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Abstrakt

Posledni vyvojové stadium rostliny oznacujeme jako senescenci. Dochazi pti
ni k fadé¢ fyziologickych i metabolickych zmén a konc¢i thynem bud’ celé rostliny,
¢i jejich Casti. Nastup a prabeh senescence ovlivituji kromé vnitinich faktora, také
faktory vngjsi. Listovou senescenci miizeme posuzovat napiiklad podle klesajiciho
obsahu chlorofylu a snizujici se fotosyntetické aktivity. Projevy senescence mohou
byt oddaleny ¢i zpomaleny pasobenim rostlinnych hormonu cytokinint. Rostliny
cytokininovy signal piijimaji pomoci histidin kinasovych AHK receptort.
V ramci této  bakalarské prace byly zkouméany ucinky derivatu @ 6-
benzylaminopurinu (BAP) s oznacenim 3MeOBAPA (6-(3-methoxybenzylamino)-
9-B-D-arabinofuranosylpurin) na indukovanou senescenci. U derivatu 3MeOBAPA
byla jiz diive zjisténa schopnost oddalit senescenci pii in vivo testech, in vitro v§ak
nebyl schopen aktivovat receptor AHK3 ani AHK4. Cilem této bakalaiské prace
bylo zjistit, jaky dopad maji chybéjici AHK receptory na ucinck 3MeOBAPA.
Antisenescen¢ni aktivita této slouceniny byla srovnavana s 6-benzylaminopurinem
a testovana na oddélenych listech Arabidopsis thaliana L. genotypt WT, ahk2ahk3,
ahk2ahk4 a ahk3ahk4 (dvojiti mutanti s deficientnimi histidin kinasovymi
receptory). Listy byly ulozeny v pf¥islusnych roztocich o koncentraci 10° mol.I" ve
tmé a po Sesti dnech byl stanoven obsah chlorofylu a+b a maximalni kvantovy
vytézek fotochemie fotosystému II (Fv/Fm). Obsah chlorofylu a+b byl vice
zachovan pfi aplikaci roztoku BAP, a to u vSech genotypt.. V zachovani parametru
Fv/Fm u WT rostlin byl mirné u¢innéjsi 3MeOBAPA, u ahk3ahk4 BAP a v piipadé
ahk2ahk4 bylo ptsobeni obou roztoki srovnatelné. V ptipadé rostlin ahk2ahk3
nebyl efekt pouZitych roztokli jednoznacny. Na zaklad¢ ziskanych dat zatim nelze
S jistotou vyloucit ani potvrdit roli AHK receptort v pfenosu signalu 3MeOBAPA.

Pro formulovani jednozna¢nych zavera bude tieba provést dalsi experimenty.



Summary

Senescence is the final stage of plant development during which many of
physiological and metabolical alterations occur. This process results in death of the
whole plant or its parts. The onset and progression is affected by both internal and
external factors. Visually, in leaves senescence is acompanied by yellowing and
disintegration of tissues. Leaf senescence can be evaluated by the decrease in
chlorophyll a+b content and photosynthetic activity. The process of senescence can
be slowed down or delayed by the action of the plant hormones cytokinins.
Cytokinin signal is transmitted by histidine kinase AHK receptors. In this work, the
effect of 6-benzylaminopurine (BAP) derivative, 3MeOBAPA (6-(3-
methoxybenzylamino)-9-B-d-arabinofuranosylpurine), on delaying induced leaf
senescence was tested. The ability of 3MeOBAPA to delay senescence has been
previously showed, although the compound was not able to activate AHK3 or
AHKA4 receptor in vitro. The aim of this work was to find out how non-functioning
AHK receptors affect the 3MeOBAPA action. The antisenescence activity of
3MeOBAPA was compared with BAP and investigated by measuring parameters
such as chlorophyll a+b content and maximum quantum yield of photochemistry
of photosystem Il (Fv/Fm) in detached leaves that were incubated in the solutions at
a concentration 10°mol.I"* in the dark for six days. The wild type Arabidopsis
thaliana plants and its double mutants with deficient histidin kinase receptors
(ahk2ahk3, ahk2ahk4, ahk3ahk4) were used. The leaves treated with BAP
maintained higher chlorophyll a+b content, in all genotypes. Application of
3MeOBAPA led to slightly higher maintenance of Fv/Fm in WT plants. In ahk3ahk4
leaves higher Fv/Fm was measured when incubated in BAP and in the case of
ahk2ahk4 the effects of both solutions were comparable. The effect of used
compounds was not clear in the case of ahk2ahk3. For now, based on the obtained
results we can not exclude nor confirm the role of AHK receptors in 3MeOBAPA

signaling. To decide further experiments need to be done.
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Cile prace

1.

Vypracovat piehled problematiky o vlivu cytokininti a cytokininovych derivati

na senescenci rostlin a mechanismu jejich ucinku.

Zvladdnout metodiku péstovani a navozeni indukované senescence listl

modelovych rostlin Arabidopsis thaliana.

Zvladnout metodiku stanoveni obsahu chlorofyld.

Zvladnout metodiku méfeni parametri chlorofylové fluorescence v plose listu
pomoci piistroje FluorCam (PSI, Brno, CR) véetné zpracovani obrazku.

Provést stanoveni obsahu chlorofylu a méfeni parametrii chlorofylové
fluorescence (FluorCam) u modelovych rostlin béhem indukované senescence

pod vlivem riznych derivati cytokinint.

Zpracovat vysledky experimentil a zhodnotit vliv riznych derivatd cytokinind
na zmény obsahu chlorofylu a funkce fotosystému II béhem indukované

senescence.



1 Uvod

Senescence je poslednim vyvojovym stadiem rostliny. Jeji pocatek a pribéh je
ovlivnén nejen stafim rostliny, ale také rostlinnymi hormony a vnéj$imi faktory, jako
je napriklad svétlo, teplota a dostupnost vody. Senescence je pro rostlinu dilezita
zejména kvili remobilizaci zZivin, a proto pokud za¢ne diive ¢i je urychlena, mize byt
ohroZena produkce semen a biomasy, coz predstavuje problém zejména v zemed¢lstvi.
Senescence je doprovazena poklesem fotosyntetické aktivity a degradaci rostlinnych
pletiv. Prvni znamkou starnuti, které si 1ze v§imnout pouhym okem je ztrata zelené
barvy listi zpisobena poklesem obsahu chlorofylu. Mimo jiné dochazi také ke sniZeni
obsahu endogennich fytohormonti cytokininid. Ty se v rostliné podileji na fizeni fady
dalezitych procest, jako je napiiklad formovéni chloroplastt, kli¢eni ¢i rust prytu
a kotenti. Exogenni aplikace cytokinind ¢i umélé zvySeni jejich endogenniho obsahu
Vv transgennich rostlinach muize vést koddaleni ¢&i zpomaleni senescence.
Cytokininovy signal je pfenaSen pomoci histidin kinasovych receptorti, u Arabidopsis
thaliana se vyskytuji tii: AHK2, AHK3 a AHK4. Tyto receptory se lisi nejen svym
zapojenim ve vyvojovych procesech, ale také citlivosti vaéi cytokininim a jejich
derivatim.

V této bakalatské praci byly zkoumany ucinky cytokininového derivatu
3MeOBAPA na oddaleni senescence u oddélenych listd rostlin A. thaliana L.
standardniho genotypu (ekotyp Columbia 0) a rostlin s nefunkénimi cytokininovymi
receptory: ahk2ahk3, ahk2ahk4 a ahk3ahk4. Mira senescence byla posuzovana podle
obsahu chlorofylu a+b a maximalniho kvantového vytezku fotochemie fotosystému I1
(Fv/Fm). Schopnost derivatu 3MeOBAPA zpomalit senescenci in vivo byla jiz dfive
prokazana, i kdyz v in vitro testech nebyl schopen aktivovat AHK3 ani AHK4
receptory. Cilem této prace bylo pomoci dvojitych ahk mutanta zjistit, jaky dopad maji
chybéjici AHK receptory na ucinek 3MeOBAPA.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Senescence

Senescenci oznacujeme posledni vyvojovou fazi rostliny, ktera predchazi smrti,
a to bud’ celé rostliny, ¢i jejich ¢asti. MiZzeme rozliSovat senescenci na urovni organd,
napiiklad listovou, kvéti a plodl, nebo celorostlinnou senescenci. Senescence
zahrnuje celou fadu cytologickych a biochemickych zmén. U rostlin se zpomaluje rust
a jsou nachylnéjsi ke zménam okolnich podminek, jako je napiiklad nedostatek vody
a zivin. Mezi senescentni zmény, které lze pozorovat pouhym okem, patfi krome zrani
a opadu plodu, také ztrata pavodni zelené barvy a abscise listi (Leopold, 1961). Lze ji
také charakterizovat jako stadium, kdy rostlina pfechazi z asimilace zivin na jejich
remobilizaci (Masclaux et al., 2000). Pii senescenci totiz nedochazi pouze
k rozkladnym procesiim zahrnujicim naptiklad degradaci chlorofylu, proteini, lipida
a RNA, ale ziviny obsazené ve starnoucich pletivech mohou byt recyklovany a vyuzity
pti reprodukei ¢i ulozeny jako zasobni latky, coz je dilezité¢ zejména u viceletych
rostlin (Gan a Amasino, 1997; Hortensteiner a Feller, 2002). Pokud senescence za¢ne
opozdéné, je remobilizace zivin ohrozena. Naopak pfedcasny néstup vede ke snizeni
mnozstvi asimilovaného oxidu uhli¢itého. Proto je pro rostlinu dulezité spravné
nacasovani senescence (Wingler et al., 2006). Roli v nastupu a trvani senescence hraji
kromé& vnitfnich faktord, jako je vek rostliny a obsah fytohormoni, i vné;jsi faktory,
mezi které patii napiiklad teplota, svétlo, sucho, nedostatek zivin a také bioticky stres
(Smart, 1994; Gan a Amasino, 1997). Pokud je vlivem ptisobeni stresovych faktord
vyvolana senescence predcasné, miize dojit ke snizeni produkce biomasy a semen, coz
predstavuje problém hlavné v zemédé€lstvi (Gregersen et al., 2013; Schippers et al.,
2015).

2.1.1 Listova senescence

V pribéhu svého Zivota list projde tfemi stadii. Mlady list pfedstavuje sink,
do kterého proudi asimilaty ze zbytku rostliny, a poté, co dosdhne své plné
fotosyntetické kapacity, se sdm stava jejich zdrojem. Nasleduje stadium senescence,
beéhem kterého je vétSina ulozenych latek zlistu odvedena a recyklovéana
(Hortensteiner a Feller, 2002; Buchanan-Wollaston et al., 2003). Vizualné se listova
senescence projevuje zménou barvy a naslednym rozkladem pletiv. Zezloutnuti je

zpisobeno ztratou zeleného pigmentu chlorofylu vedouci k odkryti pfitomnych
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karotenoidu, které jsou ve srovnani s chlorofylem degradovany pomaleji (Thomas
a de Villiers, 1996; Matile et al., 1999). Senescence nejprve postihuje okraje listové
epele a postupuje ke stfedu a bazi listu. Rapik je vyuZivan k transportu latek
I v pokrocilejsich stadiich senescence, a proto jsou jeho pletiva degradovana pomaleji
(Hensel et al., 1993). Na buné¢né trovni je prvni znamkou starnuti rozklad
chloroplasti, které obsahuji az 70 % listovych proteint (Gan a Amasino, 1997). Jadra
bun¢k a mitochondrie jsou naopak mezi poslednimi organelami, k jejichz rozkladu
dochazi, a umoznuji tak dokonceni procesu senescence (Smart, 1994).

