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SEZNAM ZKRATEK

BAP - benzylaminopurin

DPO - dny po odéeni listi

Fv/Fp - maximalni kvantovy v§Zek fotochemie fotosystému |
HBA - N°-(m-hydroxybenzyl)adenosin

IPT - isopenthenyltransferaza

ipt - gen kddujici isopenthenyltransferazu

MDA - malondialdehyd



1. UVOD

Zajem \dcu je jiz dlouhou dobu sougdén na rostlinné hormony cytokininy. Tyto
regulatory rostlinnéhaistu jsou v rostlinachdiné syntetizovany a ovliwji mnoho
vyvojovych proces. Stimuluji cleni burgk, zakladani a vyvoj pupéna zpomaluji
starnuti rostlinnych pletiv a oviiwji tak senescenci.

Proces starnuti rostlin a jejich orgarozn&ovany také jako senescence, je
piirozenou adaptaci rostlin napna sezénni klima, ale the byt také ovlivain
negiznivymi podminkami prosedi. Cytokininy zpravidla zpomaluji rostlinnou
senescneci, avsak jejicktigek zavisi na mnoha parametrech, jako jeindpuh
rostliny (PospiSilova a kol. 2001), druh a koncacér cytokiniti (Carimi a kol. 2003)
a doba jejich psobeni (Pospisilova a kol. 2001).

Pro studium &inka cytokinind na senescenci rostlinnych tisse s oblibou
vyuziva rostlin husetku rolniho Arabidopsis thaliana..) véetns jejich mutant.
Tyto rostliny maji pl# sekvencovany genom a jsou tedy vyznamnym modelovym
systémem v biologii. Velkymifnosem pro studium vlivu cytokinima vyvoj rostlin
jsou nap. mutantipga22 u nichz dochazi k vyrazné indukci syntézy cytokinpo
exogenni aplikaci 1B-estradiolu (Sun a kol. 2003). Na atkhi biofyziky se
zabyvame vlivem cytokinin na pfibéh senescence indukované oémém list.
Stimulace syntézy cytokininv odclenych listech mutaftpga22 doposud nebyla
popsana. Cilem mé bake&d&é prace bylo dit nejvhodrjSi zpisob aplikace 1B-
estradiolu na odtené listy mutantpga22



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Senescence

Jako vse Zivé i rostliny prochazejinpzenym procesem starnuti (senescence), ktery
nakonec vede k odueni burk, pletiv, orgad nebo i celych rostlin. Senescan
proces je charakterizovarfgvahou ¢ju katabolickych nad anabolickymi a o délce
Zivota rostlin, zaatku jejich starnuti a smrti rozhoduji faktory gtdes,
fyziologické i ekologické (Lustinec a Zarsky 200BEhem irozené senescence
dochazi v rostlinnych hitkach ke geneticky naprogramovanyména@m, které vedou

k jejich odunteni, avSak k zahajenéchto znen je zapatebi impulsu, ktery rive
pochazet z vnihich fyziologickych vztah nebo z vijSiho prostedi (LuStinec a
Zarsky 2005). Viditelnym fiznakem starnuti je sniZeni obsahu chlorofylu,éijer

v listech provazeno i degradaci proteiProces senescence je oviimrrostlinnymi
hormony cytokininy, které vykonavajadu dilezitych fyziologickych funkci. Tyto
rostlinné hormony ovliiwuji senescenci, avSak zcela ji neodvrati, moholoydiwnit

jeji prabeh.
2.2. Cytokininy

Cytokininy jsou vyznamnou skupinou rostlinnych homnin, které se tvii prevazr

v meristému keni a odtud jsou nasledntransportovany xylémem do ostatnich
casti rostlinnéhogta, kde spolu s misénsyntetizovanymi cytokininy rozvijiizeni a
starnuti celé rostliny. Spale¢ s auxiny jsou ozr@vany za hlavni regulatory
rostlinného #istu. V sodasné dob je znamo vice nez 3Gimzenych cytokinig,
které jsou po chemické strance odvozeny z adenibstisuovaném na aminoskupin
v poloze 6 (Prochazka a kol. 1998). Rrdato konfigurace je podminkou jejich
biologické aktivity (Prochazka a kol. 1998). Cytokiy mizeme dlit na zaklad
substituent, kterym mize byt isopentenydi hydroxyisopentenyl jako je tomu niap
u zeatinu anebo benzyl nesouci v poloze 2 nebo ddoRylovou skupinu. Tyto
aromatické cytokininy byvaji oztavany také jako topoliny, podle vyskytu v topolu
(Lustinec a Zarsky 2005). Cytokininytrieme rozdlit také na pirozené (endogenni)

a untle pripravované (syntetické). Jako prvniirpzeny cytokinin byl z nezralého

10



endospermu kukice izolovan zeatin, avSakide byl v laboratti F.Skooga v USA

izolovan cytokinin nazvany kinetin z DNA sledihoesmatu (Lustinec a Zarsky
2005). V praxi secasto pouziva syntetickych cytokiiin Hojné pouZzivany 6-

benzylaminopurin (BAP) byl dlouhou dobu povazovanlatku syntetickou, avSak
dnes je jiz znamo, Ze BAP a jeho derivaty se vygkwy rostlinach (Strnad a kol.
1993 cit. zZLustinec a Zarsky 2005).

At uz se jedna o cytokininyfipozené ¢i syntetické, jde bezpochyby o
skupinu latek vykonavajicfadu dilezitych fyziologickych funkci, mezi & pati
stimulace bu&ného @leni a prodluzovani, syntéza bilkovin, chlorofylkrobu,
stimulace tvorby pupén dormance semen, podpofstu listi, a zpozdni starnuti
listd (Hess 1983, Lustinec a Zarsky 2005). Tyto roséimmrmony také v nizkych
davkach stimuluji zakladani ast kareni, naproti tomu vysoké davky majtigek
praw opany (Pastyrik 1979). Rostlinné cytokininy ugobi synergicky
i antagonisticky $adou dalSich rostlinnych hormibrna spoléné ovliviuji fadu
funkci bBEhem fKstu rostliny. Jak syntetické, takimzerg se vyskytujici cytokininy
zvySuji rychlost transpirace a owuiivji otevirani piiduchi (PospiSilova a kol. 2001).
PospiSilova a kol. (2001) ve své studii zjistik, j2 mozné stimulovat vynu plyni,
rychlost transpirace a rychlost fotosyntézy exodemplikaci cytokiniri. Uginky
zavisely na druhu rostliny a koncentraci cytokiniMéns pak na zfisobu aplikace a
rostlinném ¥ku (PospiSilova a kol. 2001). U fazolovych sazenit BAP pozitivni
efekt na rychlost fotosyntézy a rychlost transgra¥ bavi, Inu, kukdici a
cukrovéreps aplikace cytokinifi vyznamr neovlivnila rychlost transpirace, rychlost
fotosyntézyani otevirani prduchi. Uginky cytokinini jsou také odlisné v zavislosti
na typu pouzitého cytokininu. Vlivemiznych tym a koncentraci cytokinin na
bung¢né kultury mrkve obecné@ucus carotd..) se zabyval Carimi a kol. (2003).
Bunécné kultury staré 5 dninkuboval s BAP, difenylm@mvinou, kinetinem nebo
zeatinem. Biiky o 7 dni pozédji upravil pro analyzu DNA a kultury inkubované bez
cytokinina pouzil jako kontrolu. Z vysledkzjistil, Ze gidani zeatinu a kinetinu do
kultivatcniho meédia vyznanth nenmeni rast mrkvovych busk ve srovnani
s kontrolnimi  podminkami a nepozoroval ani fragmment DNA. Také
difenylmatovina nengla Zadny vliv naist burgk. Ve svych experimentech zjistil, Ze
BAP (1,310° a 2,710° M) vyrazrs snizuje fist mrkvovych buik a pozoroval také
fragmentaci jaderné DNA (Carimi a kol. 2003).
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2.3. Transgenni rostliny

