanych na nizkém svétle vice zpomalily
pokles parametri CK sniz§imi koncentracemi nez s nejvys$si koncentraci 600 pM
MeOBAPR, kterd vyvolala signifikantné rychlejsi nastup senescence 3. den po oddéleni a
v dalSich dnech se stal tento jev nesignifikantnim. U vzorkli péstovanych ve tmé byl
naopak mens$i pokles parametri zaznamenan u vzorkl ve vysSSich koncentracich
cytokinini nez u vzorku v nizSich koncentracich cytokinint, tak jak tomu bylo

v Experimentu .

ZvySena intenzita svétla

U vzorkd péstovanych na intenzivnim svétle (Obr. 13, 14, 15 C, F) v DMSO byl
ve 3. dni pozorovan mirny pokles hodnot F,/F, na (0,78 + 0,01) oproti ,,0.“ dni. V 9. dni
po oddéleni klesla stfedni hodnota F\/F,na (0,5 + 0,3). Vétsi pokles v pribéhu méfeni byl
zaznamenan pro obsah chlorofylu u vzorki v DMSO, kdy ve 3. dni byl naméten obsah
chlorofylu 94% a 9. den uz jen 60% oproti ,,0.“ dnu. Z tohoto méfeni vyplyva, ze u
kontrolnich vzorki v DMSO uchovédvanych na intenzivnim svétle tentokrat neprobé&hly
senescencni procesy rychleji nez u vzorkti v DMSO na nizké svétle. Dokonce u vzorki na
intenzivnim svétle v DMSO byly naméfeny vyssi parametry nez u vzorkd na nizkém
svétle v DMSO. Mezi koncentracemi BA nebyly v pribéhu méfeni pozorovany

signifikantni rozdily v rychlosti poklesu F/Fp, kromé 6. dne, kdy byl naméten nizsi F./F,
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u vzorka v BA s koncentraci 300 uM oproti vzorkiim v koncentracich 10 uM a 100 uM
BA i oproti listim v DMSO. Nejmensi pokles F./Fy pro listy v BA byl naméfen pro 10
uM koncentraci po celou dobu méfeni. Bohuzel nezaznamenali jsme ¢asovy vyvoj
koncentrace cytokinini jako v Experimentu I. U vzorkti péstovanych na intenzivnim
svétle byl pozorovan signifikantné rychlejsi pokles F./F, u vzorki v MeOBAPR o
koncentraci 600 uM na oproti vzorkim v koncentracichl0 puM, 100 uM a 300 uM
MeOBAPR uz od 3. dne po oddéleni po celou dobu méfeni. Zadna zkoncentraci
MeOBAPR nem¢la signifikantné mensi pokles F./Fp oproti DMSO v pribéhu méfeni.
Mensi pokles F./Fp, byl zaznamenan nejcasté&ji u koncentraci 10 uM a 100 pM
MeOBAPR, tyto koncentrace mizeme povazovat za nejvhodnéjsi pro MeOBAPR pii
danych podminkach. Pii méfeni obsahu chlorofylu ve vzorcich byl pozorovan podobny
negativni vliv vysokych koncentraci MeEOBAPR i BA oproti niz$im, ale byly naméfeny
trochu jiné vysledky nez v ptipadé F./Fp. Signifikantné nejrychlejsi pokles obsahu
chlorofylu byl naméfen u MeOBAPR s nejvyssi koncentraci 600 pM oproti niz§im
koncentracim 10 uM, 100 uM a 300 uM MeOBAPR i oproti listim v DMSO po celou
dobu méfeni. U BA byl signifikantné nizsi obsah chlorofylu naméfen pti koncentraci 300
uM, ale jen do 6. dne od oddéleni, poté ptesel signifikantni rozdil v obsahu chlorofylu na
nesignifikantni oproti koncentracim 10 uM a 100 uM BA. Nejvyraznéjsi uinek na
zpomaleni senescence pro vzorky v BA méla koncentrace 10 uM, kterd méla 6. po
oddéleni signifikantné vyssi obsah chlorofylu nez DMSO. Pro vzorky v MeOBAPR byla
nejvhodnéjsi koncentrace 10 pM. U vzorkl péstovanych na intenzivnim svétle ve vySsich
koncentracich cytokinintl jsme pozorovali vétsi pokles obsahu chlorofylu a F/Fp nez u

vzorki péstovanych na nizkém svétle.

