Cviceni z fyziologie rostlin
Senescence

Teoreticky uvod

Senescence je vysoce fizenym vyvojovym procesem programované degradace vedouci ke
smrti, ktery je iniciovan rdznymi vnitfnimi (napf. fytohormony, stari, fyziologicky stav) a
vnéjSimi (napr. svétlo, teplota, patogeneze, dostupnost vody) faktory. BEéhem tohoto procesu
zlstavaji bunky zZivotaschopné a dochazi k expresi specifickych gend. Pii senescenci dochazi
k zastaveni fotosyntézy, rozpadu chloroplastd a proteinti spolecné s poklesem obsahu chlorofylu
a aminokyselin. Viditelnym projevem senescence a jednim z jejich indikatord je pak zména barvy
listu, zpravidla Zloutnuti, vyvolana degradaci chlorofylu. Chlorofyl v§ak nenf jedinym rostlinnym
pigmentem, kjehoz degradaci v pribéhu prirozené iindukované senescence dochazi.
Degradovany jsou rovnéz karotenoidy - karoteny a xantofyly, v piipadé chlorofylu ale probiha
rozklad zpravidla ve vétsi mite, coz ma za nasledek zluté zbarveni senescentnich listd.

Cytokininy jsou velice dllezitou skupinou rostlinnych hormont. Ovliviiuji celou radu
vyvojovych a fyziologickych procest jako je bunécné déleni, vznik a regenerace organt, apikalni
dominance, de-etiolizace, metabolismus Zivin, obrana vic¢i patogeniim a listovd senescence.
V priibéhu senescence dochazi ke snizeni obsahu cytokinind v rostlinach. Exogenni aplikaci ¢i
zvySenim jejich endogenni hladiny je moZné senescenci oddalit. Ke stanoveni biologické aktivity
cytokinind jsou pouzivany tfi standardni biotesty — amaranthovy, kalusovy a senescencni.
V téchto biotestech je hodnocena aktivita latky v daném fyziologickém procesu.

Senescencni biotest je zaloZen na schopnosti cytokinind oddalovat degradaci chlorofylu
(typicky znak senescence). Je provadén na listech rostlin pSenice (Triticum aestivum L.) starych
sedm dni, kdy jsou jejich prvni listy jiZ plné vyvinuté a druhé listy zaéinaji rist. Spi¢ky prvnich
listd jsou oddéleny a bazalni stranou ponofeny do roztoku testovaného cytokininu. Segmenty
jsou takto inkubovany ve tmé (standardné po dobu 96 h), poté jsou z nich extrahovany pigmenty
a jejich obsah je spektrofotometricky stanoven.

Extrakt fotosyntetickych pigmentd ze zelenych casti vyssich rostlin obsahuje zejména
chlorofyl a, chlorofyl b a smés karotenoidi (B-karoten a xantofyly). Pro zjiSténi obsahu
chlorofylu a a b v acetonovém extraktu se pouzivd méfeni absorbance ve vybranych vinovych
délkach. Knaslednému vypocCtu obsahu pigmentd znamérenych hodnot absorbance jsou
vyuzivany napi. Lichtenthalerovy rovnice. Obsah pigmenti vlistech je moZné uvadét
v jednotkiach mnoZstvi (mol) nebo hmotnosti (kg, g, mg) vztazenych na jednotku plochy listu,
jednotku cerstvé hmotnosti nebo suSiny, pripadné i na jinou vztaznou veli¢inu (napt. celkovy
obsah proteint, objem listu, atd.).



Prakticka cast: Senescencni biotest

Rostlinny material: sedmidenni rostliny pSenice (Triticum aestivum L.) péstované za
definovanych podminek

Pomiicky: treci miska stlouckem, skalpel, nlZzky, pipety, S$picky, spektrofotometr,
mikrozkumavky, kyvety, pravitko, milimetrovy papir, centrifuga, folie, lihovy fix, Spachtle

Chemikalie: MgCO03, 80% aceton, roztoky cytokinint o riznych koncentracich
Postup:

UKol ¢&. 1: ZaloZeni senescenéniho biotestu

1. Naredit zasobni roztok cytokininu na poZadované koncentrace (1uM,10 uM,100 pM)

2. Do jamek mikrotitracni desky napipetovat 200 pl roztokt cytokininii nebo DMSO.

3. Zlisth pSenice oddélit segment o délce 5 cm od $picky listu, segmenty obkreslit na folii a
umistit je fezem do ptislusného roztoku.

4. Desku opatrné umistit do tmy.

0Oddélit kontrolni listy, obkreslit je a pripravit z nich acetonovy extrakt (postup viz ukol ¢. 2).

6. Provést spektrofotometrické stanoveni obsahu pigmenti Kontrolnich listi ke zjisténi
pocatecniho obsahu pigmentd v listech.

v

UKol ¢&. 2: Vyhodnoceni biotestu a extrakce pigmenti (7 dni po zaloZeni testu)

1. Vizualné zhodnotit senescencni biotest.
2. Segmenty obkreslit na folii.
3. Ze segmentd pripravit acetonovy extrakt:
« segment rozstrihat do treci misky, pridat Spetku MgCOs3 a diikladné rozetrit tlouckem
o pridat 1 ml 80% acetonu a opét homogenizovat, poté obsah misky slit do popsané
mikrozkumavky
« misku vyplachnout 1 ml 80% acetonu a obsah znovu slit do mikrozkumavky
« centrifugovat po dobu cca 5 min., max rpm, t=4°C
o po centrifugaci slit supernatant a na spektrofotometru zmeérit jeho absorbanci pri
vlnovych délkach 646,8 a 663,2 nm v jednocentimetrové kyveté
o supernatant pripadné zredit tak, aby absorbance pri vinové délce 663,2 nm byla
vrozmezi 0,4 - 0,8
« zapsat si presny objem supernatantu!!! (po ziedéni)

4. Znamérenych hodnot absorbanci (A) v prislusné vinové délce vypocitat podle nasledujicich
rovnic obsah chlorofyll a a b v extraktu:

Chl (Cl+b) = 7,15 (A663,2 -A 750) + 18,71 (A646,8— A750) [ug.ml-l]

ziskanou hodnotu [pg.ml!] vynasobit celkovym objemem extraktu [ml] a podélit hodnotou
listové plochy [cm?] - vysledek je hodnotou obsahu chlorofylu/karotenoidi na plochu
v jednotlivych listovych segmentech [ug.cm2].