V souasné dob se viadk oborii ke studiu morfologickych a fyziologickych proées
rostlin a také k modifikaci obsahu rostlinnych homin vyuziva rostlin transgennich
(Prochazka a kol. 1998). Jelikozékteré druhy mikroorganisin jako nap.
Agrobacterium tumefaciendokazi vytvéet rostlinné hormony, lze s vyhodou pro
studium vlivu &chto hormoid vyuzit transgennich rostlin s vnesenymi geny pro
syntézu &chto rostlinnych hormain V biosyntéze cytokinii je dilezitym enzymem
isopentenyltransferaza (IPT), ktera je m.j. produktjednoho z agrobakterialnich
onkogeri. Gan a Amasino ovlivnili proces srarnuti transdenrtabakovych rostlin
tim, Ze z rostlin husetku rolniho izolovali gen, ktery se exprimuje pougé
procesu starnuti lista promotor tohoto genu naklonovali ke strukturnigemuipt.
Takto vytvaeny chimericky gen vnesli do rostlin tabaku. Indeikgntézy cytokinié

V Psac1zIPT transgenich rostlinach nastala se zahajengoegu starnutisimz bylo
starnuti potldeno. Na transgennich rostlinach Ize tedy studowabdicé funkce
jednotlivych rostlinnych horman (Prochazka a kol. 1998). Transgennich rostlin
vyuzili ve své praci i Belintani a kol. (2012), kitehladem indukovali promotapt
genu, aby tak oddalili senescenci v rostlinach cwéritiny (Saccharunspp.). Jejich
vysledky ukéazaly, Ze indukovana exprdapé genu zvysSila odolnost rostlinawi
chladu (Belintani a kol. 2012). Petit-Paly a kdl999), ktéi se ve své praci zabyvali
zjistovani vlivu cytokiniri na cinnost kataldzy, rowt zvysili endogenni hladiny
cytokinind zavedenimipt genu a zjistili, Ze cytokininy opravdu ovlivnilyk@vitu
katalazy (Petit-Paly a kol. 1999).

2.4. Vliv cytokinin @ na obsah chlorofylu Bhem senescence

Rostlinné biiky obsahuji zelené listové barvivo chlorofyl, ktgjign umoziuje
vykonavat proces fotosyntézy. U starnoucich ¢kuse zvySuje syntéza enzym
odbouravajicich chlorofyl a dochazi k degeneradoroplasti (Prochazka a kol.
1998). Snizenim obsahu chlorofylu dochazi k poklegchlosti fotosyntézy a
viditelnému Zloutnuti rostlinnych organ(Prochdzka a kol. 1998). Ve starnoucich
listech postup® klesd obsah cytokinin které inhibuji odbouravani chlorofylu.
Aplikace cytokiniri pak zpomaluje starnuti listJiz v roce 1957 Richmond a Lang

zpozorovali, Ze starnuti listmize byt zpomaleno o¢kolik dni po aplikaci kinetinu
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(Hess 1983). Pozfl byl tento jev podrobgi studovan Osbornem a Mothesem a
jeho skupinou, kié aplikovali kinetin na jednu polovinu listov&pele izolovaného
listu tabaku a zjistili, Ze takto o$eha polovina listovéepele zezloutne pomaleji ve
srovnani s polovinou neo$ehou. Do mist, kde byl aplikovan kinetin, proudi
aminokyseliny a jiné latky ze starnoucich oblaistiul které jsou zde zadrzovany a
zabudovavany do bilkovin. Vliv kinetinu stimulovayntézu RNA a bilkovin coz
jsou pravdpodobré zakladni piciny zpomaleného starnuti (Hess 1983).

Zacarias a Reid (1990), kiese zabyvali touto problematikou, pouzili pro
studium vlivu cytokinifi na obsah chlorofylu BAP. Ve své praci pouzili dinbstlin
husentku rolniho a zjistili, Ze aplikace BAP (fOM) vyvolala zvySeni obsahu
chlorofylu v listovych discich drzenych ve &n¥ jejich vysledk vyplyva, Ze obsah
chlorofylu je tedy mozno ovlivnit aplikaci BAP (Zagas a Reid 1990). Vlivem BAP
na obsah chlorofylu se zabyval také Wu a kol. (30Xtomuto studiu pouzili
sazenice lilku $olanum melongend&.) v nichZz vyvolali stres aplikaci chloridu
sodného sétyimi koncentracemi BAP (80°, 10°, 210°, 510°M). Chlorid sodny
snizil obsah chlorofylu ve srovnani s kontrolnimsttinami o 22 %. Aplikace BAP
v niz&ich koncentracich (®°, 10° M) vyvolala zvyseni obsahu chlorofylu o 10 a
11 % ve srovnani s rostlinami se samotnym chlorideainym. VysSi koncentrace
BAP (210° 510° M) nently vtomto ohledu Z&dnydinek (Wu a kol. 2012).
Rulcova a PospiSilova (2001) zkoumaly vliv BAP eaydrataci fazolovych rostlin
po vodnim stresu a po aplikaci @™ BAP zjistily mirné zpoZehi starnuti lisi 17
dni starych fazolovych rostlinPhaseolus vulgarit..). U téchto rostlin byl obsah
chlorofylu po nastku listi BAP mirre vysSi nez u kontrolnich list(Rulcovd a
PospiSilova 2001). Aplikace cytokirintedy vede ke zpomaleni poklesu obsahu
chlorofylu se senescenci, al€ilid vysoké koncentrace mohou vyvolat naopak
Zloutnuti. Carimi a kol. (2003) studovalicitek BAP procentuelnim @g@anim
Zlutych listi u rostlin husertku rolniho a mrkve obecné. Pro kultivaci pouZilidia
obsahujici 4.0° 1,310° a 2,710° M BAP. U rostlin huserku inkubovanych na
meédiu s BAP bylo zaznamenantegasné Zloutnuti list snizeni kéenové hmoty,
n¢kolik vrubi na okraji listi, zbarveni hlavnich Zil do fialova argakasna
fragmentace DNA. Po 110 dnech bylo u kontrolnicktlim a rostlin s BAP
stanoveno procento zeZloutnutychdistim vy3si byla koncentrace BAP, tim vy3si

bylo také procento ipdtasré zezloutnutych list a to u rostlin husetku i mrkve
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(Carimi a kol. 2003). Zacarias a Reid (1990) ravnijistili, Ze BAP v koncentraci 10
®>M stimuloval sniZeni obsahu chlorofylu u rostlirsknéku drzenych na sile.
Porekud odliSny zfsob vlivu cytokinii na obsah chlorofylu studovali
Belintani a kol. (2012). Ve své praci se zabyvaldélenim senescence v rostlinach
cukrové ftiny se zavedenynpt genem, jehoZz promotor AtCOR15a je aktivovany
chladem. Uz ped vystavenim rostlin chladnym teplotam zjistili S8y obsah
chlorofylu u transgennich rostlin ve srovnani glimami kontrolnimi. V listech
transgennich rostlin bylo zji8to vyrazné zvySeni obsahu chlorofylu po vystaveni
teplo& 0 °C oproti kontrolnim rostlinnam, kde obsah chfgiu po stresu klesal. Po
skorteni experimentu byly rostliny umésty do skleniku §i teplot 28 °C a i za 24
hodin bylo zjiS¢no zachovani vyraznych rozililv obsahu chlorofylu mezi
transgennimi a kontrolnimi rostlinamifgstoZze obsah chlorofylu klesl. Z vyslédk
vyplynulo, Ze expresapt genu a nasledna syntéza cytokiniovliviiuje obsah

chlorofylu a zfisobuje ¥tSi odolnost rostlin &i chladu (Belintani a kol. 2012).