5.3 Souhrn

V Experimentu | i Experimentu II vysledky méteni ukazaly, ze u vzorkl
uchovavanych ve tmé jsou senescencni procesy urychleny nejvice a také Ze nejnizsi
koncentrace (10 pM) nemaji tak silny protektivni uéinek jako vy$si koncentrace
cytokinind. Na svételnych rezimech byla senescence listi v kontrolach (DMSO)
zpomalena oproti vzorkim v DMSO uchovavanych ve tmé. Bohuzel vysledky
Experimentu I a Experimentu II se rozchazeji v tom, jaka intenzita svétla pro kontrolni

vzorky zpomaluje vice senescen¢ni procesy. V Experimentu I vysledky ukazaly, ze 1épe
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dokaze senescenci oddalit svétlo o nizké intenzité, ale v Experimentu Il se tento trend
nepotvrdil u obsahu chlorofylu. Nicméné u obou experimentli jsme na vzorcich ve
svételnych variantdch nameéfili podobnou koncentracni zavislost, kterd ukazuje, ze vyssi
koncentrace cytokinini na svétle urychluji senescencni procesy oproti niz§im
koncentracim cytokininti, které senescenci zpomaluji. Tato =zavislost byla Iépe
pozorovatelna u vzorka uchovavanych na intenzivnim svétle nez u vzorkli péstovanych
na svétle o nizké intenzité. Ne&které koncentrace (10 uM BA a 100 uM MeOBAPR)
dokonce dokazaly u nékterych listi zvysit jejich obsah chlorofylu 3. den po oddéleni
oproti kontrole v ,,0.“ dnu a dale potlacit senescencni procesy V rostliné po celou dobu

meéieni pokud byly vzorky uchovéavané na nizkém svétle.

6. Diskuze

Je znamo, ze pii starnuti se Vrostlinnych castech sniZzuje obsah chlorofylu
(Zacharias a Reid 1990, Vickova a kol. 2006, Qingdai Liu a kol. 2006, Mytinova a kol.
2011, Melkovicova 2012). Se starnutim je také spojena zména fotosyntetickych
parametrt, jakymi jsou napiiklad maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII, ktery se
oznacuje jako F,/Fn (resp. Fu/Fp). Béhem starnuti dochazi k poklesu F./F, napt. (Vickova
a kol. 2006, Qingdai Liu a kol. 2006, Ogweno a kol. 2010, Melkovi¢ova 2012).
Z experimentalnich métfeni vyplyva, ze exogenni aplikace cytokininli zpomaluje procesy
spojené s PCD, existuji ale ptipady, kdy mize byt efekt cytokininti opacny (Carimi a kol.
2002, 2003). Lze fici, ze pti pouziti nizké koncentrace CK na svétle dochazi k oddaleni
senescence, ale pokud aplikujeme vyssi koncentrace CK obzvlast’ na intenzivnim svétle
dochazi naopak k zrychleni senescenénich procest (Zacharias a Reid 1990, Carimi a kol.
2002, Carimi a kol. 2003, Melkovicova 2012, Xuexia Wu a kol. 2012). Dale také zalezi
na typu cytokininu a rostliné, na niz je exogenné aplikovéan, protoze nékteré¢ druhy
cytokininli nemusi mit negativni vliv na obsah chlorofylu ani pfi vyssi koncentraci napf.
(Holub a kol. 1998, Mik a kol. 20114, 2011b).

