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genni hladiny u etiolovanych rostlin. Teoretick4 ¢ast po-
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veni. V experimentalni ¢asti prace byl nejprve proveden
biotest inhibice etiolovaného rustu rostlin hrachu setého
(Pisum arvense L.), v némz jsou rostliny ovlivnény kon-
centra¢ni fadou 24-epibrassinolidu. Nasledn¢ byla u
téchto rostlin provedena kvantifikace endogennich hladin
brassinosteroidd. K jejich izolaci byla vyuzita extrakce
na pevné fazi (SPE) spolu s imunoafinitni chromatografii
(IAC) a endogenni koncentrace brassinosteroidi byly
stanoveny pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. Na zavér
bylo vyhodnoceno, jaké koncentrace exogenné aplikova-
ného 24-epibrassinolidu dokazi ovlivnit endogenni hla-
diny brassinosteroidi u etiolovanych rostlin.
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SEZNAM ZKRATEK

24-epiBL — 24-epibrassinolid

24-epiCS — 24-epicastasteron

28-homoBL — 28-homobrassinolid

ABIS5 —abscisic acid insensitive 5

ACS - synthasa 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny
BAK1 — BRI1-associated receptor kinasa 1
BES1/BZR2 — BRI1-EMS supresor 1
BIN2 — glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)
BKI1 — BRI kinase inhibitor 1

BL — brassinolid

BRs — brassinosteroidy

BRI1 — brassinosteroid insensitive kinasa 1
BSU1 - BRI1 supresor 1

BZR1 — brassinazole resistant 1

CS — castasteron

CUC — cup-shaped cotyledon geny
CYP72B1 - cytochrom P450 72B1
CYP90B1 — cytochrom P450 90B1

FW — Cerstva hmotnost

GAs — gibberelliny

HCS — 28-homocastasteron

IAA — kyselina indol-3-octova

IAC — imunoafinitni chromatografie

LLE — extrakce kapalina-kapalina

LRR — leucin-rich repeats



PBS — fosfatovy pufr

ROS - reactive oxygen species
SA —kyselina salicylova

SPE — extrakce na pevné fazi

UHPLC-MS/MS — Ultra-vysoce G¢inna kapalinova chromatografie spojena s tande-
movou hmotnostni spektrometrii



1 UVOD A CILE PRACE

Brassinosteroidy (BRS) jsou rostlinné steroidni hormony ucastnici se komplexnich
procesu rostlinného vyvoje a rustu, které¢ dokazi regulovat predevsim diky jejich vlivu
ovliviiovat vyvoj rostliny, senescenci, fertilitu, ucastnit se odpovédi na stresové fak-
tory a zvySovat rezistenci rostlin ve stresovych podminkach. Jde o jedny z nejstudo-
van¢jSich fytohormonti poslednich let, a to pfedevsim diky moznosti jejich vyuziti pro
zvySeni vynosu péstovanych plodin, ale i pro potencialni vyuziti v medicing.

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit, jaky vliv ma koncentrace exogenné
aplikovanych BRs na hladiny endogennich BRs v rostliné. VIiv exogenni aplikace
BRs na morfologické a fyziologické zmény Vv rostlinné tkani byl mnohokrat zkouman
a pomohl téz kK porozuméni propojeni mezi signalnimi drahami BRs s ostatnimi fyto-
hormony. Tato prace by mohla rozsitit poznatky o tom, jaky je vztah mezi aplikovanou
koncentraci a vnitini koncentraci BRs.

Teoreticka Cast prace predstavuje piehled vlastnosti a funkci BRs, popisuje je-
jich biosyntetickou a signalni drahu a jejich nej¢astéjsi zplsob analyzy a vyuziti
v praxi. V experimentalni ¢asti prace je popsano, jak byl proveden biotest na etiolova-
nych rostlinach pelusky (Pisum arvense L.), optimalizovany v diplomové praci Mgr.
Petry Jiroutové (Korinkova, 2015), pii kterém byly aplikovany rizné koncentrace 24-
epibrassinolidu (24-epiBL) a jeho pusobeni bylo zhodnoceno zméfenim délky
epikotylu narostlych rostlin. Jednotlivé rostlinky byly nasledné zhomogenizovany,
byla provedena extrakce acetonitrilem, vzorky byly purifikovany pomoci extrakce na
pevné fazi (SPE) a nasledné imunoafinitni chromatografii (IAC). Pomoci UHPLC-
MS/MS analyzy byly stanoveny endogenni hladiny BRs v rostlinach ovlivnénych rtz-
nymi koncentracemi exogenné aplikovanych BRs. Po kvantifikaci byly vysledky

zhodnoceny a srovnany s publikovanymi vysledky.

10



2 TEORETICKA CAST

2.1 BRASSINOSTEROIDY

Brassinosteroidy (BRs) jsou jednou z nejnovéjsich tiid fytohormond, ptirozené se vy-
skytujicich latek slouzicich k pfenosu informaci v rostlinném téle. Poprvé byly izolo-
vany z pylovych zrn rostliny fepky olejky (Brassica napus L.), podle které také dostaly
jméno (Mitchell et al., 1970). Dodnes vsak byla jejich pfitomnost prokazana u vice nez
stovky dalSich rostlinnych druhti napii¢ celou rostlinnou #i8i. V rostlinnych tkanich se
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich, pfedevsim v pylu a semenech, ktera obsa-
huji az 100 ng BRs na 1 g cerstvé hmoty, dale v tyCinkach, mladych vegetativnich
tkanich, ale téZ v listech, stoncich, kofenech a kvétech (Bajguz & Tretyn, 2003; Baj-
guz, 2011). V rostlinach zastavaji esencialni funkci, jelikoZ svym pisobenim ovliviiuji
rostlinny vyvoj, rist, rozmnozovani, senescenci a vyznamné se Gcastni odpovédi na
vnéjsi stres. Rostlina je diky nim schopna branit se pied ucinky riznych stresovych
faktorti, at’ uz jde o zvySenou salinitu, sucho, extrémni teploty, t€Zké kovy nebo herbi-

cidy (Sasse, 1999).

Diky tomu, ze BRs hraji vyznamnou roli v rostlinném ristu a vyvoji, nalezly své
uplatnéni v zemédé€lstvi. Ukazalo se, Ze dokazi zvysit vynosy plodin a téz jejich kvalitu
zejména ve stresovych podminkach (Khripach et al., 2000). Nedavné vyzkumy uka-
zaly, ze by BRs mohly byt kromé& zemé&délstvi potencialné vyuZity i v medicin€ a to
diky jejich antiproliferativnim, protirakovinnym (Malikova et al., 2008), antiangiogen-
nim (Rdrova et al., 2012), neuroprotektivnim (Ismaili et al., 2012), antiviralnim
(Wachsman et al., 2000; Michelini et al., 2004), imunomodulativnim (Michelini et al.,
2008), antioxidativnim (Vitvitskaya et al., 1997), anabolickym (Esposito et al., 2011)
a anticholesterolemickym (Statsenko et al., 2008) vlastnostem prokazanym V zivocis-

nych modelech a lidskych bunkach.

2.1.1 Chemicka struktura BRS

V roce 1974 byla provedena rentgenova krystalografie latky ziskané extrakci pylovych

zrn Brassica napus L. pomoci 2-propanolu, ¢imz byla objasnéna struktura aktivni latky
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brassinolidu (BL). Bylo stanoveno, ze se jedna o steroidni latku (22R, 23R, 24S)-2a,
30, 22, 23-tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-7oxa-5a-cholestan-6-on (viz Obr. 1), a
tim se stal prvni steroidni latkou s regulacni aktivitou izolovanou z rostlin se svou
strukturou podobnou zivoc¢isnym steroidim (Grove et al., 1979). O 6 let pozdé&ji byl
izolovan druhy BR z halek stromu Castanea crenata, ktery byl nazvan castasteron
(CS). Jeho chemicka struktura byla stanovena jako (22R, 23R, 24S)-2a, 3a, 22, 23-
tetrahydroxy-24-methyl-5a-cholestan-6-on (Yokota et al., 1982; viz Obr. 1). Od té
doby bylo identifikovano okolo 70 riznych molekul ptirodnich BRs a bylo nasynteti-

zovano mnoho jejich analogg.

OH CHsz OH CHa

CHa CH3z

HoW

Obr. 1: Chemicka struktura brassinolidu (vlevo) a castasteronu (vpravo).

Obecné se jedna o polyhydroxysteroidy odvozené od Sa-cholestanu lisici se riiz-
nymi substituenty na A a B kruhu a postrannim fetézcem na C17. BRs s jednou a-
hydroxylovou, B-hydroxylovou nebo keto skupinu na C3 A-kruhu jsou prekurzory ak-
tivnich BRs, které¢ maji na A-kruhu povétsinou 2a a 3a-hydroxylové skupiny (Bajguz
& Tretyn, 2003). Modifikace B kruhu téz ovliviiuji biologickou aktivitu BRs; rozdéluji
se na nejaktivnéjsi 7-oxolakton, 6-0xo, 6-deoxo a nejméné aktivni s 6-hydroxy skupi-
nou (Bajguz, 2011).

Prvnimi nasyntetizovanymi BRs byly strukturni isomery BL a CS — 24-epibras-
sinolid (24-epiBL) a 24-epicastasteron (24-epiCS; viz Obr. 2) —, k jejichz syntéze byl
pouzit prekurzor ergosterol (Thompson et al., 1979). Ze stigmasterolu byl dale nasyn-
tetizovan 28-homobrassinolid (28-homoBL) a samotny BL (Mori et al., 1982). Metody
chemické syntézy nahradily sloZitou a nakladnou izolaci BRs, ktera ¢asto méla velmi
nizké vynosy, a bylo tak umoznéno efektivnéjsi vyuziti téchto latek ve vyzkumu

(Cutler, 1991).
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Obr. 2: Chemicka struktura 24-epibrassinolidu (vlevo) a 24-epicastasteronu (vpravo).