Ke studiu listové senescence se Casto pouzivaji odd€lené listy ¢i listové
segmenty (Hensel et al., 1993; Spundova et al., 2003; Levey a Wingler, 2005).
Spundova et al. (2003) porovnavali priibéh senescence u segmentt listd jeémene
(Hordeum vulgare L.), které byly po oddé€leni na dobu péti dni uloZeny bud’ ve tmé¢,
nebo na kontinualnim svétle (PAR (photosynthetically active radiation) o intenzité
90 umol m2 s, V obou ptipadech byl pozorovan rozklad chloroplastii spojeny se
zménami v Uspofadani gran a struktute tylakoidl. U segmentd uloZenych ve tmé byl
navic zaznamenan zvySeny vyskyt plastoglobuli, zatimco v segmentech ulozenych na
svétle byla zaznamendna zvySena pfitomnost Skrobovych zrn. Ta byla zplsobena
pravdépodobné tim, ze v segmentech dale probihala fotosyntéza, ale vzhledem k jejich
oddéleni nemohly uloZzené asimilaty putovat do zbytku rostliny (Spundova et al.,
2003).

Vyznamnym parametrem, pomoci n¢hoz lze sledovat pocatek a pribéh
senescence je obsah chlorofylu (Hensel et al., 1993; Brouwer et al., 2012; Janec¢kova
et al., 2018). V prub¢hu piirozené senescence v listech dochézi k poklesu obsahu
chlorofylu, coz byva doprovazeno snizenim fotosyntetické aktivity (Hensel et al.,
1993). Obsah chlorofylu kles4 také v listech, které jsou po oddé€leni uloZzeny do tmy.
Pokud jsou listy naopak uloZeny na svétle, mize byt obsah tohoto pigmentu zachovan
i Sesty, resp. osmy den po oddé€leni (Bouwer et al., 2012; Janeckova et al., 2018).
Degradace chlorofylu je doprovazena funk¢nimi zménami, jako je napiiklad snizeni
fixace oxidu uhli¢itého, kterd v piipadé pfirozené senescence, zalind spolecné
s obsahem chlorofylu klesat v dobé¢, kdy list dosahne své maximalni velikosti (Hensel
etal., 1993; Lu a Zhang 1998). Dale napriklad klesa aktivita enzymu D-ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco), jehoz degradace je také spojena
s poklesem fotosyntetické aktivity (Crafts-Brandner et al., 1990; Hensel et al., 1993).
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Béhem senescence dochazi k rozkladu proteinti zapojenych do elektronového
transportniho tetézce a syntézy adenosintrifosfatu (ATP), coz vede k rozlozeni
fotosystému I a 1l a ATP syntasy (Humbeck et al., 1996; Guiamet et al., 2002). Ke
zhodnoceni fotosyntetické aktivity fotosystému II (PSII) se ¢asto pouzivd parametr
Fu/Fm, ktery vyjadifuje maximalni kvantovy vytéZzek fotochemie fotosystému II (PSII).
Hodnota Fm odpovida maximalni chlorofylové fluorescenci vzorku adaptovaného na
tmu. Variabilni fluorescence Fy je rozdil mezi Fm a Fo, minimalni (basalni) fluorescenci
(Genty et al., 1989). M¢ieni Fv/Fm se provadi potom, co jsou listy adaptovany na tmu.
Nejprve je zméfena minimalni fluorescence a po ozafeni kratkym saturacnim
zableskem svétla je zméfena maximalni fluorescence. U zdravych listd A. thaliana se
hodnota Fy/Fm blizi 0,83 a béhem senescence postupné klesa (napf. Spundova et al.,
2003; Janeckova et al., 2018).

2.1.2 Senescence na genetické urovni

Pfi senescenci dochazi k inaktivaci nékterych gend, které byly az doposud
Vv rostlin€ aktivni. Jedna se naptiklad o geny kodujici enzymy zapojené do fotosyntézy
jako naptiklad Rubisco, NADH-dependentni hydroxypyruvatreduktasa, plastidova
fruktosa-1,6-bisfosfatasa, plastidova aldolasa, NADP-dependentni glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasa a dalsi (Wingler et al., 1998). Naopak se zvysuje exprese jinych
genl. Geny, jejichz exprese v prubehu senescence roste, jsou oznacovany jako SAG
(senescence-associated genes). Patii mezi né napiiklad geny kodujici RNasy,
proteasy, lipasy a proteiny potiebné pro translokaci zivin. Geny patiici K SAG muzeme
délit na dvé skupiny. Prvni z nich oznacujeme jako geny specifické pro senescenci,
protoze jsou exprimovany pouze V této vyvojové fazi. Druhou skupinu tvoii geny,
jejichz transkripty jsou detekovatelné i u mladych listd a se stafim jejich exprese roste
(Gan a Amasino, 1997). Nékteré SAG, mezi nimi zejména SAG12, se Casto vyuzivaji
jako molekularni markery senescence (Weaver et al., 1998; Guo a Gan, 2011).

Zentgraf et al. (2004) ve svych experimentech provadénych na senescentnich
listech péti- az osmitydennich rostlin A. thaliana pozorovali zménu v expresi asi 20 %
gent z celkem 8200 analyzovanych gent (Zentgraf et al., 2004). Aktivita téchto gent
je regulovana pomoci transkrip¢nich faktort, coz jsou proteiny, které se vdzou na DNA
a ovliviyji tak expresi geni podle aktualnich podminek. Dvé hlavni skupiny
transkrip¢nich faktort hrajicich roli pfi senescenci tvoii WRKY a NAC, pfi¢emzZ jejich

zvysenou transkripci muze kromé veéku zpusobit abioticky stres, Gtok patogenu ¢i
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pusobeni hormonu (Jehanzeb et al., 2017). U A. thaliana se nachazi asi 75 WRKY
a kolem 117 NAC gent (Eulgem et al., 2000, Eulgem et al., 2007; Nuruzzaman et al.,
2010). Zastupce NAC, AtNAP, patii k transkripénim faktoriim, jejichz geny jsou
Vv prib¢hu senescence hojné exprimovany a hraje klicovou tulohu pfi regulaci listové
senescence u A. thaliana. Pokud je exprese AtNAP zvySena, vede to k pfed¢asné
senescenci, naopak jeho vytazenim z funkce dochéazi k oddaleni senescence (Guo
a Gan, 2006).

2.1.3 Indukovana senescence

Pocatek a prubéh pfirozené, neboli vyvojové, senescence jsou V listu
zakodovany geneticky. VétSinou jsou vSak ovliviiovany také vnéjSimi faktory. Jako
reakce na pusobeni nepiiznivych faktori muize byt v rostliné senescence spusténa
predCasné a je tak zahajena remobilizace zivin do reprodukénich organt (Gan
a Amasino, 1997). Bioticky a abioticky stres mtze vést az k programované bunééné
smrti (PCD, z anglického programmed cell death), coz je geneticky programovany
proces vedouci ke zni¢eni bunky (Carimi et al., 2003). Jako reakce na stres jsou
aktivovany podobné regulacni drahy jako u pfirozené senescence spojené s vékem.
Jsou zde vsak pfitomny rozdily v genové expresi (Gan a Amasino, 1997, Guo a Gan,
2011).

Weaver et al. (1998) porovnavali expresi jedenacti SAG v oddélenych
I neoddélenych listech A. thaliana béhem ptirozené senescence a senescence vyvolané
riznymi zpisoby: nedostatkem vody, zastinénim, aplikaci rostlinnych hormond. Bylo
zjisténo, Ze nejvetSi podobnost s pfirozenou senescenci ma senescence vyvolana
oddélenim listd, které je nasledovano jejich ulozenim do tmy. Mira exprese
sledovanych SAG se pfitom liSila podle staii listl, pficemzZ u starSich byla vyssi
(Weaver et al., 1998). Mezi hormony, které jsou schopné zvysit expresi SAG a tim
vyvolat ¢i urychlit senescenci patii napiiklad Kyseliny abscisova ¢i jasmonova
a ethylen (Weaver et al., 1998; He et al., 2002).

Vlivem svétla na senescenci se zabyvali napiiklad Levey a Wingler (2005)
a zjistili, ze p¥i osvétleni o stejné intenzité (PAR o intenzité 100 umol m2s?) trvajicim
16 hodin senescence u nékterych testovanych ekotypt A. thaliana pokrocila vice nez
zpisoben nahromadénim cukri, spiSe neZz foto-oxidativnim stresem, protoZe pfi

experimentu byla pouzita nizka intenzita zafeni (Levey a Wingler, 2005). Zvyseny
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obsah cukri totiz mtze vést ke snizeni obsahu chlorofylu i fotosyntetické aktivity, jak
dokazuji experimenty provedené na transgennich rostlinach rajcete (Solanum
lycopersicum L.), ve kterych byla uméle zvySena exprese hexokinas AtHXK1, které
svym pusobenim zvySovaly mnozstvi sacharidu (Dai et al., 1999). Krom¢ fotoperiody,
hraje v prub¢hu senescence roli také intenzita svétla. U oddélenych listi ulozenych na
svétle 0 intenzité, kterd je pro riast rostliny pfirozend, mize byt senescence oddalena
i naopak indukovéna, nebot’ vysledky riznych autord se lisi (Spundova et al., 2003;
Vickova et al., 2006; Brouwer et al., 2012; Janeckova et al., 2018). Pokud jsou rostliny
vystaveny zafeni o vysoké intenzité (PAR o intenzit¢ 300 umol m? s/ 10 hod) je
0 intenzit& 180 umol m2 s/ 16 hod) (Noodén et al., 1996). Nizké intenzity svétla také
indukuji senescenci, dochdzi k tomu vSak pomaleji nez pifi Uplném zatemnéni, a to
i v pfipadé velmi nizkych intenzit jako je 0,25 umol m?2 s (Brouwer et al., 2012).
Pusobeni vysoké teploty muze taktéz vyvolat senescenci. U rostlin pSenice
(Triticum aestivum L.), které rostly pii vyssi teploté (32/27 °C den/noc), byla
senescence pokro¢ilejsi nez u rostlin rostoucich pii nizsi teploté (27/17 °C den/noc).
Vysoka teplota u rostlin zpisobila snizeni fotosyntetické aktivity a produkce biomasy
a semen (Al-Khatib a Paulsen, 1990). Ze studie, ve které byly sledovany kazdoro¢ni
produkce kukufice, ryze, soji a pSenice nékolika zemi mezi roky 1961 a 2014, vyplyva,
Ze na vynos ma nejhorsi vliv kombinace vysoké teploty a sucha (Matiu et al., 2017).
V neposledni fad¢é senescenci ovliviiuje také dostupnost zivin. Pokud je rostlina
premisténa z média, které obsahuje dostatecné mnozstvi potrebnych Zivin, do vody,
dochazi k indukci senescence (Thomas a de Villiers, 1996). Dulezitou roli hraje
zejména dusik. Napiiklad u rostlin slune¢nice roéni (Helianthus annuus L.) vedl jeho

vvvvvv

s rostlinami, které ho mély dostatek (Agiiera et al., 2010).
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2.2 Cytokininy

2.2.1 Rozdéleni cytokinini a jejich struktura

Cytokininy jsou rostlinné hormony stimulujici bunécnou proliferaci
a diferenciaci. Prvni cytokinin byl izolovan roku 1955, kdy se jej Millerovi et al.
podaftilo ziskat z DNA autokldvovaného slediho spermatu. Tato latka byla diky své
schopnosti podporovat cytokinesi nazvana kinetin (Miller et al., 1955). Jeho struktura
byla objasnéna o rok pozdéji. Jednalo se o 6-furfurylaminopurin (Miller et al., 1956).
Vyskyt kinetinu v rostlinném materialu, a to v endospermu kokosu (Cocos
nucifera L.), byl dokazan az o mnoho let pozdéji (Barciszewski et al., 1996; Ge et al.,
2005). Nedlouho po objevu kinetinu byla zjisténa jeho schopnost pozitivné ovlivitovat
obsah chlorofylu v listech a oddalovat senescenci (Richmond a Lang, 1957). Dalsi
objevené slouceniny s podobnou biologickou aktivitou jako mé kinetin, byly souhrnné
nazvany kininy. Tato skupina byla pozdéji pfejmenovana na cytokininy, pfi¢emz
nazev kininy zistal zachovan pouze pro hormony Zivoc¢isného ptivodu (Skoog et al.,
1965). Mezi prvnimi identifikovanymi pfirozené se vyskytujicimi cytokininy byl
zeatin, pojmenovany podle kukufice (Zea mays L.), v jejimZ endospermu byl poprvé
objeven (Letham, 1963).