Stanovit co mozna nejoptimalnéj$i koncentraci CK pro rostlinu je dost tézké,
protoze ruzné, ale i stejné druhy cytokinind mizou mit pfi stejnych koncentracich odlisné
ucinky na rtzné rostliny. Prikladem muze byt Zacharias a Reid (1990), kde pii aplikaci
BA o koncentraci 100 uM na segmenty listi husejnicku rolniho (Arabidobsis thaliana)

pozorovali zac¢atek senescen¢nich zmén, tedy urychleny pokles obsahu chlorofylu. Tudiz
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vybrana koncentrace BA urychlovala senescenci. Zato v praci Holuba a kol. (1998), kde
sledovali ucinek BA, zeaxantinu a meta-topolinu na pSeni¢nych listech (Triticum
aestivum cv. Hereward), nebyl naméfen pii koncentraci 100 uM zadny pokles v obsahu
chlorofylu u zadného z CK oproti kontrolnim vzorkiim v DMSO. Dals§im ptikladem muze
byt prace Carimi a kol. (2002), kde zkoumali vliv koncentraci BA na mrkev (Daucus
carota L.) a Arabidopsis thaliana (L.). Zjistili ze, mrkev je citlivéjsi k vyS8im
koncentracim BA nez Arabidopsis thaliana. Senescence u mrkve byla vyvolana uz pfi
koncentraci 13 uM BA, ale u Arabidopsis thaliana az pti koncentraci 27 uM BA.

V praci Melkovi¢ové (2012), ktera se zabyvala ptisobenim raznych koncentraci
CK na senescenci rostlin byl vyuzit graf koncentra¢ni zavislosti cytokininti na senescenci
(Obr. 16), ktery predpoklada, ze zvysujici se koncentrace cytokinind ma inhibujici u¢inky
na senescenci do jisté koncentrace a po piekroceni této koncentrace dochazi naopak

k stimulaci starnuti rostlin.

fyzol
parametr

koncentrace CE

Obr. 16: Model zavislosti fyziologického parametru na koncentraci cytokininii (CK). Za
fyziologicky parametr povazZujeme napiiklad délku Zivota listu. (nepublikovany model

autoru: Husickova a kol. (2012) prevzat z prace Melkovicové (2012))

Na putisobeni CK mé vliv i mnoho vnégjSich faktord, jako je intenzita svételného
zafeni. Jak ukézala prace Melkovi¢ové (2012) a jak vyplyva i z naSich vysledkl zavisi
optimalni koncentrace cytokininli na intenzité svételného zareni. Svétlo i CK dokazi
oddalit senescenci, pokud ale jejich spole¢ny vliv piekroc¢i urcitou hranici, pak jejich
spole¢ny vliv indukuje senescenci. Na spole¢ny vliv koncentrace cytokininu a intenzitu
svétla se da pouzit podobny model jako na koncentracni zavislost CK.

V nasi praci jsme sledovali ucinek exogenné aplikovanych riiznych koncentraci

cytokinini BA a MeOBAPR. Cytokinin BA, jehoz uc¢inky jsou dobfe znamy uz
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srovnani miry ucinnosti nového CK MeOBAPR, jenz byl nasyntetizovan Vv laboratofi
rustovych regulatortt v Olomouci a jehoz Uc¢inky na fotosynteticky aparat dosud nejsou
podrobné zdokumentovany. Oba CK jsme sledovali pti riznych svételnych podminkach,
které mély vliv na pribéh senescence. U MeOBAPR jsme piedpokladali, ze nebude
urychlovat senescenci listii uchovavanych na svétle pti vyssich koncentracich 300 a 600
uM. Mira senescence listi jeCmene setého (Hordeum vulgare L.) byla stanovovana
pomoci méfeni obsahu chlorofylu a parametru F./Fp. V prvnim i druhém experimentu
jsme porovnavali u¢inky koncentraci (10 uM, 100 uM a 300 uM) BA a (10 uM, 100 puM,
300 uM, 600 uM) MeOBAPR ve tmé a na periodickém svétle o nizké(pestebni) intenzité
(16 h sv&tlo 90 umol fotontt m?s™ a 8 h tma) a na intenzivnim svétle (16 h svétlo
330pumol fotontt m?-s™ a 8 h tma) na pribéh senescence odd&lenych segmentil jemene
setého.