2.1.2 Biosyntéza BRs

Biosyntéza BRs zacina a probiha stejné jako u ostatnich steroll preménou ze skvalenu.
Druh4 ¢ast biosyntézy je specifickd pro BRs a zac¢in4 pfeménou prekurzort, vzniklych
ze skvalenu, na aktivni formy BRs.

Prekurzory BRs jsou campesterol, sitosterol ¢i cholesterol, ze kterych jsou BRs
syntetizovany terpenoidni cestou (Clouse & Sasse, 1998). Necastéjsi v rostlinach je
campesterol, jehoz dalsi modifikace probihaji tfemi cestami. Dvé hlavni zacinaji pre-
meénou campesterolu na campestanol, ktery je bud’ ¢asnou nebo pozdni C6 oxidaci (ve
srovnani S introdukci hydroxylovych skupin na C22 a C23) pfeménén na CS. V ¢asné
fazi dochazi k C6 oxidaci ihned po utvofeni campestanolu, ktery je tim pfeménén na
6-oxocampestanol, zatimco v pozdni nastava C6 oxidace az v poslednim kroku pted
vznikem CS. Z CS je nasledné piimo syntetizovan BL. Jde o fadu oxidativnich reakci
katalyzovanych cytochrom P450 monooxygenasami (Fujioka & Yokota, 2003).
Pozdni cesta biosyntézy pievazuje v mnoha rostlinnych druzich, napt. v Arabidopsis,
hrachu a rajcéeti, coz poukazuje na jeji dominantni tlohu v biosyntéze BRs (Nomura et
al., 2001).

Tteti cesta biosyntézy byla objevena pozdé&ji, zacina hydroxylaci campesterolu
a oproti pfedchozim dvéma zcela obchazi syntézu campestanolu. Enzym CYP90B1 v
Arabidopsis, jez katalyzuje C22 hydroxylaci campestanolu (v pozdni C6 oxidaci) a 6-
oxocampestanolu (v ¢asné C6 oxidaci), dokaze jako substrat vyuzit samotny campes-
terol, ktery je timto enzymem hydroxylovan na (22S)-22-hydroxycampesterol (Fujita
et al., 2006). Dle této reakce se draha znaci jako Casna C22 oxidace. V této cesté 23-

hydroxylasy umoziuji pifeménu (22S,24R)-22-hydroxyergost-4-en-3-onu  na
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(22R,23R)-22,23-dihydroxy-campest-4-en-3-on, dale se preménuje (22S,24R)-22-
hydroxy-5a-ergostan-3-on na 3-dehydro-6-deoxoteasteron a 3-epi-6-deoxocathaste-
ron na 6-deoxotyphasterol, ¢imz dochazi ke zkraceni biosyntézy o dva enzymatické
kroky (Ohnishi et al., 2006; viz Obr. 3).

Regulace biosyntézy BRs je obecné zprostiedkovana inhibitory se strukturou
azolu (napt. brassinazol), ktera je schopna vazat hem obsahujici atom Zeleza, jez je
soucasti prostetické skupiny cytochrom P450 monooxygenas. Tim je aktivita enzymu
inhibovana a biosyntéza pozastavena. (Wang et al., 2002). Naopak stimulovana je bi-

osyntéza BRs pfirozené nizkou hladinou BRs v rostling (Vriet, 2012).
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gl ks e ] —_— 1 — ! —_— g LA
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) B 8 0] |
| ! ! (| .l |
! e 1A e —_ —_—
> e o
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§ L 12l
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!

Br;ssinohd (BL)
¢asna C6 oxidace
Obr. 3: Schéma biosyntézy BRs z primarniho prekurzoru campesterolu az po syntézu brassi-
nolidu (BL) tfemi hlavnimi biosyntetickymi drahami; vlevo — ¢asna C22 oxidace (zluté vy-
znacend) zaclinajici pfeménou campesterolu a jez je nezavisla na campestanolu, a vpravo —
z campestanolu vychazejici cesta ¢asné C6 oxidace (zelené vyznacena) a pozdni C6 oxidace
(fialové vyznacenad), jejichz cesty se poji tvorbou castasteronu (CS). Kazda Sipka znaci jednu
enzymatickou pifeménu, pouze v ptipadé pierusované Sipky se jedna o vice nez jednu (pfevzato
a upraveno z Chung & Choe, 2013).
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2.1.3 Signalni draha BRs

V pocatcich vyzkumu BRs byla podstata jejich fyziologického u¢inku neznama a te-
prve studium gent regulovanych BRs napomohlo porozuméni samotného mecha-
nismu jejich ptisobeni (Clousse & Sasse, 1998). Dnes je jejich signalni draha jednou
Z nejstudovangjsich v rostlinach.

Molekuly BRs jsou burikami rozpoznavany pomoci integralniho membranového
receptoru kinasy brassinosteroid insensitive 1 (BRI1), jejiz gen koduje serin karboxy-
peptidasu. Jedna se o tsek plasmatické membrany bohaté na leucin (LRR, leucin-rich
repeat) (Li et al., 2001). Po spojeni BRs s receptorem se aktivuje receptor i koreceptor
— BRI1-associated receptor kinase 1 (BAK1) — a je fosforylovan inhibitor BRI1 kinasy
(BKI1), ktery disociuje (odpoji se od plazmatické membrany) a poji se s proteiny, které
interaguji s transkripénimi faktory. Tim se uvolni misto pro vazbu BAK1 na BRII za
vzniku heterodimeru, ¢imz je aktivovéana signalni draha (Li et al., 2002; Wang &
Chory, 2006).

-

..
(G
®®
jadernd | membrgng /
®®

.

Gy,
cilové geny BSU1

Obr. 4: Signalni draha BRs — v horni ¢asti: stav v neptitomnosti BRs; v dolni ¢asti: aktivovana
signalni draha za piitomnosti BRs (pfevzato a upraveno z Gudesblat & Russinova, 2011)

Po aktivaci membranového receptoru je aktivovana fosfatasa BRI supresor 1
(BSU1), ktera defosforyluje a inaktivuje glycogen synthase kinasu 3 (GSK-3 neboli
BIN2), ktera je negativnim regulatorem signalni drahy BRs (Kim et al., 2009). Kinasa
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BIN2 fosforyluje a zptisobuje degradaci transkripénich faktorti — brassinazol resistant
1 (BZR1) a BRI1-EMS supresor 1 (BES1 neboli BZR2) (Wang et al., 2002; Gampala
et al., 2007) — které jsou v piipadé inaktivovaného BIN2 defosforylovany (Tang et al.,
2011). Defosforylované aktivni transkripéni faktory BES1 a BZR1 se hromadi v jadre,
kde reguluji geny zodpovédné za BRs odpoved (Yin et al., 2002; viz Obr. 4).

2.1.4 Funkce BRs v rostlinach a jejich ucinky

Uz pfed objevem samotnych BRs se védélo o tom, Ze extrakt z pylu Brassica napus L.
aplikovany na mladé semenacky dokaze urychlit jejich rust. Pfi¢ina nebyla jasné
znama, ale predpokladalo se, ze pylova zrna této rostliny obsahuji neznamé latky, po-
jmenované brassiny, které tuto aktivitu zpusobuji (Mitchell et al., 1970). Po tom, co se
podafilo n¢které BRs izolovat a identifikovat, se zacaly studovat jejich funkce v rost-
ling. Vétsina téchto funkci byla pozorovana na BR-deficientnich mutantech a mutan-
tech se snizenou senzitivitou k BRs, které¢ vykazovaly maly vzrust, kratké fapiky,
zpozdéné kveteni, oddalenou senescenci a snizenou fertilitu. Tento objev ukazal, Ze

BRs maji esencialni funkci pro normalni vyvoj a rust rostliny (Clouse, 2011).

Svou aktivitou ovliviiji fadu ristovych a vyvojovych procest. Jejich hlavni
funkei je elongace bunék a jejich proliferace, diferenciace bunék vodivych pletiv, po-
mahaji udrzovat fertilitu, ovliviiuji vyvoj reprodukénich organti, nacasovani sene-
scence, fotomorfogenezi a vyvoj listl. Stejné jako zivocisné steroidni hormony regu-
luji funkei stovek genti a ovliviiuji tak mnoho metabolickych drah (Bajguz, 2011).

BRs ucinkuji ve velmi nizkych koncentracich a jejich exogenni aplikace v mi-
kromolarnich az nanomoldrnich koncentracich zptsobuje u rostlin celé spektrum
zmeén, napt. elongaci stonku, inhibici rstu kotfene, stimuluje bunécné déleni a zvysuje
rezistenci rostliny vici biotickému i abiotickému stresu (Wachsman et al., 2004). N¢-
kdy je ale ucinek zavisly na koncentraci aplikovanych BRs. Rozdilny G¢inek je pozo-
rovan u kofenového riistu, jenzZ je stimulovan pii nizkych koncentracich a inhibovan
pii vysokych koncentracich exogenné aplikovanych BRs (Miissig et al., 2003). Pro
normalni rust kofend jsou BRS esencialni, jelikoz jejich fyziologicka hladina je dule-
zita pro dostate¢né déleni meristematickych bunék v koteni (Lv et al., 2018) a spolu

s auxiny pozitivné€ ovliviuje lateralni kofenovy rist (Bao et al., 2004).
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2.14.1 Vliv na expanzi a diferenciaci bunck

Stimulaci elongace bun¢k BRs podporuji dlouzivy rist rostlinného téla. Tento efekt je
vyrazn€ji pozorovan u mladych vegetativnich tkani a kli¢icich rostlin, které jsou
k u¢inku BRs vice citlivé. Elongace bun¢k je zpusobena aktivaci genti kodujicich en-
zymy zajistujici morfogenezi bunétné stény bunék. Jednim z téchto gend v Arabi-
dopsis thaliana je gen TCH4 (Touch 4), ktery koéduje hydrolasu xyloglukanen-
dotransglukosylasu, jenz $té€pi molekuly xyloglukanu v bunééné sténé. To sténu roz-
voliuje a umoziuje jeji prestavbu a roztazeni (Campbell & Braam, 1999; Yang et al.,
2011). Oproti auxintim, které vykazuji v této funkci synergii s BRs, jejich ucinek na-
stava pozdéji, jelikoz indukuji dany gen s vétsim zpozdénim. Na druhou stranu jejich
ucinek pretrvava az o nékolik hodin déle (Clouse & Sasse, 1998).