Dnes se mezi cytokininy fadi jak pfirodni N6 substituované derivaty
aminopurinu s postrannim isoprenoidnim nebo aromatickym fetézcem, tak i cela fada
synteticky ptipravenych cytokinint (Mok a Mok, 2001). Jejich purinovy heterocyklus
miZe byt substituovan v polohach C2, C6, N1, N3, N7 a N9 (Plihalova et al., 2016).
Mezi nejbéznéji se vyskytujici isoprenoidni cytokininy patii trans-hydroxylované N6
derivaty adeninu, jako jsou 6-(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enylaminopurin neboli
trans-zeatin  (tZ) a jeho derivaty, napiiklad dihydrozeatin, a 6-(2-
izopentenylamino)purin (iP) (Mok a Mok, 2001, Obr.1). Kinetin, 6-benzylaminopurin
(BAP) a 6-(3-hydroxybenzylamino)purin, znamy téz jako meta-topolin (mT), jsou
zastupci cytokininti s aromatickym postrannim fetézcem (Mok a Mok, 2001). BAP
a jeho derivaty byly dlouho pokladany pouze za syntetické slouc¢eniny. Roku 1973 byl
vsak izolovan prvni aromaticky cytokinin, 6-(2-hydroxybenzylamino)purin, trivialné
nazvany topolin podle topolu (Populus x robusta), v jehoz listech byl poprvé objeven
(Horgan et al., 1975). Mezi synteticky pfipravené latky s cytokininovou aktivitou
spadaji slou¢eniny odvozené od fenylmocoviny, napiiklad 1-(2-chloropyridin-4-yl)-3-

fenylmocovina, 1,3-difenylmocovina a thidiazuron (TDZ), z nichz pravé posledni
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zminény vykazuje nejvétsi cytokininovou aktivitu (Strnad, 1997; Mok a Mok, 2001).
Biologicka aktivita cytokininti se odviji od jejich struktury a konformace. Naptiklad
zeatin se vyskytuje ve dvou konformacich — trans a cis, pticemz tZ je povazovan za
biologicky aktivnéjsi nez cis-zeatin (cZ), ktery je zapojen zejména ve fazich vyvoje

spojenych s limitovanym rastem (GajdoSova et al., 2011; Janeckova et al., 2018).
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Obr. 1 Chemicka struktura aminopurinu a vybranych cytokinind.

Cytokininy se mohou vyskytovat jako volné baze, nukleosidy nebo nukleotidy
a mohou ptechézet z jedné formy na druhou. Nejvyssi cytokininovou aktivitu vykazuji
volné baze, které mohou podléhat riznym modifikacim. Napiiklad enzym
glykosyltransferasa je zodpovédna za jejich glykosylaci, pii které vznikaji O-
glykosidy, coz jsou zasobni formy cytokinind. Pti konjugaci volnych bazi s ribosou
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vznikaji ribosidy, které jsou transportni formou cytokininu (Strnad, 1997; Mok a Mok,
2001). Ireverzibilni inaktivace katalyzovana uridin-difosfat glykosyltransferasou vede
ke vzniku N-glykosidi. Pii senescenci v listech klesa mnozstvi aktivnich volnych bazi
a naopak roste podil neaktivnich forem. To mize byt zptisobeno inhibici biosyntézy
aktivnich forem nebo také jejich rychlejsi inaktivaci a degradaci (Perilli et al., 2010).
Cytokininy a jejich metabolity jsou rozkladany pomoci  cytokinin
oxidas/dehydrogenas (CKX). V A. thaliana jich mtizeme najit sedm a jsou znaceny
AtCKX1-AtCKX7 (Werner et al., 2003). Aromatické cytokininy jsou oproti
cytokinintim s isoprenoidnim fetézcem odolnéjsi vici degradaci CKX (Galuszka et al.,
2007). Vysoka antisenescen¢ni aktivita TDZ také nejspis souvisi s jeho odolnosti proti
pusobeni CKX (Whitty a Hall 1974; Brownlee et al., 1975). Navic je schopen CKX
inhibovat a nemuze byt ani inaktivovan O-glykosylaci (Chatfield a Armstrong, 1986;
Kope¢ny et al., 2010; Nisler et al., 2016).

2.2.2  Uloha cytokinint v rostling

Cytokininy jsou skupina fytohormont, ktera spolu sauxiny ovliviiuje fadu
vyvojovych procestt v rostlinach (Schaller et al., 2015). Werner et al. pouzili
ke zkoumani ulohy cytokinind mutanty A. thaliana se zvysenou expresi genii AtCKX
pro cytokinin oxidasy/dehydrogenasy, které jsou schopny degradovat cytokininy
S nenasycenym postrannim fetézcem. Deficience téchto hormonii méla za nasledek
sniZeni poctu a velikosti meristémovych bun¢k. V dasledku redukce poctu listovych
bunék byla negativné ovlivnéna také velikost listové plochy. Mutanti méli oproti
rostlinam standardniho genotypu (wild type, WT) vétsi primarni kofen a vice
lateralnich a adventivnich kofenti. Obecné lze 0 cytokininech fici, ze podporuji rozvoj
nadzemni ¢asti rostliny a potlacuji rst ¢asti podzemni. Jsou zodpovédné za apikalni
dominanci stonku a proliferaci jeho meristému (Werner et al., 2003).

Cytokininy se uplatiiuji také ve vyvoji chloroplastt, podporuji formaci gran,
diferenciaci etioplastli v chloroplasty a zvySuji aktivitu enzyml zapojenych ve
fotosyntéze (Harvey et al., 1974). Spolu se svétlem cytokininy stimuluji biosyntézu
chlorofylu (Sugiura, 1963). Exogenni aplikace BAP ji navic dokaze urychlit, nebot
Vv etiolovanych listech po vystaveni svétlu podporuje syntézu kyseliny 5-
aminolevulové, ktera je prekurzorem chlorofylu (Fletcher et al., 1973). Cytokininy
hraji roli také v odpovédi rostliny na environmentalni stres (Ha et al., 2012) a jsou

schopné chranit pletiva pfed poSkozenim oxidativnim stresem zplsobenym
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reaktivnimi formami kysliku (ROS, z anglického reactive oxygen species), jejichz
narlst doprovazi senescenci. Dokazuji to naptiklad experimenty Zavaleta-Mancery
etal. (2007), pti kterych aplikace BAP na listy pSenice ulozené ve tmé vedla ke
zvysené syntéze enzymu katalasy a askorbat peroxidasy, coz mélo za nésledek snizeni
obsahu ROS a tim omezeni oxidace membran chloroplasti a fotosyntetického aparatu
(Zavaleta-Mancera et al., 2007).

Cytokininy jsou syntetizovany pievazné v kotenech (Short a Torrey, 1972; Chen
etal., 1985). Na vyvoji kofenového systému se podili spolu s auxiny a funguji zde jako
jejich antagonisté (Schaller et al., 2015). Synergicky vztah téchto hormont byl
zaznamenan také, a to pfi formaci apikalniho meristému stonku (Zhao et al., 2010).
V ruznych castech rostliny se obsah cytokinini li§i. Experimenty s oddélenymi
kofeny, stonky a listy hrachu setého (Pisum sativum L.) kultivovanymi na médiu
prokazaly, Ze cytokininy jsou syntetizovany ve vSech téchto pletivech, nejvice vSak
v kofenech (Chen et al., 1985). Cytokininy mohou pusobit v misté¢ syntézy nebo
mohou byt transportovany do jinych ¢asti rostliny prosttednictvim floému a xylému
(Kudo et al., 2010).

Se starnutim dochazi v listech k ubytku aktivnich forem cytokinint, ktery mtize
byt spojen sdegradaci chlorofylu a poklesem fotosyntetické aktivity. Nastup
senescence lze oddalit manipulaci nékterych genl hrajicich roli v syntéze téchto
fytohormond, napiiklad genu pro isopentenyltransferasu (IPT). Gan a Amasino (1995)
jako prvni zkombinovali promotor genu SAG12 A. thaliana, ktery je exprimovan pfi
senescenci, s genem IPT bakterie Agrobacterium tumefaciens a tento konstrukt vlozili
do rostlin tabaku (Nicotiana tabacum L.). Vznikly tak transgenni rostliny
s autoregulacnim systémem pro biosyntézu cytokinini fizenou senescenci, U nichz
zvysena exprese IPT vedla K prodlouzeni fotosynteticky aktivniho obdobi (Gan
a Amasino, 1995). Vyssi obsah cytokinini ma pozitivni vliv také na zvladani
nedostatku vody. Velmi vysoka tolerance k suchu byla zaznamenana u transgennich
rostlin tabaku, které over-exprimovaly IPT pod promotorem genu SARK, ktery je
exprimovan pii nedostatku vody. Tyto rostliny navzdory zalévani ptiblizné tfetinovym
mnozstvim vody oproti kontrolnim rostlindm vykazovaly jen minimalni ztraty
v produkci biomasy a semen (Rivero et al., 2007). Senescenci je mozné oddalit také
exogenni aplikaci cytokinind, a to jak v celych rostlinach, tak i oddélenych listech
(Manian et al., 1987; Singh et al., 1992; Janeckova et al., 2018). Exogenni aplikaci

cytokinintl je podrobné&ji vénovana kapitola 2.2.6.
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2.2.3 Syntéza cytokinini

Klicovou roli v biosyntéze cytokinini hraji enzymy IPT. V rostlinach
A. thaliana se vyskytuji dva typy — ATP/ADP-IPT neboli adenosinfosfat-IPT a tRNA-
IPT. Adenosinfosfat-IPT katalyzuje pfipojeni isopentenylového postranniho fetézce
na ATP ¢i adenosindifosfat (ADP), tRNA-IPT katalyzuje jejich pfipojeni na adenin
v tRNA. Donorem isopentenylu je dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) , ktery muize byt
syntetizovan v riznych ¢astech bunky (Kakimoto, 2001). V chloroplastech se tak déje
pomoci methylerithritolfosfatové drahy, ktera je zodpovédna =za syntézu
isopentenylové skupiny tZ a iP. V cytosolu je DMAPP syntetizovan ptedevsim pro cZ,
ato mevalonatovou drahou (Kasahara et al., 2004). Genom Arabidopsis obsahuje
celkem devét gent, které koduji syntézu IPT, sedm pro ATP/ADP-IPT (AtIPTL1,
AtIPT3 — 8) a dva pro tRNA-IPT (AtIPT 2 a AtIPT9) (Takei et al., 2001; Kakimoto,
2001). Bylo zjisténo, ze tyto geny jsou mistné specifické. Napiiklad AtIPT1 je
exprimovan v kofenové Spicce, zdrodecném vaku a nezralych semenech, AtIPT3
v doprovodnych bunkach floému stejné jako AtIPT7, ktery je navic exprimovan také
v prodluzovaci zoné kotfene, trichomech mladych listi a pylovych lackach
(Sakakibara, 2006). Adenosinfosfat-IPT je zodpovédna za syntézu iP a tZ. Za tvorbu
cZ je naopak zodpovédna tRNA-IPT. Dokazuji to naptiklad pokusy Miyawakiho et al.
(2006) provadéné na mutantnich rostlinach A. thaliana, pfi kterych bylo v mutantech
atiptlatipt3atiptbatipt7 syntetizovano jen velmi malé mnozstvi iP a tZ cytokinint,
zatimco v mutantech atipt2atipt9 byl pfitomen nizky obsah cZ (Miyawaki et al., 2006).
Existuje také jesté AMP-IPT. Syntézu cytokinini prostfednictvim pienosu
1sopentenylové skupiny na AMP vSak rostliny nevyuZivaji. Tyké se pouze nékterych
bakterii, naptiklad A. tumefaciens (Kakimoto, 2001).