U kontrolnich vzorkll uchovavanych ve vodé s DMSO byl, zaznamenam v obou
experimentech ve tmé¢ pokles obsahu chlorofylu i F\/F,, tento pokles byl zaznamenan i u
svételnych variant, avSak nebyl tak vyrazny (Obr. 10 a 13). Svétlo tedy pribéh
senescence zpomalilo. Podobné vysledky naméfili Vickova a kol. (2006) na oddélenych
pSeni¢nych listech od ¢tvrtého dne po oddéleni nebo Zacharias a Reid (1990), ktefti
naméfili rychlejsi pribéh senescence u vzorkt Arabidopsis thaliana uchovavanych ve
tmé uz od druhého dne po oddéleni listi oproti listim na svétle. 0,5 % roztok DMSO byl
pouzit k rozpusténi CK. Tento roztok nema na zmény obsahu chlorofylu a F./F, v listech
vyznamny vliv (VI¢kova 2003)

Pii aplikaci cytokinini BA a MeOBAPR na vzorky inkubované ve tmé, doslo k
mens§imu ubytku obsahu chlorofylu i Fu/Fp nez u listt v DMSO. Tudiz doslo k zpomaleni
prubéhu senescence. Vys§i koncentrace (100, 300 uM) BA i (100, 300, 600 uM)
MeOBAPR byly ve tmé G¢innéjs$i nez 10 uM koncentrace (Obr. 10, 11, 12, 13, 14, 15).
Tyto vysledky jsou podobné s vysledky BA v praci Mekolvi¢ove (2012).

Po aplikaci cytokininu BA na vzorky uchovavané na svétle o nizké intenzité¢ mély
vSechny koncentrace naméfené parametry v ramci chyby a nedoslo k signifikantnim
odchylkam po celou dobu méfeni. U vzorkli uchovavanych v MeOBAPR byl namé&fen
signifikantné niz8i obsah chlorofylu a F\/Fy u vzorki v MeOBAPR s nejvyssi koncentraci
600 uM oproti niz§im koncentracim (10, 100, 300 uM). Tyto koncentrace MeOBAPR
(10, 100, 300 uM) zpomalovaly prubéh senescence podobné jako stejné koncentrace BA
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(Obr. 10, 11, 12, 13, 14, 15). Tedy jsme u CK MeOBAPR pozorovali koncentraéni
zavislost CK na fyziologickych parametrech rostliny napt. obsahu chlorofylu nebo F,/F,.