BRs stimuluji dlouzivy rist prytu rostliny, ale i kofene. Je zjisténo, ze zatimco
prodluzovéni kotfene nizkymi koncentracemi BRs je zplisobeno expanzi bunck, rast
listi je disledkem stimulace proliferacni aktivity bunck a nasledného rtstu uz diferen-
covanych bun¢k (Nakaya et al., 2002; Zhiponova et al., 2013). Napt. expresi BRI1
receptorti nizkymi koncentracemi BRs je stimulovana jednosmérna elongace vlasko-
vych buné¢k (Singh & Savaldi-Goldstein, 2015). Ovliviiovani proliferace bunék v api-
kalnim vrcholu je zprostfedkovano pusobenim BRs na cup-shaped cotyledon (CUC)
geny. Nizké hladiny BRS jsou v bunkach tvoficich hranice organt, které se jen mini-
maln¢ déli, a naopak jejich akumulace stimuluje buné¢nou proliferaci. Aktivni tran-
skrip¢ni faktory BES1 a BZR1 v takovém piipad¢ potlacuji geny CUC, jejichZ tikolem
je zpomaleni proliferace a pfeména meristematickych bunék na primordialni (Gendron

et al., 2012; Singh & Savaldi-Goldstein, 2015).

Bunky BR-deficientnich mutantt se zkracenymi listy vykazuji prodlouZenou mi-
totickou fazi a oddéleni diferenciace, tudiZ 1ze predpokladat, Zze ti¢inek BRs je dilezity
pro spravnou funkci mitosy a nacasovani diferenciace v listech (Zhiponova et al.,
2012). Navysenim jejich signalizace v koteni lze vyvolat bunécné déleni v quiescent-
nim centru a jejich vliv na progresi bunééného cyklu jim umoznuje pozitivné regulovat
velikost meristému v koteni (Gonzdlez-Garcia et al., 2011). Téz se vyznamné podili
na diferenciaci bunék xylemu. Stimuluji tvorbu jejich bunééné stény a buné¢nou smrt

Vv posledni fazi diferenciace (Yamamoto et al., 1997).
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2.1.4.2 Vliv na reprodukéni organy
Vyznamna je funkce BRS pro vyvoj pylovych zrn a ty¢inek, ale ovliviiuji i rist pylové
lacky. Pii deficienci BRs rostliny kvuli nedostatku pylu vykazuji sterilitu (Ye et al.,
2010; Vogler et al., 2014). Ovlivituji mnozstvi produkovanych semen, ¢imz se téz po-
dili na fertilité rostliny (Huang et al., 2013). Jejich vliv byl prokazan i u vétveni a
tvorby kvétu (Miissig, 2005) a jejich vysoka koncentrace v semenech stimuluje kli¢eni
(Steber & McCourt, 2001). Vedle toho byl t¢Z zaznamenan vliv na dormanci semen, u
které pravdépodobné reguluji jeji trvani. Pfi studiu overexprese genu ucastniciho se

signalni drahy BRs totiz doslo k redukci a zkraceni doby dormance (Li et al., 2007).

2.1.4.3 Vliv na fotomorfogenezi
Vyzkum ukazal, Ze BRs hraji urcitou roli ve svétlem ovliviiovanych procesech. Gen
BASI, ktery je v Arabidopsis dilezity pro tvorbu odpovédi na svétlo, téz ovliviiuje
hladiny aktivnich BRs (Neff et al., 1999). BRs jsou zodpovédné za odpovéd’ rostliny
na ubytek modrého a dalece ¢erveného svétla (far-red light), tedy za reakci listu na
stin (Kozuka et al., 2010). Pfi studiu gend ucastnicich se BRs biosyntézy bylo zjisténo,
ze jejich aktivita je pisobenim svételnych paprsku tlumena (Ma et al., 2001). Potlaceni
jejich aktivity je zptisobeno kromé paprski viditelného spektra také UV-B zatenim, a
to piimou interakci fotoreceptoru UV-B zafeni s BES1 (Liang et al., 2018). BES1 ve
tmé potlacuje expresi transkripnich faktort ucastnicich se biogeneze chloroplastu, tu-

diz se ucastni na negativni regulaci fotosyntézi (Yu et al., 2010).

Dilezitou tlohu hraji, jak se zda, pii etiolovaném ristu a fotomorfogenezi. Bylo
zjisténo, ze pokud rostlina dostane stimul dalece ¢ervenym svétlem, dochazi k akumu-
laci hydrolasy cytochrom P450 72B1 (CYP72B1), kterd inaktivuje BRS a pomtiZe rost-
liné prejit na fotomorfogenezi (Turk et al., 2003). Predpoklada se totiz, ze u rostlin
rostoucich za tmy BRs udrzuji skotomorfogenezi a zabranuji aktivaci gent stimuluji-
cich fotomorfogenezi a de-etiolaci, dokud je rostlina stale ve tm¢ (Szekeres et al.,
1996). Nasvédcéuje tomu fakt, Ze rostlinné mutanty s narusenou biosyntézou BRs a
rostliny po aplikaci inhibitoru BRs biosyntézy brassinazolu vykazuji de-etiolovany

nebo alespon castecné de-etiolovany fenotyp (Symons & Reid, 2003b).

Proti tomu stoji molekularnim métenim podlozené poznatky, které nasvédcuji
tomu, Ze BRs nejsou regulatory de-etiolace. Napf. u rostlin hrachu v BR-deficientnich

mutantech nedochazi k expresi genti ucastnicich se svételné odpovédi ani k de-etiolaci
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rostlin ve tmé. Nedochdazi ani ke snizeni endogennich hladin BRs pfi ptechodu ze tmy
na svétlo, jak bylo pfedpokladéano, ale hladiny jsou naopak zvyseny V rostlinach ros-
toucich na svétle. Jde o piimy dikaz toho, ze BRs nereguluji de-etiolaci rostlin hrachu
snizenim svych endogennich hladin a ze svétlo nevede k inaktivaci BRs a potlaceni
jejich biosyntézy v tomto druhu (Symons et al., 2002). Podobné vysledky byly ziskany
I v experimentech s ryzi a Arabidopsis (Tamaki et al., 2002; Shimada et al., 2001).

2.1.4.4 Odpoveéd na stresové faktory
Fytohormony se velmi vyznamné ucastni odpovédi na stresové faktory a u BRs je
znamo, ze dokazi zvysit rezistenci rostliny pfi ristu v neptiznivych podminkach. Po-
mahaji rostlindm branit se pfed posSkozenim zplisobenym vysokymi nebo nizkymi tep-
lotami, suchem, zvySenou salinitou, ale pfispivaji i v obrané vi¢i hmyzu (Bajguz &
Hayat, 2009).

Jsou schopny redukovat vliv vysokych a nizkych teplot na rostliny a zvysit tak
jejich toleranci k teplotnim vykyvam. Bylo zjisténo, ze stimuluji tvorbu heat-shock
proteind, které jsou soucasti opravnych mechanismii, ¢imz chrani rostlinu pfed poSko-
zenim pii teplotnim Soku (Wilen et al., 1995; Dhaubhadel et al., 1999). V nepfizni
sucha a nizkych teplot osetfeni Semen BRs navysuje jejich toleranci a v prostredi se
zvySenou salinitou jim pomaha piekonat stresem vyvolanou inhibici a stimuluje kli-
¢eni (Kagale et al., 2007).

Bylo zjisténo, Ze v pfipade abiotického stresu BRs pozitivné stimuluji stabilitu
DELLA proteind, které se stresem akumuluji a vyvolavaji produkci ROS-detoxifikac-
nich enzymu, ¢imz zabranuji naristu hladiny ROS molekul (Achard et al., 2008; De
Vleesschauwer et al., 2012). Ve stresovych podminkach, pii kterych dochazi k posko-
zeni bun¢k kotfene, BRs stimuluji proliferaci quiescentnich bunék v kofenové Spicce,
¢imz je obnoven meristém kotene (Vilarrasa-Blasi et al., 2014). Ovlivnénim peroxida-
soveé drahy BRs inhibuji syntézu superoxidovych aniontl a zabranuji jejich hromadéni,
které muze negativné pusobit na rust kotene (Lv et al., 2018), a dokazi téz rostliny
chranit pted poSkozenim zplsobenym tézkymi kovy tim, Ze zabraiuji vstiebavani a
akumulaci toxickych kovi v bunikach (Bajguz, 2000; Sharma & Bhardwaj, 2007). Po-
moci inhibice pritoku K* iontl protonovymi pumpami do protoplastii svéracich bunék
BRs inhibuji otevirani praduchti a stimuluji jejich zavirani, coZ rostliné mtize zabranit

nadmérnym ztratam vody v suchém obdobi (Haubrick et al., 2006).
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2.1.5 Cross-talk BRs s ostatnimi fytohormony

Vétsina procesu V rostling je velmi komplexné regulovana a byva vysledkem interakce
mnoha rtznych fytohormont. Cile jejich puisobeni se mnohdy piekryvaji a ve vice
ptipadech se prolinaji i jejich samotné signalni drahy, kde se mohou neptimo, ale i
ptimo ovliviiovat (Miissig 2005). Je tedy ziejmé, ze aplikaci jednoho z fytohormoni
1ze ovlivnit 1 drahy ostatnich. Pro tuto praci je dulezita informace, ze exogenni aplikace
BRs v rostlinach ovliviiuje hladiny ostatnich fytohormonta (Bajguz & Piotrowska-
Niczyporuk, 2013). Jejich signalni molekuly tak ¢ini nejcastéji na Grovni transkripce
(Gudesblat & Russinova, 2011).