2.5. Fotosyntéza

Fotosyntézu Ize jednoduSe definovat jako zakladotchemicky proces tvorby
organickych latek z latek anorganickych, kterd gdine&nou vlastnosti zelenych
rostlin. Podstatou je zachyceni ¢®iné energie ve forén fotoni v Zivych
chloroplastech a s vyuzitim této energie dochgaiekené oxidu uhlgitého a vody
na energii chemickou, vazanou v organickych latkddstyrik 1979). Tento proces
ma zasadni vyznam pro Zivot na Zemi a Uzce sosvishosti rostlinnych horman
cytokinini. Cytokininy senescenci zpomaluji, zejména prodihém fotosyntetické
aktivity chloroplasi (Zacarias a Reid 1990).

2.5.1.Velmi rychla fluorescenéni indukce

Jako ukazatel fotosyntézy je ve velkéienipouzivana fluoresceni indukce
chlorofylu (Stirbet a kol. 1998). Tata'‘echodnda fluorescnece neboli Kautsky efekt
byla jizZ pozorovana u rostliffas a sinic (Stirbet a kol. 1998). Rychlou fluoresoe
indukci rozumime naést fluorecsence do maximaigobenim nizkych intenzit

excita&tniho swétla. Krivka takovéto fluorescence méa charakteristicky t@at-P.
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Pouzitim vysokych intenzit excitaiho s¥tla dojde k velmi rychlé fluoresceni
indukci a v natistu fluorescence se objevicdviny. Krivka takovéto fluorescence ma
charakteristicky tvar O-J-I-P. Pra@m& fluorescence chlorofylu souvisi s
fotochemickou aktivitou fotosystému Il (Strassekoh 1995). Strasser a kol. (1995)
pozorovali zvySeni fluorescence ryZe z minimalnzen& na maximalni mez Fm.
Narist fluorescence dnem indukce byl dsledkem poklesu kvantového w¥ku
fotochemie v dsledku rostouci koncentrace primarniho chininovékoeptoru Q

v redukovaném stavu (Strasser a kol. 1995). Se upeySse intenzitou sila
fluorescence stoupla a Zmla se z typické OIP ikvky na Kivku se d¥éma mezi
arovréemi J a | (Strasser a kol. 1995) Relativni vySkyngtivych vin rostou

s rostouci intenzitou excitace a po dosadhnufit@éiintenzity se st jednotlivych vin
zastavi (Strasser a kol. 1995). Intenzita fluoreseaychle stoupa z pateni nizké
hodnoty kb na nevySSi hodnotu Fp.iPzvySovani intenzity excitace Fp roste az
dosdhne své maximalni hodnoty Fm, kdy jsou v redakém stavu vSechnasQ
(Stirbet a kol. 1998). Z parametivelmi rychlé fluorescemi indukce niZzeme
vypccitat maximalni kvantovy vggek fotochemie fotosystému Il (Fv/Fp), protoze
hodnota veliiny Fv/Fp je giblizn¢ rovna Fv/Fm. BRsobi-li na list stresujici podity,

dohdazi k charakteristickému snizeni Fv/Fm.

2.5.2.Zména fotosyntetickych parametm se senescenci

Wu a kol. (2012) se zabyvali vlvem BAP na Fv/Fgilkovych sazenicich
stresovanych chloridem sodnym. Chlorid sodny ziyqgdkles Fv/Fp ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami. Aplikovan byl BAP w#yiech koncentracichfigemz nizsi
koncentrace (A0°, 10° M) vyrazre zlepsily Fv/Fp a vy$si koncentracel@®, 510

> M) nemily na tento parametr vyraZgi vliv (Wu a kol. 2012). Rulcova a
Pospisilova (2001) sledovaly rasin(&inky BAP (10° a 10° M), ktery aplikovaly na
substrat nebo nagtaly na primérni listy 14 dn starych rostlin fazole obecné.
Fazolové rostliny dostate¢ zasobovaly vodou anebo vystavily vodnimu stresu po
dobu 4 dih a nasled& métily vodivost pitiduchi, asimilaci oxidu uhtitého a Fv/Fm
na primarnich listech rostlidejich vysledky prokazaly pouze mirpozitivni &inek
aplikace 10 M BAP na parametry souvisejici s fotosyntézou primich fazolovych
listi. Koncentrace 10 M BAP mgla wétSinou negativni dopad nasiené parametry.

Lze tedyrict, Ze nizSi koncentrace BAPEm mirng pozitivni &inek, zatimco vysoké

15



koncentrace ®ly ucinek negativni. Zfisob aplikace v tomto experimentu nebyl
rozhodujici (Rulcova a PospiSilova 2001). Pospidila kol. (2001) ve své studii
pracovali s fazolovymi sazenicemi a £p¥ali vlv BAP na vodivost prduchi,
rychlost transpirace a asimilaci oxidu wftého. Ke kdenim aplikovali BAP (10,
510° 10° a 210° M). Zjisténo bylo zvySeni vodivosti pduchi a rychlosti
fotosyntézyjiz 1 hodinu po aplikaci vS8ech koncentraci. Na sadeh cukrové&epy
vyzkouSeli @inky hydroxybenzyladenosinu (HBA) na tytéZz parametlicmére
pozitivni efekt byl pozorovan az po 24 hodinachryehlost fotosyntézy rostlinach

s kareny pondenymi do 10 M HBA (Pospisilova a kol. 2001). Ogweno a kol.1@p
studovali proces fotoinhibice na zaktadyznamného snizZeni rychlosti fotosyntézy,
kvantového vywZku fotochemie fotosystému PSII v ustdleném stavu a
fotochemického zhaseni na @tihych listech rajat (Lycopersicon esculentum
Mill .). Jejich cilem bylo zjistit, zda cytokininy hraji rol regulaci fotosyntézy.
Zvysledki  vyplynulo, Ze cytokinin  N-(2-chloro-4-pyridyl)-Nphenylurea