Po aplikaci cytokininu BA na vzorky uchovavané na intenzivnim svétle mély
koncentrace 100 uM a 300 uM BA ve tfetim a Sestém dni po oddéleni rychlejsi pokles
obsahu chlorofylu nez listy v koncentraci 10 uM BA. Listy v této koncentraci mély
nejmensi pokles obsahu chlorofylu a F\/Fy do 6. dne méteni oproti listim v DMSO (0 uM
koncentraci). Koncentrace 600 pM MeOBAPR méla niz§i obsah chlorofylu a F./F
Vv obou experimentech ve svételnych variantach po celou dobu meéfeni, az na jednu
vyjimku. U vzorki v MeOBAPR byl naméfen niz§i obsah chlorofylu a F./F, pfi
aplikaci nejvyssich koncentraci 600 uM a 300 uM oproti niz§im koncentracim (10 a 100
uM), tento pokles byl viditelnéjsi nez u vzorkli inkubovanych na svétle o nizké intenzité.
Pravdépodobné proto, ze u vzorkti inkubovanych na intenzivnim svétle se scita vliv
intenzivniho svétla a Gi¢inek CK a tim miiZze dochéazet k projeviim urychleni senescence u
vzorkil péstovanych uz pti 300 uM koncentraci, Oproti vzorkim péstovanym na svétle o
nizké intenzité, kde vliv svétla neni tak vysoky. Byla zde také namétena jedna vyjimka na
Obr. 10C,F, kdy nejvyssi koncentrace 600 uM MeOBAPR méla signifikantné vyssi obsah
chlorofylu nez koncentrace 300 uM, coz mohlo byt zplisobeno zpétnovazebnou inhibici,
pravdépodobné diky malé dostupnosti NADP”, jako koneéného elektronového akceptoru.
Tato zpétnovazebna inhibice ale pfimo neovliviiuje obsah chlorofylu, ktery byl na Obr.
10F srovnatelny s obsahem chlorofyly u listi v DMSO.(VI¢kova a kol. 2006).

V Experimentu II (Obr. 13, 14, 15) byly pozorované podobné vysledky jako u
Experimentu | (Obr. 10, 11, 12). Ale fada zmén, které byly v Experimentu I signifikantni
byly v Experimentu II sice patrné, ale ne signifikantné vyznamné. Naptiklad u vzorkt
péstovanych na svétle o nizké intenzité¢ se koncentrace 600 uM MeOBAPR, ktera méla
v Experimentu I signifikantné niz$i parametry po celou dobu méteni, se v priibéhu méfeni
Experimentu II jeji signifikantné nizs§i parametry zménily na nesignifikantni. Podobné
vysledky byly namétfeny také pro BA o koncentraci 300 uM na intenzivnim svétle, kde
také v pribéhu meéfeni doSlo kzméné ze signifikantné niz§ich parametri na
nesignifikantni. Dale na intenzivnim svétle v Experimentu Il nebyla vyhodnocena
koncentrace 300 uM MeOBAPR jako signifikantné urychlujici senescenci oproti niZ§im
koncentracim 10 a 100 uM jako tomu bylo u Experimentu I. Nékteré z téchto vysledka

mohly byt zpisobeny vysrazenim se BA o koncentraci 300 uM v pribéhu méfent,
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popiipad¢ odliSnym terminem péstovani nebo néjakym stresovym faktorem mozna
nedostatec¢nou zalivkou.

Vysledky, které zjistil Mik a kol. (2011a), kdy derivat kinetinu na kontinualnim
svétle na oddélenych psSeni¢nych listech dokazal udrzet vysoky obsah chlorofylu, ale také
pro tento derivat byl naméten vysoky obsah malondialdehydu (MDA), coz poukazuje na
zacinajici senescen¢ni procesy, zatim bez vlivu na obsah chlorofylu. Toto zjisténi je
dilezité 1 pro nase vysledky, protoze znich mizeme fici, ze obsah chlorofylu
pravdépodobné nepatii mezi prvni parametry, které by byly ovlivnény V pribéhu
senescence.

Nase meéteni bylo ovlivnéno tim, ze jsme jej provadeli na odd€lenych listech, ve
kterych se akumuluji jednoduché cukry daleko rychleji nez v celé rostling, protoze zde
neexistuji ptirozené ,,sink* mista spotfeby cukrii, jako jsou mladé listy nebo kotfeny, coz
mélo za nasledek rychlejsi pribéh senescencnich procest (Zwak a kol. 2012). Rizné
exogenné pfidané CK 1 jejich koncentraci ptsobi v rostliné odliSnou expresi genli pro
tvorbu mnoha druhit CKX (Podlesakova a kol. 2012). Z prace Carimiho kol. (2003), ve
které se zabyvali CK BA, kinetinem, zeatinem, kde BA mél jiné vysledky na prabé¢h PCD
v mrkvi nez kinetin a zeatin, coz si teoreticky vysvétlovali rozli¢nou vaznosti cytokinint
na CKX. Teoreticky by mohl mit BA a MeOBAPR jinou vaznost na CKX, coZ mohlo
ovlivnit naSe vysledky.