Je znamo, Ze pro spravnou stimulaci genti regulujicich rast hypokotylu je dule-
Zita rovnovaha ptirozenych koncentraci BRs a ethylenu v rostliné (Chen et al., 2013).
Aplikace exogennich BRs stimuluje v buiikach stonku biosyntézu ethylenu, ktery inhi-
buje elonga¢ni funkci BRs (Arteca, 1995). Pti aplikaci BRs v kombinaci s kyselinou
indol-3-octovou (IAA) na kvétenstvi Arabidopsis thaliana bylo zaznamenano vyrazné
navySeni auxiny stimulované biosyntézy ethylenu. Ukazala se tim synergie uc¢inkt
BRs a auxinti na produkci ethylenu (Arteca & Arteca, 2008). Exogenn¢ aplikované
BRs maji na kofen rlizné ucinky v zavislosti na aplikované koncentraci, jelikoZ nizké
koncentrace silné redukuji biosyntézu ethylenu a vysoké koncentrace ji naopak navy-
Suji. Transkripéni faktory BES1 a BZR 1 dokazi ptimo interagovat se synthasou 1-ami-
nocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (ACS), ucastnici se biosyntézy ethylenu, a
inhibovat jeji aktivitu. NavySeni biosyntézy ethylenu v kofeni je naopak zpiisobeno
stabilizovanim ACS a zvySenim jeji aktivity. Mutant s narusenou biosyntézou BRs
vykazuje v kofeni zvySenou biosyntézu ethylenu, jeho hromadéni v burnikach a tim

zpusobeny zkraceny kofenovy rust. (Lv et al., 2018).

Stejny projev Ize pozorovat i u rostlin rostoucich za tmy. Exogenné aplikované
BRs ve velké koncentraci inhibuji dlouzivy rust u etiolovanych rostlin. Je to zptisobeno
tim, ze jejich pisobenim se aktivuje signalni draha vedouci k produkci ethylenu (Ar-
teca, 1995), ktery potlacuje rust a u etiolovanych rostlin zptisobuje zakrsly, ztloustly a
zkrouceny epikotyl. U etiolovanych rostlin tak BRs nepfimo vyvolavaji tzv. troji ode-
ZVU, coz je odpovéd’ etiolovanych rostlin na nadmérnou produkci ethylenu (Guzmdn

& Ecker, 1990).
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Gravitropicky rust u kofene je stimulovan ethylenem, a naopak potlacovan BRs.
K tomu dochazi diky ptisobeni téchto molekul na geny signalni drahy auxinu (Van-
denbussche et al., 2013). BRs dokazi geny biosyntézy auxini a geny zajist'ujici jejich
eflux ptimo aktivovat, ¢imz pravdépodobné dochazi k aktivaci bunééného cyklu (Ha-
cham et al., 2012). Interakci BRs se signalni drahou auxinu je, jak uz bylo vyse zmi-
néno, stimulovan lateralni rist kofene (Bao et al., 2004). A piestoze na vyvoji nad-
zemni Casti rostliny uplatiluji synergicky ucinek, na kontrole genové exprese, elongace
a udrzbé kmenovych buné¢k v kofenové Spicce BRs pracuji s auxiny jako antagonisté.
Pro optimalni rast kofene je tedy potieba vyvazenych koncentraci obou hormont
(Chaiwanon & Wang, 2015).

Kratce po vykli¢eni se BRs synergicky podili s gibberelliny (GAS) na ristu hy-
pokotylu (Stewart Lilley et al., 2013). V pozd¢jsim vyvoji maji BRs aditivni ucinek
s GAs na stimulaci rustu stonku, a to diky schopnosti BRs regulovat jejich biosynézu
(Unterholzner et al., 2015). Bylo zjisténo, ze GAs ke své spravné funkci potiebuji
BRs, jelikoz podporuji expresi genti zodpovédnych za GAs odpovéd. Transkripéni
faktor BES1 se ve své defosforylované formé dokaze navazat na jejich geny a zvysit
tak produkci GAs. Vysoka koncentrace GAs indukuje degradaci DELLA proteint,
¢imz se aktivuje transkrip¢ni faktor BZR1, jehoz aktivita byla DELLA proteiny potla-
covana. To ma za nasledek pozitivni u¢inek na rust a vyvoj rostliny (Li et al., 2012;

Unterholzner et al., 2015).

Exogenni aplikace BRS na plody rajcete dokaze stimulovat produkci ethylenu a
urychlit tim jejich dozravani (Zhu et al., 2015). Cross-talk BRs s GAs a kyselinou
salicylovou (SA) napomaha rostlinam zvysit rezistenci vici biotickym stresim (De
Vleesschauwer et al., 2012). Ke zvyseni tolerance vici teplotnimu stresu a zvySenému
zasoleni vyuzivaji protein regulujici geny ucastnici se SA odpovédi. Naopak kyselina
abscisova je pro BRs antagonistou a dokaze inhibovat BRS vyvolanou odpovéd’ na
stres (Divi et al., 2010). Inhibice probiha i v opaéném sméru, jelikoz samotny BZR1
se dovede navazat na gen pro transkrip¢ni faktor ABIS (ABA-Insensitive 5) a tim po-

tlacit jeho expresi (Yang et al., 2016).
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2.2 BIOTESTY VYUZIVANE PRI STUDIU BRs

Biotesty slouzi ke studiu aktivity riznych bioaktivnich latek testovanim jejich vlivu
na rist a vyvoj organismu. Jde o vyznamnou experimentalni metodu velmi ¢asto vyu-
zivanou V rostlinné fyziologii. Existuje fada optimalizovanych biotestd vyuzivanych
pro studium vlivu fytohormont na rostliny a spousta z nich se diky jejich vysoké cit-

livosti vyuziva i pro studium BRs.

Diky citlivosti bun¢k nodt ryZe na zmény v hladinach fytohormont se vyuziva
ryzovy ohybovy biotest (rice lamina inclination assay). Tento test byl ptivodné popsan
pfi studiu aktivity auxinu, ale dnes se jej vyuziva i pii testovani BRs, jelikoz téz ovliv-
nuji uhel, pod kterym listy ryze rostou (Wada et al. 1984). BRs jsou schopny stimulo-
vat elongaci adaxialnich sklerenchymatickyh bunék v oblasti nodl, ¢imz zapticinuji
vyss§i ohyb listt (viz Obr. 5). Expanze téchto bunék je zplisobena zvySenim vodniho
potencialu a pfisunem protonti do bunék, vyvolanym t¢inkem aplikovanych BRs (Cao
& Chen, 1995). V experimentu se syntetickymi analogy BRs bylo stanoveno, Ze veli-
kost Gihlu je zavisla na struktufe pouzité latky, ale i na jeji koncentraci. Uhel, pod kte-
rym sledovany list roste, se s rostouci koncentraci BRs zvySuje (Duran et al., 2017).
Pfi aplikaci BRs spolu s IAA byla minimalni detekovatelna koncentrace BRs snizena
na 1.10"° ppm na Petriho misku, a to diky synergickému efektu auxini a BRs (Han et
al., 1997).
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Obr. 5: Vysledek ryzového ohybového biotestu na druhém nodu ukazujici efekt aplikovanych
BRs na semenacky ryze (Oryza sativa) — a) thel listku u negativni kontroly, b1) tihel zvétseny
po aplikaci bioaktivniho BRs analogu 8 v koncentraci 1.107° M a b,) po aplikaci brassinolidu
(BL) v koncentraci 1.10° M — se zobrazenim struktury testovanych latek (pfevzato a upraveno
z Duran et al., 2017)
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Velice znamy je biotest na druhém internodu fazole (bean second internode me-
thod). V ném se méti elongace druhého internodu stonku fazole po aplikaci vzorku
fytohormonu rovnomérn¢ rozptyleného v 250 ug lanolinu. Bioaktivni latka se nanasi,
kdyz je délka internodu 1 mm a po 4 dnech se porovna prodlouzeni internodu oproti
kontrole (viz Obr. 6). Ziskané prodlouzeni je pfimo imérné aplikovanému mnozstvi
bioaktivni latky. Tento biotest je vhodny pro méfeni takovych latek, které maji vliv na
bunécnou expanzi a elongaci (¢i stimuluji bunééné déleni) a je dostatecné citlivy i pro

BRs (Mitchell & Livingston, 1968).

Obr. 6: Porovnani délky druhého internodu mladych rostlin fazoli 4 dny po aplikaci fytohor-
monu; a) délka internodu kontrolni rostliny, b) délka internodu po aplikaci bioaktivni latky
(pfevzato a upraveno z Mitchell & Livingson, 1968).