v koncentraci 0,1 mg!l vyrazré zmitiuje proces fotoinhibice a zpomaluje pokles
rychlosti fotosyntézy, kvantového wyku fotochemie fotosystému PSII v ustaleném
stavu a fotochemické zhaSeni. Cytokinin N-(2-chlépyridyl)-N"-phenylurea
v této koncentraci zvySil asimilaci oxidu utitého, gicemz vySsi koncentraceéty
maly vliv nebo dokonce asimilaci oxidu uhitého snizily (Ogweno a kol. 2010).
Fotosyntetickymi parametry souvisejicimi se senasicese zabyvali Wu a kol.
(2012), kteéi studovali vliv BAP na intracelularni koncentragkidu uhlgitého,
vodivost pfiduchi, rychlost transpirace a asimilaci oxidu dhé&ho v lilkovych
sazenicich stresovanych chloridem sodnym. Aplikouyli BAP ve ¢tyrech
koncentracich (80° 10° 210° 510° M). VSechny &tyfi koncentrace BAP
zpomalily pokles intracelularni koncentrace oxiduititého a rychlost transpirace,
plicem? jako nejéinngjsi se prokéazala koncentrace™l®1. Tii nejniz&i pouZité
koncentrace BAP rowi vyznamg zpomalily pokles asimilace oxidu u&itého a
vodivosti paduchi, pricem? jako nejéinngjsi se opt prokézala koncentrace 10
(Wu a kol. 2012). Nizké koncentrace cytokininu tedgolaly zpomaleni zgn
funkce fotosyntetického aparatu vyvolanych senescen vysoké koncentrace

nently Zadny nebo ogay (inek.
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2.6. Vliv cytokinin & na oxidativni poskozeni

VSechny rostlinyeli béhem svého Zivota néjznéjSim vlivim okolniho prosedi na
néZ musi byt schopny akti¥rreagovat a ifizpiasobit se jim. Jestlize nejsou schopny
se &mto podminkam fizptsobit, dochazi u nich k fyziologickému stresu a
oxidativnimu posSkozeni membran. Produktem oxidd@tienposSkozeni membran je
malondialdehyd (MDA), jehoZz mnoZstvi Ize ovlivnitoqpoci cytokinii a to
exogenni aplikaci i zavedeniipt genu. Exogenni aplikaci BAP na listy lilkovych
sazenic, v nichz byl vyvolan solny stres (chlorideadnym), studovali Wu a kol.
(2012), ktei timto zpisobem sledovali vliv cytokinin na obsah MDA a produkci
superoxidového aniontového radikalu. Solny streglal senescenci a zvysil obsah
MDA a produkci superoxidového aniontoveho radikeliistech lilkovych sazenic,
avSak vSechny pouZité koncentrace BAPL@S, 10°, 210° 510° M) vyvolaly
snizeni obsahu MDA a sniZzenou produkci superoxigovaéniontoveho radikalu.
Jako nejdinngjsi se prokazal BAP v koncentraci1® (Wu a kol. 2012). Snizeny
obsah MDA byl pravépodobrié zpisoben pozitivnim &inkem BAP na aktivitu
antioxidativnich enzyiin jako jsou superoxiddismutiza, kataldza, peroxidaza
askorbat peroxidaza. Aplikace BAP ve vSech zmjuh koncentracich zvySila
aktivitu superoxiddismutazy, katalazy a askorbd@oyieazy, gicemz nejétsi inek
m&la koncentrace I0 M BAP. Aktivita peroxidazy byla zvySena pouze mii8
koncentracemi BAP, ipiemZ nejetsi (tinek msl BAP rovnsZ v koncentraci 10 M.
Z vysledka vyplynulo, Ze BAP zmituje senescenci indukovanou solnym stresem
posilenim aktivity antioxidativnich enzyim{Wu a kol. 2012). SniZzeni obsahu MDA
pozorovali také Belintani a kol. (2012) v listechostlin cukrové itiny.
V transgennich rostlinAch genem pro isopentenyltransferazpt) aktivovanym
chladem, nebylo fied pisobenim chladu zji&o vyznamnych rozdil v obsahu
MDA ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. AvSakip0 °C bylo pozorovano
vyznamné zvySeni MDA u kontrolnich rostlin oprotistindm transgennim. Po
skorteni experimentu bylo za 24 hodin pozorovano snizeb$ahu MDA
v transgennich rostlinach, zatimco v kontrolnicktlno zistal obsah MDA vySSi
(Belintani a kol. 2012).

Predpoklada se, Ze cytokininy jakoZto vyznamii@at fytohormof se
schopnosti zpomalit rostlinné starnuti, by mohly tegulatory Winnosti katalazy a

hromadni kumarini. Tento vliv cytokiniri nac¢innost katalazy studoval Petit-Paly a
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kol. (1999) nan vitro kulturach tabaku. U suspenze tabakovychékumjistil mirny
pokles aktivity katalazy dhem prvni hodiny po aplikaci-10° M BAP. Pozdji se
aktivita opt zvySila, ale nebyla vy3$Si nez u kontrolnich #unU burek bez
cytokinina pozoroval zvySeni aktivity na dvojnasobnou hodn@dliSné vysledky
zaznamenal u kultur prytovych bikn Zde endogenni hladiny cytokirinzvysil
zavedenimipt genu anebo exogenni aplikaci cytokinirirato inhibice katalazy
souvisela s hrom&dim scopolinu a indukci kumafina tedy vysledky ukazaly, Ze
cytokininy ovliviiuji aktivitu kataldzy (Petit-Paly a kol. 1999). Ibigni efekt
cytokinini na ¢innost kataldzy vin vitro kulturach tabaku byl velmi rychly,
v experimentu k &mu doSlo Bhem prvnich 30 minut po aplikaci (Petit-Paly a kol.
1999). Cytokininy tedy snizuji aktivitu katalazyieas zavislosti na pouzité davce,
koncentraci, fyziologickych podminkach a hlawoke pisobeni (Petit-Paly a kol.
1999).

2.7. Cytokininova indukce programované buré¢né smrti

Jak bylo uvedeno kapitolach 2.4 a 2.5.2 cytokingou povazovany za latky s anti-
senescemimi &inky, ale @i vysokych hladinAch mohou tyto hormony proces
starnuti urychlit. Werner a kol. (2003 cit. z Cariankol. 2004) ve svych studiich
zaznamenali zpoZdou senescenciipaplikaci cytokinini a tedy @éekavali, Ze dojde
k nadstupu senescencedi sniZzeni jejich hladiny, misto toho listy husgai s
deficientem cytokinid ukazaly znamky spiSe zpadd neZ zrychleni senescence,
coz vyhodnotili z iifeni obsahu chlorofylu. Prezentované vysledky Werraekol.
(2003 cit. z Carimi a kol. 2004) ukéazaly, Ze rojitakinin na senescenci nelze
kompletré vyswtlit na zaklad sowasnych znalosti éinnosti €chto hormoi. Tyto
hormony jsou ovlivany také CKX geny, coz jsou geny pro cytokinin detogginazu,
ktera cytokininy rozklada (Werner a kol. 2003 eitCarimi a kol. 2004). S@¢asné
vysledky ukazuji, Ze vysoké hladiny cytokifiispoustji programovanou bugnou
smrt v proliferujicich bu&nych kulturach mrkve obecné a husémi rolniho
(Carimi a kol. 2004). U celych rostlin bylo pozoémo Zloutnuti list a masové
snizovani kéenové hmoty doprovazené fragmentaci DNA. Zda sg tesl gisobeni
vysokych hladin cytokinith miZe byt interpretovano jako zrychlené starnuti, mko

