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1 Uvod a cile prace

Rostlinna senescence je pfirozeny a vysoce regulovany proces vedouci ke smrti bunky,
organu ¢i celého organismu. Obdobné jako cely zivot rostlin je také senescence
ovliviiovana mnoha exogennimi i endogennimi faktory. Jako pfiklady exogennich faktor(
muzeme uvést vysuSeni, premokfeni, zasoleni, nedostatek urcité Ziviny nebo vystaveni
rostliny nadmérnému slunecni zafeni. Vnitfnimi faktory vedouci k senescenci jsou vék

a zdravotni stav rostlin &i vliv fytohormonu.

Studium tohoto stézejniho procesu je nyni, ve svété rychle se ménicich klimatickych
senescence a moznosti jejiho ovlivnéni dobfe prozkoumany, bude mozné tyto poznatky

aplikovat k dosazeni vysSich vynosl v zemédélské produkci.

K vyzkumu senescence je pouzivana fada modelovych rostlin (napfiklad
Arabidopsis thaliana). Vyznamnou kulturni plodinou uzivanou k vyzkumu senescence
je je€men sety (Hordeum vulgare), ktery je péstovan predevsim k vyrobé sladu, potravin,

krmiv, ale i farmaceutickych produkt.

Jiz dlouhou dobu jsou znamy pozitivni U€inky fytohormonu cytokinint na oddaleni
rostlinné senescence. Zajimavé oviem je, ze tento efekt je patrny pouze do jejich urité
koncentrace. Pfi jejim prekroCeni nastava ucinek opacny a dochazi k podpofeni
senescence. V této praci byla pouzita linie je€mene se snizenym endogennim obsahem
cytokinini pro vyzkum vlivu exogenni aplikace téchto hormont a svételnych podminek

na senescenci rostlin.
Cile prace byly stanoveny jako:

e extrakce a purifikace cytokinind z listovych segmentt transgennich linii jemene
v riznych dobach po zaseti;

e na zakladé stanovenych endogennich hladin cytokininG vybér linie se snizenym
obsahem cytokininG a vhodného stafi rostlin pro senescencni testy;

e zvladnuti metodiky stanoveni obsahu chlorofyld analyticky a pomoci chlorofylmetru
SPAD (Konica, Minolta, Japonsko), metodiky méfeni pomalé a velmi rychlé indukce
chlorofylové fluorescence pomoci pfistroji FluorCam a Plant Efficiency Analyser v€etné
analyzy dat, vyhodnocovani parametrl a zpracovani obrazka;

e provedeni méfeni pomoci vySe uvedenych metod na oddélenych listech ponechanych
v roztocich cytokinini pod osvétlenim o rizné intenzité;

e zpracovani vysledkld experimentl a jejich porovnani s dostupnou literaturou.

12



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou evoluéné starou a vysoce konzervovanou skupinou
nizkomolekularnich latek, které byly nalezeny v rliznych Zzivych organismech (Spichal,
2012). V rostlinach tvofi vyznamnou skupinu fytohormont podilejici se na kontrole procesu
jako bunécéna proliferace a diferenciace, které jsou stéZejni pro spravny rust a vyvoj
rostlinného organismu.

Chemicky se jedna o derivaty adeninu v pozici N6, které muzeme rozdélit dle typu
postranniho fetézce do dvou zakladnich skupin: izoprenoidni a aromatické. Mezi
izoprenoidni CK Ffadime cis- a trans-zeatin (cZ, tZ), dihydrozeatin (DHZ) a N6-(A2-
izopentenyl)adenin (iP). Do druhé skupiny cytokinind fadime benzylaminopurin (BAP),
kinetin nebo topoliny. Kromé vySe uvedenych CK byla pfipravena i fada CK syntetickych,

jako jsou napfiklad derivaty fenylmoc&oviny (obr. 1; Shantz et Steward, 1955; Spichal, 2012).

HMR OH

N “> ’@ NG-(2-hydraxybenzyljadenin; ortho-tapolin
L
H

OH

/\@ NE-[3hy droxybenz yljadenin; metatopolin
nazev; zkratka

NG-[A%-isopentenyljadenin; iP @H_E_: R
OH

trans-zeatin
OH @ N A-phenylurea; DPU

cig-zeatin
@4 Nephenyl-N'-(2-chloro-d-pyridyl jrea: CPPU

3.3

N&-benzyladenin; BAP

AR s ::d :
ydrozeatin
}I'd Mphenyl-N-{1,2, 3Hhidiazol-G-yl urea, thidiazuron, TOZ

Obr. 1: Struktury pfirozené se vyskytujicich a syntetickych CK (pfevzato a upraveno, Mok et Mok, 2001).
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Klicovymi enzymy biosyntézy cytokinind jsou izopentenyltransferazy (iPT),
které katalyzuji vznik adeninovych ribotidl vazbou izopentenylové skupiny do N6 pozice
ATP &i ADP (Taya et al., 1978). Vznikly produkt je hydroxylovan na izopentenylovém fetézci
cytochromem P450 monooxygenazou CYP735A1 nebo CYP735A2 (Takei et al., 2004).
Produkt této reakce je ovsem stale ve formé ribotidu, a proto je cytokinin malo aktivni.
Aktivaci CK zajistuji enzymy rodiny LONELY GUY (LOG) odstépenim cukerné casti
a fosfatu (Kurawa et al., 2007).

Aktivni cytokininy vyvolavaji bunéénou reakci skrze spousténi signalnich drah
vazbou ha pfislusné receptory. V A. thaliana jsou znamy tfi transmembranové receptory
z rodiny histidin protein kindz (Arabidopsis histidine kinases, AHK) a to AHK2, AHKS3
a AHK4 (také znam jako CRE1 ¢i WOL; Suzuki et al., 2001; Yamada et al., 2001; M&honen
et al.,, 2000; Inoue et al., 2001). Signal je z AHK proteini prfedavan pres histidin
fosfotransférové proteiny (Arabidopsis histidine kinases, AHP) na regulatory jaderné
odpovédi (Arabidopis response regulators, ARR), které mohou tlumit i aktivovat expresi

cilovych genll (Hwang et al., 2012).

Aby byla v rostliné udrzena homeostaza, existuji cesty doCasné Ci trvalé deaktivace
CK skrze pfipojeni cukernych zbytkl v ruznych pozicich molekuly CK. Reverzibilni
konjugace CK s cukry je dana aktivitou enzym( uridindifosfatglykosyltransferaz (UGT)
a enzymlO metabolismu purind jako adeninfosforibosyltransferazy (APT). Vzniklé O-
glykosidy slouzi jako zasoba CK, ktera muze byt rychle prfevedena do aktivni formy
odstépenim cukerného zbytku enzymy B-glukosidazami ¢i enzymy LOG (Brzobohaty et al.,
1993). Ireverzibilni inaktivace CK je dana pfimou glykosylaci purinového kruhu CK v pozici
N7 nebo N9 enzymy UGT76CL1 & UGT76C2 za vzniku trvale inaktivnich N-glykosidd (Mok
et Mok, 2001).

Degradaci CK zajiStuji enzymy cytokinin dehydrogenazy/oxidazy (CKX),
které katalyzuji odstépeni nenasyceného postranniho fetézce CK v pozici N6 za vzniku
odpovidajiciho aldehydu a adeninu &i adenosinu (Paces et al., 1971; Skalicky et al., 2018).
Preferovanymi substraty CKX jsou volné CK a CK ve formé ribotidl. Substituce funkénich
skupin CK na purinovém kruhu nebo O- ¢&i N-glykosylace zabranuji $tépeni CK pomoci
enzymu CKX. V A. thaliana bylo identifikovano sedm CKX enzyml, které se liSi aktivitou,
intracelularni lokalizaci a mirou exprese (Schmiilling et al., 2003). Exprese riznych enzymu
CKX mUze byt indukovana exogenni aplikaci CK (Bhargava et al., 2013). Overexprese
enzyml CKX v A. thaliana vede ke snizeni hladin endogennich CK a k rozli€cnym defektiim
ve vyvoji rostlin (Kieber et Schaller, 2014). Metabolismus a signalni drahy CK jsou shrnuty
v obr. 2.
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ABCG PUPs

APH1-5 P

LOG1-9
IPT3

APOPLAST (~pH 5.5) ENTs

Obr. 2: De novo syntéza CK je v A. thaliana zprostfedkovana izopentenyltransferazami (IPT) hlavné
v chloroplastech, také v mitochondriich, cytosolu a jadfe. LONELY GUY (LOG) enzymy se nachazeji v cytosolu
ajadie (Noh et al, 2003). Biosyntéza je ve schématu znaCena modrymi Sipkami. Enzymy
adeninfosforibosyltransferazy (APT) katalyzuji opacnou reakci. VétSina aktivnich CK muze byt modulovana
uridindifosfatglykosyltransferazami (UGT) nebo -glukosidazami (Zluté Sipky znaci reverzibilni i nereverzibilni
inaktivaci). Kone¢nym degradac¢nim produktem je adenin (Ade), ktery vznikd funkci enzymu cytokinin
dehydrogenazou/oxidazou (CKX). Transport (bilé Sipky), je zajistovan purinpermeazami (PUP) a proteiny ENT.
Protein ABC transportér rodiny G ¢len 14 (ABCG14) je exportér trans-zeatinovych forem CK (Miller et al, 1955).
Pro signalizaci (Cervené Sipky) jsou stézejni histidin protein kinazy (Arabidopsis histidine kinases AHK). Pfenos
signalu zprostfedkovavaji histidin fosfotransférové proteiny 1-5 (Arabidopsis histidine kinases, AHP) na
regulatory jaderné odpovédi (Arabidopis response regulators, ARR) typu A nebo B. Inhibi¢ni funkci pIni histidin
fosfotransférovy protein 6 (AHP6). Aktivace B-ARR vede k transkripci cilovych gena véetné A-ARR, které tvori
zpétnovazebnou smycku (Galichet et al, 2008). Zelena hvézda predstavuje typy CK, Glc — glukdza; NT —
nukleotidy; NG — N-glukosidy; OG — O-glukosidy; P — fosfat; R — ribotidy. Pfima &ara nalezi dobre
prozkoumanym, potvrzenym proces(iim, pferuSovana ¢ara pak méné jasnym proceslim (prevzato, Skalicky et
al., 2018).

V dnesni dobé je znama cela fada procesl ovliviiovanych cytokininy. Pro pfiklad
uvedme regulaci buné&ného cyklu, aktivity kofenovych a stonkovych meristém, vyvoje
chloroplastu, indukci kveteni nebo regulaci senescence (Werner et Schmilling, 2009;
Hwang et al., 2012; EI-Showk et al., 2013; Kieber et Schaller, 2014). Cytokininy také hraji
roli v reakci na environmentalni stres, jako je sucho, chlad, zasoleni Ci stres vyvolany
svétlem (Argueso et al., 2009; Vanstraelen et Benkova, 2012; Cortleven et Schmuilling,

2015). V této praci se zaméfime na vliv cytokinini na fotosyntézu a senescenci rostlin.
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2.2 Fotosyntéza

se 0 proces pfemény svételné energie na energii chemickou, slozeny ze dvou fazi.

Primarni faze je zavisla na svétle. Probiha na tylakoidni membrané chloroplastt,
ktera obsahuje transmembranové komplexy proteind a barviv zvané fotosystémy.
Fotosystémy jsou slozeny z reakénich center a ze svétlosbérnych antén. Molekula
chlorofylu interaguje s fotony svétla, ¢imz dochazi k pfechodu elektron( chlorofylu na vysSi
energetickou hladinu. Tyto excitované stavy jsou pfenaseny z perifernich oblasti antény do
pfilehlého reakéniho centra. V reakéni centru fotosystému Il (PSIl) dojde k pfedani
vysokoenergetického elektronu elektronovému transportnimu fetézci. Donor elektronu je
regenerovan elektronem ziskanym z molekuly vody. Jeji hydrolyzou vznikaji protony a také

plynny kyslik, ktery je vedlejSim produktem fotosyntézy.

Béhem pfenadeni vysokoenergetického elektronu do fotosystému | (PSI) dochazi
ke generaci gradientu H* iontl na tylakoidni membrané a ke vzniku elektrochemického
potencialu umoznujiciho syntézu ATP. Energie excitovaného elektoru je vyuzita k produkci
NADPH. V sekundarni fazi fotosyntézy jsou vyrobené ATP a NADPH pouZity k fixaci uhliku
z CO, do molekul sacharidu (Alberts et al., 2001).

2.2.1 Fotosyntéza a cytokininy

Kratce po objeveni cytokinind byl pozorovan jejich vliv na redukci degradace chlorofylu
(Richmond et Lang, 1957) a poté rovnéz na jeho biosyntézu (Sugiura, 1963). To vedlo

k otazkam, zda CK ovliviuji samotny proces fotosyntézy.

V roce 1977 dosli Buschmann a Lichtenthaler ve své praci v zavéru, ze CK v fedkvi
podnécuji vznik elektronového transportniho fetézce zvySovanim aktivity kyslik-vyvijeciho
komplexu, mnozstvi P700 (reakéni centrum PSI) a zastoupeni plastochinonu. Rada
experimentu s jinymi druhy rostlin v3ak tento zavér nepotvrdila (napf. Zerbe et Wild, 1980).

Obecné prevladaji prace dokladajici pozitivni uc€inky CK.

Potvrzen je ovSem negativni vliv vysoké koncentrace CK na primarni fazi
fotosyntézy. U transgennich rostlin se zvySenou tvorbou CK dochazelo k nepatrnému
¢i Zzddnému zvySeni fotosyntetické aktivity. Pfi pfekroCeni urcité koncentrace CK ovS8em
nastal utlum fotosyntézy (Ondrej et al., 1990; Siffel et al., 1992; Catsky et al., 1993). Dale

v praci Synkové et al. roku 1999 byl na transgennich rostlinach tabaku Pssu-IPT
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prokazan rozdil v ovlivnéni transportnich fetézct PSI a PSII vysokymi koncentracemi CK.

Zatimco PSII nebyl témérf vibec inhibovan, u PSI doslo k inhibici ze 70 %.

Dnes jiz tedy vime, Zze CK fotosyntézu jako takovou ovliviuji. Zda je jejich efekt
pozitivni €i negativni zavisi na jejich koncentraci. Cytokininy reguluji expresi velké fady
genu. V rlznych druzich rostlin (tabak, okurka, huseni¢ek) byla po aplikaci CK pozorovana
silna up-regulace genl koédujicich obé podjednotky enzymu RUBISCO a genu kédujicich
protein vazajici chlorofyl a ve fotosystému Il (Lerbs et al., 1984; Ohya and Suzuki, 1991;
Chory et al.,, 1994). Do svételné Casti fotosyntézy CK pravdépodobné zasahuji skrze
strukturalni zmeény riznych &asti elektronového transportniho fetézce (Cortleven et Valcke,
2012). Konkrétni mechanizmy v8ak zatim Cekaji na objeveni (Cortleven et Schmiilling,
2015). Vénujme se proto nyni prozkoumanéjsi oblasti, vztahu CK s organelami, ve kterych

fotosyntéza probiha.

2.2.2 Vztah cytokinina a chloroplastu

Chloroplasty jsou vyznamné semiautonomni organely rostlinnych buné&k umozriujici
autotrofni zpusob vyzivy. Kromé fotosyntézy v téchto organelach dochazi také k biosyntéze

mnoha primarnich a sekundarnich metabolit(i (Lopez-Juez et Pyke, 2005).