Biotest na etiolovanych rostlinach hrachu je ¢asto vyuzivany test pro objasnéni
vztahu aktivity a struktury molekuly. Je zalozen na schopnosti BRs inhibovat rust eti-
olovanych rostlin hrachu v mite zavislé na jejich koncentraci. Exogenné aplikované
BRs jsou u rostlin schopny stimulovat syntézu ethylenu, ktera u etiolovanych rostlin
vyvolava tzv. troji odpovéd’, kterd zahrnuje inhibici dlouzivého ristu, zakfiveny
epikotyl a jeho lateralni expanzi. V ramci této prace byl proveden devitidenni test inhi-
bice etiolovaného ristu pelusky optimalizovany Vv diplomové praci Kofinkova, 2015.
Béhem néj je aplikovana testovana latka (BRs, v naSem ptipad¢ 24-epiBL, rozpustény
ve vhodné koncentraci v lanolinu) na obnazené misto etiolovanych rostlin hrachu se-

tého (Pisum arvense L.), kde byl odfiznut prvni obalovy délozni listek. Po 4 dnech od
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aplikace 1ze pozorovat zménu fenotypu a vyhodnotit ji. Ovlivnéné rostliny se diky
zvysené biosyntéze ethylenu 1isi od kontrolnich rostlin svym fenotypem — neovlivnéné
rostliny oproti nim vykazuji dlouhy rovny epikotyl na konci s apikalnim vrcholem,
ktery je typicky pro etiolovany rast (viz Obr. 7). Mira zkraceni je pfimo umérna vy-
produkovanému ethylenu, a tim i aplikované koncentraci BRs. Jedna se o jeden z nej-
citlivéjsich biotestii pro méteni aktivity BRS, jelikoz v ném lze dosdhnout odpovédi uz

pii 100 fmol BRs (Korinkovd, 2015, Jiroutova et al., 2019).

i =

-
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Obr. 7: Vysledek devitidenniho testu inhibice etiolovaného rustu pelusek (Pisum arvense L.)
po 4 dnech od aplikace 24-epiBL; na okrajich rostliny kontrolni (C) a mezi nimi rostliny, na
které bylo aplikovano latkové mnozstvi 107 az 1074 mol 24-epiBL (ptevzato a upraveno z Ko-
Finkova, 2015).

2.3 METODY IZOLACE A STANOVENI BRs

BRs jsou hydrofobni nenabité netékavé latky, které se snadno rozpousti v nepolarnich
rozpoustédlech, jako napt. methanol nebo acetonitril. V rostlinném materialu se vy-
skytuji v nanomolarnich az pikomolarnich koncentracich (Bajguz, 2011), tudiz je k je-
jich stanoveni tfeba vyuzit velmi citlivych metod a pro samotnou analyzu je nutné je

ze vzorku nejprve vyextrahovat.

Extrakce latek je vétSinou pouze neselektivniho charakteru, a proto je zapotiebi

vyextrahovany vzorek ptecistit. U vzorki rostlinného materialu je tento krok velmi
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dilezity, jelikoz dochazi k vyraznému matri¢nimu efektu. Kvuli nému dochazi pii ana-
lyze hmotnostni spektrometrii (MS) kK vysokému Sumu, ktery snizuje citlivost detekce.

Efekt matrice Ize vhodnym piecisténim a Gipravou vzorku pied analyzou snizit.

Pro velmi citlivou analyzu bylo vyvinuto vice metod tipravy vzorkt vyuZzivaji-
cich extrakci na pevné fazi (SPE), extrakci kapalina-kapalina (LLE) ¢i imunoafinitni
chromatografii (IAC). Lze také pro izolaci BRs pouzit imunomagnetickou mikroex-
trakci, avsak kombinaci SPE a IAC je dosazeno mnohem citlivéjsi purifikace (Zelikov-
ska, 2018). BRs a jejich endogennich hladiny je mozné stanovit pouze velmi citlivymi
chemicko-fyzikalnimi metodami jako GC-MS, LC-MS nebo dal$imi od nich odvoze-
nymi metodami. Pro analyzu BRS je soucasné nejvyuzivanéjsi a nejvhodnéjsi metodou
UHPLC-MS/MS neboli ultra vysoce G¢inna kapalinova chromatografie spojena s tan-
demovou hmotnostni spektrometrii, ktera umoziuje velmi G¢innou separaci BRS a vy-
kazuje vysokou selektivitu i senzitivitu, diky niz Ize kvantifikovat i stopova mnozstvi
(Symons & Reid, 2008; Oklestkova et al., 2017).

Jedna z metod vyuziva 2-bromopyridin-5-boritou kyselinu pro derivatizaci BRs
a ke kvantifikaci kombinaci ultra vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie, ionizace
elektrosprejem a trojitého kvadrup6lu (UHPLC-ESI-QqQ-MS). Doslo ke zkraceni
doby ptipravy vzorku a tim se analyza ¢aste¢né zjednodusila (Huo et al., 2012). Také
byla ustavena velmi citliva a rychla metoda vyuzivajici SPE s magnetickym sorbentem
(MSPE) spojenou s in-situ derivatizaci (ISD), ve které se molekuly BRs adsorbuji na
duté magnetické mezoporézni kiemicité kulicky obalené vrstvou oxidu titanicitého a
nasledné jsou derivatizovany 4-(N,N-dimethylamino)fenylboritou kyselinou. V takto
predupravenych vzorcich je mozno pomoci MS detekovat endogenni hladiny BRs uz

ve 100 mg cerstvé hmoty (Ding et al., 2014).

V této praci byla provedena homogenizace, extrakce acetonitrilem, SPE, IAC a
UHPLC-MS/MS. Homogenizaci S pomoci kapalného dusiku byla rozrusena bunécéna
sténa rostlinnych bunék a z bunééného obsahu byly poté vyextrahovany analyty roz-
pustné v acetonitrilu. Extrakt byl pie¢istén pomoci SPE kolonek Discovery DPA-6S a
nasledné byla provedena IAC pro izolaci a zakoncentrovani analytu. Pii IAC byl pou-
zit gelovy sorbent obsahujici monoklonalni protilatky s vyraznou specifitou a vysokou
kapacitou pro zachyceni metaboliti BRs. V této praci pouzity imunoafinitni gel byl

pro ziskani co nejvyssi kapacity rozdélen do kolonek po 0,5 ml, obsahujicich protilatky
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v koncentraci 20 mg/ml gelu. Za spravnych podminek Ize S timto imunoafinitnim ge-

lem doséhnout az 85% névratnosti pfi eluci 100% methanolem.

Pi#i UHPLC-MS/MS byla pouzita UHPLC chromatograficka kolona s reverzni
fazi (Acquity CSH Phenyl-Hexyl, 2,1 mm x 50 mm, 1,7 pm). Jako mobilni faze byl
zvolen acetonitril okyseleny 10 mM kyselinou mravenc¢i pro sniZeni retence analytu.
Byla provedena izokraticka eluce, pfi niz nedochazi ke zmén¢ vlastnosti mobilni faze.
Nasledna kvantifikace byla provedena kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem
Xevo TQ MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) s ionizaci elektrosprejem
a kolizni celou Scan Wave. Toto spojeni zajist'uje velmi citlivou detekci separovanych
analytt (Oklestkova et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POMUCKY A MATERIALY

3.1.1 Pomicky

Perlit, sklenéna doza, sklenény exsikator s prodéravélymi porcelanovymi patry, buni-
Citd vata, Spicky, fotograficky tac, pinzeta, 21 plastovd odmérka, 11 sklenénd ldhev
s plastovym Sroubovacim vikem, milimetrovy papir, S0ml konické zkumavky, 2ml
mikrozkumavky, skalpel, polystyrenova Dewarova nadoba, odmérny valec, odmérné
barnky, tfeci miska s tlou¢kem, kovova Spachtle, termoska na kapalny dusik, automa-
tické pipety se Spickami (Eppendorf), SPE kolonky (Discovery DPA-6S, 50 mg; Su-
pelco, USA), sklenéné zkumavky, ZrO; extrakéni kulicky, tac, stojan na chromatogra-
fické kolonky, kolonky s imunoafinitnim gelem (LRR, Oklestkova et al., 2017), ka-
dinky, vialky se sroubovacim vikem se septem, krabic¢ka na vialky, sklenéné konické

mikroinserty se spodni pruzinkou (0,1 ml; Supelco, USA)

3.1.2 Biologicky material

Semena hrachu setého (Pisum arvense L.) tzv. pelusky, odrida Arvika

3.1.3 Chemikalie

Hoaglandiav zivny roztok (KNOs, Ca(NO3)2.4H20O, NHsH2POs, MgS04.7H20,
MnS0O4.H20, ZnSO4.7H20, CuSO4.5H,0, (NH4)sM07024.4H20, H3BO3, H2SO4)
FeEDTA

Chlorid vapenaty

0,1M kyselina chlorovodikové, 0,1M hydroxid sodny (pro tpravu pH zivného roztoku)
Lanolin

24-epibrassinolid (24-epiBL, Olchemim Olomouc)

Kapalny dusik

Smés deuterovanych standardi D3-BRs (Olchemim Olomouc)

Acetonitril

Methanol

PBS pufr (0,87 g NaCl, 7,8 g NaH2PO4.2H,O na 1 1, pH 7,2)
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Redestilovana voda

Azid sodny

3.1.3.1 Prtiprava vzorka pro aplikaci v biotestu

Pro provadény biotest bylo ptipraveno 0sm vzorkli o osmi riznych koncentracich 24-
epiBL rozpusténého v lanolinu a jeden vzorek samotného lanolinu bez bioaktivni latky
pro kontrolu.

24-epiBL byl rozpustén ve 100 ul rozpoustédla, coz byla smés isopropanolu a
methylenchloridu v poméru 1:1 (v/v). Takto pfipraveny roztok byl pro usnadnéni apli-

kace pieveden do lanolinu, kterym byly vysledné vzorky nafedény na koncentrace:
2.102 M, 2.10° M, 2.10* M, 2.10° M, 2.10° M, 2.107 M, 2.108 M a 2.10° M (Ko-
Finkova, 2015).