v buré¢né suspenzi, tak celych rostlinach (Carimi a k6D4).
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Jak bylo zji&no, cytokinin BAP ve vysokych davkach aplikovangttimam
a kultivovanym busnym suspenzim z huseéhki rolniho a mrkve obecné vyvolava
programovanou bunou smrt progednictvim zrychleného starnuti (Carimi a kol.
2004). Tento jev byl pozorovan na dsetych bugicnych kulturach i na listech
oSetenych rostlin. Winek BAP se minil s fyziologickym stavem busk. Uginny byl
BAP u neorganizovan rostouci mrkvové bugné kultury, avSak u buk
v embryonalnich podminkach se ukazal jako neefekt®@arimi a kol. (2004) ve své
studii cytokininové indukce programované bBémé smrti v buscnych kulturach
husenéku a mrkve pouZili koncentrace-M®, 1,310° a 2,710° M BAP, které
piidali do 5 drii starych bu&inych suspenzi. V médiu mrkvovych lrzjistili, ze
piitomnost 410° BAP nengla 2adny vliv na st burgk nebo na DNA fragmentaci,
ale dalsi d¥ koncentrace (1;30° a 2,710° M BAP) snizily fist burgk na 30 % a
18 % oproti kontrole a indukovaly jadernou DNA fragntaci, a to do 7 a 4 dlipo
aplikaci BAP, co? je znakem programované dsmeé smrti. Fidavek 410° a 1,310°
M BAP do kultivaniho média buk husentku nengl zadny vliv, ale koncentrace
2,710° M BAP burgeny rast snizila na 39 % oproti kontrolecidek BAP zavisel
také na dob pisobeni tohoto hormonu.

BAP vSak neni jedinym cytokininem vyvolavajicim ogramovanou
buné¢énou smrt, stejny dinek byl také pozorovdn fp pouZiti
6-(y,y-dimethylallylamino)purinu  pro indukci programovan®uns¢né smrti
v burg¢nych kulturach tabaku (Mlejnek a kol. 2002 cit. arithi a kol. 2004) a byl
acinny rovreZ v buréénych kulturach husetku rolniho.Zeatin se neprokézal jako

acinny.
2.8. Rostlinny mutant pga22

Rostliny husertku rolniho jsou dobrym modelovym systémefngpudiu cytokiniri.
Navzdory mnohaletému vyzkumu je naSe ésamé chapanichto hormoid stéle
nedaplné. Sun a kol. (2003) s vyuzitim fdnkho screeningu identifikovali vice nez
40 udajnych mutaci u huseéki, které oznéli jako aktivatory stu rostlin (plant
growth activatorspga).

Jako reprezentativniho rostlinného mutanta z tokotdoru Sun a kol. (2003)
vybrali pga22 Ziskana funéni mutace v lokusiPGA22 vyustila v typické reakce
cytokininia. Molekularni a genetické analyzy ukazaly, Z&6A22koduje IPT dive
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identifikovanou jako AtIPTS8, ktera je vyznamn# pyntéze cytokinifi. Rostlinni
pga22 mutanti nahromadili pozoruho#&nvysoké arova isopentenyladenosin 5-
monofosfatu a isopthenyladenosinu, jak bylo &jiét g analyze hmotnostni
spektrometrii. Tento vysledek nazoge, Ze AtIPT8/PGA22 je furtkhi IPT, ktera
muze fidit biosyntézu cytokinibh v rostlinach pes isopenthenyladenosine-5-
monofosfat zavislé drahy. Pomoci fénkho screeningu, ktery byl z&ben na
disekci cytokininovych a auxinovych signalnich drafly identifikovany d¢ téidy
novych mutant. Druh& tida mutani nazn&uje ovlivreéni klicovych komponent v
cytokininové signalizaci (Sun a kol. 2003).

U rostlinného mutantpga22 aplikaci 17p-estradiolu dojde k aktivaci genu
AtIPT8 a syntéze cytokiniin které ovlivni fist husertku. Sun a kol. (2003)
aplikoval 178-estradiol na 6 dni staré rostlipga22 Tyto rostliny rostly na agaru s
17-B-estradiolem. Jako optimalni se zdal bytft@stradiol o koncentraci-B0° M
(Sun a kol. 2003).
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3. CILE PRACE

1. Posouzeni vlivuiiznych koncentradi-estradiolu na odtlené listy mutarnit
pga22a kontrolnich rostlin husetiiu plovoucich na jeho roztoku.

2. Aplikacep-estradiolu sprejem na ogldné listy mutant pga22a kontrolnich
rostlin huseniku plovoucich na vod

3. Zhodnotit vliv pouzitych koncentra@iestradiolu, zpisobu aplikace a doby
jeho pisobeni na fibéh indukované senescence.

4. Zvysledki vybrat nejvhod§si zpisob aplikacg-estradiolu pro planované

studium vlivu indukované syntézy cytokifima unglou senescenci.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Rostlinny material

4.1.1.Priprava Knoppova roztoku

Knoppiv roztok pouzivany pro zalévani rostlin bylgsaven nasledujicim Agobem.
Nejprve byl desetilitrovy kanystr nagm priblizné do % deionizovanou vodou.
Potom bylo do kanystru postuppiidano po 100 ml od kazdého &tipzasobnich
roztoki. Nasleds bylo piidano 10 kapek 50% chloridu Zelezitého (Fg@lna zagr
byl kanystr doplan do 10 | a praepan.

Z&sobni roztoky pouzité prdaipravu Knoppova roztoku:

tetrahydrat dughanu vapenatého (Ca(NR- 4HO)....ccccvvvveenieninn .. 57,2 g/l vody
siran hoecnaty (MgSQ)......c.vveiiiiiie e e e e e e e 14,3 g/l vody
dusinan draselny (KNQ).............cooevviiiiiiiiiiii i e v een 2. 14,3 g/l vody
dihydrogen fosforénan draselny (KEPQOy).......covviieiiiiiiiineannns 14,3 g/l vody
chlorid draselny (KCI).......ooviiiiii i el £, 1 gllody

4.1.2.Priprava 1. vysevu

Pred samotnym vysevem bylo dne 11. 10. 2012 gamw do 1 ml destilované vody
30 semen mutanta rostlirusenéku rolnihopga22a 35 semetkontrolnich rostlin.
Takto gipravena semena byla gtyii dny ponechana v ledtde i 4 °C.

Po 4 dnech byla do 36 &néacu nagchovana hlina Seedlingsubstrat, ta byla
postikana vodou a do podlozniho tacu byl nalit Knibppoztok. Nasled& byla
pomoci pipety vysazena semena vzdy po dvou do fedka&tinate. Takto vysadzena
semena byla na prvni tydeiistu gikryta vikem, poté bylo viko sundano a rostliny
byly zalévany Knoppovym roztokem. Ve fytokoreobyly rostliny ponechany 5
tydna (obr. 1).
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4.1.3.Priprava 2. vysevu

Cely experiment byl opakovan pro ziskawtsiho pétu vzorki a pro vyzkouSeni
dalSiho zpsobu aplikace. Dne 25. 10. 2012 byli@g vysevem nanteno do 1 ml
destilované vody 36 semen mutapiga22a 50 semen kontrolnich rostlin. Takto
pfipravend semena byla piyfi dny ponechana v ledtie @i 4 °C. Poté byl
proveden vysevéthto semen, ktery préhl stejnym zgsobem jako $ prvnim

vysevu.