Nezbytné je pfipomenout, Ze pravé v chloroplastech jsou lokalizovany nékteré
enzymy biosyntézy CK (viz. obr. 2). V A. thaliana se v chloroplastech nachazi vétSina
proteind IPT (IPT1, IPT3, IPT5 a IPT8) katalyzujicich prvni krok biosyntézy CK.
Chloroplasty také obsahuji specifickou sadu metabolitd cytokininl, v€etné volnych bazi,
ribosid( a ribotidu jako N-glukosidy (Benkova et al., 1999). Jsou proto dulezitym mistem

podilejicim se na regulaci homeostazy CK.

Obdobné jako vSechny ostatni plastidy se chloroplasty vyvijeji z proplastidd
pfitomnych v meristematickych burnikach. Stézejni roli béhem diferenciace proplastidd hraji
vnéjsi i vnitfni faktory, jako jsou svétlo a fytohormony. Pfi rastu rostliny ve tmé vznikaji
etioplasty, které maji semikrystalickou strukturu (prolamelarni téliska slozena z lipida
a NADPH-dependentnich protochlorofylid oxidoreduktaz, POR; Armstrong et al., 1995; Vinti
et al.,, 2005). Pfi osvétleni rostliny dochazi k procesu de-etiolizace. Rozpadaji
se prolamelarni téliska za tvorby typického uspofadani tylakoidni membrany (obr. 3). Dale
je akumulovany protochlorofylid konvertovan na chlorofyl. Je rovnéz spousténa syntéza
chlorofylu de novo. Ve vysledku je formovan pIné funkénich chloroplast (von Arnim et Deng,

1996).
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Obr. 3: Snimek buriky pSenice z elektronového mikroskopu zachycujici ranou fazi de-etiolizace. PLB jsou

prolamelarni téliska, T je jiz formovana tylakoidni membrana (pfevzato a upraveno, Staehelin, 2003).

Cytokininy zasahuji do vyvoje a diferenciace chloroplastu na nékolika mistech skrze
transkripéni faktory (Werner et Schmiilling, 2009). Stimulacni efekt cytokinind na tvorbu
chloroplastu je zavisly na intaktnich prolamelarnich téliscich a na stabilité enzymd POR,

ktera je ovliviiovana pravé cytokininy (Kusnetsov et al., 1998).

Béhem de-etiolizace CK podporuji rozpad prolamelarnich télisek a formovani vnitini
struktury chloroplastu, ktera je nezbytna pro jejich spravnou funkci (Parthier, 1979; Chory
et al., 1994). Efekt CK byl pozorovan také u rostlin okurky (Cucumis sativus) ovlivnénych
cytokininy rostoucich na svétle, ve kterych se vytvoril vy$Si pocet tylakoidd na granu

(Farineau et Rousseaux, 1975).

Zajimaveé je, ze cytokininy maji také vliv na pocet chloroplasti. V A. thaliana reguluji
jejich déleni skrze ovliviiovani hladiny proteinu plastid division 2 (PDV2; Okazaki et al.,
2009; Cortleven et Schmulling, 2015). Vliv CK na chloroplasty je shrnut v obr. 4.
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Obr. 4: Schéma popisujici signalni drahy CK v A. thaliana vedouci k ovlivnéni chloroplastd skrze transkripni
faktory (TF). PInou €arou jsou vyznaceny experimentalné potvrzené kroky signalni drahy, pferusovanou ¢arou
pak &asti signalni drahy, které zatim nejsou zcela jasné. Stimulace receptorl histidin protein kinaz 2, 3
(Arabidopsis histidine kinases, AHK2, AHK3) ¢&i rlznych B-typd regulatord jaderné odpovédi (Arabidopsis
response regulators, ARR1, ARR10, ARR12) cytokininem vede k transdukci transkripénich faktord a nasledné
k ovlivnéni vyvoje &i funkce chloroplastu. Neni jasné, zda je cytokinin response faktor 2 (CRF2) zapojen do
signalni drahy po ARR proteinech &i zda je pfimo aktivovan bocni cestou signalni drahy CK (Rashotte et al.,
2006). Transkripéni faktor elongated hypocotyl 5 (HY5) je zodpovédny za zelenani stonku indukované CK.
Jeho funkce je podporovana TF Golden2-like GLK2 (Kobayashi et al., 2012). Dalsi TF gata, nitrate-inducible,
carbon-metabolism involved (GCN) a GNC-like/cytokinin-responsive gata factor 1 (CGA1) reguluji mnozstvi
procesu vyvoje chloroplastt a déleni plastidi (Richter et al., 2010; Kéllmer et al., 2011; Chiang et al., 2012).
Protein CRF2 zvySuje mnozstvi proteinu plastid division 2 (PDV2) odpovédného za déleni plastid( (Okazaki et
al., 2009). Sigma faktory (SIG) jsou nezbytné béhem veskeré odezvy chloroplasti na CK, jelikoz obecné reguluji

rychlost transkripce (pfevzato a upraveno Cortleven et Schmiilling, 2015).

Exprese mnoha jadernych i chloroplastovych genlt spojenych s fotosyntézou
je indukovana soucasné svétlem a cytokininy (jak napovida vySe uvedeny obr. 4). Dnesni
modely nasvédCuji tomu, Ze signaini drahy svétla a CK mohou byt v ur€itych bodech
propojeny, diky ¢emuz spousti obdobnou odpovéd, napfiklad skrze ARR4 &i fytochrom B
(Chory et al., 1994; Hwang et Sheen 2001; Sweere et al., 2001).
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2.3 Sveétlo

Svétlo je ¢ast elektromagnetického zafeni v rozsahu vinovych délek pfiblizné 400-700 nm.
Pro fotosyntetizujici organismy ma zasadni vyznam coby zdroj energie pro fotosyntézu

v podobé fotosynteticky aktivniho zafeni.

Svétlo ma vliv narlist a vyvoj rostlin a podobné jako cytokininy se ucéastni
morfogeneze a de-etiolizace. Regulace vyvoje silné zavisi na spektralni kvalité i kvantité,
na sméru a také periodicité svétla (Chen et al., 2004; Kami et al., 2010). Vnimani svétla
zprostfedkovavaiji v rostlinach receptory zaznamenavajici rozdilné vinové délky spektra
(Chen et al., 2004, obr 5).

I .
4% ) ¥

fototropiny kryptochromy fytophromy

v

SD LD
fototropismus de-etiolizace fotoperiodicita

Obr 5: Shrnuti receptord ¢erveného a modrého svétla a priklady fyziologické odpovédi (pfevzato a upraveno;
Lin, 2002).

Za Citi vinovych délek odpovidajicich modré barvé zodpovidaji kryptochromy,
fototropiny a také zeaxantin. Kryptochromy zprostfedkovavaji rovnéz reakci na UV-A
zareni. Fytochromy jsou receptory ¢erveného (Re, 660 nm) a dlouhovinného ¢erveného
svétla (FR, do 730 nm). Jsou funkéni v podobé& homodimer(, pfi¢emz kazda monomericka
jednotka se sklada z €asti proteinové a k ni kovalentné vazané ¢asti chromoforové tvorené
linearnim tetrapyrolem. Tento tetrapyrol existuje ve dvou konformaénich formach (Pre
a Per) a reaguje bud na Re &i FR svétlo (Quail, 1997). Existuje pét typu fytochrom PhyA
— E (Mathews et Sharrock, 1997).

Fotoreceptory hraji dulezitou roli v mnoha vyvojovych stadiich rostlin. Velmi
podstatna je uloha fytochroml b&hem de-etiolizace, pfi kliCeni a pfi uhybavé reakci
béhem zastinéni rostliny. Fytochrom PhyB zajiStuje supresi prodluzovani hypokotylu

po jeho osvétleni, diky degradaci s fytochromy interagujicich transkrip&nich faktort PIF4
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a PIF5 (Quail, 2002; Lorrain at al., 2008). Kryptochromy spole¢né s fototropiny reguluji
fotomorfogenetickou odpovéd, v€etné naCasovani kveteni a regulace prodluzovani bunék
(Lin, 2002).

Kapacita fotosyntetickych reakénich center je limitovana, proto nedochazi k vyuZiti
veskerého svétla, které je absorbovano listem. Nezpracované svétlo zplUsobuje produkci
kyslikovych radikall, které oxiduji lipidy i proteiny tylakoidni membrany, v&etné proteinu
Ucastnicich se fotosyntézy, coz mlze mit pro rostlinu fatalni nasledky. Protoze rostliny
na rozdil od zZivo¢ichll nem(Zzou reagovat na vysokou intenzitu svétla zménou stanoviste,
doslo u nich k vyvinuti fotoprotektivnich mechanizma (Demmig-Adams et Adams, 1992).
Cast zareni absorbovaného listem je pouzita k fotosyntéze, ast je re-emitovana ve formé

fluorescence a Cast vyzarena v podobé tepla fotoprotektivnimi mechanismy (obr. 6).

fotosyntéza

fluorescence

Obr. 6: Schéma vyuziti svételné energie po jejim absorbovani listem.
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2.4 Senescence

Senescenci mizeme definovat jako programovanou degradaci a degeneraci na urovni
bunék, pletiv, organl ¢i celého organismu vedouci ke smrti (Lim et al., 2007). Jedna
se o komplexni a vysoce regulovany proces zahrnujici morfologické, fyziologické
a biochemické zmény stejné jako zmény v genové expresi (Gan et Amasino, 1997; Smart,
1994; Zhang et Zhou, 2013).

Senescence mitoticka je stav, kdy burika jiz neni schopna podstoupit dalSi déleni
z duvodu stafi (Jeyapalan et Sedivy, 2008). V pfipadé rostlin hovofime o post-mitoticke
senescenci. Pfikladem, kdy dochazi k zaniku celého organismu, je senescence u ryze,
projevujici se degradaci chlorofylu a fascinujicim vybarvenim podzimnich listd opadavych
dfevin (obr. 7; Whoo et al., 2013).

Obr. 7: Vybarveni podzimnich listd opadavych dfevin jakoZto projev senescence.

Béhem listové senescence dochazi krozsahlym zménam bunécné struktury,
metabolismu i genové exprese. Jiz od poCatku senescence bézZi degradacni procesy
v chloroplastech, pro rostliny Zivotné dulezitych organelach obsahujicich 70 % listovych
proteinu. Naproti tomu struktura jadra a mitochondrii se méni az ve finalnim stadiu toho
procesu. Degradace chloroplastl je nejvyraznéjSi zménou bunééné struktury projevujici
se Zloutnutim listd a poklesem aktivity fotosyntézy (Biswal et Biswal, 1988; Nooden et al.,
1997). DalSimi projevy senescence jsou zvySena peroxidace lipida a vySSi propustnost
membran pro ionty, které jsou zpusobeny zvysenou produkci kyslikovych radikalt (Leshem,
1988).
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Zmény metabolismu zahrnuji zpomaleni fixace uhliku do makromolekul a rozsahlé
katabolické procesy rozkladajici chlorofyl ale i makromolekuly jako proteiny, lipidy
a ribonukleové kyseliny. Produkty rozkladnych proces jsou nasledné transportovany

do jinych Casti rostlinného téla, kde mohou slouzit jako stavebni material &i zdroj energie.

Se senescenci asociované geny (SAG) jsou skupinou genu, které spolecné
s mnozstvim rozli€nych transkrip&nich faktord zajistuji genovou regulaci senescence (Barth
et al., 2006). Byly identifikovany u mnoha druh( rostlin a zasahuji do syntézy Siroké skaly
proteinll zodpovédnych za degradaci karbohydratd, lipidd, proteind a nukleovych kyselin,
jako jsou proteazy, lipazy, ribonukleazy, regulatory proteaz, malat syntaza, xantin
dehydrogenaza, 1-amino cyklopronan-1-karboxylaza oxidaza, glutaminsyntetaza a dalsi
(Barth et al., 2006; Buchanan-Wollaston 1994). Model pfenosu signalu béhem senescence

shrnuje obr. 8.

Senescence, bioticky a abioticky stres

Z

percepce receptory

A4

sekundarni pfenaZeée (cAMP, RDS, Ca**)

N\

aktivace signalnich drah

7 AV

MAPK driha CDPK driha
(mitogenem aktivované (kalcium dependentni
proteinkizdzy) proteinkinazy)

[ regulace transkripénimi faktory ]
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Obr. 8: Draha pfenosu signalu b&éhem senescence rostlin. Vnéjsi a vnitini faktory jsou zaznamenany receptory,
coz vede k zesileni signalu a ke spusténi MAPK ¢i CDPK signalni drahy. TranskripEnimi faktory (TF) reguluji
transkripci se senescenci asociovanych (SAG) gend, Ctyfi hlavnich skupiny TF: MYB (myeloblastézni TF
obsahujici konzervovanou MYB DNA-vazebnou doménu), WRKY (pro rostliny specificky Zinc-finger typ TF
obsahujici specifickou WRKYGQK sekvenci aminokyselin), NAC (rodina TF ucastnici se regulace vyvoje organt
a reakce na napadeni patogeny) a bZIP (basic leucine zipper, rodina TF obsahujici DNA vazebnou bZIP
doménu. Transkripci SAG genu nasleduje fyziologicka reakce s projevy senescence. (pfevzato a upraveno,
Thakur et al., 2016).
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Senescence je pfirozeny proces, ktery hraje dalezitou roli v Zivotnim cyklu rostlin.
Je nezbytny pro spravnou formaci organ(, ale také pro recyklaci zZivin. Pro zemédélskou
produkci a zvySovani vynosu z poli v dobé& neustale rostouci potfeby potravin hraje
pochopeni tohoto procesu a moznosti jeho ovlivnéni zasadni vyznam (Buchanan-Wollaston
et al., 2003; Lim et al. 2007).

V dnesni dobé je znama cela fada faktord ovliviiujici senescenci rostlin. Prvni
skupinou jsou faktory vnitfni. Zde mulzeme zahrnout vék a zdravotni stav rostliny,
pritomnost kyslikovych radikal(, ale také produkci fytohormonu. Rostlinné hormony hraji
v regulaci senescence velmi vyznamnou roli. Exprese genu asociovanych s rlznymi
fytohormony je béhem senescence pozménéna. Obecné muzeme G&inek hormon( rozdélit
na aktivacni a inhibi¢ni. Aplikace ethylenu, kyseliny abcisové (ABA) &i kyseliny jasmonové
vede k urychleni senescence. Cytokininy jsou povazovany za fytohormony senescenci
oddalujici (Thomas et Stoddart 1980; Thakur et al., 2016).

Vnéjsi, enviromentalni faktory ovliviiujici senescenci mizeme rozdélit na abiotické
a biotické. Mezi abiotické zarfadime nedostatek vilahy, vysoké &i nizké teploty, limitaci
v mnozstvi zivin, oxidativni stres zplUsobeny UV-B radiaci, nadmérné mnozstvi svétla,
zasoleni pudy a dalSi. Mezi faktory biotické fadime napadeni patogenem ¢&i nedostatek

svétla zplsobeny stinénim jinou rostlinou (Lim et al., 2003).

2.4.1 Vliv cytokininli na senescenci rostlin

Cytokininy jsou po dlouhou dobu znamy jako senescenci oddalujici hormony. Bé&hem
senescence dochazi k poklesu hladin CK a exogenni aplikace CK ¢i endogenni zvySeni
produkce CK, napfiklad uzitim pro senescenci specifického SAG12 promotoru, vedou
k oddaleni listové senescence (Gan et Amasino, 1995). Molekularni analyzy prokazaly,
Zze béhem senescence dochazi ke snizeni exprese proteinl zapojenych v biosyntéze CK
jako jsou enzymy IPT pfi souCasném zvySeni produkce enzym(i CKX odpovédnych
za degradaci CK (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Regulaci senescence zajistuji CK
pfevazneé skrze receptory AHK3 ve spojeni s fosforylaci vedouci k aktivaci proteini ARR2
typu B (Riefler et al., 2006).