2.2.4 Prenos cytokininového signilu a histidin kinasové receptory

Ptenos cytokininového signalu se u A. thaliana déje pomoci dvoukomponentové
drahy, kterd byla poprvé objevena u bakterii a pozdéji také u nékterych eukaryot
(Schaller et al., 2008). Cytokininy se vazou na transmembranové CHASE
(cyclase/histidine  kinase-associated sensing extracellular) domény histidin
kinasovych receptori AHK (Arabidopsis histidine kinase), které se vyskytuji
V cytoplasmatické membrané a endoplasmatickém retikulu. Po navazani cytokininu
dochazi k autofosforylaci histidinového zbytku receptoru. Fosfat je pak dale pfenesen

na aspartat, ktery se naléza v pfijimaci doméné¢ AHK. Nasledné¢ je fosfat prenesen na
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histidin AHP (Arabidopsis histidine phosphotransfer) proteinu v cytoplasm¢, ¢imz
dojde kjeho aktivaci a pteneseni fosfatu na aspartat regulatoru odpovédi ARR
(Arabidopsis response regulator), nachazejiciho se v jadie. ARR typu B funguji jako
transkripcni faktory a jsou pozitivnimi regulatory transkripce. Vazou se na DNA
a umoznuji transkripci nékterych gent, mezi nimi napf. CRF (cytokinin response
factor) a ARR typu A (Obr. 2). Posledni jmenované jsou negativnimi zpétnovazebnymi
regulatory cytokininové odpovédi v bunce (Hwang et al., 2012). Zejména AHK3
receptory hraji spolu s regulatorem odpovédi typu B, ARR2, ktery je jejich
prostiednictvim fosforylovan, vyznamnou roli pii regulaci senescence (Kim et al.,
2006). Mezi geny, jejichz exprese je transkripénimi faktory ARR na zaklad¢ ptisobeni
cytokininti ovlivnéna, patii naptiklad clavatal (CLV1). Aplikace BAP vede ke snizené
expresi genu CLV1, coz vede ke zvySeni exprese genu wuschel (WUS), ktery je CLV1
reprimovan. Tyto geny se spolupodileji na diferenciaci organi a zachovani aktivity
bungk v apikalnim stonkovém meristému (Lindsay et al., 2006).

V genomu A. thaliana bylo zatim objeveno osm gent kodujicich histidin kinasy,
které si zachovaly svou enzymatickou aktivitu, a dal§i proteiny podobné histidin
kinasam. Histidin kinasy AHK4, nazyvana téZ CRE1 (cytokinin response 1) ¢i WOL
(wooden leg), AHK2 a AHK3 jsou cytokininovymi receptory, ETR1 a ERSI jsou
receptory pro etylen a u AHK1, CKI1 a CKI2 zatim nebyly zjistény jejich ligandy
(Schaller et al., 2008). Receptory AHK4 i AHK3 preferuji jako ligandy volné baze iP
a tZ, ale v percepci ostatnich cytokininti se odlisuji (Yamada et al., 2001; Spichal et al.,
2004). V kotenech pievlada exprese AHK4, v nadzemni ¢asti exprese AHK2 a AHK3
(Higuchi et al., 2004). Funkce jednotlivych histidin kinas mohou byt zkoumany knock
out mutacemi genu, které je koduji, ¢i zvySenim jejich exprese (Kim et al., 2006;
Riefler et al., 2006; Janeckova et al., 2018). Experimentalné bylo zjisténo, ze
jednotlivé histidin kinasy se odlisuji svou ulohou ve vyvoji rostliny a také
Vv percepcirtiznych sloucenin (Spichal et al.,2004; Dolezal et al., 2006; Kim et al.,
2006; Riefler et al., 2006).
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Obr. 2 Percepce cytokininového signalu. Pfevzato z Hwang et al. (2012) a upraveno.

2.2.5 Mutantni ahk rostliny

Jako single ahk mutanty oznacujeme rostliny, u kterych byl inaktivovan jeden
AHK receptor. Pokud jsou z funkce vytazeny dva AHK receptory, hovoifime o tzv.
double neboli dvojitych mutantech. U single mutantt se fenotyp vyrazné nelisi od WT
rostlin. U double mutantt jsou jiz rozdily pozorovatelné, nebot’ je u nich ve vétsi miie
snizena schopnost percepce cytokininového signalu. Double ahk2ahk3 mutace
zpusobuje u A. thaliana redukci rstu nadzemni ¢asti. Oproti WT rostlinam je jejich

nadzemni ruZice zhruba poloviéni. Naopak dvojité mutace ahk2ahk4 a ahk3ahk4 jeji
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fenotyp nijak vyrazné neovliviiuji. Znamena to, ze AHK4 receptor nepfispiva
K uplatnéni cytokinind v ristu nadzemni ¢asti tolik jako AHK2 a AHKS3. Snizena
schopnost pfenaset cytokininovy signal u mutantd vede ke zvysené tvorb¢ lateralnich
kofenti, kterou u rostlin cytokininy bé&zné¢ omezuji. Triple (trojiti) mutanti
ahk2ahk3ahk4, ktefi jsou nejméné senzitivni viéi cytokininim, jsou trpasli¢iho
vzrustu, maji v praméru ¢tvrtinovy pocet listd a tvoii kvéty s dvou- az tfitydennim
zpozdénim ve srovnani s WT rostlinami. Navic jsou témér ¢i zcela infertilni (Riefler

et al., 2006).

Cytokininy

— N T

AHK2 AHK2 AHK2 AHK2
AHK3 AHK3 AHK3 AHK3
CRE1/AHK4 CRE1/AHK4 CRE1/AHK4 CRE1/AHK4
Fertilita ZadrZovani chlorofylu  Prodluzovdni primarniho  Utvafeni bunék listu
Velikost semen  Fotomorfogeneze koFene Vétveni korene
Kliceni indukovana cytokininy Odpovéd kofene na
Cytokininovy exogenni cytokininy
metabolismus In vitro regenerace prytu

Obr. 3 Uloha AHK receptorti v Zivotnich procesech rostlin. Receptory, které v daném d&ji maji
ptevazny vliv jsou znazornény tuénym pismem. Piejato z Riefler et al. (2006) a upraveno.

Janeckova et al. (2018) se zabyvali endogennim obsahem cytokinini a jejich
spojitosti s obsahem chlorofylu v listech a efektivitou fotosystému II ve dvojitych ahk
mutantech A. thaliana. V ¢erstvé oddélenych listech rostlin obou genotypu
s nefunkénim receptorem AHK3 (ahk2ahk3 aahk3ahk4) byl naméfeny obsah
chlorofylu asi 0 15-20 % nizsi nez v listech WT a ahk2ahk4 rostlin. Nizs§i obsah
chlorofylu u rostlin s loss-of-function mutaci AHK3 genu lze vysvétlit tim, Ze tento
receptor je kliCovy pro stimulaci biosyntézy chlorofylu prostfednictvim cytokinint.
Mezi WT ani mutanty nicméné nebyly V experimentech Janeckové et al. (2018)
zaznamenany vyraznéj$i rozdily v parametrech chlorofylové fluorescence Fu/Fm
a ®PSII (maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII vzorku adaptovaného na tmu,

resp. svétlo), coz znamena, ze funkce PSII nebyla u mutanti ovlivnéna. Obsah
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cytokininti se u mutantnich rostlin 1i§il od WT. U obou mutantti s vyfazenym genem
pro AHK3 byl tento nedostatek pravdépodobné kompenzovan zvysenou produkci iP
a tZ cytokinind, protoze obsah téchto fytohormond byl v jejich listech asi o polovinu
vétsi oproti WT. Naopak mirny narast endogenniho obsahu iP atZ cytokinind
u mutanta ahk2ahk4 se ziejmé odvijel od piitomnosti aktivniho AHK3 receptoru (Kim
et al., 2006; Janeckova et al., 2018).

Umisténi oddélenych list do tmy na dobu Sesti dnii zptisobilo u rostlin vSech
genotypil pokles obsahu chlorofylu, pficemz jeho ubytek byl nejpomalejsi u mutanta
s funk¢nim AHK3 receptorem (ahk2ahk4). Nejmensi obsah chlorofylu byl na konci
experimentu naméfen u ahk2ahk3 mutanta, pravdépodobné diky tomu, Ze tento mutant
nema aktivni receptory AHK2 ani AHK3, a tak i pfes vysoké mnozstvi endogennich
cytokininti nedoslo k udrzeni obsahu chlorofylu. Parametry F./Fn a ®PSII byly
nejvyssi v listech ahk2ahk4 a ahk3ahk4. Hodnoty téchto parametri byly u téchto dvou
genotypu srovnatelné, ato i navzdory tomu, Ze v listech ahk3ahk4 byl ptiblizné
0 polovinu nizsi obsah chlorofylu (Janeckova et al., 2018). V ramci publikace
Janeckova et al. (2018) byla u ahk mutanti stanovovana i lipidova peroxidace, a to
v zavislosti na vznikajicim malondialdehydu (MDA), ktery je produktem oxidace
polynenasycenych mastnych kyselin membran (Del Rio et al., 2005; Janeckova et al.,
2018). U genotypu ahk2ahk3 byla zaznamenana nejnizsi lipidova peroxidace. Naopak
vysoky obsah MDA byl naméfen u mutanta s inaktivovanymi geny pro AHK2 i AHK4
(ahk2ahk4), coz vypovida o zapojeni téchto dvou receptord V ochrané pied peroxidaci

membran (Janeckova et al., 2018).

2.2.6 Antisenescen¢ni aktivita cytokinini a jejich derivatia

Zatimco ethylen a kyseliny abscisovd a jasmonova podporuji senescenci,
cytokininy se spolu s auxiny a gibereliny fadi k fytohormontim, které maji schopnost
ji oddalit (Smart, 1994). Prvni dikaz o schopnosti cytokinini oddalovat senescenci
podali Richmond a Lang (1957), ktefi ve svém experimentu s oddélenymi listy
Xanthium pennsylvanicum L. dokazali aplikaci kinetinu oddalit jejich zeZloutnuti
(Richmond a Lang, 1957). Exogenn¢ aplikované cytokininy jsou schopny do urcité
miry zpomalovat projevy senescence jako je degradace pletiv a chlorofylu, stejn¢ tak

i expresi SAG.
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Ne vSechny cytokininy jsou vSak schopné oddalovat senescenci ve stejné mifte.
Napiiklad Holub et al. (1998) porovnavali schopnost volnych bazi cytokinint a jejich
N9 derivata (ribosidi a glykosidt) udrzovat obsah chlorofylu v oddélenych listech
pSenice (senescencni test). Aktivita nové pfipravenych derivati (o koncentracich
vrozmezi 10® az 10* umol.l?) byla porovnavana stZ, jenz je pokladan za
listy pSenice po oSetfeni cytokininy ulozeny na ¢tyii dny do tmy a poté byl zméfen
obsah chlorofylu. Neja¢inngjsimi v zachovani obsahu chlorofylu byly ribosidy,
zejména ty odvozené od tZ a mT. Ribosidy BAP a ortho-topolinu (0T) vykazovaly
nizsi efektivitu. Volné baze vykazovaly nizsi antisenescencni aktivitu nez prislusné
ribosidy, pfiCemz obsah chlorofylu v listech oSetfenych 0T byl srovnatelny
s kontrolnimi, neoSetienymi, listy a podobné vysledky jako u 0T byly zaznamenany
také u glykosida (Holub et al., 1998).