3.1.4 Piistrojova technika

Vzduchovaci motorek (Maxima, Germany)

lampa se zelenym svétlem

Kultivacni fytokomora (Conviron, Canada)

Magneticka michacka (VELP, Italie)

pH metr (Eutech Instruments, Nizozemsko)

termoblok na mikrozkumavky (Grant, UK)

Analytické vahy (Kern, Germany)

Oscila¢ni mlyn (RETSCH, Germany)

Ultrazvuk (Elma, Ceska republika)

Rotator (Stuart, UK)

Centrifuga (Trigon plus, Ceska republika)

Vakuovy manifold (Supelco, USA)

Trepacka (BIOSAN, GRANT Instruments, Velka Britanie)

Vakuova odparka (CentriVap®, LABCONCO, USA)

Tandemovy hmotnostni spektrometr (Xevo® TQ MS, Waters MS Technologies, An-

glie)

Ultra-tginny kapalinovy chromatograf (Acquity UPLC™, Waters, USA)
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3.2 METODY PRACE

3.2.1 Ptiprava etiolovanych rostlin — Biotest

Byl proveden inhibi¢ni biotest na etiolovanych rostlinach hrachu setého — pelusky (Ko-
Finkova, 2015). Cely biotest byl provadén pouze za zeleného svétla o nizké intenzité,

aby nebyl pferuSen etiolovany rust rostlin.

Prvni den byla semena hrachu setého (Pisum arvense L.) vloZena do sklenéné
dozy s vodou a za Gplné tmy byla nechana 12-24 hodin bobtnat.

Druhy den byla tato semena ptipravena k vykli¢eni. Do spodni ¢asti exsikatoru
byla nalita destilovana voda a na 2 porcelanova patra byla pokladena vrstva buniéité
vaty, ktera byla smocena destilovanou vodou a $pi¢kou prodéravéna dle dér v deskach
patra. Vhodn¢ vybrana nabobtnana semena byla pokladena na diry polem dold. Do
exsikatoru byl vlozen vzduchovaci aparat tak, aby byl ponoten, exsikator byl uzavien
vikem. Exsikator byl uloZzen na temné misto a semena byla v téchto podminkach ne-
chana kli¢it po dobu dvou dnd.

Poté byla kli¢ici semena pfesazena a byl pfipraven zivny roztok pro spravny rist
kli¢enct. Do 2 | odmérné nadoby byly ptidany 2 ml roztoku FEEDTA, 6 ml roztoku
chloridu vapenatého a 20 ml Hoaglandova zivného roztoku a roztok byl doplnén des-
tilovanou vodou do objemu 2 I. PH roztoku bylo upraveno na 5,8. Nasledné byl foto-
graficky tac naplnén ze % perlitem, zalit pfipravenym Zivnym roztokem a promichan
pinzetou, aby byl rovhomérné namoceny. Nakli¢ena semena byla opatrné pokladena
do pinzetou utvofenych jamek v perlitu kofinkem doli. Takto byla vysazena s pravi-
delnymi rozestupy v 10 fadach po 8. Tac byl pfenesen do temné fotokomory, kde byly
klicky nechany 1 den rist.

Paty den byla na rostliny aplikovana testovana latka. Pomoci skalpelu byl s vel-
kou opatrnosti odfiznut obalovy dé€lozni listek kazdé nakli¢ené rostlinky tak, aby nebyl
poskozen apikalni meristém. Vzorky koncentracni fady 24-epiBL rozpusténé v lano-
linu a samotny lanolin byly nahtaty pro snadngjsi aplikaci. Na misto, ze kterého byl u
rostlinek odstranén listek, bylo aplikovano 5 pl testované latky o dané koncentraci (v
kazdé fadé jedna koncentrace). Krajni fady slouzily jako kontroly — na rostliny bylo
aplikovano pouze 5 pl lanolinu. Nakli¢ené rostliny S aplikovanymi bioaktivnimi lat-

kami byly opét nechéany riist v temné fotokomote po dobu 4 dnd.
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Devaty den byly rostliny opatrné vytazeny z perlitu a pomoci milimetrového pa-
piru byly zméteny délky epikotylt. Prvni ¢tyti pelusky z kazdé fady byly vlozeny do
popsanych falkon celé¢ a dalsi 4 rostlinky fady byly pomoci skalpelu rozdéleny na
epikotyly, kotyledony a kofenovou ¢ast a ty byly do popsanych falkon ulozeny zvlast
(4 vzorky pro kazdou fadu). Falkony se vzorky a prodéravélymi viky byly okamzité

vlozeny do kapalného dusiku a pro delsi uchovani nechany pii -80 °C.

3.2.2 Homogenizace rostlinného materialu

Jednotlivé rostlinné vzorky byly v tfeci misce zality kapalnym dusikem a po-
moci tlouc¢ku rozdrceny na prasek. Z kazdého vzorku byly nasledné vytvoreny tetrapli-
katy. Do ¢étytech popsanych mikrozkumavek bylo navazeno piiblizné 20 mg homoge-
nizovaného materialu a zbytek homogenizatu byl ptesunut do paté uzaviratelné zku-
mavky. Vsechny nové ptipravené vzorky byly okamzité ulozeny v kapalném dusiku a

pozdéji skladovany pii -80 °C.

3.2.3 Extrakce

Do mikrozkumavek s rostlinnym materialem bylo napipetovano 1,5 ml extrak¢niho
¢inidla — 60% acetonitrilu — a bylo pfidano 3-5 extrakénich kulic¢ek (ZrO2, pramér 2,5
mm). Vzorky byly vlozeny do extrakéniho kulového mlynku na 2x5 minut pfi 27 Hz
a poté byly nechany 3 minuty v ultrazvukové lazni. Nakonec byly vzorky vloZzeny do

rotatoru (17 rpm), kde pies noc pii 4 °C probihala extrakce.

3.2.4 SPE purifikace

Pted SPE purifikaci bylo tfeba ze vzorka odstranit vétSi necistoty a pevné zbytky.
Vzorky z rotatoru byly proto centrifugovany 10 minut pii 15000 rpm a 4 °C. Poté byl
z kazdé mikrozkumavky ptepipetovan supernatant do Cisté zkumavky a k odebranym
supernatantlim bylo pfipipetovano 2,5 pl (25pmol) smési deuterovanych standarda Dz-
BRs.
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Nasledné byl ptipraven vakuovy manifold s kolonkami. Pro extrakci na pevné
fazi byly pouzity kolonky Discovery DPA-6S (50 mg), které byly aktivovany napipe-
tovanim 1 ml 100% methanolu a ekvilibrovany 1 ml 60% acetonitrilem (extrakéni ¢i-
nidlo). Po prokapani acetonitrilu byly pod kolonky vlozeny ¢isté oznacené zkumavky
a na kolonky byly jednotlivé naneseny vzorky. Precisténé vzorky byly vlozeny do va-
kuové odparky a nechany odpafit do sucha. Vzorky byly pied dal§im pouzitim sklado-
vany pii -20 °C.

3.2.5 Imunoafinitni chromatografie

Kolonky s fritou a imunoafinitnim gelem (Oklestkova et al., 2017) byly zregenero-
vany nanesenim postupné 3 ml PBS pufru, 3 ml redestilované vody, 3 ml 70% aceto-
nitrilu, opét 3 ml redestilované vody a 3 ml PBS pufru. Mezitim bylo k odpafenym
vzorkdm piipipetovano 75 pl 100% methanolu a 925 ul PBS pufru a vzorky byly vio-

zeny na 3 minuty do ultrazvukové lazng.

Po dokonceni regenerace byl na kolonky nanesen vzorek, ktery byl zachycovan
do stejné zkumavky. Kazdy vzorek byl takto nanesen na kolonku v sedmi opakovanich
pro zvyseni vytéznosti. Poté byly kolonky 3X promyty 3 ml redestilované vody a po
uplném odkapani vody nasledovala eluce. Do kolonek byly napipetovany 3 ml eluc-
niho ¢inidla — 100% methnolu — a analyt byl jiman do ¢istych zkumavek. Eluaty byly

odpareny do sucha na vakuové odparce. Odpaiené vzorky byly skladovany pii -20 °C.

Imunoafinitni kolonky byly po eluci promyty 3 ml redestilované vody a opét
byla provedena jejich regenerace — do kolonek byly pfidany 3 ml PBS pufru, 3 mi
redestilované vody, 3 ml 70% acetonitrilu, 3 ml redestilované vody a nakonec 3 ml
PBS puftu s rozpusténym azidem sodnym pro zabranéni kontaminace pti skladovani.

Kolonky byly uchovavany pii 4° C.
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3.2.6 Ptiprava vzorki na UHPLC-MS/MS analyzu

Vzorky byly rozpustény ve 40 ul 100% methanolu a byly vlozeny na 3 minuty do
ultrazvukové lazn€. Nasledn¢ byly peclivé promichany pomoci vortexu a ptepipeto-
vany do 0,1ml sklenénych inserti v popsanych vialkach. Thned po napipetovani byly
vialky zavi¢kovany a pied samotnou analyzou byly vzorky uchovany pii -80 °C.
Vzorky byly analyzovany pomoci metody UHPLC-MS/MS popsané v publikaci
Oklestkova et al., 2017. Vysledky ziskané analyzou byly zpracovany pomoci pro-

grami MassLynx™ a TargetLynx™.
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4 VYSLEDKY

Po exogenni aplikaci testovanych koncentraci 24-epiBL doslo k riznym zménam
V rustu etiolovanych rostlin. Pozorovany byly zmény rtstu epikotyld pelusek ovlivné-
nych testovanou latkou v rozmezi koncentraci od 2.10°° do 2.10°2 M. Pii aplikaci velmi
nizkych koncentraci (2.10° M, 2.10® M a 2.10”7 M) bylo pozorovano mirné prodlou-
zeni epikotylt oproti kontrole. Byly zde ale rovnéz pozorovany vétsi odchylky v rastu.
U vyssich koncentraci bylo zaznamenano zkraceni primérné délky epikotyla a po pie-
krogeni koncentrace 2.10° M testovana latka zptisobila radikalni zkraceni epikotyli
etiolovanych rostlin. Epikotyly pelusek ovlivnénych koncentracemi 2.10° az 2.102 M
m¢ély nejvice inhibovany rast a dosahovaly pouze 30 % délky kontrolnich rostlin, byly
oproti ostatnim ztloustlé a mély zaktivenou apikalni ¢ast. Tyto vysledky korelovaly
s vysledky ziskanymi pii optimalizaci biotestu (Kofinkova, 2015).