Hormony jsou latky, které vyvolavaji biologické ucinky jiz ve velmi nizkych
koncentracich. Pfi exogenni aplikaci nizké koncentrace CK jsou pozorovany pozitivni
u€inky na oddaleni senescence. Dochazi ke zpomaleni degradace chlorofylu (Selivankina
et al., 2001) a nesniZuje se propustnost membran (Kraus et al., 1993). Témé&rF opacny efekt

nastava pfi aplikaci vysokych koncentraci CK. Pojem vysoka koncentrace je v tomto
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pfipadé relativni, zavisi na druhu rostliny a dalSich faktorech. Ku pfikladu oSetfeni
suspenzni kultury tabaku hormony iP a BAP v koncentracich 30 uM vedlo k usmrceni bunék
apoptézou (Mlejnek et Prochazka, 2002; Mlejnek et al.,, 2003). Urychleni senescence
pfi uziti vysoké koncentrace CK byl pozorovan v mnoha studiich. Pfesny mechanismus

v

ucéinku neni bohuzel dodnes znam.

V béZzném Zivoté rostliny vede ke spusténi senescence malokdy jediny faktor.

Vliv abiotického stresu a CK na rostlinu shrnuje obr. 9.
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Obr. 9: Vliv abiotického stresu na signalizaci, transport a metabolismus CK vedoucich k rozdilné
fyziologické odpovédi rostliny A. thaliana. Izopentenyltransferazy (IPT), LONELY GUY (LOG),
adeninfosforibosyltransferazy (APT), cytokinin dehydrogenazy/oxidazy (CKX), protein ABC
transportér rodiny G ¢len 14 (ABCG14), histidin protein kinazy (Arabidopsis histidine kinases AHK),
histidin fosfotransférové proteiny (Arabidopsis histidine kinases, AHP), regulatory jaderné odpovédi
(Arabidopis response regulators, ARR) typu A nebo B, cytokinin response factors (CRF; prevzato

a upraveno, Pavlu et al., 2018).
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2.4.2 Vliv svétla na senescenci rostlin

V pfedchozich kapitolach bylo shrnuto, Ze rostliny potfebuji svétlo jak pro fotosyntézu, tak

pro spravny rlst a vyvoj. Jedna se tedy o dllezity zdroj energie a sou¢asné o dulezity signal.

Senescence je ovliviiovana pfevazné Cervenym a dlouhovinnym cervenym svétlem,
jejichz Citi zprostfedkovavaji fytochromy (Fankhauser, 2001). Zahgjeni senescence bylo
pozorovano ve tmeé za ucasti s fytochromy interagujicich transkripénich faktord PIF4 a PIF5
(Sakuraba et al, 2014). Naopak pfi osvétleni rostliny dochazi k zastaveni
senescence aktivitou PhyB receptord, které inhibuji TF PIF4 a PIF5 (obr. 10). Zaroveri jsou

aktivni transkrip&ni faktory ELF3 (early flowering; brzké kveteni).

tma svetlo

PIF4, PIFS

senescence

Obr. 10: Zapojeni fytochromd PhyB a svétla v regulaci senescence skrze TF PIF4 a PIF5.

Transkrip¢ni faktory PIF4 a PIF5 jsou dokonce zapojeny v signalnich drahach hlavnich
senescenci aktivujicich hormonu ethylenu a kyseliny absicové, kdy aktivni PIF4 a PIF5
pfimo aktivuji expresi s ethylenem spojeného TF EIN3 a s ABA-spojeného TF ABIS.
Transkripéni faktory PIF4, PIF5, EIN3 a ABI5 dale pfimo aktivuji expresi hlavni skupiny TF

spojenych se senescenci, faktort rodiny NAC (Sharma et Agarwal, 2019).

Na listy, které jsou CasteCné zastinéné, protoZe rostou na spodni &asti stonku,

Pfannschmid, 2008). Markantni je obohaceni o FR svétlo u rostlin rostoucich v lese ve stinu
stromU. Studie s mutanty v genu pro PhyA naznacuji, Ze tento fytochrom se nepfimo podili

na inhibici senescence pfi rastu v polostinu (Brouwer et al., 2014).

Vystaveni rostliny svétlu o vysoké intenzit€ muze rovnéz vést ke spousténi

senescence, zejména kvuli nadprodukci nebezpeénych kyslikovych radikald.
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2.5 Uzité experimentalni metody

2.5.1 Indukovana fluorescence chlorofylu a

Mérfeni indukovaneé fluorescence chlorofylu a (IFCH) je jednou z nej¢astéji pouzivanych
modernich biofyzikalnich technik ve vyzkumu fotosyntézy. Poprvé byla popsana Kautskym
a Hirschem v roce 1931. Jedna se o nedestruktivni, neinvazivni, relativné levnou a snadnou
metodu, ktera nam poskytuje velké mnozstvi informaci jak o aktivité fotosyntetického
aparatu, tak o celkovém zdravotnim stavu rostliny, ktery je do znaéné &asti jejim odrazem.

Hojné je uzivana také k fenotypizaci rostlin (Lazar, 1999).

Po absorbovani energie svételného kvanta chlorofylem dojde k excitaci elektronu
(obr. 11). Excitované elektrony mohou byt pouZzity jako hnaci sila fotosyntézy (fotochemické
zhaseni, qP). Druhou moznosti je vyzareni prfebyte€né energie ve formé fluorescence.
K tomu dochazi pouze v 3-5 % pfipadu. Treti moznosti je vyzareni energie ve formé tepla
(nefotochemické zhaseni, NPQ). Tyto tfi procesy jsou ve vzajemné kompetici a narust

v jednom parametru vede k poklesu v ostatnich (Lazar, 2014).
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Obr. 11: Jablonského diagram popisujici energetické hladiny molekuly chlorofylu. Silné horizontalni linie
pfedstavuji energetické hladiny, tenké linie pak vibracni hladiny. So je zakladni energeticky stav. Po absorbovani
(A) svétla rozdilnych vinovych délek (krat$i s vy$Si energii — modra Sipka, del$i s niz8i energii — oranzova Sipka)
dojde k excitaci molekuly a k pfenosu elektronu na vyssi energetickou hladinu (S1, S2). Zpét do zakladniho stavu
se molekula dostane po nékolika nanosekundach ztratou energie, bud fluorescenci (F) z Si1 do So nebo
fosforescenci (P) z tripletniho excitovaného stavu Ti do So. Tenké vertikalni Sipky predstavuji neradiativni
tranzice jako vibracni relaxaci (VR), interni konverzi (IC) nebo inter-system crossing (ISC), které pfedstavuji
ztratu energie konverzi na teplo (pfevzato, Lazar, 2014).
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Pribéh IFCH se sklada ze dvou fazi. V prvni rychlé fazi dochazi k vzestupu intenzity
fluorescence, nasledné ve druhé pomalé fazi k jejimu pozvolnému poklesu pfes jedno

¢i dvé lokalni maxima a minima do ustaleného stavu (obr. 12; Kautsky et Hirsch,1931).

intenzita fluorescence
(relativni jednotky)

0 60 120 180 240 300
cas (s)

Obr. 12: Kfivka popisujici jednotlivé faze indukované fluorescence chlorofylu a (IFCH) pfi méreni listll hrachu
adaptovanych na tmu (pfevzato, Lazar, 1999).

RozliSujeme dva typy méreni IFCH. Prvnim je méfeni vzestupu fluorescence
s vysokym Casovym rozliSenim pfi vysoké intenzité excitaéniho svétla. Druhym je pak
dlouhé méreni celého prabéhu IFCH pfi pouziti excitacniho svétla o rlznych intenzitach
(analyza zhaSeni, obr. 13; Lazar, 2014).

Obr. 13: Typicky pribéh zhaseci analyzy indukované fluorescence chlorofylu a (IFCH) na rostlinném materialu
adaptovaném na tmu (pfevzato, Pavlovi€ et Slovakova, 2015).
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Pfi zatemnéni listu (20-30 minut) dochazi k uplnému otevieni reakCnich center
fotosystému, k oxidaci vSech molekul plastochinonu v elektronovém transportnim fetézci
a k emisi minimalni fluorescence (Fo). Minimalni fluorescence mize byt méfena pfi nizké

intenzité excitacniho svétla okolo 0,1 pmol foton(.m2.s* PAR.

PFi osvétleni listu jsou redukovany molekuly plastochinonu. Pfi naplnéni kapacity
fotosystémd dochazi k zavieni funk&nich reakénich center, zasoba plastochinoni
je v redukovaném stavu, neschopna pfijimat dalSi elektrony. Energie je vyzafena formou
maximalni fluorescence Fn. Maximalni fluorescence je méfena pfi vysoké intenzité

excitaénich pulzd (nékolik tisic pmol fotont.m=2.s* PAR) po dobu asi jedné sekundy.

Ziskané parametry mohou byt vyuzity k vypoctu variabilni fluorescence (F,) dle
vztahu F, = F,, — F, a také maximalniho kvantového vytéZku fotochemické reakce
fotosystému Il (F/Fm) dle vztahu F,/F,, = (E, — Fy)/F,. Tento parametr vyborné koreluje
s kvantovym vytézkem produkce kysliku a je uzivan jako indikator pfitomnosti stresu na
urovni PSII, ktery se projevuje poklesem pod hodnotu 0,83 (coz je maximum parametru
Fu/Fm).

Dulezitym je, Ze analyza zhaSeni fluorescence dokaze rozlisit NPQ od gP. Oba tyto
procesy pomahaji minimalizovat tvorbu tripletu excitované molekuly chlorofylu, ktera dava
po reakci s kyslikem vzniku singletnimu kysliku, nesmirné reaktivni formé ROS.
Po pocdate¢nim rychlém nardstu fluorescence dochazi k jejimu poklesu na ustalenou
hodnotu (F), ktera je dana pravé zhasSecimi reakcemi. Miru NPQ muzeme stanovit
po zméfeni maximalni fluorescence chlorofylu ve stavu adaptovaném na svétlo (Fn’)
vypoétem ze vztahu NPQ = (E,—FE,")/E, . Posledni hodnotou, kterou z méfeni
ziskavame je minimalni fluorescence chlorofylu ve stavu adaptovaném na svétlo (Fo '), ktera

byva vyuzivana ke stanoveni qP dle vztahu qP = (F,," — F;)/(Fn" — Fy).

Nejpouzivanégjsim parametrem je efektivni kvantovy vytéZzek fotosystému Il (¢psi),
ktery odrazi kolik absorbovaného svétla je vyuzito pro fotochemické reakce a koreluje
s rychlosti fotosyntézy. Ziskavame jej vypoltem ¢pg;; = (B — Fr)/Ey". Vhodné je také
pouziti parametrd ¢neq @ ¢rp, nebot plati vztah ¢pgy + pypg + Ppp = 1. Hodnota ¢rp
vyjadfuje mnozstvi bazalniho neregulovaného nefotochemického zhaseni fluorescence
daného preménou na tepelnou energii. Hodnotu ziskame vypoctem ¢ , = F,/F,,. Parametr
dnrpo dava informaci o mnozstvi regulovaného, svétlem indukovaného nefotochemického
zhaseni. Vypocet je dan vztahem ¢ypo = Fi/F," — Fi/E,. (Lazar, 2014; Pavlovi¢ et
Slovakova, 2015).
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V této praci bylo pouZito méfeni zhaseci kinetiky pomoci pfistroje FluorCam. Pfistroj
se sklada ze zdroju svétel, které vydavaji zareni definované intenzity, detektoru
fluorescence, kterym je citliva CCD kamera, a softwaru, ktery umoznuje analyzu
naméfenych dat. Diky informaci o prostorovych soufadnicich fluorescence metoda
umoznuje 2D zaznam heterogenity signalu. Tim ziskavame vizualni pfedstavu o velikosti
méfenych parametrl a jejich distribuci v ramci organu (listu; obr. 14) &i organismu (celé

rostliny).

A B

Total tissues Symptomatic tissues  Impacted tissues Wilted tissues Necrotic tissues
No threshold Fv/Fm=0.6 045<Fv/Fm=<0.6  0.25<Fv/Fm=0.45 Fv/Fm=0.25

Obr. 14: Pfiklad vyuziti zdznamu chlorofylové fluorescence k vizualizaci poSkozeni listu fazole
patogenem. A — obraz napadeného listu pofizeny skenerem. B — sada snimku pofizenych pfistrojem

FluorCam predstavujici distribuci hodnot parametru Fv/Fm (pfevzato; Rousseau et al, 2013).

2.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je jednou z nejuzivangjSich technik
detekce v analytické chemii. Ma rovnéz Siroké uplatnéni v biologickych védach, toxikologii,
analyzach kvality Zivotniho prostfedi a podobné. Je zaloZzena na stanoveni mérné
hmotnosti tedy poméru hmotnosti a naboje (m/z) iontu. Pfi znalosti poCtu naboju méfené
molekuly nam umozfuje urcit velmi pfesnou hmotnost a z toho i elementarni slozeni

analytu. Vyuziva specialni pfistroje, hmotnostni spektrometry.

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich €asti. Jak vypliva ze zakladniho
principu, méfit je mozné pouze molekuly nesouci naboj. Prvni ¢asti pfistroje je proto iontovy
zdroj, ktery ionizuje molekuly vzorku. RozliSujeme dva zakladni typy ionizaci,
a to tvrdé a mékké. Tvrda ionizace je historicky star§im typem. Je nevhodna pro analyzu
makromolekul jako DNA ¢&i protein(, protoze dochazi k preruSeni vazeb a ke ztraté

Vv s

ionizace meékké, zvlasté pak ionizace elektrosprejem (ESI). Jeji vyhodou je moznost
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propojeni se separacni technikami jako vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(UHPLC) &i kapilarni elektroforézou. Zvlasté on-line spojeni UHPLC s MS detekci je velmi

citlivé a hojné uzivané.

Vzorek je pfivadén do systému v kapalné matrici kapilarou, na kterou je vkladano
vysoké napéti. Kapilara usti hrotem, kde vlivem vysokého napéti dochazi k akumulaci
naboje. Do tekutiny je zavadén inertni plyn (Casto dusik). Dochazi ke vzniku spreje
z na povrchu nabitych kapiCek obsahujicich matrici a analyty. Z kapiCek se odpafuje
tekutina, coz vede ke zvySovani povrchového naboje az se prekro¢i mez (Rayleighuav limit)
a dojede ke Coulombické explozi. Tim se kapiCka zmensuje, dochazi k uplnému vypareni
matrice a naboj se akumuluje na molekulach analytu, které jsou vedeny do dalSi ¢asti

hmotnostniho spektrometru (obr. 14).

a) zbytkovy naboj
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Obr. 14: Prevedeni molekul analytu z kapalné faze na ionty v plynné fazi pfi ESI (pfevzato a upraveno,
Verplaetse et Tytgat, 2011).

Analyzator je druhou ¢asti hmotnostniho spektrometru. Analyzator nam umoziiuje
separovat ionty dle jejich hmotnosti & poméru m/z, poté je propustit na detektor.
Rozlidujeme celou fadu analyzator(. Castym typem je kvadrupdl, ktery vyuziva stabilitu
v trajektorii letu iontd v oscilujicim elektrickém poli. Nastavenim kvadrupdlu (podminky)
nam umoznuje propustit na detektor jen analyty o urcité m/z (obr. 15). Bé&Zné jsou také
iontové pasti Ci analyzatory doby letu. Analyzatory doby letu (time of fligth, TOF) vyuZivaji

rozdilné rychlosti letu iont o vysoké ¢i malé molekulové hmotnosti v elektrickém poli.
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Obr. 15: Schéma hmotnostniho spektrometru obsahujiciho analyzator kvadrupdl umoznujici propusténi urcitého

ionu na detektor (pfevzato a upraveno, Santoiemma, 2018).