Cytokininova aktivita derivati je ovlivnéna nejen piitomnymi funkénimi
skupinami a jejich poctem, ale i jejich polohou (Matsubara, 1980; Dolezal et al., 2006;
Dolezal et al., 2007). Napiiklad antisenescen¢ni aktivitu BAP Ize ménit fadou
substituci. Dolezal et al. (2006) porovnavali biologickou aktivitu BAP a jeho 38
derivata (s Cl-, F-, Br-, CHsz-, CH30O- a NO»- substituenty). Derivaty s methoxy
skupinou v poloze ortho a meta mély v senescen¢nim biotestu dvakrat vyssi aktivitu
nez BAP. Nejvyssi obsah chlorofylu byl na konci experimentu naméfen v listech
oSetfenych derivaty substituovanymi fluorem v poloze ortho ¢i meta. Oproti tomu
fluor v poloze para zpusobil mirny pokles antisenescencni aktivity. Di-
a trifluoroderivaty také vykazovaly vysokou aktivitu, ato i pokud se substituent
nachazel v poloze para. I pfes vysokou biologickou aktivitu ve standardnich
biotestech (senescen¢ni, kalusovy, amarantovy), nebyla vétSina z testovanych latek
schopna dostatecné aktivovat receptor AHK4 in vitro. Receptor AHK3 byl sice
schopen rozpoznat vice latek, ale ve vSech ptipadech byla citlivost receptoru nizsi nez
pro tZ (Dolezal et al., 2006). Jak tZ, tak i jeho ribosidy, jsou totiz schopny aktivovat
AHK3 ve velké mife (Kim et al., 2006). Podobné jako v ptedchozich experimentech
nebyly receptory AHK3 ani AHK4 aktivovany ani substituovanymi benzyladenosiny
pfipravenymi v ramci studie Dolezala et al. (2007), a to navzdory jejich vysoké
aktivit¢ v biotestech. Na zakladé ¢ehoz autofi predpokladaji existenci jiného

mechanismu percepce pro aromatické cytokininy v rostlinach (Dolezal et al., 2007).
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Pro studium aktivity cytokinin lze vyuzit také test vyuzivajici schopnost
transgenni bakterie Escherichia coli exprimovat AHK geny. To umoznuje zrychleni
testu a vysledky navic nejsou ovlivnény metabolickymi pochody rostlin, v jejichz
tkanich jsou cytokininy rychle metabolizovany (Suzuki et al., 2001; Yamada et al.,
2001) Spichal et al. (2004) pomoci tohoto testu porovnavali aktivity riznych
cytokininti 0 koncentracich 1 pmol.It. Nejvice byly receptory AHK3 a AHK4
aktivovany isoprenoidnimi cytokininy tZ a iP. Naopak cZ adihydrozeatin byly
rozpoznany pouze receptorem AHK3. Aromatické slou¢eniny (BAP, kinetin, oT)
v tomto testu vykazovaly nizkou aktivitu. Vyjimkou byl mT, ktery byl schopen
aktivovat ob¢ histidin kinasy. Synteticky TDZ vykazoval velmi vysokou schopnost
aktivovat oba receptory a to jak in vitro, tak in vivo, pii¢emz v pripadé AHK3 receptoru
dokonce prevysil tZ. Pti testovani O- a N-glykosidii nebyla vyvolana zadné odpovéd.
Pfi testu provadéném in vivo na rostlinach A. thaliana byla aktivita volnych bazi
aromatickych cytokinind srovnatelna s tZ. Podle autorti to mohlo byt zptisobeno
napiiklad tim, Ze aromatické cytokininy aktivuji spiSe receptor AHK2, ktery nebyl
v experimentu in vitro zahrnut, nebo odliSnym mechanismem pusobeni v rostling ve
srovnani s isoprenoidnimi cytokininy. Glykosidy a zejména O-glykosidy byly
Vv rostlinach také aktivni, pravdépodobné z diivodu jejich premény na volné baze
(Spichal et al., 2004).

Dtlezité je zvolit také spravnou koncentraci cytokinind, nebot’ roztoky o pfilis
vysoké koncentraci mohou senescenci podporovat, namisto aby ji zpomalovaly, jak
dokazuji napt. experimenty Carimiho et al. (2003). Aplikace BAP o vysoké
koncentraci (27 pmol.I'Y) na pétidenni bunééné kultury A. thaliana blokovala
proliferaci a indukovala u bunék PCD (Carimi et al., 2003). U¢inek cytokinind a jejich
derivath na pribch senescence mulze byt ovlivnén také svételnymi podminkami.
Naptiklad mT sice ve studii Vickové et al. (2006) oddalil degradaci chlorofylu
v oddélenych listech pSenice uloZzenych ve tm¢ i na kontinualnim svétle (PAR
0 intenzit¢ 100 umol m? s?), v prvnim ptipadé byl viak Gc¢inng&jsi. V osvétlenych
listech byl navic naméfen nizsi Fv/Fm oproti listim inkubovanych ve tmé, u kterych
Fv/Fm 1 po uplynuti Sesti dnti od oddé€leni poklesl jen minimalné€ (Vickova et al., 2006).

Bryksova et al. (2020) porovnavali vliv derivat 6-(3-methoxybenzylamino)-9-
-D-arabinofuranosylpurinu (3MeOBAPA), ktery byl pouzit také vramci této
bakalaiské prace, a 6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu
(B0OHBAPA) o riznych koncentracich (100 nmol.I%, 1 pmol.I?, 10 pmol.I?Y) na
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udrZeni obsahu chlorofylu v oddélenych listech pSenice a A. thaliana. Oba derivaty
byly G¢inngjsi ve vyssi koncentraci, pficemz u A. thaliana byl vyssi obsah chlorofylu
nameéfen v listech oSetienych 3MeOBAPA a u pSenice 30HBAPA. Oba derivaty byly
ucinné také v zachovani fotosyntetické aktivity. U listi pSenice inkubovanych po dobu
Sesti dnti v 10 pmol.I" roztoku 3MeOBAPA a 1 a 10 umol.I"t roztoku 3OHBAPA byla
naméfena hodnota parametru Fv/Fm vyssi nez 0,6. U lista A. thaliana mél podobny
efekt pouze 10 pmol.I"t roztok 3MeOBAPA. Ani jeden z derivati viak neaktivoval
AHK3 ani AHK4 receptory in vitro. Analyza genové exprese v listech A. thaliana
oSettenych 3MeOBAPA poukazala na sniZzenou transkripci gend spojenych
s fotosyntézou a zvysenou transkripci genii zapojenych do obrannych reakci proti
patogenum a stresu (Bryksova et al., 2020). Ke snizeni exprese genll zapojenych do
fotosyntézy a nastupu obranné reakce dochdzi také v pocatcich infekce patogenem
(Bilgin et al., 2010). Vzhledem k této podobnosti je mozné, ze udrzeni chlorofylu
a zachovani fotosyntetické aktivity listl souvisi se schopnosti testovanych derivati
aktivovat PAMP (pathogen-associated molecular patterns) imunitni odpovéd’, do
které jsou zapojeny MAPK (mitogen-activated protein kinases) signalni kaskady
(Bryksova et al., 2020). U¢inek stejnych derivatli o koncentraci 10 umol.I" na
indukovanou senescenci zkoumali také Kucéerova et al. (2020). V jejich experimentech
byla navic méfena také produkce ethylenu, hormonu urychlujiciho senescenci,
v oSetfenych listech pSenice a A. thaliana (Kucerova et al., 2020). Jiz v minulosti totiz
bylo dokazéano, Ze exogenni aplikace cytokininli podporuje syntézu ethylenu (Cary et
al., 1995; Carimi et al., 2003). Zkoumané¢ derivaty na rozdil od BAP produkci ethylenu
zvySovaly pouze v kratkych ¢asech po aplikaci a jeho produkce tak byla srovnatelna
s listy ulozenymi vDMSO. U A. thaliana byla produkce ethylenu nejnizsi
Vv piipad€ listli oSetfenych roztokem 3MeOBAPA a u pSenice v listech oSetfenych
30HBAPA (Kucerova et al., 2020).

Zvyseni obsahu cytokinini v rostling, at’ uz jejich exogenni aplikaci, ¢i pomoci
technologii genového inzenyrstvi, vede ke zpomaleni ¢i oddaleni projevi senescence,
jako je naptiklad pokles obsahu chlorofylu a Fv/Fm. Podobnych vysledkt 1ze dosahnout
také aplikaci cytokininovych derivati, i kdyZ mechanismus jejich u¢inku se ziejmé
1i8i. V percepci cytokininového signélu hraji dilezZitou roli AHK receptory. Naopak
antisenescencni aktivita cytokininovych derivati muze souviset napiiklad s jejich
schopnosti aktivovat PAMP imunitni odpovéd’ rostlin a tim, Ze jejich aplikace neni

spojena se zvysenou produkci ethylenu v rostlinach. Uginek cytokininti a jejich
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derivati je pritom ovlivnén fadou faktort, naptiklad pouzitou koncentraci, svételnymi
podminkami a Vv neposledni fad¢ také stafim rostliny. Diky svym antisenescencnim
schopnostem jsou tyto fytohormony piedmétem celé fady studii s cilem zvySeni
vynosu, popi. snizeni jeho ztrat spojenych s pfedCasnou senescenci. V ramci této
bakalarské prace byl zkouman ucinek 3MeOBAPA na udrZeni obsahu chl a+b
a parametru Fv/Fm béhem indukované listové senescence. Derivat 3MeOBAPA je
schopen G¢inn¢ oddalovat listovou senescenci, a to i pies to, Ze testy in vitro prokazaly,
ze neni schopen aktivovat AHK3 ani AHK4 receptory (Bryksova et al., 2020). Zda-li
je pusobeni 3MeOBAPA na indukovanou senescenci ovlivnéno AHK receptory bylo
zkoumano v ramci praktické ¢asti této prace na oddélenych listech rostlin A. thaliana

deficientnich v cytokininovych AHK receptorech (ahk2ahk3, ahk2ahk4, ahk3ahk4).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Rostlinny material

Pro experimenty byla pouzita modelova rostlina Arabidopsis thaliana L., a to
WT rostliny (ekotyp Columbia 0), a rostliny deficientni v cytokininovych AHK
receptorech: dvojiti mutanti ahk2ahk3, ahk2ahk4 a ahk3ahk4. Seminka byla zaseta do
substratu Potgrond H (Klasmann-Deilmann, Geeste, Némecko) a umisténa do
fytotronu (PSI, Drasov, CR) s definovanymi podminkami (svételny rezim 8 h PAR
0 intenzitd 110 pmol.m2.s a teplota 22 °C/16 h tma a teplota 20 °C).