4.1.4.Podminky péstovani

Fytotron: FytoScope FS 360, firma PSI, Brno
Rezim: kratky den (8h $tlo, 16h tma)
Teplota: (21°C den, 19 °C noc)

Zdroj s\wtla: bilé LED, infr&ervené LED

Intenzita s¥tla: 150 umol nfs*

Obr. 1: Vysadba rostlin husetkiu rolniho. Vlevo je zachycena fotografie kontroni
rostlin, vpravo jsou pak vid rostlinni mutanti pga22.
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4.2. Indukce syntézy mistovych latek

4.2.1.0ddéleni lista

Po zngreni obsahu chlorofylu a maximalniho kvantovéhoéiti fotochemie
fotosystému Il (Fv/Fp) na kontrolnich rostlinAcimutantechpga22byly rostlinam
pomoci skalpelu oddeny listy. Listy byly polozeny na filtani papir, kde jim byla
skalpelem géznuta hlavni listova Zila. Taktoripravené listy byly umighy do
6jamkovych makrotitrénich destiek, kde plavaly na 2 ml daného roztoku nebo
vody (obr. 2). V druhém experimentu byla navic ptaudplikace sprejem na intaktni
rostliny. Na jednu rostlinu byly pouZzityiplizné 2 ml roztoku ve spreji. Listy nah

byl aplikovan sprej, byly po zaschnuti pidal oddcleny a poloZzeny na hladinu vody
v makrotitr&nich destikach. Rehled pouzitych koncentraci a aplikaci je uveden
v tabulkdch 1 a 2.
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Obr. 2: Od@lené listy husedku rolniho plovouci na hladéinvody nebo roztek
17-4-estradiolu.
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Tab. 1: Roztoky pouzité v prvnim experimentu.

Oznaeni Roztok
pga22
voda deionizovana voda
510°M 5 nM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20
5108 M 50 nMp-estradiol v 0,1% Tweenu 20
510’ M 500 nMp-estradiol v 0,1% Tweenu 20
510° M 5uM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20
kontrolni rostliny
voda deionizovana voda
510°M 5uM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20

Tab. 2: Roztoky a jejich aplikace pouzité v drulemerimentu.

Oznaeni Roztok
pga22

voda deionizovana voda

oM 0,1% Tween 20

510°M 5 nM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20

210" M 200 nMp-estradiol v 0,1% Tweenu 20

510° M 5uM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20

spr. 0 M sprej roztokem 0,1% Tweenu 20

spr. 510° M sprej 5uM B-estradiolu v 0,1% Tweenu 20
kontrolni rostliny

voda deionizovana voda

oOM 0,1% Tween 20

510° M 5uM B-estradiol v 0,1% Tweenu 20

spr.0M sprej roztokem 0,1% Tweenu 20

spr. 510° M sprej 5uM B-estradiolu v 0,1% Tweenu 20

Makrotitratni destéky byly uloZzeny do misky a do igelitového ¢ka a
nasledg dany do fytokomory, kde byly ponechany stejné piwthy jako i rastu
rostlin. Méteni takto oddenych listi bylo provedeno po 3, 6, 8 a 10 dnech po
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odctleni lista (DPO). Mefeni druhého experimentu bylo provedeno po 2, 4,8 a
DPO.

4.3. Pouzité metody

Kontrolni rostliny i rostliny mutarit pga22byly na 30 minut zaten#my a poté byl
zmeien velmi rychly fluorescemi indukéni jev pomoci fluorimetru PEA (Plant
Efficiency Analyser) firmy Hansatech (King’s LynAnglie) (obr. 3). S¥tlo bylo
nastaveno na 60 % a dobaieni na 1s. Z na#éhenych Kivek byl vyhodnocen
maximalni kvantovy vyzek fotochemie fotosystému Il (Fv/Fp). Obsah chigto
byl méten pomoci chlorofylmetru SPAD-502 (Konica MinoltarSing, Japonsko)
(obr. 4).

Oba druhy mteni byly provedeny na svrchni stéaintaktnich list rostlin a
od kazdé varianty bylo z&eno 10 list. Posléze byly listy oddeny a poloZzeny do
piislusnych roztok (tab. 1 a 2). Mieni na odd&enych listech probihalo obdobnym
zpasobem. Bed samotnym gfenim Fv/Fp fluorimetrem PEA byly listy vzdy na 30
minut zatemany. Poté byly pomoci pinzety vytaZzenyiigiusného roztoku, osuseny
a nasled& zmereny. Posléze byly vraceny déigiuSného roztoku a odnesenytzgo
fytokomory, kde byly ponechany do dalSihéieni.

Méieni obsahu chlorofylu chlorofylmetrem SPAD-502 phalbo podobnym
zpisobem. Mieni se provatdo na kazdém listu na 3iznych mistech, pro ziskani
presrEjSiho vysledku. Z&hto ¥ hodnot byl stanoven pmér pro dany list.

K vyhodnoceni vysledk meéieni fluorimetrem PEA byl pouZit program
Biolyzer3a od firmy Hansatech a vysledky zpracovgmomoci Excelu. Protoze
hodnoty Fv/Fp nevykazuji symetrické ré#ehi, uvedeny jsou mediany a kvartily
(Lazar a Nau$ 1998). Statistickd analyzaiani obsahu chlorofylu i Fv/Fp byla
vypracovana pomoci programu Origin 8.5.1. K vyham statistické vyznamnosti

rozdili byly pouzity Bonferroniho a Turkeyho testy s htaali vyznamnosi=0,05.
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Obr. 3: Fluorimetr PEA (Plant Efficiency Analysdiimy Hansatech
(King“s Lynn, Anglie).

Obr. 4: Chlorofylmetr SPAD-502 (Konica Minolta Sergg Japonsko).
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5. VYSLEDKY

5.1. Vliv aplikace 17-estradiolu na Fv/Fp v listech husergéku

rolniho

U lista kontrolnich rostlin poloZzenych na wodoyl zaznamenan pokles Fv/Fp
s piibéhem senescence (graf 1, 2). JelikoZ kontrolniirgstt prvnim experimentu
obtizré rostly a byl ziskan menSi get listi, byl 17$-estradiol aplikovan pouze
v koncentraci 80° M v 0,1% Tweenu 20, ifitem? tato koncentrace vyvolala ve
srovnani s listy ve vad statisticky vyznam@ rychlejSi pokles Fv/Fp v pb¢hu
senescence (graf 1, 6. a 8. DPO fi Bopakovani stejné aplikace v druhém
experimentu urychleni poklesu nebylo vyznamné stdésticky vyznamé rychlejsi
pokles byl narsien @i aplikaci stejné koncentrace Brestradiolu ve spreji (graf 2, 2.
DPO). Tento negativni ¢inek prav@podobré nebyl zmisoben samotnym 1F-
estradiolem, ale 0,1% Tweenem 20, ktery byl pop#it zlepSeni pronikani 1F-
estradiolu do ligt. CoZ bylo potvrzeno v druhém experimentu (gréf.23 6. DPO).

kontrolni rostliny - experiment 1

Il voda
m510-6 M

Fv/iFp

dny po odd éleni

Graf 1: Maximalni kvantovy wgitek fotochemie fotosystéemu Il (Fv/Fp) éddych
listi kontrolnich rostlin, plovoucich na védnebo na B8.0° M roztoku 178-

estradiolu v 0,1% Tweenu 20. Uvedeny jsou medidwastily, n = 8 -10.
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kontrolni rostliny - experiment 2
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0,2
0,1
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dny po odd éleni

Graf 2: Maximalni kvantovy wgtek fotochemie fotosystéemu Il (Fv/Fp) éddych
listzi kontrolnich rostlin, plovoucich na v&d0,1% Tweenu 20 nebo nal6° M
roztoku 17g-estradiolu v0,1% Tweenu 20, anebo pdkanych spreji 0 Mi 5-10°
M 17-estradioluv 0,1% Tweenu 20 a naslefiplovoucich na vadl Uvedeny jsou

mediany a kvartily, n = 10.