Casté je zapojeni vice analyzator( v tandemu. To umozfiuje kombinace vlastnosti
vice analyzatorl dle typu stanovovanych analyti. Mozné je rovnéz vyuziti kolizni cely.
Jedna se o analyzator (Casto kvadrupdl €i iontova past) naplnény koliznim plynem. Srazka
molekuly plynu s molekulou analytu zpusobi jeji fragmentaci. K fragmentaci mohou byt na
prvnim analyzatoru vybrany ionty splfujici jistou podminku ¢i mohou byt z kolizni cely dale
propustény jen urcité charakteristické fragmenty. Diky tomu ziskdavame velké mnozstvi

informaci o analytech a mizeme detailné analyzovat i komplexni vzorky.

Treti Casti pfistroje je detektor. NejCastéji se jedna o nasobicCe, které vyuzivaji efekt

nasobeni elektront po dopadu iontu analytu na dynodu (Hoffmann et Stroobant 2007).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a chemikalie

Semena jeCmene setého kultivar Golden promise wild type a semena s overexpresi
cytozolarnich CKX1 enzymu (cytAtCKX1 B2/3 a cytAtCKX P2/5, dale jen jako linie C3 a linie
C5) a vakuolarnich CKX1 enzymu (VAtCKX1 B6 a VAtCKX1 F dale jen jako linie VF a VB)
byla poskytnuta pani doktorkou Veronique Hélene Bergougnoux-Fojtik z Oddéleni
molekularni biologie, Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zemédeélsky vyzkum,

Olomouc, Ceska republika. Tyto transgennich rostliny byly vyuZity v praci Vojta et al., 2016.

Hoaglandlv zivny roztok: 1500 uM dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko),
1000 uM tetrahydrat dusinanu vapenatého (Sigma-Aldrich, Némecko), 500 M
dihydrogenfosfore€nan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko), 250 uyM heptahydrat siranu
hofe¢natého (Sigma-Aldrich, Némecko), 50 uM chlorid draselny (Sigma-Aldrich, Némecko),
2 M siran manganaty (Sigma-Aldrich, Némecko), 2 uM heptahydrat siranu hofe¢natého
(Sigma-Aldrich, Némecko), 0,5 uM pentahydrat siranu médnatého (Sigma-Aldrich,
Némecko), 0,5 uM tetrahydrat heptamolybdenanu hexaamonného (Sigma-Aldrich,
Némecko), 12,5 uM kyselina borita (Sigma-Aldrich, Némecko) a 20 yM chelat Zeleza
(FeEDTA, Sigma-Aldrich, Némecko), destilovana voda.

Perlit (Perlit s.r.o., Ceska republika), ethanol (Sigma-Aldrich, Némecko), tekuty
dusik, methanol (Merck KGaA, Némecko), kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko),
interni standard cytokinint (Laboratof ristovych regulator Univerzity Palackého, Olomouc,
Ceska republika), Oasis MCX (30 mg/1 ml; Waters, USA), kyselina dusiéna (69,0%; VWR
Chemicals S. A. S., Francie), hydroxid amonny (25%; Merck KGaA, Némecko),
redestilovana voda z Millipore Simplicity, Micro spin filter (0,2 M), Micro insert (0,1 ml, 28x6
mn), DMSO (Sigma-Aldrich, Némecko), 6-benzylaminopurin (BAP; Laborator rlstovych
regularotd, UP Olomouc, Ceska republika), bunicina, aceton (Sigma-Aldrich, Némecko),
led, uhli¢itan hofe€naty (Sigma-Aldrich, Némecko). Modifikovany Bieleskeho roztok (60%
methanol + 10% kyselina mravenéi + 30% destilovana voda). 0,35M roztok hydroxidu
amonného — elu¢ni roztok pro nukleotidovou frakci (25 ml/l hydroxidu amonného + 975 ml/|
destilované vody). 0,35 M roztok hydroxidu amonného v 60% methanolu — elu¢ni roztok pro
frakci bazi a O-glukosidld (25 ml/I hydroxidu amonného + 600 ml/l methanolu + 375 ml/l

redestilované vody).
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3.2 Pristrojové vybaveni

Fytokomora AR-100L3 (Percival Scientific, Perry, lowa, USA), Algaetron (PSI, Brno,
Ceska republika); kulovy mlynek MM301 (Retsch & Co. KG, N&mecko), analytické vahy
(Sartorius Weighing Technology GmbH, Némecko), sonifikacni lazen Transsonic T310
(ELMA Schmidbauer GmbH, Némecko), laboratorni rotator Stuart SB3-BB Scientific
(Keison Products Velka Britanie), Millipore Simplicity purifikacni systém vody (Milipore
Corp, USA), centrifuga Avanti 30 (Beckman Coulter, USA), minicentrifuga, Acquity UPLC®
I-class systém (Waters, USA) v€etné Binary solvent manager a Sample manager spojeny
s hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem Xevo™ TQ-S MS (Waters MS
Technologies, Manchester, Velka Britanie) vybaveny ionizaci elektrosprejem ESI, UHPLC
kolony s reverzni fazi Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm; Waters,
USA), vakuova rotacni odparka Trigon-plus RCT1010 (Thermo Fisher Scientific, USA),
zobrazovaci metoda méfeni indukované fluorescence chlorofylu FluorCam 700 MF (PSl,
Brno, Ceska republika), chlorofylmetr SPAD-502 (Konica Minolta Sensing, Japonsko), Li-
Cor (LI-COR Biosciences GmbH, Némecko), méfeni velmi rychlych zmén v indukované
fluorescenci chlorofylu Plant Efficiency Analyser PEA (Hasnatech, King's Lynn, Anglie),

spektrofotometr Unicam UV550 (ThermoSpectronic, Velka Britanie).

3.3 Experimentalni metody

3.3.1 Vysadba rostlinného materialu

Pro vybér vhodného stafi a typu rostliny bylo vysazeno pét variant rostlin je€mene (WT, C3,
C5, VF, VB). Kvétinae o rozmérech 8x8x8 cm byly naplnény do 3/4 perlitem. Na vrstvu
perlitu byla pokladena semena je€mene setého, vzdy patnact semen na jeden kvétinac
pro termin sklizné 8, 11 a 14 dni, pro terminy pozdéjsi pak po deviti semenech/kvétinac.
Pro kazdou variantu bylo vysazeno 90 rostlin. Semena byla pfekryta asi 2 cm vrstvou
perlitu. Kvétinace byly umistény na podtacek naplnény standartnim Hoaglandovym Zivhym
roztokem a vloZeny do fytokomory. Zivny roztok byl dolévan podle potieby tak, aby byl perlit

neustale vihky (pfiblizné co 2 dny).

Rostliny byly péstovany pfi svételném rezimu 16 h svétlo, 8 h tma; intenzita svétla
100 pmol fotont.m2.s; vlhkost vzduchu 60 %; teplota 21 °C) po dobu 8, 11, 14, 21 a 28
dni.
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Na zakladé vysledkd méfeni obsahu cytokininl byly pro senescencni testy zvoleny osmi
denni rostliny, které byly vysazeny a péstovany stejnym zplsobem (90 rostlin urcité

varianty).

3.3.2 Stanoveni obsahu cytokinint v transgennich liniich je€émene

Z rostlin je€mene byly v rdzné terminy (8, 11, 14, 21 a 28 dni) oddéleny primarni (pro 8 a 11
dni) nebo sekundarni listy (ostatni terminy). Z primarnich listd byly Ziletkou oddéleny 4 cm
segmenty. Pro sekundarni listy byla pouZita asi 7 cm horni ¢ast listu. Pro vytvofeni jednoho

vzorku (biologického replikatu) byly pouzity 3 az 4 listy.

Oddélené listy (3-4) byly rozetieny na tekutém dusiku v tfeci misce, pfeneseny do 2 mi
mikrozkumavky a zvazeny na analytickych vahach. Hmotnost byla zaznamenana
(okolo 80 mg). Vzorek byl pfenesen do tekutého dusiku a poté uskladnén pfi -80°C.
Pro kazdy genotyp rostlin byly v kazdy termin odebrany 3 biologické replikaty.

Po nasbirani vzorkGl ve vSech terminech, byl kazdy biologicky replikat rozvazen
na tfi technické replikaty tak, aby kazdy obsahoval minimalné 20 mg rostlinného materialu,

pfesné hmotnosti byly zaznamenany.

Pro extrakci cytokinind byl vyuzit standartni postup. Ke kazdému technickému replikatu
bylo pfidano 500 ul extrakéniho roztoku (modifikovany Bielského roztok), 3 homogenizaéni
kulicky a 20 pl standardu CK. Vzorek byl kratce zvortexovan, poté 3 minuty homogenizovan
na kulovém mlynku pfi 27 Hz a 3 minuty sonifikovan, aby doslo k uplnému rozbiti rostlinnych
bunék. Extrakce CK probihala 30 minut ve 4 °C pfi pomalém otaceni mikrozkumavek
(15 RPM). Pred precisténim byly vzorky centrifugovany 15 minut pfi 20 000 RPM, 4 °C.
Supernatant byl pfenesen do Cisté zkumavky a nafedén pfidanim 2 ml 1M kyseliny

mravendi.

Precisténi CK extraktu probihalo na iontové vyménném sorbentu. V Bielského
extrakénim roztoku s kyselim pH nabyvaji CK kladného naboje. Pfi pouziti kationtové
vyménné chromatografie dojde k interakci CK se stacionarni fazi (MCX) a k odstranéni

ostatnich slozek extraktu.

Chromatograficka kolona byla aktivovana promyvanim po 2x 1 ml methanolu,
destilované vody, 50% kyseliny dusi¢né, destilované vody a 1 ml kyseliny mravenci. Poté
byl po 1 ml nanesen cely vzorek, ktery byl nasledné pomyvan po 1 ml 1M kyseliny mravenci

a 100% methanolem. Eluce nukleotidu CK probéhla 1 ml 0,35 M hydroxidu sodného, eluce
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bazi CK poté 1 ml 0,35 M hydroxidu sodného v 60% methanolu. Elulat byl pfenesen

na odparku, kde doslo k uplnému odpareni tekutin.

Tésné pfed analyzou doslo k rozpusténi CK ve 40 ml 10% methanolu, 5 minutové
sonifikaci, kratkému zvortexovani. Vzorek byl pfenesen na 0,2 ym Micro spin filtr, ktery byl
centrifugovan 5 minut pfi 7 500 RPM. Vzorek byl pfenesen do inzertu ve vialce a pfipraven
k UHPLC-MS/MS analyze.

Mé&rfeni probihalo na Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA, USA)
vCetné Binary solvent manager a Sample manager spojeny s hmotnostnim spektrometrem
s trojitym kvadrupdélem XevoTM TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK)
vybaveny ionizaci elektrosprejem ESI. Data byla zpracovana MassLynxTM softwarem
s TargetLynxTM programem (verze 4.2., Waters, Milford, MA, USA). Pro UHPLC separaci
pouzity kolony s reverzni fazi Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (1,7 pm; 2,1 x 150 mm).

Separace na koloné probihala v gradientu methanolu (A) a 15mM mravenéanu
amonném (B; pH 3,95) nasledovné: 0 min, 5:95 (A:B) — 4 min isokraticka eluce, 5:95 (A:B)
— 10 min linearni gradient, 20:80 (A:B) — 15 min linearni gradient, 50:50 (A:B) — 15.50 min,
99:1 (A:B) — 16.00 min 99:1 (A:B) — 16.50 min, 5:95 (A:B) — 17.00 min, 5:95 (A:B). Pratok
¢inil 0,4 ml/min a teplota kolony 55 °C. Méfeni probihalo v kladném modu ESI+.

Sledovany byly reten¢ni Easy separovanych CK ve 4 MRM (MRM — multiple reaction
monitoring) oknech: 6.00 — 10.30 minut, 10.30 — 12.60 minut, 12.60 — 13.80 minut, 13.80 —
15.20 minut.

Parametry pro analyzu byly nastaveny nasledovné: teplota zdroje 150 °C; teplota
desolvatacniho plynu 600 °C; pritok desolvatacniho plynu 600 I/h; napéti v kapilafe 0,75
kV (Novak et al., 2008). Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci software MassLynx

(Target Lynx) metodou standardniho izotopového fedéni.

3.3.3 Vybér linie je€émene pro senescencni testy

obsahem aktivnich forem CK, linie VB. S touto linii transgenniho jeCmene spole¢né

s jemenem WT coby kontrolou byly provedeny senescencni testy.
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3.3.4 Senescencéni testy

Byly pfipraveny roztoky BAP v 0,5% DMSO o koncentracich 0, 1, 10, 100 a 300 pM.
Do mikrotitracni 96 jamkové desti¢ky bylo pfedlozeno 300 ul jednotlivych roztoku (tab. 1).

Tab. 1: rozloZeni roztokl pro senescencni testy v 96 jamkové mikrotitracni desticce.

radek roztok Cislo koncentrace BAP [uM]
1 0 0
2 - -
3 1 1
4 - -
5 2 10
6 - -
7 3 100
8 4 300

Z rostlin WT a VB byly oddéleny primarni listy. Z nich byly skalpelem oddéleny 4 cm
segmenty, které byly umistény fezem do roztoku v pfislusni jamce. Vznikly dvé mikrotitraéni
desticky s listy jedna pro WT a jedna pro VB.

Pripravené desticky s listy byly vioZzeny na navihéenou bunicinu, které branila

vysu$eni do plastové nadoby. Nadoba byla vloZzena do igelitového pytle.

Senescencni testy probihaly pfi péstebni intenzité svétla (100 umol fotont.m=2.s1)

a na svétle o 4x vyssi intenzité (400 umol foton.m2.s) vzdy po dobu &tyf dni.

V prvni den senescencniho testu byly také oddéleny kontrolni listy, u kterych byla
zméfena fluorescence chlorofylu a pfistrojem FluorCam a rovnéz koncentrace chlorofylu

pFistrojem SPAD a analyticky, stejné jako u listd po senescen¢nim testu.

3.3.5 Uréeni koncentrace chlorofylu

U kontrol stejné jako u listd po senescenénim testu byl méfen obsah chlorofylu.

Chlorofylmetr SPAD-502 slouzi pro rychlou a nedestruktivni analyzu obsahu chlorofylu

37



v listu. Kazdy 4 cm segment listu byl zatemnén a nasledné ponecham minimalné 10 minut
pfi pokojové teploté a bézném osvétleni. Nasledné byla zméfena na 7 mistech transmitance
listu pfi 650 nm a 940 nm. Ze ziskanych 7 hodnot byl vypocitan prameér, ktery predstavoval

relativni hodnotu obsahu chlorofylu. Vypocet obsahu chlorofylu (M) byl stanoven dle vzorce

l650?

11940
M =log(1"‘“’/ kde I jsou hodnoty transmitance méfené bez vlozeného listu, | je
Igso

zmérena transmitance vlozeného listu.

Stanoveni je velmi rychlé a jednoduché, avsak jsou znamy interferujici latky (napf.
antokyany), které mohou méfeni ovlivhovat. Proto bylo méfeni doplnéno analytickym

presnéjsi vysledky.

Kazdy list byl obkreslen na fdlii, diky ¢emuz bylo mozné stanovit jeho plochu
(program Image Analyser) a nasledné zamrazen v tekutém dusiku a uschovan v —80 °C,

aby nedoslo k degradaci barviv.