Sesté a/nebo sedmé listy Sestitydennich rostlin byly oddé&leny a nasledné ulozeny
do 0,1% roztoku dimethylsulfoxidu (DMSO) v destilované vod¢, nebo do roztoku 6-
benzylaminopurinu (BAP) ¢i 6-(3-methoxybenzylamino)-9-p-D-
arabinofuranosylpurinu (3MeOBAPA) o koncentraci 10™° mol.I rozpusténého v 0,1%
DMSO. BAP i 3MeOBAPA byly piipraveny na oddéleni Chemické biologie
a genetiky Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zeméd¢lsky vyzkum. Roztoky
byly pipetovany do 6-jamkové mikrotitraéni desticky po 5 ml. Do kazdé jamky byly
umistény 2-3 listy rostlin pfislusnych genotypu tak, Ze v kazdém z roztoki bylo pét
listh od kazdého genotypu. Takto pfipravené vzorky byly uloZeny do plastové nadoby,
ktera byla nasledné zabalena do ¢erné folie a ulozena do fytokomory (Algaetron, PSI,
Drasov, CR) na $est dni pii teploté 24 °C. Poté byl zméfen maximalni kvantovy
vytézek fotochemie fotosystému I (Fv/Fm) pomoci piistroje FluorCam FC 800-0 (PSI,
Drasov, CR). Nasledng byly listy pfeneseny na svétlo a vyfoceny. Po jejich obkresleni
na prihlednou folii, ktera byla pouzita ke zjisténi obsahu listovych ploch, byly
po jednom ulozeny do mikrozkumavek, zmrazeny tekutym dusikem a uskladnény
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C. Nasledné byl stanoven obsah chlorofyla
(chl) a+b.

Jako kontrolni byly pouzity Cerstvé oddélené listy, které byly ihned po oddéleni
umistény do mikrotitra¢ni desticky naplnéné destilovanou vodou, aby nedoslo k jejich
vysychani, a ulozeny na dvacet minut do tmy. Poté byl stanoven parametr Fv/Fm
pomoci piistroje FluorCam. Po skonceni méfeni byly listy pfeneseny na svétlo,
vyfoceny a obkresleny na prithlednou folii. Poté byly vlozeny do mikrozkumavek,
zmrazeny tekutym dusikem a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pfi teloté - 80 °C.

Také u téchto listi byl nasledné zméfen obsah chl a+b.
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Celkem byly provedeny dva experimenty s mutanty ahk2ahk3 a ahk3ahk4.
Seminka mutantti ahk2ahk4 velice $patné klicila, a proto byl v jejich piipadé proveden
pouze jeden experiment. Pfi kazdém opakovani experimentu byly zaroven s mutanty

méfeny také WT rostliny.

3.1.2 Pouzité metody
Obsah chl v pfipravenych extraktech byl stanoven pomoci spektrofotometru
Unicam UV 500 (Thermo Spectronic, Cambridge, Velka Britanie). Fluorescence chl

vV odd¢€lenych listech adaptovanych na tmu byla méfena pomoci piistroje FluorCam

FC 800-0.

3.1.2.1 Méreni obsahu chlorofyli a+b

Listy byly pfed samotnym méfenim uloZzeny v hlubokomrazicim boxu pfi teploté
-80 °C. Kazdy list byl rozetien v misce s piidavkem uhli¢itanu hotecnatého.
Po dukladné homogenizaci bylo pfidano 750 ul vychlazeného 80% acetonu a vzorek
byl nalit do mikrozkumavky. Tfeci miska i tlou¢ek byly poté oplachnuty dal§imi
750 ul 80% acetonu, ktery byl spolu se zbytky homogenatu také piidan
do mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace v centrifuze vychlazené na 4 °C
pti 3600 g po dobu 12 minut. Supernatant byl ptelit do Cisté zkumavky se stupnici,
vhodné nafedén, jeho celkovy objem zaznamenan a poté byla stanovena jeho
absorbance pii vinovych délkach: 470; 646,8; 663,2 a 750 nm (vlnové délky
odpovidaji absorpénim maximim karotenoidd, resp. chl b, a chl a). Obsah
jednotlivych pigment byl spocten pomoci rovnic dle Lichtenthalera (1987).

Pro vypocet obsahu chl a+b byla pouzita nasledujici rovnice:
chl (a+ b)=7,15 x (Assz2 — A7s0) + 18,71 x (Asse,8 — A750)

kde As70; Ass32; Asssg @ A7so jsou nameiené hodnoty absorbance extraktu pii danych
vlnovych délkach. Hodnota ziskand pomoci rovnice byla vynasobena celkovym
objemem extraktu a vypocteny obsah chl a+b [ug] byl vztazen na listovou plochu
[cm?] daného listu. Ta byla z obrysi na prithlednych féliich zji§téna pomoci programu

ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, USA).
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3.1.2.2 Méreni parametru Fv/Fm

Ke zméfeni parametrii chlorofylové fluorescence listi byl pouzit pfistroj
FluorCam FC 800-0. U ¢erstvé odd€lenych (kontrolnich) listt bylo méteni provedeno
kratce po jejich oddéleni a adaptaci na tmu (20 min), listy se pfi tom stale nachazely
Vv mikrotitraéni desti¢ce naplnéné destilovanou vodou. U zbylych listi probéhlo
meéfeni az po Sesti dnech, béhem kterych byly ulozeny ve tmé a v pfislusnych
roztocich. Protokol, ktery byl pfi méfeni pouzit, definoval tyto podminky: senzitivita
10 % a saturacni pulz 50 % (relativni intenzita satura¢niho pulzu odpovidala ozarenosti
900 umol.m-2 v misté vzorkd). Méfenim byla zjisténa maximalni (Fm) a minimalni
(Fo) fluorescence chl, zekterych byl vypoéten maximalni kvantovy vytézek
fotochemie PSII (Fv/Fm) podle vzorce:

(Fm - FO)/ Fm = Fv/Fm

3.1.2.3 Grafické a statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovana pomoci pocitacového programu MS Excel.
Ke grafickému vyhodnoceni obsahu chl a+b byly pouzity sloupcové grafy
znazoriujici median hodnot obsahu chl a+b v kontrolnich listech a jeho zménu vici
kontrole (v %) v pfipadé senescentnich listti. Chybové usecky piedstavuji prvni a tieti
kvartil. Pomoci Studentova t-testu byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
listy jednotlivych genotypll v rameci varianty (kontrolni listy; senescentni listy oSetfené
DMSO, BAP nebo 3MeOBAPA). Za statisticky rozdilné byly povazovany ty soubory
dat, jejichz hodnota p byla mensi nez 0,05. V grafu byly oznaceny rozdilnymi pismeny
(a, b, poptipadé c). Pokud se mnoziny dat vyznamné statisticky nelisily (p > 0,05), pak

byly oznaceny stejnymi pismeny. Parametr Fv/Fn byl prezentovan ve form¢ imagingu.
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4  Vysledky

V experimentalni Casti této bakalarské prace byl sledovan vliv roztoki BAP
a 3MeOBAPA na zachovani obsahu chl a+b a parametru Fv/Fm v oddélenych listech
A. thaliana. Pouzity byly rostliny étyf genotypl, a to WT, ahk2ahk3, ahk2ahk4
a ahk3ahk4. Obsah chl a+b a funk¢nost fotosyntetického aparatu (Fv/Fm) u lista
jednotlivych genotypt oSetienych roztoky BAP a 3MeOBAPA byly porovnavany
S kontrolnimi a senescentnimi listy (DMSO). Prezentovany jsou vysledky tii
experimentll (oznacené jako 1., 2. a 3. experiment), pfi¢emzZ v prvnim a druhém
experimentu byly pouzity oddélené listy WT, ahk2ahk3 a ahk3ahk4 rostlin. Ve tietim

experimentu pak samostatné listy WT a ahk2ahk4 rostlin.
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4.1 Obsah chlorofyli a+b
4.1.1 Obsah chlorofyli a+b v kontrolnich listech

V prvnim experimentu byl median hodnot obsahu chl a+b v kontrolnich (Eerstve
oddglenych) listech WT rostlin 11 ug.cm™, v listech ahk2ahk3 17 pg.cm2 a v listech
ahk3ahk4 13 pg.cm (Obr. 4). Ve druhém experimentu byl median hodnot obsahu chl
a+b u listh WT rostlin 13 pug.cm?, u ahk2ahk3 14 pg.cm?a u ahk3ahk4 12 pg.cm.
Obsah chl a+b v listech ahk2ahk3 byl v obou experimentech vyssi nez u zbylych dvou
genotypl. V kontrolnich listech WT rostlin byl ve tfetim experimentu median hodnot

obsahu chl a+b 13 pg.cm™ a v ahk2ahk4 listech 11 pg.cm™.

Obsah chl a+b v kontrolnich listech

18

16

14

—
o
o

12

obsah chl a+b [pg.cm?]
|

ahk2ahk3 ahk3ahk4 ahk2ahk4

1. experiment M 2. experiment M 3. experiment

Obr. 4 Obsah chlorofylu (chl) a+b v pg.cm?naméieny u erstvé oddélenych (kontrolnich) listht WT
rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4 mutantt Arabidopsis thaliana L. Uvedeny jsou mediany,
chybové usecky znadi prvni a treti kvartil (n = 3-5). Rozdilné pismena znaéi statisticky vyznamny rozdil
Vv ramci jednotlivych experimentt (p < 0,05).
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4.1.2 Obsah chlorofyla a+b v senescentnich (DMSO) listech

V provedenych experimentech doslo vlivem senescence u vsech sledovanych
listti ulozenych do DMSO k poklesu obsahu chl a+b (Obr. 5). V prvnim experimentu
byl vlistech vSech genotypu obsah sledovanych pigmentd zachovan ve
srovnatelné mife, pticemz v listech ahk2ahk3 byl mirn¢ vyssi (piiblizné 20 % hodnoty
kontrolnich listi). Ve druhém experimentu byl obsah chl a+b zachovan opét nejvice
u ahk2ahk3 listti (30 % hodnoty cerstvé oddélenych listd). Ve tietim experimentu byl
obsah sledovanych pigmenti v listech WT i ahk2ahk4 rostlin ulozenych v DMSO
srovnatelny (10-15 % hodnoty kontrolnich listi).
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Obr. 5 Obsah chlorofylu (chl) a+b vyjadieny v % hodnoty namétené u Cerstvé oddélenych
(kontrolnich) listh WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4 mutanta Arabidopsis thaliana L.
uloZenych po dobu Sesti dnli ve tmé v 0,1% roztoku DMSO. Uvedeny jsou mediany, chybové usecky
znaCi prvni a téeti kvartil (n = 3-5). Rozdilnd pismena znaéi statisticky vyznamny rozdil v ramci
jednotlivych experimentt (p < 0,05).
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4.1.3 Obsah chlorofyla a+b v listech oSetfenych roztokem BAP

Inkubace v roztoku BAP vedla v prvnim experimentu u listi sledovanych
genotypt k udrZeni obsahu sledovanych pigmentl ve zna¢né rozdilné miie (Obr. 6).
U listd WT rostlin byl obsah chl a+b srovnatelny s ¢erstvymi listy. U lista ahk3ahk4
byl zaznamenan pokles obsahu sledovanych pigmentl (piiblizné¢ 60 % ve srovnani
s kontrolou) a u ahk2ahk3 listii byla senescence nejpokrocilejsi (15-20 % hodnoty
cerstvych listt). U WT a ahk3ahk4 listi osetfenych BAP byl zaznamenan vyrazné
vy$$i obsah chl a+b ve srovnani s listy ulozenymi v DMSO (Obr. 5). V ptipadé
ahk2ahk3 listi vsak BAP nemél Gc¢inek na udrzeni obsahu sledovanych pigmentt
(obsah chl a+b byl v ahk2ahk3 listech nizsi nez v listech inkubovanych v DMSO).