Od koncentrace 2.10° M uZ nebylo pozorovano zadné dalsi radikélni zkraceni.
Délka epikotyla byla v fadcich s nejvysSimi pouzitymi koncentracemi testované latky
pfiblizné stejna, tudiz se 1ze domnivat, Ze existuje maximalni koncentrace dané testo-
vané latky, kterou rostlina dokaze pfijmout a vyssi uz ji neovlivni. Podle vysledkt
provedeného biotestu by tato koncentrace mohla leZet okolo hodnoty 2.10° M (viz
Graf 1).

—¢— Relativni délka epikotylu pelusek po aplikaci 24-epiBL kontrola 50%
140 %
T .
100 % r J
80 %
60 %
40%
1 —+ il\:
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2x107(-9)  2x107(-8) 2x10A(-7) 2x107(-6) 2x10A(-5) 2x10A(-4) 2x10A(-3) 2x107(-2)

Koncentrace 24-epibrassinolidu (M)

Graf 1: Relativni zavislost délky epikotylu etiolovanych rostlin hrachu setého (Pisum arvense
L.) na koncentraci exogenné aplikovaného 24-epiBL. (Pramér + SD; n = 8, pocet rostlin v 1
koncentraci)
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Testované rostliny byly dale vyuzity pro UHPLC-MS/MS analyzu, aby mohla
byt ddna do souvislosti korelace délky epikotyli s koncentraci endogennich hladin

BRs v danych rostlinach.

BRs byly vyextrahovany z rostlinného materialu a nasledn¢ byly vzorky piecis-
tény pomoci SPE a imunoafinitni chromatografie. Takto ptecisténé vzorky byly zana-
lyzovany — pomoci UHPLC-MS/MS byla ziskana hmotnostni spektra, z kterych byly
po zpracovani v programech MassLynx™ a TargetLynx™ odedteny koncentrace en-
dogennich BRS ve vzorcich. V etiolovanych rostlinach pelusky se podatilo kvantifiko-
vat tyto endogenni BRs: brassinolid (BL), 28-homocastasteron (HCS) a castasteron
(CS). Vyhodnocenim ziskanych dat byla stanovena jejich koncentrace v epikotylech,
kotincich a kotyledonech rostlin ovlivnénych aplikaci 24-epiBL (viz Tab P1). Name-
fené hodnoty 24-epiBL nebyly do vyhodnoceni zatazeny, jelikoz byl pouzit ke znaceni
rostlin v biotestu a jeho koncentrace tudiz byly velmi vysoké.

Pro kazdou ¢ast rostliny byl pozorovan stejny trend — U nizSich aplikovanych
koncentraci 24-epiBL (2.10° az 2.10* M) naméfené koncentrace endogennich BRs
oscilovaly na nizkych hodnotach a v nékterych pfipadech se témét rovnaly koncentra-
cim kontrolniho vzorku. U vzorki ovlivnénych koncentraci 2.10° a 2.102 M byly
témer ve vetsing pripadl zjistény nasobné vyssi koncentrace.

V epikotylech pelusek ovlivnénych 2.10° az 2.10* M 24-epiBL byly zjistény
nizké koncentrace vSech tfi BRs, které nepfesahly 170 pmol/g. Mnozstvi BL se pohy-
bovalo pouze od 5,67 do 24,6 pmol/g. Vétsi koncentrace byly zjistény u HCS, kdy ve
dvou p¥ipadech (pii koncentraci 2.10® a 2.10° M) hladiny dosahly 144,3 a 116 pmol/g.
Mnozstvi CS ve ¢tyfech nejnizSich testovanych koncentracich kolisalo od 86,42 ke
168,81 pmol/g, a poté pii ovlivnéni 2.10™ jeho koncentrace klesla na 28,79 pmol/g.
Pelusky ovlivnéné koncentraci 2.10* M 24-epiBL obsahovaly v epikotylech mnozstvi
sledovanych latek pouze mirné se liSici od hodnot namétenych v kontrolnich vzorcich
—10,95 pmol/g BL, 19,1 pmol/g HCS a 17,35 pmol/g CS oproti hodnotam 0,93 pmol/g,
28,77 pmol/g a 14,13 pmol/g ve vzorcich kontrol.

Pii ovlivnéni koncentraci 2.10° M byl u viech sledovanych latek sledovan nartist
jejich endogenni koncentrace. Pro BL a HCS bylo pii tomto ovlivnéni naméfeno ma-
ximalni mnozZstvi ve vzorcich epikotyla (713,65 pmol/g BL a 645,19 pmol/g HCS),

jelikoZ po ovlivnéni o fad vyss§i koncentraci 24-epiBL se jejich hodnoty opét snizily, a
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to cca na polovinu naméfené maximalni hodnoty. Koncentrace CS se ve vzorku
epikotylii ovlivnénych koncentraci 2.102 M jesté zvysila, tudiz bylo nejvyssi mnozstvi
CS (831,6 pmol/g) naméieno Vv epikotylech ovlivnénych nejvyssi testovanou koncen-

traci 24-epiBL (viz Graf 2).

Obsah endogennich BRs v epikotylech
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Graf 2: Koncentrace endogennich BRs — brassinolidu (BL), 28-homocastasteronu (HCS) a
castasteronu (CS) — namétené v epikotylech pelusek (Pisum arvense L.) ovlivnénych koncen-
tra¢ni fadou 24-epiBL pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. (Prumér + SD; n = 4, pocet replikati
vzorkll)

V kotincich pelusek ovlivnénych 2.10° az 2.10* M 24-epiBL namétené hladiny
vSech tii sledovanych latek kolisaly na nizkych hodnotach a v Zadném vzorku nepie-
sahly 72 pmol/g &erstvé hmoty. Ve vzorcich ovlivnénych 2.10° M byla pozorovana
vyrazné navysena endogenni koncentrace U BL a mirn¢ zvySena hladina HCS. Pti
tomto ovlivnéni bylo naméfeno nejvyssi mnozstvi BL ve vzorcich kotfinkl, 341,42
pmol/g. Koncentrace CS v kofincich nejevila zménu od hodnot namétenych pii nizsich

koncentracich.

U HCS a CS byl vypozorovan nartist a zmeéfena nejvyssi koncentrace az u rostlin

ovlivnénych nejvyssi testovanou koncentraci 2.102 M. Jejich hodnoty naméfené pti
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tomto ovlivnéni dosahly 267,52 pmol/g u HCS a 275,33 pmol/g u CS. Naopak mnoz-
stvi BL zméfené Vv kofincich ovlivnénych nejvyssi testovanou koncentraci se oproti
maximalni hodnoté v kofincich vyrazn¢ snizilo, a to az na hodnotu 46,02 pmol/g (viz

Graf 3).
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Graf 3: Koncentrace endogennich BRs — brassinolidu (BL), 28-homocastasteronu (HCS) a
castasteronu (CS) — naméfené v kofincich pelusek (Pisum arvense L.) ovlivnénych koncen-
tracni fadou 24-epiBL pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. (Primér + SD; n =4, pocet replikatl
vzorkll)

Ve vzorcich kotyledont ovlivnénych 2.10° az 2.10* M 24-epiBL byla pozoro-
vana podobna situace, jako u vzorku kofinku a epikotyld. Namétené hladiny vsech tii
BRs se pohybovaly témét rovnomérné v hodnotach nepiesahujicich 100 pmol/g.
Mensi zména byla zaznamenana na hlading 2.10° M — naméfena koncentrace BL
v kotyledonech byla oproti ostatnim vyssi a dosahla 362,61 pmol/g. Také u CS bylo
zaznamenano mirné zvySeni koncentrace (z 42,54 na 171,07 pmol/g). Naméiené
mnozstvi HCS bylo oproti o ¥ad niz§i hlading ovlivnéni témé&f beze zmény.

Nejvyssi koncentrace HCS v kotyledonech byla zjisténa v peluskach ovlivné-
nych nejvyssi testovanou koncentraci 24-epiBL, kdy bylo naméfeno 349,05 pmol/g
HCS. Nejvyrazn¢jsi pik patfil hormonu CS, jehoZz endogenni koncentrace se ve vzor-

cich kotyledont pelusek ovlivnénych nejvyssi koncentraci nasobné zvysila az na
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891,42 pmol/g. Hladina BL byla pti tomto ovlivnéni nizka — oproti vzorkiim ovlivné-

nych o fad nizsi koncentraci 24-epiBL mnozstvi BL kleslo na mén¢ nez polovinu.

Kotyledony obsahovaly relativné vysoké koncentrace u vzorka kontrolnich rost-
lin. Naméfenych 45,14 pmol/g BL a 189,71 pmol/g HCS (viz Graf 4) n¢kolikanasobné
prevysovalo koncentrace téchto latek stanovenych v kontrolnich vzorcich epikotylt a
kofinka (viz Graf 2 a 3), coz je pravdépodobné zptsobeno faktem, ze v semenech,
reprodukénich organech a pii kli¢eni se v rostliné obecné nachazi vétsi mnozstvi BRs

(Bajguz, 2011).