Kazdy list byl spoleéné s malym mnozstvim uhliCitanu hofeCnatého rozmélnén
v tfeci misce. Nasledné byl pfidan jeden ml 80% acetonu a pfenesen do mikrozkumavky.
TFeci miska a tlou¢ek byly vymyty druhym ml 80% acetonu, ktery byl rovnéz pfenesen do
stejné mikrozkumavky. Vzorky byly 10 minut centrifugovany pfi 4 000 g a 4 °C, aby doslo k
oddéleni extraktu barviv od pevnych &asti bunék. Extrakt byl pfenesen do sklenéné
zkumavky a nafedén tak, aby absorbance vzorku pfi 663,2 nm byla mezi 0,4-0,8.
Absorbance byla méfena spektrofotometrem pfi tyfech vinovych délkach 470, 646,8, 663,2

a 750 nm. Objem extraktu byl zaznamenan.
Vypoctem dle Lichtenthalera (1987):
Chl (a+b) = 7,15 * (Agez2 - A7s0) + 18,71 * (Agses - A7s0) [ng ml™!]

byla ur€ena koncentrace chlorofylu, ktera byla nasledné piepoctena na plochu listu

[ug.cm].
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3.3.6 Méreni pomalé indukované fluorescence chlorofylu a

Listy byly poloZzeny na navlhéenou buniinu a 20 minut zatemnény. Poté byly pfeneseny
do pfistroje FluorCam, kde probéhlo méfeni indukované fluorescence chlorofylu a.
Prvni bylo vyuzito méficiho svétla dostate¢né slabého, aby nevedlo k uzavirani reakénich
center (stanoveni Fo). Bylo aplikovano formou nékolika kratkych (mikrosekundovych)
zableskl ¢erveného svétla aplikovanych ve 20 ms intervalech. Pro méfeni Fn, byl vyuzit
1,6 s trvajici saturaéni pulz o intenzité svétla 2 500 pmol fotont.m2.s. Nasledovaly 2
minuty zatemnéni. Poté pro stanoveni Fn' byly listové segmenty vystaveny €ervenému
aktinickému svétlu o intenzité 230 umol fotond.m2.s. Po 3 sekundach bylo aktinické svétlo
doprovazeno sérii deviti saturaénich pulzt po dobu 166 s ve 20 s intervalech a dale po

dobu 22 minut v 59 s intervalech. Parametry a vypocty jsou shrnuty v tab. 2.

Tab. 2: parametry popisujici aktivitu fotosyntetickych aparat(i ziskané méfenim nebo vypoctem.

parametr zkratka vypocet
minimalni fluorescence Fo méfeno
maximalni fluorescence Fm méfeno
variabilni fluorescence Fv F,—F,
kvantovy vytézek fotochemické reakce ve fotosystému I Fu/Fm (B — Fy)/Ey,

ustalena hodnota fluorescence ve stavu adaptovaném

. Ft méFeno
na svétlo
maximalni fluorescence chlorofylu ve stavu .
] . Fm’ méfeno
adaptovaném na svétlo
minimalni fluorescence ve stavu adaptovaném na svétlo Fo' méfeno
efektivni kvantovy vytézek fotosystému Il Dpsii (E, —F)/E
fotochemicka zhaseni gP (B —F)/(E, —Fy)
regulované nefotochemické zhaseni ®nrq F./E, — F:/F,
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3.3.7 Méreni velmi rychlé indukované fluorescence chlorofylu a

Méreni probéhlo pfistrojem PEA na listovych segmentech pfiloZzenim sondy, ktera méfila
kinetiku indukované fluorescence chlorofylu po dobu 1 s za uziti intenzity svétla 40 %

(=1100 pmol fotonll.m2.s?). Data byla zpracovana v programu Biolyzer 3.

3.3.8 Analyza a zpracovani dat

K analyze dat byly vyuzity programy Microsoft Excel 2010 a OriginPro 8.5.1 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA). K ur€eni signifikantnosti dat byl vyuzit studentiv t-
test.
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4 Vysledky

4.1 Vybeér linie je€émene pro senescencni testy a jejiho stari

U &tyf transgennich linii jeémene a WT byl stanoven obsah CK v dospélych listech po osmi,
jedenacti, C¢trnacti, jednadvaceti a osmadvaceti dnes po zaseti. Podrobnou
tabulku vysledk méfeni obsahu CK v listech razné starych rostlin vSech sledovanych

genotypl naleznete v pfiloze (pfiloha A, B, C).

Pfi stanoveni celkového obsahu CK bylo zjis§téno, ze vSechny transgenni linie
obsahem CK z porovnani transgennich linii byla osmi denni linie VB, u které byla celkova
koncentrace CK stanovena jako 139,02 + 23,55 pmol/g FW. Tato hodnota je dokonce vysSi
nez mnozstvi CK ve WT, které €inilo 109,91+ 2,88 pmol/g FW. Pfesto, Ze tato linie ma
celkovy obsah CK vys3i, rozhodujici v naSem vybéru byl obsah biologicky aktivnich forem,
tj. bazi a ribotidd. Navic stafi osm dni odpovida klasickému usporfadani senescencnich

testl. Zastoupeni aktivnich a neaktivnich forem CK zobrazuje graf 1.

160 I
i Bliam =
120 B vB

=

30
25

20

obsah CK [pmol/1g FV]

aktivni formy nukteotidy O-glukosidy N-glukosidy

Graf 1: Celkovy obsah aktivnich (baze a ribotidy) a neaktivnich forem CK v osmi dennich listech linie
VB a WT je€mene piepoéten na 1 g Zivé hmoty. * odpovida statisticky vyznamnému rozdilu (t-test,
p < 0,05).

Aktivnich forem CK obsahuje vice WT oproti transgenni linii VB a to 0 21 %. Nejvyssi
mnoZstvi v obou liniich zaujimaji O-glukosidy. Signifikantné vy3&i je obsah inaktivnich N-
glukosidl (o 56 %) stanoveny pro linii VB oproti WT, ktery zpusobil i vy$Si celkovy obsah
CK u linie VB.
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Kromé rozloZeni aktivnich a inaktivnich forem nas zajimaly i endogenni hladiny riiznych
typu CK. Procentualni zastoupeni ¢tyf hlavnich typd CK (soucet aktivnich i neaktivnich

forem) v linii WT a VB zachycuje graf 2.

A typy CK pro WT

B typy CK pro VB

mtZ-formy mcZ-formy = DHZ-formy iP-formy

Graf 2: Procentualni zastoupeni trans-zeatinovych (tZ), cis-zeatinovych (cZ), dihydrozeatinovych
typl (DHZ) a N6-(A2-izopentenyl)adeninovych (iP) typli CK v osmi dennich listech linie WT (A)

a transgenni linie VB jeCmene (B).

Je zfejmé, Ze jednotlivé typy CK jsou v obou grafech zastoupeny v obdobném
mnozstvi. NejvySSi je podil cis-zeatinovych typu CK a to 92 % v obou testovanych liniich.
Nejnizsi je obsah dihydrozeatinovych typtd CK (méné nez 1 % u obou variant). U linie VB
pozorujeme zvyseni trans-zeatinovych typt CK o vice nez 1 % oproti WT a pokles forem iP
0 1 %. Tato data zobrazuji jak aktivni, tak inaktivni formy CK. Pfi analyze obsahu aktivnich
forem jednotlivych typl CK pro transgenni linii jeémene VB a pro WT je patrné jiné
zastoupeni jednotlivych typt CK (tabulka 3).
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Tab. 3: Soucet obsahu aktivnich forem CK tj. trans-zeatinovych (tZ), cis-zeatinovych (cZ) nebo N6-
(A2-izopentenyl)adeninovych (iP) bazi a ribotidd (tZR, cZR, iPR) z méfeni obsahu CK v osmi
dennich listech je€mene transgenni linie VB (hodnota zvyraznéna Cervené) a kontroly WT. Uvedeny
jsou priiméry (n=3) v pmol/g Cerstvé hmotnosti a SD. * odpovida statisticky vyznamnému rozdilu (t-
test, p < 0,05).

soucet aktivnich

linie tZ tZR cZ cZR iP iPR
forem CK
3,88 1,56 0,60 4,42 3,93
WT - 14,52 +0,76
+0,43 +0,08 +0,09 0,10 +0,06

3,10 0,31 1,81 2,49 1,49 2,45
VB 11,66 +0,83
0,14 10,04 10,04 +0,12 +0,13* 0,05*

Obsah jednotlivych aktivnich forem CK je pro obé linie podobny. Zajimavé je zvySeni
cZ ribotidd i cZ bazi u linie VB, které v8ak neni signifikantni. Statisticky vyznamny je vSak
pokles hladin ribotidl i bazi iP (o 34 %).

Mé&feni endogennich hladin CK pomoci UHPLC-MS/MS poskytlo data k vybéru linie

(11,66 pmol/g FW).
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4.2 Senescenc¢ni testy na péstebnim svétle

Transgenni linie jeémene VB, u které bylo zjiSténo nejvySSi snizeni endogennich hladin
aktivnich forem CK, byla pouzita spolu s WT pro senescencni testy (obr. 16 a 17).
Ke stanoveni miry senescence byla méfena fotochemicka uc¢innost fotosystému Il a obsah

chlorofylu pomoci dvou experimentalnich metod — chlorofylmetrem SPAD a analyticky.

Obr. 16: Listové segmenty rostlin WT pfed (A) a po (B) senescenénim testu inkubované v roztocich
BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 uM a na péstebnim svétle o intenzité 100 pmol foton(.m2.s1

Ctyfi dny.

Obr. 17: Listové segmenty rostlin VB pfed (A) a po (B) senescencnim testu inkubované v roztocich
BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 uM a na péstebnim svétle o intenzité 100 pmol foton(.m2.s1

Ctyfi dny.
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4.2.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl stanoven u senescentnich listl jeCmene linie VB a WT pomoci

chlorofylmetru SPAD (graf 3) a analyticky (graf 4).

—a— WT
45 —eo— VB
40
S, 35 ]
=
"g T *
(@]
2 30-
(&)
& .
©
[72]
o 05
20 -
I ¥ 1 L) I Y I
0 10 100 300

koncentrace BAP [uM]

Graf 3: Obsah chlorofylu méreny chlorofylmetrem SPAD v listovych segmentech rostlin je€mene WT
a linie VB, inkubovanych po dobu ¢&tyf dni v roztocich BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 yM
a na péstebnim svétle o intenzit¢ 100 uymol fotonl.m=2.s1. PferuSovana ¢ara znazorfiuje obsah
chlorofylu méreny u kontrolnich listll pfed senescencnim testem (pro WT &ernd, 44 a. j.; a pro VB
Cervena 42,4 a.j.). Uvedeny jsou priiméry a SD; n=9. * odpovida statisticky vyznamnému rozdilu (t-

test, p < 0,05).
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Graf 4: Obsah chlorofylu méfeny analyticky v listovych segmentech rostlin jeémene WT a linie VB,
inkubovanych po dobu ¢&tyf dni v roztocich BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 uM a na péstebnim
svétle o intenzité 100 pmol foton(.m=2.s1. PferuSovana ¢ara znazorfuje obsah chlorofylu méfeny
u kontrolnich listt pred senescenénim testem (pro WT cernd, 36 pyg.cm=?; a pro VB Cervena, 34
hg.cm-2). Uvedeny jsou priméry a SD; n=9. * odpovida statisticky vyznamnému rozdilu (t-test, p <
0,05).

Pokud nebyl aplikovan BAP, WT dosahl vy$Si koncentrace chlorofylu, pravdépodobné
diky vy$Simu obsahu endogennich CK oproti linii VB. Pfi aplikaci roztokd CK o vzrastajicich
koncentracich byla po &tyfech dnech zaznamenana mensi degradace chlorofylu, ktera byla
u obou genotypu rostlin obdobna. PFi méfeni obsahu chlorofylu dvéma experimentalnimi
metodami byly ziskany dva grafy s podobnym prabéhem. AvSak rozdily ve vysledcich
svédci o tom, Ze metody nejsou zcela srovnatelné. Zatimco pfi pouziti rychlé, neinvazivni
a nedestruktivni metody méfeni chlorofylmetrem SPAD se zvy3ujici se koncentraci BAP
roste koncentrace chlorofylu v senescentnich listech az k hodnoté 83 % obsahu chlorofylu
v kontrole, pfi uziti analytické metody dochazi k ristu koncentrace na jen 67 % puvodniho
obsahu chlorofylu. Analytické ur€eni je méné presné, jelikoZ se jedna o proces s pomérné
dlouhou pfipravou vzorku, kdy muze dochazet k degradaci molekul chlorofylu a k jejich

ztratam. Vliv ma také kvalita roztéru listu a dalSi faktory.
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4.2.2 Méfeni pomalé indukované fluorescence chlorofylu a

Pomoci pfistroje FluorCam byla méfena indukovana fluorescence chlorofylu a, ktera nam
poskytla mnozstvi udajl o stavu fotosyntetického aparatu a miry senescence. V grafu 5
jsou seskupeny parametry: maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSIlI ve stavu
adaptovaném na tmu (Fv/Fm); a parametry odrazejici stav adaptovany na svétlo: maximalni
kvantovy vytézek fotochemie PSIl ve stavu adaptovaném na svétlo (¢ps)), fotochemické

zhaseni (¢p) a nefotochemické zhaseni (dneo).
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Graf 5: Parametry odrazejici maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSIl ve stavu adaptovaném
natmu (Fv/Fm) a ve stavu adaptovaném na svétlo (¢psi), fotochemické (¢p) a nefotochemické
zhaseni (¢pnrq) po adaptaci na svétlo méfenych listovych segmentu podrobenych Ctyf dennimu
senescencnimu testu pfi exogenni aplikaci roztokd BAP o koncentraci 0, 10, 100 a 300 yM
pfi vystaveni péstebnimu svétlu o intenzité 100 umol fotond.m=2.st. Zobrazeny jsou hodnoty
mediant a kvartild, n=9. Cerna preru$ovana &ara znazorfiuje hodnoty naméfené u kontrolnich listd

WT pred senescenénim testem a ¢ervena preruSovana ¢ara hodnoty kontrolnich listd linie VB.

Stav fotosyntetického aparatu ve stavu adaptovaném na tmu popisuje parametr
Fv/iFm. V grafu 5 s rostouci koncentraci CK vidime pokles tohoto parametru z hodnot okolo
8,15 na hodnoty niz8i nez 7,9. Snizujici se narlUst pozorujeme u parametrd ¢psi a ¢p
popisujici funk&nost PSIl ve stavu adaptovaném na svétlo, coz ukazuje na sniZujici se

vytéZek fotosyntézy se zvysujici se koncentraci BAP. Zajimavé je srovnani s hodnotami
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kontrol naméfenymi pfed senescencnim testem, jelikoz v pfipadé ¢prsi a dp byly naméreny
jejich vy8si hodnoty az po senescencim testu. Je mozné, ze senescence v téchto listovych
segmentech teprve zacinala, a proto nedoslo ke snizeni funkce fotosyntetického aparatu
ve stavu adaptovaném na svétlo. ZvySeni je mozné také vysvétlit tim, ze listy v den
oddélovani segmentl pro senescencni test nebyly plné vyvinuté. Parametr ¢npo popisuje
nefotochemické zhaseni, které s rostouci koncentraci BAP kleslo méné nez u nulové

koncentrace BAP. Mezi liniemi nejsou vyrazné rozdily.

4.3 Senescencni testy na zvySené intenzité svétla |

Po provedeni senescencniho testu pfi ponechani listovych segmentl na péstebnim svétle
byly uskuteénény senescencni testy s aplikaci 4x vysSi intenzity svétla (400 pymol fotont.m
2,s1). Opét byla pouzita linie VB a WT (obr. 18 a 19). Ke stanoveni miry senescence byla
jako u pfedchoziho experimentu méfena fotochemicka ucéinnost fotosystému Il a obsah

chlorofylu pomoci dvou experimentalnich metod — chlorofylmetrem SPAD a analyticky.

Obr. 18: Listové segmenty rostlin WT pfed (A) a po (B) senescencnim testu inkubované v roztocich

BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 uM a na svétle o intenzité 400 pmol fotont.m=2.s1 &tyfi dny.