U listd pga22v prvnim experimentu jediny statisticky vyznamrychlejSi
pokles Fv/Fp ve srovnani s listy ve ¥odyvolala nejvyssi pouZita koncentracé®
M 17-8-estradiolu v 0,1% Tweenu 20 (graf 3). A to nej@nodi listim ve vod, ale i
oproti listim v 510°M 17-B-estradiolu v 0,1% Tweenu 20 (graf 3, 3. DPO). 4ffli
pga22tedy nendl negativni @inek pouze 0,1% Tween 20, ale vyznamné urychleni
senescence bylo zaznamenanasgbenim samotného PBrestradiolu.

V druhém experimentu u lishastikanych 510°M 17-estradiolem v 0,1%
Tweenu 20 byl zjign statisticky vyznamhrychlejSi pokles Fv/Fp oproti li&in ve
vok (graf 4, 4. DPO). A ofi i proti listaim plovoucich na 0,1% Tweenu 20 nebo
sprejovanych samotnym 0,1% Tweenem Zi@kiapiv byl zaznamenan pomalejSi
pokles Fv/Fp u list postikanych 0,1% Tweenem 20 oproti tist ve vod (graf 4, 8.
DPO). U kontrolnich rostlin v 6. DPO dinsprej s timto roztokem opay inek
(graf 2).
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pga22 - experiment 1
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Graf 3: Maximalni kvantovy wiZek fotochemie fotosystému Il (Fv/Fp) dddych
listi mutanta pga22, plovoucich na vodebo na 80° 510% 510’a 510°M
roztocich 178-estradiolu Vv0,1% Tweenu 20. Uvedeny jsou mediany a kvartily, n

10.

pga22 - experiment 2

1
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Graf 4: Maximalni kvantovy wgitek fotochemie fotosystéemu Il (Fv/Fp) éddych
listi mutanta pga22 plovoucich na wo®,1% Tweenu 20 nebo n&al6®, 210"a
5-10° M roztocich 178-estradiolu V0,1% Tweenu 20, anebo pdkanych spreji 0 M
¢ 510° M 17p-estradiolu v 0,1% Tweenu 20 a naslédplovoucich na vad

Uvedeny jsou mediany a kvartily, n = 10.
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5.2. Vliv aplikace 17-estradiolu na obsah chlorofylu v listech

huseniku rolniho

Pokles obsahu chlorofylu vidséhu senescence byl zaznamenan v prvnim
experimentu a rowk také u druhého experimentu a to u dlisbddlenych
z kontrolnich rostlin i z mutafit pga22 (graf 5-8). V prvnim experimentu
koncentrace 30° M v 0,1% Tweenu 20 vyvolala u listkontrolnich rostlin
zrychleni poklesu obsahu chlorofylu (obr. 5, graf 5

Stejna koncentrace byla v druhém experimentu aydiké sprejem a vyvolala
statisticky vyznamé rychlejSi pokles obsahu chlorofylu ve srovnanstylve vod
(graf 6, 2. DPO). | zde se ovSem, podbbako u Fv/Fp, potvrdilo, Ze se
pravdtpodobré nejednalo o negativnicinek 17§-estradiolu, ale 0,1% Tweenu 20,
jehoz sprej rél na listy kontrolnich rostlin prokazatélmegativni dinek ve smyslu
urychleni senescencé grovnani s listy ve vad(graf 6, 2. DPO).

Obr. 5: Listy kontrolnich rostlin ve véddolni;ada) a 17-estradiolu v koncentraci
510°M v 0,1% Tweenu 2@horniFada) v 6. den po odtenf listi.
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kontrolni rostliny - experiment 1

30

25

@ voda
a B510-6 M

SPAD [r.j.]

dny po odd éleni

Graf 5: Obsah chlorofylu odtdkenych list: kontrolnich rostlin, plovoucich na véd
nebo na 5.0°M roztoku 178-estradiolu v 0,1% Tweenu 20. Uvedeny jsou mediany

a kvartily, n = 8 -10.

kontrolni rostliny - experiment 2

30

m voda

m0M
B510-6 M
gsproM

@ spr5-10-6 M

SPADIr.j.]

dny po odd éleni
Graf 6: Obsah chlorofylu odtenych listi kontrolnich rostlin, plovoucich na ved

0,1% Tweenu 20 nebo naB°M roztoku 178-estradiolu v0,1% Tweenu 20, anebo
postikanych spreji 0 Mi 5:10° M 17-estradiolu V0,1% Tweenu 20 a nasledn

plovoucich na vadl Uvedeny jsou mediany a kvartily, n = 10.
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U listd pga22 vyvolala gitomnost 17B-estradiolu o koncentraci-B)® M
v 0,1% Tweenu 20 ve srovnani s listy ve &athtisticky vyznam&rychlejsi pokles
obsahu chlorofylu v @ibéhu senescence (graf 7, 8. a 10. DPO, obr 6). V§echn
pouzité koncentrace I1F-estradiolu v prvnim experimentu &y prokazatels
negativni dinek na obsah chlorofylu (graf 7, 10. DPO).

Ve vysledcich ndteni obsahu chlorofylu v druhém experimentu bylét#ijio,
e pitomnost 17B-estradiolu o koncentraci’M v 0,1% Tweenu 20 vyvolala ve
srovnani s listy poloZzenymi ve védtatisticky vyznamné zpomaleni poklesu obsahu
chlorofylu v pfibéhu senescence (graf 8, 8. DPO).

-

Obr. 6: Listy oddlené z mutaritpga22 v prvnim experimentu. Vlevo plovouci
na vod, vpravo na 173-estradiolu v koncentraci-502M v 0,1% Tweenu 20
v 8. den po oddeni listi.
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pgaz22 - experiment 1
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Graf 7: Obsah chlorofylu odtkenych list: mutanta pga22, plovoucich na vatkebo
na 510°, 510°%, 510"a 510°M roztocich 178-estradiolu v0,1% Tweenu 20.