Nase vysledky odpovidaji métenim uskutecnénd Melkovicovou (2012), Vickovou
a kol. (2006) a Zachariasem a Reidem (1990). Bohuzel se nam nepovedlo prokazat, Ze by
MeOBAPR pfi vyssi koncentraci 600 uM na svétle byl pro rostlinu netoxicky oproti
koncentraci (10 a 100 uM) MeOBAPR. Ale koncentrace MeOBAPR (10, 100 a 300 uM)
maji podobné ucinky na oddaleni senescence v listech je¢mene jako porovnatelné
koncentrace BA. Proto bych doporucil proméfeni vlastnosti cytokininu MeOBAPR na
celych rostlinach, protoze na celé rostliné nebude dochazet k zpétnovazebné inhibici kviili
hromadéni asimilantti (VIckova a kol. 2006). Dale podle vysledki Podlesakové a kol.
(2012) na cytokininech 3MeOBAP9G (3-hydroxy(-6-benzylamino-9-glukosyl)purine),
3MeOBA9THPP  (3-methoxy(6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl)purine),  které
nemély inhibujici vliv na rast kofenového systému a jejichZz struktura je podobna

MeOBAPR, ktery by také nemusel mit inhibujici efekt na rlst kofenového systému.
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7. Zavér

Je znamo, ze CK dokézi zpomalit proces senescence a tim potlacit i zmény, které
se senescenci prichazeji, jako jsou pokles obsahu chlorofylu a pokles vykonu
fotosyntetického aparatu. Jak ukazala Melkovicova (2012) se zvysujici se koncentraci CK
se snizuje pokles obsahu chlorofylu a F./F, béhem senescence, do urcité ,hrani¢ni*
koncentrace, za niz uz dochazi k zvyraznéni poklesu téchto parametrti a dochazi k indukci
senescencnich procesti. Je ale dulezité védét, jaka koncentrace cytokinint je pro danou
rostlinu v danych podminkach optimalni, tedy dokaze nejlépe oddalit senescenéni
procesy.

Protoze vysoké koncentrace cytokinini na intenzivnim svétle akceleruji
senescen¢ni procesy a naopak nizké koncentrace cytokinini ve tm¢ nemaji dostatecny
ochranny efekt. Uéinek cytokininti se tedy lisi podle pouzité koncentrace, ale zavisi i na
vnéjsich vlivech, naptiklad na intenzité svételného zareni. Svétlo i CK maji schopnost
oddalit senescenci, ale vzajemné plsobeni pii vysoké ozarenosti a vysoké koncentraci
cytokinini mize byt pro rostlinu toxické.

Z naSich méfeni vyplyva, Ze model, ktery popsala ve své praci Melkovicova
(2012), lze aplikovat i pii naSich méfenich. Dale se tento model rozsifil na pasobeni
svétla na ucinek cytokinini. Bohuzel jsme v nasi praci nezjistili, ze by CK MeOBAPR o
koncentraci 600 uM zpomaloval senescencni zmeény v odd€lenych listech je¢mene seté¢ho
uchovavanych na svételnych rezimech tak dobfe, jako wu listd inkubovanych
Vv koncentracich 10 uM a 100 uM MeOBAPR. Tedy, Ze by MeOBAPR neurychloval
senescentni procesy Vv téchto listech pfi své nejvySsi koncentraci 600 pM. Tato
koncentrace vedla pravdépodobné diky hromadéni asimilanti ke zpétnovazebné inhibici
fotosyntézy a k oxidativnimu poskozeni. Pro lepsi zmapovani ucinkd tohoto cytokininu

by pravdépodobné vhodna jeho aplikace na celé rostliny.
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