Obr. 19: Listové segmenty rostlin VB pfed (A) a po (B) senescenénim testu inkubované v roztocich

BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 yM a na svétle o intenzité 400 umol fotond.m=2.s1 étyfi dny.
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4.3.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl stanoven u listl je€mene linie VB a WT po senescenénim testu pomoci

chlorofylmetru SPAD (graf 6) a analyticky (graf 7).

obsah chlorofylu [a.].]

T T T T T
0 1 10 100

koncentrace BAP [uM]
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Graf 6: Obsah chlorofylu méreny chlorofylmetrem SPAD v listovych segmentech rostlin jeémene WT
a linie VB se snizenym endogennim obsahem CK, inkubovanych v roztocich BAP o koncentracich
0,1, 10, 100 a 300 uM a na svétle o zvySené intenzité 400 pmol foton(l.m-2.s1 ¢tyfi dny. PferuSovana
¢ara znazornuje obsah chlorofylu méfeny u kontrolnich listd pfed senescenénim testem (pro WT
¢erna, 44 a. j.; a pro VB Cervena 42,4 a.j.). Uvedeny jsou priméry a SD; n=11. * odpovida statisticky

vyznamnému rozdilu (t-test, p < 0,05).

49



B e e S o S S R i
34 foccomamsrosersooansosmercenere oo ps cRorDoT e s e s s
32
30
28 +
26 -
24 -
22 -
20 +
18
16
14
12 4
10 *
8 4
6
4
D
0 I ! | ! I ! I ! I
0 1 10 100 300
koncentrace BAP [uM]

obsah chlorofylu [ug . cm?]

Graf 7: Obsah chlorofylu méfeny analyticky v listovych segmentech rostlin jeémene WT a linie VB

se snizenym endogennim obsahem CK, inkubovanych v roztocich BAP o koncentracich 0, 1, 10,
100 a 300 pM a na svétle o zvy$ené intenzité 400 umol foton(.m=2.s1 &tyfi dny. PferuSovana ¢ara
znazornuje obsah chlorofylu méfeny u kontrolnich listd pfed senescenénim testem (pro WT ¢erna,
36 ug.cm?; a pro VB ¢ervena, 34 ug.cm2). Uvedeny jsou priméry a SD; n=11. * odpovida statisticky
vyznamnému rozdilu (t-test, p < 0,05).

U listovych segmentl vystavenych svétlu o zvySené intenzité doSlo k vyrazné
pfi stanoveni obsahu chlorofylu chlorofylmerem SPAD (graf 6) i analyticky (graf 7). Diky
pokroCilé senescenci u obou typl rostlin jsou vysledky ziskané obéma metodami
srovnatelné. Zvysujici se koncentrace BAP nevedla k vyraznému omezeni degradace
chlorofylu. Z grafli 6 a 7 je patrné, Ze listové segmenty vystavené svétlu o zvySené intenzité
podléhaji senescenci rychleji nez listy vystavené péstebnimu svétlu (graf 3 a 4). Listové
segmenty vystavené svétlu o zvySené intenzité patrné vice transpirovaly, coz vedlo
k nedostatku roztokl a k jejich vysuSeni. Experiment byl proto zopakovan s prib&znym

doplfiovanim roztoku (kapitola 4.4).
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4.3.2 Méreni pomalé indukované fluorescence chlorofylu a

Parametry popisujici stav fotosyntetického aparatu pfi adaptaci na tmu a svétlo jsou shrnuty

v grafu 8.
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Graf 8: Parametry odrazejici maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSIl ve stavu adaptovaném
natmu (Fv/Fm) a ve stavu adaptovaném na svétlo (¢prsi), fotochemické (¢p) a nefotochemické
zhaseni (¢neq) méfenych listovych segmentld podrobenych &ty dennimu senescenénimu testu
pfi exogenni aplikaci roztokt BAP o koncentraci 0, 10, 100 a 300 uM pfi vystaveni svétlu o zvySené
intenzité 400 pmol foton(.m2.s1. Zobrazeny jsou hodnoty mediani a kvartild, n=11. Cerna
prerusovana ¢ara znazornuje hodnoty namérené u kontrolnich listll WT pfed senescenénim testem

a Cervena prerusovana ¢ara hodnoty kontrolnich listd linie VB.

Hodnoty parametru Fv/Fm jsou velmi nizké. Zatimco u zdravych kontrolnich rostlin
dosahuji hodnot kolem 0,82 v grafu 8 nepfesahuji hodnotu 0,7, Castéji se pohybuji okolo
0,6. Je mozné pozorovat pozitivni efekt aplikace BAP (do koncentrace BAP 10 uM)
na snizeni poklesu hodnot kvantovych vytézkl ve stavu adaptovaném na tmu i na svétlo.
PFi jejim pfekroCeni se projevuje negativni efekt CK poklesem hodnot. Diky pokrocilému
stadiu senescence byla velka variabilita mezi jednotlivymi listovymi segmenty. Zda se, ze
vys88i mnozstvi CK v listech WT mohlo mit vliv na dosazeni vysSich hodnot kvantového

vytéZku i fotochemického zhasSeni oproti VB, ale rozdily mezi obéma liniemi jsou minimalni.
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Hodnoty nefotochemického zhaseni jsou vys$Si nez u segmentu vystavenych péstebnimu

svétlu (graf 5), coz koreluje s pokrocilejSi senescenci listt v tomto experimentu.

4.4 Senescencni testy na zvySené intenzité svétla ll

Kvali velmi pokrocilé senescenci listovych segmentu byl experiment se zvySenou intenzitou
svétla zopakovan. Na rozdil od pfedchoziho pokusu byly listovym segmentim v pribéhu

¢ty dnli senescencéniho testu prubézné podle potfeby doplfiovany pfislusné roztoky.

Experiment byl proveden opét s linii VB a WT (obr. 20 a 21).

Obr. 20: Listové segmenty rostlin WT pied (A) a po (B) senescencnim testu inkubované v roztocich

BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 yM a na svétle o intenzité 400 umol fotond.m=2.s1 &tyfi dny.

Obr. 21: Listové segmenty rostlin VB pfed (A) a po (B) senescenénim testu inkubované v roztocich

BAP o koncentracich 0, 10, 100 a 300 uM a na svétle o intenzité 400 pmol fotont.m=2.s1 &tyfi dny.
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4.4.1 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl stanoven u senescentnich listl jeCmene linie VB a WT pomoci

chlorofylmetru SPAD (graf 9) a analyticky (graf 10).

—a— WT

i —e— VB

e s perrrn = e————— p r——— e e—— e e

wod
40 *

obsah chlorofylu [a.j.]
®
|

T T
0 1 10 100 300

koncentrace BAP [uM]

Graf 9: Obsah chlorofylu méreny chlorofylmetrem SPAD v listovych segmentech rostlin jemene WT
a linie VB se snizenym endogennim obsahem CK, inkubovanych v roztocich BAP o koncentracich
0, 1, 10, 100 a 300 uM a na svétle o zvySené intenzit¢ 400 umol fotond.m-2.s-1 ¢étyfi dny.
PreruSovana ¢ara znazornuje obsah chlorofylu méfeny u kontrolnich listll pfed senescenénim testem
(pro WT cCerna, 44 a. j.; a pro VB Cervena 42,4 a.j.). Uvedeny jsou praméry a SD; n=11. * odpovida
statisticky vyznamnému rozdilu (t-test, p < 0,05).
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Graf 10: Obsah chlorofylu méfeny analyticky v listovych segmentech rostlin jeémene WT a linie VB
se snizenym endogennim obsahem CK, inkubovanych v roztocich BAP o koncentracich 0, 1, 10,
100 a 300 pM a na svétle o zvy$ené intenzité 400 umol foton(l.m2.s1 &tyfi dny. PferuSovana ¢ara
znazornuje obsah chlorofylu méfeny u kontrolnich listd pfed senescenénim testem (pro WT ¢erna,
36 pg.cm?; a pro VB ¢ervena, 34 ug.cm-2). Uvedeny jsou priméry a SD; n=11. * odpovida statisticky

vyznamnému rozdilu (t-test, p < 0,05).

V grafu 9 a 10 jsou zachyceny vysledky méfeni obsahu chlorofylu v listech podrobenym
tfetimu senescencénimu testu opét pod zvySenou intenzitou svétla 400 umol fotont.m=2.s.
Se zvysujici se koncentraci BAP doSlo ke zpomaleni degradace chlorofylu. S nejvyS$Si
koncentraci 300 uM BAP bylo dosazeno 80 % pUvodni obsahu chlorofylu listd kontroly,
pfi méfeni chlorofylmetrem SPAD dokonce 88 % (graf 9). Pribéh kfivek je v obou grafech
podobny, coz svédCi o srovnatelnosti obou metod. Je zajimave, Ze oproti grafim 3 a 4
dosahuje linie VB vyS§Sich hodnot nez WT pfi aplikaci nizkych koncentraci CK a nizSich
hodnot pfi pfekro¢eni 100 uM BAP. Rozdily mezi vysledky druhého a tfetiho senescencéniho
testu jsou dany eliminaci vlivu vysuSeni, ktery byl pfi druhém senescencnim testu

markantni.

54



4.4.2 Méreni pomalé indukované fluorescence chlorofylu a

Parametry z méfeni pfistrojem FluorCam popisujici stav fotosyntetického aparatu

adaptovaného na tmu a svétlo shrnuje graf 11.
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Graf 11: Parametry odrazejici maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSIl ve stavu adaptovaném
na tmu (Fv/Fm) a ve stavu adaptovaném na svétlo (¢rsi), fotochemické (¢r) a nefotochemické
zhaseni (¢neq) méfenych listovych segmentd podrobenych &ty dennimu senescencnimu testu
pfi exogenni aplikaci roztok( BAP o koncentraci 0, 10, 100 a 300 uM pfi vystaveni svétlu o zvySené
intenzité 400 pmol foton(.m2.s1. Zobrazeny jsou hodnoty mediani a kvartild, n=11. Cerna
preruSovana ¢ara znazorfiuje hodnoty naméfené u kontrolnich listd WT pfed senescenénim testem

a Cervena prerusovana ¢ara hodnoty kontrolnich listd linie VB.

Parametr Fv/Fm popisujici stav adaptovany na tmu je u obou linii niz8i nez hodnota
zdravych rostlin (0,82). Se zvySujici se koncentraci CK vSak parametr klesa méné
az na hodnotu 0,78. Tento trend nizSiho poklesu pozorujeme i pro parametry stavu
adaptovaném na svétlo (¢rsi @ ¢p). Rozdily mezi liniemi jsou zanedbatelné. Zajimaveé
je srovnani s grafem 5, kde pfi vystaveni svétlu o intenzit¢ 100 pymol fotond.m2.s?,
11 jsou stejné hodnoty pfi stejné koncentraci BAP nejvyssi naméfené. Hodnoty ¢neo
se zvySujici se koncentraci CK klesaji, coz odpovida zvysujicimu se vytézku fotosyntézy,

a tedy mensi potfebé& ochrany PSII pfed nadbyteCnymi excitacemi.
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4.4.3 Meéreni velmi rychlé indukované fluorescence chlorofylu a
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Graf 12: Parametry ziskané méfenim velmi rychlé indukované fluorescence chlorofylu a v listovych
segmentech podrobenych ¢&tyf dennimu senescenénimu testu pfi exogenni aplikaci roztokd BAP
o koncentraci 0, 1, 10, 100 a 300 yM a vystavenych svétlu o zvy$ené intenzité 400 umol fotond.m-
251 Zobrazeny jsou medianové hodnoty a kvartily, n=11. Cerna preruSovana &ara znazorfiuje
hodnoty naméfené u kontrolnich listd WT pfed senescencnim testem a Cervena preruSovana ¢ara

hodnoty kontrolnich listu linie VB.

Zatimco pfi méfeni parametru Fv/Fm pfistrojem FluorCam (graf 11) je pozorovan narust
parametru se zvysujici se koncentraci BAP, pfi méfeni stejného parametru pfistrojem PEA
(graf 12) je jeho hodnota vySSi a velmi podobna pro v8echna opakovani a obé varianty
rostlin. Také pfi zvySujici se koncentraci CK nedo$lo k vyraznému narustu hodnot Fv/Fm.
Pfi nizkych koncentracich vidime zna&nou smérodatnou odchylku, coz ukazuje na vysSi
miru senescence u nékterych méfenych segmentl. Rovnéz absence CK vedla k vy$si mife
senescence. Zato koncentrace 100 a 300 uyM BAP pomohly zvySit kvantovy vytéZzek

fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu.
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5 Diskuze

Pro nas experiment byly vybrany &tyfi transgenni linie je€mene jarniho s cilené zvySenou
expresi enzymu CKX1 ve vakuolach (linie VB a VF) nebo v cytosolu (C3 a C5)
bunék kofene. Enzym CKX1 je zodpovédny za degradaci CK, a proto jeho zvySena exprese
vede ke snizeni endogennich hladin CK v téchto rostlinach oproti WT. V praci Vojta et al.
Z roku 2016 byly vySe uvedené transgenni linie vystaveny stresu suchem, pfi€emz vSechny
vykazovaly vy$Si odolnost k tomuto typu enviromentalniho stresu oproti WT. BEhem stresu
suchem doslo v listech k podpofe exprese genl IPT zodpovédnych za biosyntézu CK,
k podpofe produkce antioxida¢nich flavonoidi a antokyand. Rovnéz mély rostliny kvali
jinému poméru auxinl a CK rozsahlejsi, ¢lenit&jsi kofenovy systém a vySSi obsah ligninu
obsazeného v bunéfnych sténach. Kombinace téchto faktord pravdépodobné vedla
k lepSimu pfeckani nepfiznivych podminek. Rostliny s overexpresi CKX1 lokalizovanou
ve vakuolach vykazovaly nizSi hodnoty fotochemie PSII i nizSi celkovy obsah chlorofylu
za nestresovych podminek oproti WT, coz bylo vhodné pro nami zamys$lené zkoumani vlivu
sniZzenych endogennich hladin CK na senescenci. Navic linie mély cilené zvySenou expresi
enzymu CKX1 pouze v kofenech, proto by nemélo dochazet ke zméné hladin CK

v oddélenych listovych segmentech transgennich rostlin oproti WT.

Pfed uskute¢nénim senescencnich testu bylo nutné vybrat transgenni linii a jeji stafi
uvedenych ¢tyf transgennich linii v rizné doby od zaseti (celkem Ctyfi terminy). Diky
zvySené expresi enzymu CKX1 jsme pfedpokladali, Ze bude patrny pokles v obsahu CK
pfi srovnani transgennich linii a kontrolnich rostlin. Pfekvapivé mezi transgennimi liniemi
a rostlinami WT nebyly patrné vyrazné rozdily v celkovém obsahu CK. AvSak WT mél vyssi
obsah aktivnich forem CK nezosmidenni linie VB, ktera byla proto vybrana

pro senescenéni testy.