Uvedeny jsou mediany a kvartily, n = 10.

pga22 - experiment 2
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Graf 8: Obsah chlorofylu oddkenych list: mutanta pga22, plovoucich na vod
0,1% Tweenu 20 nebo nalB®, 2-107a 510°M roztocich 178-estradiolu v0,1%
Tweenu 20, anebo poBtanych spreji 0 Mc¢i 5-10° M 17p-estradiolu v0,1%

Tweenu 20 a nasledplovoucich na vadl Uvedeny jsou mediany a kvartily, n = 10.
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6. DISKUSE

Jak je znamo, cytokininy jsou rostlinné hormony pomaluji ptibéh senescence
(Zacarias a Reid 1990, Rulcova a PospiSilova 2001 a kol. 2012), avSak otazkou
zastdvd mechanismus jejichigpbeni. Pro studium vlivu cytokininna senescenci
lze s vyhodou vyuZit mutaints indukovatelnym zvySenim hladiny endogennich
cytokining, jakymi jsou mutantpga22(Sun a kol. 2003). S mutanpga22pracovali

i Sun a kol. (2003), kté ve svych experimentech aktivovali gen gxtoPT8 17-
estradiolem,¢imZ indukovali syntézu cytokinin Své experimenty provéll na
intaktnich rostlindch, které rostly na agaru s piéstradiolem o wznych
koncentracich, z nichZ jako optimaln&ilir5-10° M (Sun a kol. 2003). Na odteni
biofyziky se zabyvame studiem senescence navozewéym odclenim listi a
vlivem cytokinini na pibéh této senescenc®ro tyto @ely je poteba indukovat
AtIPT8 pga22 mutantt u oddlenych listi. Cilem této prace bylo tedy najit
nejvhodijsi zpisob aplikace 1B-estradiolu na oddené listy. (inek 178-
estradiolu na mibéh umelé senescence byl vyhodnocovan &emi obsahu
chlorofylu a Fv/iFp. O&hto parametrech je znamo, zéhem senescence klesaji
(Zacarias a Reid 1990, PospiSilova a kol. 2001inGar kol. 2003, Wu a kol.2012) a
Ze exogenni aplikace (PospiSilova a kol. 2001, Wol2012) i endogenni zvySeni
hladiny CK (Belintani akol. 2012) vede ke zpomal@nibéhu senescence. V nasi
praci jsme 173-estradiol aplikovali sprejem na listy intaktniabstlin a ty jsme po
odctleni poloZili na vodu nebo jsme a#lené listy poloZily rovnou do roztakl7--
estradiolu. Pro lepsi proniké&ni Bfestradiolu do list jsme, podob&jako Sun a kol.
(2003), pouzili 0,1% Tween 20. NaSe vysledky ukazad na kontrolni rostliny sh
0,1% Tween 20 negativnicimek, coz se projevilo zrychlenim poklesu obsahu
chlorofylu i Fv/Fp. U kontrolnich rostlin 1B-estradiol zminy sledovanych
parametili nijak neovlivnil a to oproti listm v 0,1% Tweenu 20. U li&tmutant
pga22nebyl pozorovan negativntiaek samotného 0,1% Tweenu 20, ale v prvnim
experimentu bylo pozorovano urychleni senescencappkaci 17p-estradiolu, a to
jak u poklesu obsahu chlorofyl(graf 7), tak Fv/Fp (graf 3).iRemz, rychlejsi
pokles byl zaznamenantipaplikaci vySSich koncentraci. Protoze je zname, z
aplikace vysokych koncentraci cytokiiinmize veést k urychleni senescence

(Zacarias a Reid 1990, Carimi a kol. 2003), je népZ®e urychlena senescence byla
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zpiusobena nadamym zvySenim endogenniho obsahu cytoKinidistechpga22uz
pii aplikaci nejniz8i pouzité koncentrace [-éstradiolu. AvSak druhym
experimentem byla tato hypotéza vyvracena, jelikebylo pozorovano urychleni
senescence. Zji&t byl pomalejsi pokles obsahu chlorofylu udist 210”7 M 178-
estradiolu oproti listm ve vod&. Zpomaleni senescence bylo ré¥rpozorovano u
listta v 0,1% Tweenu 20.

Na fotografiich bylo vidt vyrazrgjSi zfialowni listi na vod, zpisobené
antokyany, jez pravghodobr zkreslily znétené hodnoty obsahu chlorofylu ziskané
piistrojem SPAD, a proto by bylo dobré v budoucnu Ziiok meieni obsahu
chlorofylu jinou metodu, tak aby byl vyléan vliv antokyad. Jelikoz byl zjis&n
také negativni &inek 0,1% Tweenu 20 bylo by vhodné pouZit pro dedgierimenty
jinou latku nap. Silvet. JelikoZz naSe vysledky vlivu PBfestradiolu pimo na
odcklené listy byly nejednoziaé, navrhujeme v budoucnu vyiitoexperiment,
vnémz by byla vintaktnich rostlinach indukovana syatécytokinini sprejem
17B-estradiolu a po dvou dnech by byly ¢tihy listy se zvySenym obsahem
cytokininih a sledovany zgmy v senescenci. Tato prace by mohla byt také
podkladem pro zjtovani vlivu fiznych intenzit sgtla na oddlené listy se

zmenénymi obsahy cytokinit.
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7. ZAVER

Cilem této bakai&ke prace bylo najit nejvhoéigi zpisob aplikace 1B-estradiolu
pro planované studium vlivu indukované syntézy kiytima na unglou senescenci.
Pro experimentalni praci byli pouziti mutanti rasthusendku rolniho, ozn&vani
jakopga22u nichz po aplikaci 1B-estradiolu dochazi k indukci syntézy cytokiinin
Byly provedeny dva experimenty, v nichZz byl posouzdiv 17--estradiolu na
senescenci indukovanou atienim listi. Pro vyhodnocenidinku 17$-estradiolu na
indukci syntézy cytokinith v odctlenych listech byl rfen obsah chlorofylu a
fotosynteticky parametr Fv/Fp. Jak je z literataryamo, pokleséthto parametr
béhem senescence je do Zn& miry ovlivien hladinou cytokinid. Vysledky
ukazaly pokles obsahu chlorofylu i Fv/Fp silmthem senescence a to u kontrolnich
rostlin i pga22 V prvnim experimentu 1B-estradiol o koncentraci B0°M v 0,1%
Tweenu 20 urychlil senescenci tist kontrolnich rostlin, coZ se projevilo snizenim
obsahu chlorofylu i Fv/Fp. Obdobnyigek méla stejna koncentrace aplikovana
v druhém experimentu sprejem. Lze tedigt, Ze zrychlena senescence ilist
kontrolnich rostlin byla zjsobena 0,1% Tweenem 20 a nepi&stradiolem. U lisi
pga22 byl v prvnim experimentu zji& statisticky vyznamh rychlejSi pokles
obsahu chlorofylu i Fv/Fp ve srovnéni s listy ved&@ii pouziti 178-estradiolu o
koncentraci 8L0° M v 0,1% Tweenu 20. Na zakladotografii jsme usoudili, Ze
v listech poloZenych na veédbylo prava@podobri zvySené mnozstvi antoky@n
které pravdpodobrt zkreslilo nefeni obsahu chlorofylu ¥thto listech a ty pak
nemohly byt objektivni kontrolou k posouzeni obsahiorofylu v listech se 1p-
estradiolem. Navzdorycéekavani byl v druhém experimentu u digiga2?2 zjisten
nariist obsahu chlorofylu v listech se B7estradiolem o koncentracil®’ M v 0,1%
Tweenu 20 ve srovnani s listy polozenymi ve &o@ouZité zfisoby aplikace
pravdEpodobré nevedly k indukci syntézy cytokinirnv takovém mnozstvi, aby doslo
k zpomaleni senescence, anebo al|kgnalo negativni dinnek 0,1% Tweenu 20.
Jelikoz zvolenad metoda SPAD pra&podobr zkreslila obsah chlorofylu mnozstvim
antokyar, jak je vidt na fotografiich, navrhujeme vyuZit ke stanovebbahu
chlorofylu v listech jinou metodu n#&p extrakci pigmentu pomoci acetonu

s naslednym spektrofotometrickym stanovenim.
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