Ve druhém experimentu byl v listech WT a ahk3ahk4 rostlin inkubovanych
v BAP zachovan obsah chl a+b ve srovnatelné miie (80-90 % hodnoty kontrolnich
listd, Obr. 6). V ahk2ahk3 listech byl pokles obsahu chl a+b vyrazné;si (60 % hodnoty
kontrolnich listl) Nicmén¢ oproti prvnimu experimentu byl obsah chl a+b v druhém
experimentu v ptipadé¢ ahk2ahk3 vyrazné vyssi, a to az trojnasobné. Oproti listim
inkubovanym v DMSO (Obr. 5) byl ve druhém experimentu u listd v§ech genotypt
osetfenych BAP naméfen vyssi obsah sledovanych pigmenti.

Ve tfetim experimentu vedla inkubace v roztoku BAP u listt WT i ahk2ahk4
rostlin k vyraznému udrzeni obsahu chl a+b (u WT listd pfiblizné 90 % hodnoty
kontroly a ahk2ahk4 listy byly srovnatelné s kontrolnimi, Obr. 6). Ve srovnani s listy

ulozenymi v DMSO byl obsah sledovanych pigmentti zachovan vyrazné vice (Obr. 5).
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Obr. 6 Obsah chlorofylu (chl) a+b vyjadieny v % hodnoty naméfené u Gerstvé oddélenych
(kontrolnich) listi u WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4 mutantti Arabidopsis thaliana L.
ulozenych po dobu Sesti dnil ve tmé v roztoku BAP o koncentraci 10° mol.I"Y. Uvedeny jsou mediany,
chybové usecky znaci prvni a téeti kvartil (n = 3-5). Rozdilna pismena znadi statisticky vyznamny rozdil
Vv ramci jednotlivych experimentt (p < 0,05).
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4.1.4 Obsah chlorofyla a+b v listech oSetfenych roztokem 3MeOBAPA

V prvnim experimentu vedla aplikace 3MeOBAPA u WT listi k zachovani
obsahu chl a+b v pomérn¢ vysoké mite (80 % hodnoty kontrolnich listd, Obr. 7).
V listech obou mutantt (ahk2ahk3, ahk3ahk4) inkubovanych v roztoku 3MeOBAPA
byl obsah chl a+b asi 25% ve srovnani s ptislusnymi kontrolami. Obsah chl a+b byl
u WT listt vyrazné vyssi nez u listd inkubovanych v DMSO (Obr. 5). V piipadé¢ listi
ahk2ahk3 byl obsah sledovanych pigmentli srovnatelny se senescentnimi listy
(DMSO) a v piipadé ahk3ahk4 byl pouze mirné vyssi.

Ve druhém experimentu doslo vlivem aplikace 3MeOBAPA ke zpomaleni
poklesu obsahu chl a+b u listi vSech tfi genotypl, pfiCemzZ senescence nejvice
pokrocila u ahk3ahk4 rostlin. Obsah chl a+b byl u listt WT a ahk2ahk3 srovnatelny
(60 %, resp. 50 % hodnoty kontrolnich list). U listi ahk3ahk4 byl obsah chl a+b
nejnizsi (30% ve srovnani s kontrolnimi listy).

Vlivem pisobeni 3MeOBAPA doSlo ve tretim experimentu u WT
i ahk2ahk4 listi k zachovani obsahu chl a+b v podobné mite (ptiblizné 80 % hodnoty
kontrolnich listi, Obr. 7). Ve srovnani s listy inkubovanymi v DMSO (Obr. 5) byl
obsah chl a+b v listech inkubovanych v roztoku 3MeOBAPA vyrazné vyssi.
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Obr. 7 Obsah chlorofylu (chl) a+b vyjadieny v % hodnoty naméfené u Cerstvé oddélenych
(kontrolnich) listd u WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4 mutanti Arabidopsis thaliana L.
ulozenych po dobu Sesti dnii ve tm& v roztoku 3MeOBAPA o koncentraci 10 mol.I"t. Uvedeny jsou
mediany, chybové Usecky znaéi prvni a tfeti kvartil (n = 3-5). Rozdilna pismena znadi statisticky
vyznamny rozdil v ramei jednotlivych experimentt (p < 0,05).

38



4.2 Parametr Fv/Fm

4.2.1 Parametr Fv/Fm u kontrolnich lista

Hodnoty parametru Fv/Fm u kontrolnich listd, které byly zméteny ihned
po oddéleni a adaptaci na tmu, se v prvnim experimentu pohybovaly kolem hodnoty
0,82 (Obr. 8). Pfi druhém experimentu se hodnoty parametru F./Fmn pohybovaly

v rozmezi 0,83 az 0,84 a ve tfetim experimentu kolem 0,83.
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Obr. 8 Imaging parametru F./Fn v oddélenych listech WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4
mutantt Arabidopsis thaliana L. ihned po oddéleni a adaptaci na tmu.
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4.2.2 Parametr Fv/Fm u senescentnich (DMSO) listi

U listh byla jejich oddélenim a uloZzenim do tmy indukovédna senescence.
To mélo za nasledek velmi vyrazny pokles parametru Fv/Fm u listd ulozenych v DMSO
(Obr. 9; vétsina plochy listu byla jiz nefunkéni, a tudiz bez fluorescenéniho signalu,
jak je patrné z bilych ploch v imagingu). V prvnim i druhém experimentu byl parametr

Fv/Fm nejvyssi u listd ahk2ahk3. Ve tretim experimentu byl Fu/Fm u listi WT a

ahk2ahk4 srovnatelny.
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Obr. 9 — Imaging parametru F./Fn v odd€lenych listech WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4
mutanti Arabidopsis thaliana L. ulozenych po dobu Sesti dnti ve tmé a v 0,1% roztoku DMSO.
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4.2.3 Parametr Fv/Fm u senescentnich u listi oSetfenych roztokem BAP

V prvnim experimentu vedla aplikace roztoku BAP Kk zachovani parametru
Fv/Fm u listd WT rostlin pfiblizné ze 40 % oproti kontrole, u listi ahk3ahk4 ptiblizné
z 30 % a u ahk2ahk3 byl Fv/Fm nejnizsi (10 % hodnoty kontrolnich listd, Obr. 10).
Ve druhém experimentu byl parametr Fv/Fm u listt vSech genotypti vys$$i nez v prvnim
experimentu. Zatimco u WT a ahk2ahk3 byl Fv/Fm ptiblizné 50% ve srovnani s Cerstveé
oddé¢lenymi listy, u listd ahk3ahk4 byla hodnota parametru Fv/Fm nizsi (ptiblizné 30 %
ve srovnani s kontrolnimi listy). V pfipadé ahk2ahk4 (tfeti experiment) byl Fyv/Fm
srovnatelny s WT (40-50 % hodnoty kontrolnich listt).
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Obr. 10 — Imaging parametru Fv/Frn v oddélenych listech WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4
mutantl Arabidopsis thaliana L. uloZenych po dobu $esti dnti ve tmé a v v roztoku BAP o koncentraci
10° mol.I*%.
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4.2.4 Parametr Fv/Fm u senescentnich u listii oSetienych roztokem
3MeOBAPA

Osetfeni roztokem 3MeOBAPA vedlo v prvnim experimentu k zachovani
parametru Fy/Fm u listt WT rostlin ve vy$si mife (35 % hodnoty kontroly) nez
u zbylych genotypti (Obr. 11). V listech obou mutant byl parametr Fv/Fm zachovan
2 20-25 % oproti Cerstvé oddélenym listim. Ve druhém experimentu byl Fu/Fm,
podobné jako v ptipad¢ listi oSetfenych BAP, vyrazné vysS§i nez v prvnim
experimentu. U WT listt byl Fu/Fm piiblizné 55% oproti kontrole u listd ahk2ahk3
byla jeho hodnota nizsi (40 % oproti Cerstvé oddélenym listim) a v piipadé ahk3ahk4
nejnizsi (20 % hodnoty kontroly). Ve tietim experimentu byl v ptipadé¢ WT rostlin
parametr Fu/Fm vyssi (55 % ve srovnani s kontrolnimi listy) nez u ahk2ahk4 (ptiblizné
45 % hodnoty kontrolnich listi).
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Obr. 11 — Imaging parametru Fv/Frn, v oddélenych listech WT rostlin a ahk2ahk3, ahk3ahk4 a ahk2ahk4
mutantt Arabidopsis thaliana L. ulozenych po dobu Sesti dnii ve tmé a v roztoku 3MeOBAPA
o koncentraci 105 mol.I%.
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5 Diskuze

Listova senescence je doprovazena fadou fyziologickych zmén a také zmeén
v genové expresi. Dochdzi pii ni k postupnému poklesu fotosyntetické aktivity,
degradaci pletiv a kon¢i smrti listu (Hensel et al., 1993; Gan a Amasino, 1997,
Spundova et al., 2003). V jejim nastupu a prib&hu hraji roli jak vniténi, tak vn&jsi
faktory (Smart, 1994). Mezi prvni projevy starnuti listu patii rozpad chloroplasti
doprovazeny poklesem obsahu chl, coz je jeden z parametri, pomoci nichz lze
hodnotit priab¢h senescence (Hensel et al., 1993; Gan a Amasino, 1997; Brouwer et al.,
2012; Janeckova etal., 2018). Dalsim parametrem slouzicim k tomuto ucelu je
maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm), ktery stejné jako obsah chl
v pribéhu senescence klesa (Spundova et al., 2003; Janeckova et al., 2018; Bryksova
et al., 2020).

Oddalit senescenci lze naptiklad aplikaci rostlinnych hormont cytokinint, coz
bylo v minulosti mnohokrat dokazano (napf. Manian et al., 1987; Singh et al., 1992;
JaneCkova et al., 2018). Cytokininy a jejich derivaty piitom vykazuji odliSnou
antisenecen¢ni aktivitu v zavislosti na své struktufe, koncentraci a také naptiklad
druhu rostliny ¢i jejim staii (Holub et al., 1998; Weaver et al., 1998; Dolezal et al.,
2006; Dolezal et al., 2007; Bryksova et al.,2020). Tato bakalaiska prace se zabyvala
porovnanim  ucinku  6-benzylaminopurinu  (BAP) ajeho derivatu  6-(3-
methoxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurinu (3MeOBAPA) na zachovani
obsahu chl a+b a parametru Fv/Fm Vv listech, u nichz byla indukovana senescence jejich
oddélenim a uloZenim do tmy. Oba parametry byly méteny po Sesti dnech inkubace ve
tm¢ v ptislusnych roztocich a jejich hodnoty byly porovnavany s Cerstvé oddélenymi
listy a listy ulozenymi v roztoku DMSO. Experimenty byly provadény na Sestych
a/nebo sedmych listech Sestitydennich rostlin A. thaliana. K testovani byly pouzity
WT rostliny (ekotyp Columbia 0) a mutantni rostliny s deficienci v histidin kinasovych
receptorech (AHK): ahk2ahk3, ahk2ahk4 a ahk3ahk4.