Pokles obsahu aktivnich forem byl u VB rostlin o€ekavan, kvuli vy$Simu poctu
degradaci pfes enzymy CKX1. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.1 preferovanymi substraty
enzymu CKX jsou aktivni formy CK, zatimco O- ¢&i N- glukosidy nejsou pomoci CKX enzyma
Stépeny (Schmudlling et al., 2003). Zasobni formou CK jsou O-glukosidy, které mohou byt
lehce prevedeny na aktivni formy (Kieber et Shaller, 2014). Neaktivni zasobni O-glukosidy
tvofily nejvétsi mnozstvi CK v obou variantach rostlin (graf 1). Znacny byl také stanoveny
obsah N-glukosidu, ktery byl signifikantné vy3Si pro linii VB oproti WT, a ktery by mohl
odpovidat vySsi mife degradace CK v transgennich rostlinach, ktera neni pfimo zavisla

na enzymech CKX.
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Za nejzastoupenéjsi typy CK v rostlinach jsou povazovany tZ a iP (Hirose et al.,
2007). V pfipadé naseho méfeni obsahu CK, vSak nejvétsi podil zaujimaly cZ typy CK,
ato 92 %, jak u rostlin VB, tak u WT (graf 2). GajdoSova et al. ve své praci z roku 2011
uvadi, Ze béhem vegetativniho stavu listd A. thaliana byl obsah ¢Z pouze 5 %, zatimco tZ
tvofil 95 % celkového obsahu CK. Ve stejné praci byl zjistén narust mnozstvi cZ na 30 %
celkového obsahu CK u senescentnich 65 dni starych listd A. thaliana. Rozdil v obsahu cZ
a tZ typl CK mezi nasimi a jejich vysledky bude patrné zplsoben uzitim jiného druhu rostlin,
protoze pfi srovnani rostlin jednodéloznych a dvoudéloznych jsou jiné obsahy typd CK
bézné (Ramireddy et al., 2018). U jeémene byly prokazany vysoké koncentrace cZ typt CK
v ranych stadiich vyvoje endospermu semen, kdy dochazi ke stabilizaci zasob Skrobu,
ale po pfiblizné deseti dnech od opyleni zacinaji pfevazovat tZ formy (Powell et al., 2013).
U nékterych jednodéloznych rostlin jako je ryze byva obsah cZ typt CK vy$Si nez obsah tZ,
a cZ typy, které jsou obecné povazovany za malo aktivni zde vykazovaly vySsi aktivitu
(Lomin et al., 2011; Kudo et al., 2012). Nizké hladiny tZ a iP v rostlinach VB by mohly byt
zpusobeny vysSi expresi enzymu CKX1, které $tépi pravé postranni fetézce téchto typl

CK, av8ak pfi porovnani obsahu tZ typd CK s WT nejsou patrné vyrazné rozdily.

Zména v zastoupeni tZ aiP typu CK mezi transgenni linii a WT by mohla byt
zpusobena tim, Ze rostliny VB mély cilené vysSi expresi degradacnich enzym CKX1 pouze
v kofenech (Vojta et al., 2016). Je znamo, Ze biosyntéza tZ aiP typu CK je v ramci
rostlinného téla rozliSné lokalizovana. Primarnim CK tvofenym v kofenech
a transportovanym xylémem do nadzemni Casti je tZ, zatimco iP je pfednostné tvoren
v nadzemnich &astech rostlin a transportovan floémem do kofene (Kudo et al., 2010).
V listech transgenni linie jsme tedy oCekavali snizeni obsahu tZ typu CK v dusledku jejich
zvySené degradace enzymem CKX v kofenech. V pfipadé iP, ktery je produkovan
v nadzemnich ¢astech byl oCekavan spiSe narust obsahu, jakozto kompenzace snizenych
hladin tZ. Procentualni zastoupeni téchto typd CK skute¢né bylo mezi linii VB a WT
pozménéno, avSak prekvapivé. V pfipadé iP, doslo v listech rostlin VB k signifikantnimu

snizeni jeho obsahu a obsah tZ nebyl mezi liniemi vyznamné pozménén.

Cytokinin, ktery nepodléha stépeni enzymem CKX, DHZ (Schmudlling et al., 2003)
a u kterého byl proto pfedpoklad, Ze jeho hladiny nebudou mezi liniemi rozliSné, byl v obou
genotypech rostlin zastoupen ve velmi malém mnozstvi méné nez 0,1 % obsahu.
K exogenni aplikaci byl vybran BAP, ktery neni stejné jako DHZ pomoci CKX $tépen
(Schmilling et al., 2003) aje znama jeho vysoka ucinnost v senescencnich testech

s jeémenem (Zacharias et Ried, 1990; Holub et al., 1998; JaneCkova et al., 2019).

Pro spravny vyvoj chloroplastl a biosyntézu chlorofylu hraji CK stézejni roli
(Kusnetsov et al., 1998; Parthier, 1979; Chory et al., 1994; Cortleven et Schmiilling, 2015;
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Yaronskaya et al., 2006). Dobfe je v literatufe popsan pozitivni vliv CK na oddaleni projevu
senescence, jako je pravé degradace chlorofylu (Gan et Amasino, 1995; Kim et al., 2006).
Jsou ale také publikace, které se zabyvaji negativnim vlivem CK na senescenci rostlin
(Ondrej et al., 1990; Siffel et al., 1992; Catsky et al., 1993). Znamy je rovnéz znacny vliv
intenzity aplikovaného svétla na senescenci rostlin (VICkova et al., 2006), jak je ostatné také

patrné z teoretické Casti této prace.

Cortleven et al. v roce 2012 provedli studii s pouzitim transgennich rostlin tabaku
taktéz s overexpresi enzymu CKX1. V jejich praci byl patrny pokles obsahu chlorofylu
a karotenoidll v rostlinach transgenni linie oproti WT (karotenoidy o pfiblizné 52 %
a chlorofyly o pfiblizné 56 %). Je proto zajimavé, Ze béhem naSich experimentl byl vychozi
stav obsahu chlorofylu pro linii VB a WT témérf shodny. Rozdily mohou byt zptisobeny tim,
ze v nasem pfipadé byly CKX1 enzymy overexprimovany pouze v kofeni, zato v jejich
experimentalnim materialu i v nadzemni ¢asti. NizSi obsah chlorofylu v listech byl pak

zpUsoben snizenym vychozim obsahem CK.

PFi vyzkumu vlivu endogenniho obsahu CK a jejich exogenni aplikace na senescenci
rostlin byl navrzen model ucinku CK. Popisuje, ze CK maiji na oddaleni senescence
pozitivni vliv jen do urcité koncentrace. Pfi aplikaci nizkych koncentraci CK dochazi
ke snizeni degradace chlorofylu (Selivankina et al., 2001). Pfi zvySujici se koncentraci
nastava efekt opacny, tedy negativni a senescence je podporena. Pro pfiklad v praci z roku
1990 Zacharias a Reid pozorovali po aplikaci nizké koncentrace CK (1 yM BAP) omezeni
degradace chlorofylu, ale podpofeni degradace chlorofylu pfi zvySeni koncentrace tohoto
hormonu nad 100 uM. Proto kvuli snizenému obsahu aktivnich forem CK v linii VB bylo
pfedpokladano, Ze bude zjistén rozdil mezi u€inkem aplikovanych koncentraci BAP na listy
linie VB a WT. Na zakladé vySe uvedené studie |ze pfedpokladat, Ze vyssi koncentrace CK
nebudou mit na obsah chlorofylu u WT pozitivni efekt ¢i budou mit efekt pfimo negativni,
ale stejné mnozstvi BAP povede k pozitivnimu efektu na sniZeni degradace chlorofylu
u linie VB (obdobné jako v bakalarské praci MelkoviCové z roku 2012). Pfesto, Ze rozdily
v obsahu chlorofylu mezi WT a linii VB nebyly znacné, je z vysledku této prace patrny efekt
zvysujici se koncentrace CK na omezeni degradace chlorofylu pro oba genotypy rostlin,
a to na péstebnim svétle (grafy 3 a 4) i na svétle o zvySené intenzité (graf 9). Navrzenému
modelu rozdilnych uc€inkG exogenni aplikace CK na rostliny VB a WT pak odpovidaji
vysledky méfeni koncentrace chlorofylu chlorofylmetrem SPAD u péstebniho svétla (graf
3). Domnivame se, Ze diky snizenym endogennim hladinam CK mél BAP pozitivni efekt
v nejvysSi aplikované koncentraci na omezeni degradace chlorofylu u linie VB, avSak

v pfipadé WT doslo jiz k ¢aste€nému projevu negativniho efektu.
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Pfi aplikaci svétla o zvySené intenzité byvaji projevy senescence, v€etné degradace
chlorofylu, podpofeny kvuli vy§§imu oxidativnimu poSkozeni fotosyntetického aparatu
(Prochazkova et Wilhelmova, 2007). Proto byl pfi aplikaci vysSi intenzity svétla pfedpoklad,
ze budou pozorovany vice rozdilné vysledky pro linii VB a WT. Opét bylo zaznamenano
omezeni degradace chlorofylu se vzrlstajici koncentraci BAP a v pfipadé mérfeni obsahu
chlorofylmetrem SPAD doslo ke kyZzenému signifikantnimu prohloubeni rozdild mezi linii
VB a WT u tfi aplikovanych koncentraci BAP (graf 9). Vysledky rovnéz naznacuji, ze pokles
obsahu chlorofylu je u kontrolnich segment( transgenni linie VB se snizenym endogennim
obsahem CK vySsi nez u WT (grafy 3, 4 a 6) a pfi exogenni aplikaci CK dochazi k vy§§imu
omezeni degradace chlorofylu nez u WT (grafy 7 a 9). V pfipadé testu uvedeného v kapitole
4.3 (grafy 6 a 7) byl vliv vysuSeni béhem vystaveni listd svétlu o zvySené intenzité velice

znacny a byly ziskany vysledky odpovidajici pokrocilé senescenci.

Kromé vlivu na celkovy obsah chlorofylu nas také zajimal efekt hladin CK na u&innost
fotochemie fotosyntetického aparatu. Je znamo, ze rostliny s niz§im endogennim obsahem
CK jsou citlivéjsi k vystaveni svétlu o vysokeé intenzité, které podminuje tvorbu svételného
stresu a urychleni pribéhu senescence. Pro pfiklad v roce 2014 Cortleven et al. publikovali
praci, kde byly pouzity rostliny A. thaliana s overexpresi CKX4, a tudiZz se snizenymi
endogennimi hladinami CK. Mé&fenim maximalniho kvantového vytéZzku fotochemie PSII
ve stavu adaptovaném na tmu u téchto rostlin byl zjistén signifikantni pokles hodnot oproti
WT, ktery byl prohlouben aplikaci vysoké intenzity svétla (1000 pmol fotond.m?2.s?).
Opét Ize pFedpokladat, Ze vlivem nizSich endogennich hladin CK v linii VB budou zjiStény
rozdily v u€inku CK na aktivitu fotochemie PSII. Tento pfedpoklad se nepotvrdil, protoze
rozdily mezi linii VB a WT v aktivité fotosyntetického aparatu nebyly vyrazné. Je mozné,
jelikoz v nasem pripadé byla aplikovana intenzita svétla 400 ymol fotond.m?2.s* na rozdil

od vice nez 2x vysSi intenzity ve vySe uvedené publikaci.

P¥i aplikaci péstebniho svétla se vzristajici koncentraci CK bylo dosazeno snizujicich
se hodnot kvantového vytézku ve stavu adaptovaném na tmu jak u WT, tak u VB (graf 5).
To odpovidalo naSemu pfedpokladu, Ze vysoké koncentrace BAP nebudou mit na oddaleni
senescence pozitivni efekt (jako v praci Zacharias et Reid, 1990). Ve vySe uvedené studii
Cortleven et al. z roku 2014 po vystaveni rostlin se sniZzenym endogennim obsahem CK
svétlu o vysoké intenzité (1000 pmol fotond.m2.s) byl zaznamenan velmi vyrazny pokles
hodnot Fv/Fm oproti WT. Proto bylo v naSem experimentu predpokladano, Ze pfi aplikaci
svétla o vysSi intenzité bude s rostouci koncentraci CK kvantovy vytéZzek PSII také snizen.
Skute¢né doslo k poklesu hodnot maximalniho kvantového vytézku PSII pfi aplikaci svétla

o vy8Si intenzité a jeho vliv je z vysledkd dobfe patrny (srovnani grafl 5 a 11). Zajimavé je,
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Ze sjeho aplikaci doSlo k omezeni snizeni kvantovych vytézku fotochemické reakce
se zvySujici se koncentraci BAP. Pfi prvnim senescenénim testu se zvySenou intenzitou
svétla doSlo vlivem pokrocilé senescence a vyschnuti listovych segmentd k projevu
zvysujici se koncentrace CK na snizeni poklesu parametru Fv/Fm (graf 8). Nutné je také
zminit, ze vysledky méfeni (grafy 5, 8 i 11) byly nezanedbatelné ovlivnhény biologickou
variabilitou listovych segmentd. Zatimco jeden listovy segment obstal v podminkach
senescenc¢niho testu dobfe (byl pomérné zeleny, a tedy ne tak senescentni), druhy byl
na pokraji smrti. To zpusobilo velky rozptyl dat a znaéné chybové usecCky. Kdyz uvazime
hodnoty horniho a dolniho kvartilu, tak pfesto, ze v pfedstavenych grafech vidime urcity
trend, Casto nejsou hodnoty parametri dosazené pro jednotlivé koncentrace BAP statisticky

vyznamne.

U vysledkd méfeni hodnot kvantového vytézku PSII ve stavu adaptovaném na svétlo
a hodnot fotochemického zhaseni je vzdy patrna korelace. Tato mlze byt vysvétlena
logickou Uvahou: ¢im vice energie je rostlinou pouzito na fotosyntézu, tim je vy$si kvantovy
vytézek PSIlI a tim vice energie neni emitovano (je zhaseno uzitim k fotosyntéze).
Proto byly ziskany obdobné prabéhy kfivek pro ¢psi a o b&hem vSech meéfeni.
Oba parametry popisuji kvantovy vytézek fotosystému Il ve stavu adaptovaném na svétlo,
avSak ¢esi je efektivnim kvantovym vytézkem, ktery odrazi, kolik absorbovaného svétla
je aktualné pouzito k fotochemickeé reakci, kdy neni redukovana cela zasoba plastochinonu,
jen nékteré (Lazar, 2014). Na rozdil od toho paramentr ¢p odpovida stavu, kdy je vdechna
zasoba plastochinonl v redukovaném stavu a fotosystém jiz neni schopen pfijimat dalSi
energii k fotochemické reakci a za&inaji se projevovat fotoprotektivni mechanismy (Lazar,
2014; Pavlovi¢ et Slovakova, 2015).

Pri aplikaci péstebniho svétla oba parametry se vzristajici koncentraci BAP klesaly
a nejvyssich hodnot dosahovaly dokonce listy, kterym nebyl podan Zadny CK (graf 5).
Je zajimavé, Ze i pfes pokles hodnot jsou vysledky vy$Si nez u kontrolnich listd. Moznym
vysvétlenim je, ze fotosystémy nebyly pfi oddélovani listd zcela vyvinuté. Naopak
pfi aplikaci svétla o zvySené intenzité doslo s aplikaci CK ke snizeni poklesu jejich hodnot
(graf 11). Z toho vypliva, Ze koncentrace CK, které mély pfi péstebnim svétle na fotosyntézu

negativni efekt, mély efekt opacny pfi aplikaci svétla o zvySené intenzité.

V praci VI¢kové et al. byl zkouman vliv svétla a tmy spolu s G¢inky CK na senescenci
listd pSenice. Na kontinualnim svétle pfi aplikaci CK dochazelo k omezeni degradace
chlorofylu, k podpofeni fotochemie PSIl a k produkci asimilatd. Jejich akumulace
v chloroplastech ve formé& Skrobu pod vlivem CK byla popsana i v pracich Paramonova
et al., 2002; Wilhelmova et Kutik, 1995 &i Zavaleta-Mancera et al., 1999. Akumulace

asimilatt v chloroplastech vSak vedla ke spusténi zpétnovazebné smycky a ke snizeni své
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produkce skrze omezeni fotosyntézy. Toto omezeni fotosyntézy neni okamzité,
ale projevuje se az 4. ¢i 6. den senescencéniho testu (VICkova et al. 2006). Je proto mozné,
ze pokud by byl senescencni test se zvySenou intenzitou svétla prodlouzen o 1 &i vice dni,
doslo by k inhibici fotochemie PSII vlivem zvySujici se koncentrace CK. Je také mozné,
ze se negativni vliv CK projevil v prvnim senescenénim testu se zvySenou intenzitou svétla
podporou transpirace listovych segmentl, protoze CK mohou vést k otevirani praduchu

a tim k vétSim ztratam vody (VICkova et al., 2006).

PFi aplikaci zvySujici se koncentrace cytokininu a svétla o zvySené intenzité dochazi
k nadbyteéné excitaci fotosystému a k produkci kyslikovych radikalt, které jsou pro rostlinu
zivot ohrozujici a napomahaiji senescenci (VICkova et al., 2006). Proto jsou pro udrzeni
zivotaschopnosti rostlin nezbytné fotoprotektivni mechanismy. Zahrnuji cesty pro potlaceni
absorpce svétla, potlaceni produkce reaktivnich forem kysliku a cesty premény nadbytecné
energie na teplo (Horton et al., 1996; Logan et al., 2014). P¥i vystaveni rostliny vysSi
intenzité svétla, nez jaka je nutna pro maximalni vytézky fotosyntézy, hrozi bunécné
poskozeni (Li et al., 2009). Ochrana fotosyntetického aparatu deaktivaci nadbyteénych

excitaci na teplo je charakterizovana nefotochemickym zhasenim.

Nefotochemické zhaseni je velmi zajimavy parametr, ktery vypovida hodné
0 zdravotnim stavu rostliny. Jeho hodnoty by mély doplfiovat ostatni méfené parametry
amélo by platit, ze ¢im vice svétla je pouzito k fotosyntéze, tim menSi je hodnota
nefotochemického zhaseni. Obdobné pak muzeme fict, ze vys§i hodnoty NPQ odpovidaji

listdm zatizenym svételnym stresem ¢i listdm s probihajici senescenci (Logan et al., 2014).

Z vysledkll je patrnd korelace mezi hodnotami ¢nee @ FVIFM,  desi, dp,
ktera je bézna, jelikoz vychazi zjejich definice (Lazar, 2014). V pfipadé aplikace
péstebniho svétla doslo se zvysujici se koncentraci CK k rastu NPQ, coz neni s ohledem
na vysledky dalSich parametri pfekvapujici (graf 5). Béhem senescence se hromadi
oxidativni posSkozeni a NPQ, které se snazi potlacit dalSi narlst poSkozeni kvuli
nadbyteénym excitacim, roste. Pfi aplikaci svétla o zvySené intenzité (graf 11) doSlo
k podpofe senescence, nebot hodnoty NPQ bez CK jsou mnohem nizsi nez u péstebniho
sveétla, avSak se zvySujici se koncentraci BAP doslo ke snizovani NPQ, coz mlze byt dano

omezenim senescence pusobenim CK.

Souhrnné mulzZeme konstatovat, Ze pozitivni ucinky zvySujici se koncentrace CK
na potlaceni projevll senescence jeCmene se projevily omezenim degradace chlorofylu.
Uginky rostouci koncentrace CK na ovlivnéni fotochemie fotosyntetického aparéatu silné
zavisely na intenzité aplikovaného svétla. Pozitivni Ucinky zvySujici se koncentrace CK

na oddaleni projevll senescence byly zaznamenany pfi aplikaci svétla o zvy$ené intenzité,
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zatimco pfi aplikaci péstebniho svétla byl viiv vy$Sich hladin CK negativni. Rozdily mezi linii
VB se snizenym endogennim obsahem CK a WT nebyly patrné, proto bychom pro dalsi
experimenty, které by mohly ve vyzkumu pokracovat doporucili zvolit jiny vychozi material,
ktery by mél jesté nizSi endogenni hladiny CK. S ohledem na biologickou variabilitu
v méfeni i pfes projev urCitého trendu, nebyl potvrzen efekt koncentrace CK na ovlivnéni

fotochemie fotosyntetického aparatu pfi senescencnim testu.
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6 Zaver

Provedeni senescencnich testl s listy jeémene setého se snizenou endogenni hladinou

cytokinini a WT vedlo k nékolika zjisténim.

V prvni fadé byl prokazan vliv zvySujici se koncentrace CK na omezeni degradace
chlorofylu, a to jak pfi podminkach péstebniho svétla, tak i pfi vystaveni listovych segmentu
svétlu o zvySené intenzité. Nizké koncentrace CK vedly ke zmirnéni poklesu jak obsahu
chlorofylu, tak funk&nosti fotosyntetického aparatu, na rozdil od vysokych koncentracich
CK, které zmirnily pokles obsahu chlorofylu, avSak na funk&nost fotosyntetického aparatu

mély ve srovnani s koncentracemi niz§imi inhibi¢ni charakter.

Vysledky této prace také naznaluji, ze pfi studiu vlivu CK na fotochemi
fotosyntetického aparatu hraje dulezitou roli intenzita svétla. Koncentrace CK, které mély
pfi péstebnim svétle na fotosyntézu negativni efekt, mély efekt opacny pfi aplikaci svétla

0 zvysené intenzité.

Bohuzel, pfedpokladané rozdily mezi linii s overexpresi proteinu CKX1 a WT nebyly
patrné. Pro dalSi experimenty, které by mohly ve vyzkumu pokracovat bychom doporudili
zvolit jiny vychozi material, ktery by mél jesté nizSi endogenni hladiny CK a zvazit rovnéz
prodlouzeni senescencniho testu, aby se vice projevil negativni vliv CK. | pfes nezjisténé
rozdily mezi rostlinami se standardnimi hladinami CK a rostlinami se snizenym endogennim

obsahem téchto hormonu byly vSechny cile prace splnény.
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Prilohy

Priloha A: Obsah trans-zeatinovych forem CK v rlizné starych listech je€émene transgennich linii C3, C5, VF, VB a kontroly WT k vybéru transgenni
linie s nejniz8im obsahem CK. Formy: baze (tZ), ribotidy (tZR), O-glukosidy (tZOG), ribosidy-N-glukosidy (tZROG), N-glukosidy (tZ9G), ribosidy-5-
monofosfaty (tZR5'MP). Hodnoty aktivnich forem CK vybrané osmi denni linie VB jsou zvyraznéné Cervené. Jednotky jsou pmol/g FV. Zobrazeny

priméry a SD, n=3.

Samples iz tZ0G tZR tZROG t79G tZREMP
WT 8-clerni 3.85 £ 0.43 0.73 £ 0.06 = = 471 * 0.30 =
C3 8-denni 447 + 0.49 0.65 + 0.06 0.25 + 0.03 - 4.03 = 0.11 -
CE 8-denni 316 = 0.12 0.67 £ 0.02 = = 423 = 0.2z =
VF 8-denni 5.4 £ 0.06 0.63 £ 0.01 = = 471 = 024 =
VB 8-denni 340 0.14 0.75 = 0.05 0.31 = 0.04 - 437 = 0.06 =
WT 71-denni 1.22 0.10 0.95 £ 0.07 = = 552 = 0.23 =
C3 11-denni 1.20 + 0.06 0.84 + 0.05 - - 594 = 0.40 =
CE 11-denni 1.21 = 0.08 0.86 £ 0.05 = = 5.36 = 0.52 =
VF 11-denni 145 + 0.16 0.84 £ 0.02 = = 590 = 0.54 =
VB 11-denni 1.33 = 0.14 0.85 = 0.07 - - 535 = 0.14 =
WT 14-denni 246 = 0.11 247 0.08 = = 14,50 = .58 -
C3 14-denni 257 + 0.01 2.63 + 0.10 - - 20,09 + 0.91 1.15 = 0.04
C5 14-denni 263 £ 0.12 232 + 0.19 = = 18.67 = 1.52 -
VF 14-denni 244 + 0.16 2.36 £ 0.13 = = 16.62 = .81 -
VB 14-denni’ 278 + 0.14 200 + 0.12 = = 15.20 + 1.07 1.42 + 0.0
WT 21-denni 2.25 * 0.15 3.18 £ 0.17 = = 12.70 = 0.87 =
C3 2-denni 115 + 0.08 219 = 0.19 - - 10,92 = 0.23 =
C& 21-denni 133 £ 0.12 3.99 + 0.42 = = 2290 = 2.88 =
VF 21-denni 1.28 + 0.02 2.65 + 030 - - 11.99 = 0.70 -
VB 21-denni 1.59 = 0.10 3.53 = 0.01 = = 18.74 = 051 =
WT 28-denni 3.79 0.38 3.58 £ 0.06 = = 19.87 = 1.46 -
C3 28-denni 2.30 + 022 3.29 + 0.06 = = 19.31 = 0.14 -
C5 28-denni 2.29 = 0.05 3.33 £ 0.02 = = 158.84 = 127 -
VF 28-denni 2.70 + 0.19 3.84 + 0.20 - - 12.25 = 0.79 =
VB 28-denni 2.25 + 0.19 3.42 + 032 = = 11.26 = 1.11 =




Priloha B: Obsah cis-zeatinovych forem CK v rGzné starych listech je€mene transgennich linii C3, C5, VF, VB a kontroly WT k vybéru transgenni linie
s nejniz§im obsahem CK. Formy: baze (cZ), ribotidy (cZR), O-glukosidy (cZOG), ribosidy-N-glukosidy (cZROG), N-glukosidy (cZ9G), ribosidy-5-
monofosfaty (cZR5'MP). Hodnoty aktivnich forem CK vybrané osmi denni linie VB jsou zvyraznéné Cervené. Jednotky jsou pmol/g FV. Zobrazeny

priméry a SD, n=3.

Samples cL cf0G cfR cfROG cL9G cZR5'MP

WT 8-denni 1.56 * 0.08 86.51 = 251 0.60 = 0.05 3.76 = 0.19 - 1.44 = 0.01
C3 B-denni 1.65 = 0.14 102,39 = 1.03 0.68 = 0.07 3.26 = 0.34 - 0.90 = 0.04
C5 8-denni’ 217 = 0.19 91.44 = 5.67 113 = 0.0a 3 = 0.11 - 1.04 = 0.03
VF §-dlenmi 208 = 0.02 95.51 = 6.09 0.88 = 0.04 2.59 = 0.13 - 1.20 = 0.09
VB §-denni 181 = 0.04 107.40 .00 249 0.12 3.80 = 0.02 - 1.09 = 0.05
WT 17-denni 252 = 0.07 146,57 = 10.06 344 = 0.29 561 = 0.29 - 1.09 = 0.12
C3 11-denni 213 = 0.11 109.79 = 1.73 261 = 0.3z 6.43 = 0.15 - -

C5 11-denni 253 % 0.04 111.64 = 8.26 1.86 = 0.05 hii % 0.59 - =

VF 11-denni 3.08 = 0.31 117.46 = 1032 2.50 = 0.30 4.95 = 0.38 0.95 £ 0.05 -

VB 11-denni 2.4 = 0.11 106.70 = 6.61 1.98 = 0.25 5.46 = 0.13 - -

WT 14-denni 448 = 0.25 151.67 = 714 4.82 = 0.45 415 = 0.35 - 147 = 0.16
C3 14-denni 719 = 0.66 136.55 * 1.45 4.00 = 027 5,23 0.13 - 219 = 0.08
C5 14-denni 5.50 % 0.33 128.22 = 6.40 3.2T = 0.44 419 = 0.16 - 279 = 0.08
VF 14-denni 4.66 = 0.37 126.29 = 570 3.35 = 0.61 4.50 = 0.34 215 = 0.04 -

VB 14-denni 507 = 0.65 120,01 = 5.31 2.25 = 0.18 3.51 = 0.05 - -

WT 27-denni 2.56 * 0.45 99.37 = 3.43 2.36 = 0.80 444 = 0.10 - 3.94 = 0.10
C3 27-denni 1.87 = 0.16 61.94 = 4 69 0.74 = 0.02 337 0.25 - 1.37 = 0.16
C5 291-denni 4.29 = 022 132,39 = 16.08 281 = 0.13 5G9 = 017 - -

VF 27-denni 257 = 0.1 101.52 = 741 21 = 0.13 5,24 = 0.70 - 2.06 = 0.08
VB 21-denni 2.95 = 0.03 109.39 = 10.44 1.70 = 0.26 4.77 = 0.25 - -

WT 28-denni 207 = 0.06 102.94 = 545 235 + 0.30 BAT = 0.15 - 4.05 = 0.25
C3 28-denni 276 = 07 93.13 = 0.85 273 = 0.07 510 = 0.25 - 132 = 017
C5 28-denni 283 = 0.15 109.19 = 12.57 3.19 = 0.04 6.88 = 0.14 - 1.23 = 0.09
VF 28-denni J48 = 0.34 112,54 = 1012 4.06 = 0.16 6.56 £ 0.10 - -

VB 28-denni 3.25 * 0.08 123.01 = 10.03 538 = 0.46 6.54 £ 0.83 - 1.92 = 0.41




Priloha C: Obsah N6-(A2-izopentenyl)adeninovych forem CK v rizné starych listech je€mene transgennich linii C3, C5, VF, VB a kontroly WT k vybéru

v v

forem CK vybrané osmi denni linie VB jsou zvyraznéné ¢ervené. Jednotky jsou pmol/g FV. Zobrazeny priameéry a SD, n=3.

samples iP iPR iP9G iPR5 MP

WT &-denni’ 442 + 0.10 3.93 + 0.06 - -

C3 8-denni’ 7.21 + 0.76 4.04 = 0.20 - -

C5 8-denni’ 10.72 + 0.15 4.16 = 0.26 - -

VF &-denni 3.83 + 0.27 4.05 = 0.29 - -

VB B-denni 1.49 + 0.13 2.45 + 0.05 _ -

WT 11-denni’ 11.61 + 1.06 549 + 0.35 2.20 + 0.20 _

C3 11-denni 9.30 + 0.13 4.77 = 0.52 1.35 + 0.00 -

C5 11-denni 8.92 + 0.56 414 = 0.02 1.54 + 0.07 -

VF 11-denni 1578 + 0.67 574 + 0.55 1.44 + 0.04 -

VB 11-denni 8.01 = 0.31 3.40 + 0.05 - -

WT 14-denni’ 26.35 + 1.71 10.68 + 0.53 2.90 + 0.25 -

C3 14-denni 79.87 + 2.34 26.39 + 3.04 9.05 = 0.97 444 = 0.35
C5 14-denni 53.46 + 444 21,98 + 1.71 6.37 = 0.17 3.47 + 0.33
VF 14-denni 31.70 + 2.2 17.65 + 1.80 2.8 + 0.18 2.50 + 0.18
VB 14-denni 58,91 + 1.87 24.34 + 0.38 7.21 + 0.59 538 + 0.08
WT 21-denni’ 24.69 = 0.18 10,92 = 0.52 3.04 + 0.15 -

C3 21-denni 33.81 = 1.83 9.70 = 0.57 3.03 + 0.39 1.02 + 0.03
C5 21-denni 50,35 + 3.60 21.81 + 1.16 433 = 0.44 233 + 0.04
VF 21-denni’ 27.66 + 1.94 11.44 + 0.52 1.86 + 0.20 -

VB 21-denni 5501 + 1.02 20.16 * 0.95 3.80 * 0.37 2.26 + 0.30
WT 28-denni’ 11.21 = 1.35 6.01 = 0.17 1.03 = 0.11 -

C3 28-denni 48.48 = 357 20,64 + 1.90 3.27 + 0.18 148 + 0.05
C5 28-denni 44.60 = 3.51 26.72 + 0.54 2.71 + 0.10 3.00 + 0.06
VF 28-denni 32.42 + 4.04 21,55 + 1.00 1.50 + 0.24 2.56 + 0.41
VB 28-denni 26.08 + 1.30 16.98 + 2.00 1.34 + 0.20 1.86 + 0.27