Detailni analyzu toho, jak AHK receptory ovliviiuji vyvoj rostliny, provedl
napiiklad Riefler et al. (2006). Uvadi, Zze pro spravny vyvoj je potieba vzajemna
spoluprace vsech tii receptort. Naptiklad receptory AHK2 a AHKS hraji dulezitou roli
Vv regulaci syntézy chl a ristu nadzemni riizice. Pokud jsou tyto receptory vyfazeny
z funkce, je v mutantnich rostlinach nizsi obsah chl a rist nadzemni ¢asti je znacné

omezen (Riefler et al., 2006). V této praci byl vSak u kontrolnich listi genotypu
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ahk2ahk3 obsah chl a+b mirné vys$si ve srovnani s jinymi genotypy (Obr. 4). Ve
studiich Rieflera et al. (2006) i Janeckové et al. (2018) byl naopak nejvyssi obsah
téchto pigmentii naméfen v listech mutanti ahk2ahk4 (Riefler et al. 2006, Janeckova
et al., 2018). Rozdilné hodnoty obsahu chl a+b mohly byt zptsobeny napiiklad
rozdilnymi rastovymi podminkami. V experimentech provedenych v ramci této
bakalatrské prace byly rostliny péstovany pii tzv. kratkodennim rezimu (8 h PAR
0 intenzité 110 pmol.m2.5/16 h tma), zatimco Riefler et al. (2006) pouzili rostliny
péstované pii dlouhodennim rezimu (16 h PAR 0 intenzité 75 pmol.m2.s%/8 h tma).
Rozdilné bylo také staii pouzitych rostlin. V publikaci Janeckova et al. (2018) byly
experimenty provadény s oddélenymi listy pétitydennich rostlin, avSak v této
bakalaiské praci s odd€lenymi listy Sestitydennich rostlin. U oddélenych listi
inkubovanych v 0,1% roztoku DMSO doSlo po Sesti dnech ve tmé k vyraznému
poklesu obsahu chl a+b u vSech sledovanych genotypl, pficemz nejpomaleji
senescence postupovala u ahk2ahk3 mutanta (Obr. 5). V experimentech Janeckové
et al. (2018) byly rostliny inkubovany ve tm¢ v 0,2% DMSO a nejmensi pokles obsahu
chl byl naméfen u mutantnich rostlin ahk2ahk4, pravdépodobné diky funkénimu
AHKS3 receptoru (Janeckova et al., 2018).

V experimentech provadénych Rieflerem etal. (2006) méla inkubace
oddélenych listll ve tmé& v roztocich BAP o koncentraci 0,1 a 1 pmol.I'* za nasledek
udrzeni obsahu chl u vétSiny genotypi. Pti pouziti vys$si koncentrace BAP byl na konci
experimentu vyssi i obsah chl v listech. Roztoky BAP nebyly G¢inné pouze v piipadé
ahk2ahk3 lista (Riefler et al., 2006). V této bakalaiské praci byl pouzit roztok BAP
s 0 fad vyssi koncentraci (10 pmol.1). U listi ahk2ahk3 byl obsah chl a+b zachovan
nejméng, pri¢emz v prvnim experimentu byl obsah chl a+b niz§i nez v neosetienych
listech, podobné jako v experimentech Rieflera et al. (2006). U ahk2ahk4 bylo téchto
pigmentt naopak nejvice, coz se op¢ét shoduje s vysledky zminéné studie. Z vysledki
ziskanych v ramci této bakalaiské prace je tedy patrné, ze s vyjimkou receptoru
AHK3, nebyl Zadny samostatné fungujici receptor schopen zprostfedkovat pienos
cytokininového signalu v podobné mite jako u WT rostlin. Tato zjisténi jsou v souladu
s literaturou, kde je uvadéno, ze receptor AHKS3 a s nim spojeny regulétor odpovedi
typu B ARR2 maji zésadni Glohu v uchovani obsahu chl v listech oSetfenych
cytokininy béhem indukované senescence ve tmé (Kim et al., 2006; Hwang et al.,
2012; Janeckova et al., 2018). Riefler et al. (2006) také uvadi, ze receptor AHK?2 hraje

v percepci CK signdlu mensi roli nez AHK3 a role AHK4 je minimdlni. Autofi také
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poukazali na spojitost mezi nefunkénimi AHK receptory a zvySenym obsahem
endogennich cytokinind, a to zejména pokud je neaktivni AHK3. Rostliny se tak
pravdépodobné snazi kompenzovat omezeny pienos cytokininového signalu. To ve
svych experimentech potvrdili také JaneCkova et al. (Riefler et al., 2006; Janeckova
etal., 2018).

Bryksova et al. (2020) zkoumali G¢inek derivatu BAP, 3MeOBAPA, o riznych
koncentracich (100 nmol.I"}, 1 umol.1", 10 pmol.I'Y) na zachovani obsahu chl a+b
v oddélenych listech A. thaliana. Obsah chl a+b byl méfen po Sesti dnech ptisobeni
roztokl na oddélené listy uloZené ve tmé. Roztok o koncentraci 10 pmol.l* byl
v zachovani obsahu chl a+b neja¢inngjsi. Nicméné roztok BAP o stejné koncentraci
byl u¢inngjs$i nez 3MeOBAPA. Skutecnost, ze tento derivat neptisobi na zachovani
obsahu chl a+b v listech A. thaliana tak efektivné¢ jako BAP, potvrdily také
experimenty provedené v ramci této bakalaiské prace (Obr. 6 a 7). Nejvice byl obsah
chl a+b zachovan u listd s funkénim AHK3 receptorem (WT a ahk2ahk4), pticemz ve
druhém experimentu byl pomérné vysoky obsah chl a+b také v ahk2ahk3 a ahk3ahk4
listech osetfenych BAP. V ramci studie Bryksové et al. (2020) bylo dale zjisténo, ze
navzdory svym antisenescen¢nim vlastnostem, 3MeOBAPA neni in vitro schopen
aktivovat AHK3 ani AHK4 receptor.

Hodnoty parametru Fv/Fm byly u Cerstvé oddélenych listi vS§ech genotypi velmi
podobné (Obr. 8). U listt ulozenych po dobu 6 dnii od oddé€leni v 0,1% DMSO byla
aktivita PSII minimalni (Obr. 9), podobné jako v experimentech provedenych
JaneCkovou et al. (JaneCkova et al., 2018). V této bakalaiské praci vedlo oSetieni
roztoky BAP a 3MeOBAPA v ur¢ité mife k zachovani Fv/Fm, avsak jejich u¢inky se
u riznych genotypi lisily (Obr. 10 a 11). U WT rostlin byl v zachovani Fv/Fm mirné
ucinngjsi 3MeOBAPA. V experimentech provedenych Bryksovou et al. (2020) byl
Fu/lFmu WT listd oSetienych 3MeOBAPA az dvakrat vyssi nez v listech inkubovanych
v BAP (Bryksova et al., 2020). Zhodnoceni pisobeni 3MeOBAPA a BAP na oddélené
listy ahk2ahk3 je problematické vzhledem k tomu, ze v prvnim experimentu byl Fu/Fm
vys$i u listd inkubovanych v 3MeOBAPA a ve druhém experimentu u listd
inkubovanych v BAP. V pripad¢ ahk3ahk4 byl Fv/Fm mirné€ vyssi pti inkubaci v BAP.
V listech ahk2ahk4 mutantnich rostlin bylo ptsobeni obou roztokd na zachovani
parametru Fv/Fm srovnatelné. Schopnost 3MeOBAPA zachovat obsah chl a+b a také
parametr Fy/Fm v oddélenych listech je pravdépodobné spojena s jeho schopnosti

aktivovat PAMP imunitni odpovédi rostlin a omezit produkci ethylenu, ktery
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podporuje senescenci (Bryksova et al., 2020; Kucerova et al.,2020). Vzhledem
k nedostacujicimu mnozstvi dat nelze zatim s jistotou vyloucit ani potvrdit roli AHK
receptortt v percepci signalu 3MeOBAPA. Pro formulovéni jednozna¢nych zavért

bude tieba provést dalsi experimenty.
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6 Zavér

V pribéhu senescence u rostlin dochazi k fadé zmén a doprovazi ji napiiklad
pokles fotosyntetické aktivity, obsahu chl i aktivnich forem endogennich fytohormont
cytokininl. Tyto hormony se mimo jiné vyznacuji svou schopnosti oddalit ¢i zpomalit
senescenci a stejnd schopnost byla prokazana také u jejich derivati, pri¢emz jednotlivé
slouceniny se mohou svymi antisenescencnimi Uc¢inky lisit. Rozdily jsou mezi nimi
ptitomny také ve schopnosti aktivovat histidin kinasové receptory. Napftiklad aplikace
3MeOBAPA vede v oddélenych listech k zachovani obsahu chl a+b i parametru
Fv/Fm, i navzdory tomu, Ze in Vvitro neni schopen aktivovat receptory AHK3 a AHK4.
Jeho antisenescen¢ni vlastnosti jsou pravdépodobné spojeny Stim, Ze v rostliné
aktivuje PAMP imunitni odpovéd’ a omezuje produkci ethylenu, ktery senescenci
podporuje (Bryksova et al., 2020; Kucerova et al., 2020).

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, jaky dopad maji chybé&jici AHK
receptory na schopnost 3MeOBAPA zachovat obsah chl a+b a Fv/Fm pfi indukované
senescenci. V experimentech byl pouzit 3MeOBAPA o koncentraci 10° mol.I a jeho
ucinek na oddaleni indukované senescence listii byl srovnavan s i¢inkem BAP. Jako
modelovy organismus byly pouzity rostliny A. thaliana (ekotyp Columbia 0)
standardniho genotypu a jeji dvojiti ahk mutanti (ahk2ahk3, ahk2ahk4, ahk3ahk4). Na
zaklad¢ provedenych experimentil lze fici, Ze oSetfeni roztokem 3MeOBAPA vedlo
v oddélenych listech k zachovani obsahu chl a+b, avSak v niz§i mife nez pfi inkubaci
v roztoku BAP. Pokles obsahu chl a+b i parametru Fu/Fm byl nejpomalejsi u rostlin
s funkénim AHK3 receptorem (WT a ahk2ahk4). U WT listt inkubovanych v roztoku
3MeOBAPA byl Fv/Fm mirné vyssi a u ahk2ahk4 bylo ptisobeni obou roztokii na
zachovani parametru Fv/Fm srovnatelné. V ptipadé ahk3ahk4 listti byl uc¢innéjsi BAP,
zatimco u ahk2ahk3 nebyl vysledek jednoznacny. Jak a zda-li viibec AHK receptory
ovliviiuji pusobeni 3MeOBAPA in Vvivo nelze zatim vzhledem k nedostate¢nému

mnozstvi experimentu s jistotou Fici.
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8 Seznam pouzitych zkratek

3MeOBAPA
30HBAPA
ADP
AHK
AHP
AMP
ARR
AtHXK1
AINAP
ATP
BAP
CKX
CLV1
CRE1
CRF

cZ
DMAPP
DMSO
DNA

Fo

Fm

Fv

Fv/Fm

®PSII

6-(3-methoxybenzylamino)-9-B-D-arabinofuranosylpurin
6-(3-hydroxybenzylamino)-9-p-D-arabinofuranosylpurin
adenosindifosfat

Arabidopsis histidine kinase

Arabidopsis histidine phosphotransfer
adenosinmonofosfat

Arabidopsis response regulator

Arabidopsis thaliana hexokinase 1

zastupce NAC transkripcnich faktort
adenosintrifosfat

6-benzylaminopurin

cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Clavatal

cytokinin response 1

cytokinin response factor

cis-zeatin

dimethylallylpyrofosfat

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

minimalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
variabilni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu

maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému

adaptovaného na tmu

maximalni kvantovy vytéZzek fotochemie fotosystému

adaptovaného na svétlo
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II



chl
CHASE

IPT
MAPK
MDA
mT
NAC
NADH
NADP
ol
PAMP
PAR
PCD
PSII
RNA
ROS
Rubisco
SAG
TDZ
tZ
WOL
WRKY
WT
WUS

chlorofyl

cyclase/histidine kinase-associated sensing extracellular
6-(2-izopentenylamino)purin

isopentenyltransferasa

mitogen-activated protein kinases

malondialdehyd

meta-topolin

skupina transkripcnich faktori

redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

ortho-topolin

pathogen-associated molecular patterns
photosynthetically active radiation (fotosynteticky aktivni zafeni)
programmed cell death (programovana bunééna smrt)
fotosystém II

ribonukleova kyselina

reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
senescence-associated genes (geny aktivované senescenci)
thidiazuron

trans-zeatin

wooden leg

skupina transkrip¢nich faktori

wild type (standardni genotyp)

Wuschel
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