Obsah endogennich BRs v kotyledonech
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Graf 4: Koncentrace endogennich BRs — brassinolidu (BL), 28-homocastasteronu (HCS) a
castasteronu (CS) — namétené v kotyledonech pelusek (Pisum arvense L.) ovlivnénych kon-
centracni fadou 24-epiBL pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. (Primér + SD; n = 4, pocet repli-
katl vzorku)
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Kromé toho, ze endogenni hladiny sledovanych BRs naméfené v tomto experimentu
se odlisovaly mezi sebou, a v zavislosti na tom, jakou koncentraci 24-epiBL byly rost-
linné vzorky ovlivnény, téz byly pozorovany rozdily naméfenych hodnot jednotlivych
endogennich BRs ve vzorcich s epikotyly, kofinky a kotyledony. Rozdily koncentraci
sledovanych latek v odlisnych rostlinnych ¢astech jsou zvyraznény V nasledujicich

grafech (Graf 5, 6 a 7).

Hladiny BL ve vzorcich ovlivnénych nizkymi koncentracemi 24-epiBL (2.10°°
az 2.10* M) byly ve viech &astech nizké a v mnoha p¥ipadech nepfevysovaly hodnoty
naméfené v kontrolnich vzorcich. Maximalni obsazené mnozstvi endogenniho BL
bylo vzdy ve vzorcich ovlivnénych koncentraci 2.10° M a nejvice v epikotylech, kde
bylav takto ovlivnénych vzorcich naméfena koncentrace 713,65 pmol/g BL. Tato kon-
centrace byla az dvojnasobna oproti koncentracim stanovenych v kofincich a kotyle-
donech (341,42 a 362,61 pmol/g). Pti nejvyssi hladin€ ovlivnéni mély ziskané hodnoty
tendenci opét klesat — v epikotylech a kotyledonech byly hodnoty niz$i cca o polovinu
a v kofincich hodnota klesla az na hladinu srovnatelnou s koncentracemi namétenymi

ve vzorcich ovlivnénych nizkymi koncentracemi 24-epiBL (viz Graf 5).

Endogenni koncentrace brassinolidu
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Graf 5: Endogenni koncentrace brassinolidu (BL) namétené pomoci UHPLC-MS/MS analyzy
ve vzorcich pelusek (Pisum arvense L.) v biotestu ovlivnénych koncentraéni fadou 24-epiBL
a v kontrolnich rostlinach (K) — v epikotylech ($eda), kotincich (modra) a kotyledonech (oran-
zova). (Primér £ SD; n = 4, pocet replikatl vzorkt)
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Hladiny endogenniho HCS pfi ovlivnéni nizkymi koncentracemi 24-epiBL (od
2.10° do 2.10* M) kolisaly na nizkych hodnotach a nejvyse vystoupaly pti koncentraci
2.10® M na 144,3 pmol/g v epikotylech. Pii ovlivnéni 2.10* M 24-epiBL naopak hla-
dina v epikotylech klesla na 19,01 pmol/g a mnozstvi v kotyledonech mirné vzrostlo

na 93,69 pmol/g.

Ve vzorcich ovlivnénych vysokymi koncentracemi 24-epiBL byl pozorovan
znacny rozdil mezi hodnotami naméfenymi ve vzorcich epikotylu a hodnotami v ostat-
nich ¢astech rostlin. Nejvyssi naméfena koncentrace HCS, 645,19 pmol/g, byla stano-
vena v epikotylech ve vzorku ovlivnéném 2.10°3 M 24-epiBL. Tato koncentrace byla
vyrazné vyssi nez hodnoty namétené v koienech a kotyledonech, které nevykazovaly
témef zadné navysSeni. Pii ovlivnéni nejvyssi koncentraci 24-epiBL bylo stanovené
mnozstvi endogennich BRs ve vSech rostlinnych ¢astech podobnég, s tim rozdilem, ze
v epikotylu se jednalo o sniZzeni maximalni naméfené koncentrace BL cca na 1/3
(223,87 pmol/g) a ve vzorcich kotyledont a kofinki bylo naopak naméfeno nejvétsi
mnozstvi HCS z celé testované koncentracni fady (349,05 pmol/g v kotyledonech,
267,52 pmol/g v kofincich, viz Graf 6).

Endogenni koncentrace 28-homocastasteronu
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Graf 6: Endogenni koncentrace 28-homocastasteronu (HCS) namétené pomoci UHPLC-
MS/MS analyzy ve vzorcich pelusek (Pisum arvense L.) v biotestu ovlivnénych koncentraéni
fadou 24-epiBL a v kontrolnich rostlinach (K) — v epikotylech (Seda), kofincich (modra) a
kotyledonech (oranzova). (Pramér + SD; n = 4, pocet replikatt vzorkt)
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V kontrolnim vzorku kotyledonu byla namétena relativné vysoka koncentrace
HCS (189,71 pmol/g), kterd ptevysovala jeho koncentrace v kontrolnich vzorcich
epikotylt a kofinki (az nékolikanasobn¢) 1 koncentrace HCS namétené u vzorki pelu-
ek ovlivnénych 2.10° a2 2.10* M 24-epiBL (viz Graf 6).

Nameéfené koncentrace endogenniho CS vykazovaly ve vzorcich ovlivnénych
nizkymi koncentracemi 24-epiBL (od 2.10° do 2.10* M) podobné hladiny, jako tomu
bylo u predchozich latek. Relativné vyssi se zdaly byt hodnoty naméfené v epikoty-
lech, ale nejednalo se o vyznamné zvysené koncentrace. Lze zminit 168,81 pmol/g pfi
druhé nejnizsi koncentraci, 2.10% M, a 153,09 pmol/g ve vzorcich epikotyli ovlivné-
nych o dva fady vyssi koncentraci 24-epiBL.

Ve vzorcich ovlivnénych nevyssimi koncentracemi 24-epiBL (2.10°a2.102 M)
byly pozorovany zna¢né rozdily naméfenych hodnot mezi jednotlivymi ¢astmi rostlin.
V epikotylech bylo pozorovano vyrazné zvySeni pii obou hladinach. Ve vzorcich
ovlivnénych hladinou 2.10° M byla naméfena koncentrace CS 595,66 pmol/g, ktera
pfevySovala hladiny naméfené v kofenech i kotyledonech, a pii ovlivnéni 2.102 M
byla ode¢tena maximalni stanovena koncentrace CS v epikotylech —831,6 pmol/g Cer-
stvé hmoty. Hodnoty naméfené v kotyledonech pfti ovlivnéni 2.10° M byly pouze
mirné zvysené oproti hodnotam v kontrolnim vzorku a pfi nejvyssi hladiné ovlivnéni
byla naméfena nejvyssi koncentrace CS v kotyledonech — 891,42 pmol/g cerstvé
hmoty. Tato hodnota byla nejvyssi stanovenou koncentraci a maximalni mnozstvi CS
bylo na rozdil od pfedchozich dvou sledovanych latek naméfeno ve vzorku Kkotyle-
donu.

Hladina CS v kofincich se zdala nejméné ovlivnéna a jeji zvyseni bylo pozoro-
vano az ve vzorcich ovlivnénych nejvyssi testovanou koncentraci 24-epiBL, §lo ale
pouze o mirnou zménu V porovnani s ostatnimi koncentracemi CS v kofincich a se
svymi 275,33 pmol/g se jednalo, oproti hodnotam naméfenym v epikotylech a kotyle-

donech, o nizky pik (viz Graf 7).
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Endogenni koncentrace castasteronu
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Graf 7: Endogenni koncentrace castasteronu (CS) namétené pomoci UHPLC-MS/MS analyzy
ve vzorcich pelusek (Pisum arvense L.) v biotestu ovlivnénych koncentraéni fadou 24-epiBL
a v kontrolnich rostlinach (K) — v epikotylech ($eda), kofincich (modra) a kotyledonech (oran-
zova). (Primér = SD; n = 4, pocet replikath vzorki)
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5 DISKUZE

Pro ovlivnéni rostlin pelusek (Pisum arvense L.) koncentracni fadou 24-epiBL byl
V této praci zvolen devitidenni biotest inhibice etiolovaného rastu. Aby bylo dosazeno
dostate¢ného rozptylu puisobicich koncentraci, byl zvolen rozsah od 2.10° do 2.102 M
24-epiBL. Provedeny biotest umoznil porovnat a zhodnotit vliv jednotlivych koncen-
traci 24-epiBL na etiolované rostliny. V biotestu byla pozorovana ¢astecna inhibice
etiolovaného riistu pfi koncentraci 2.10° M a vyrazné zkraceni epikotyla pelusek (cca
na tfetinu délky kontrolniho vzorku) pfi koncentracich 2.10° az 2.102 M 24-epiBL
(viz Graf 1), coz bylo v souladu se znamymi vysledky (Korinkovd, 2015; Korinkova
etal., 2017).

Zkracené rostliny vykazovaly projevy tzv. troji odezvy, které nasvédcovaly
tomu, ze exogenni aplikaci BRs byla vyvolana biosyntéza ethylenu. Tento prokazany
fenotypovy projev vazajici se na vztah BRs a ethylenu byl popsan v piedeslych studi-
ich (Guzman & Ecker, 1990) a béhem optimalizace provadéného biotestu bylo uka-
zano, ze mnozstvi produkovaného ethylenu koreluje se stupném zkraceni epikotylu
pelusek. Pozménény fenotyp, ktery byl pozorovan 4 dny od aplikace 24-epiBL, byl
tedy nasledkem zvyseni produkce ethylenu vyvolané exogenni aplikaci BRs (Korin-
kova, 2015).

Ovlivnéné rostliny byly dale pouzity k analyze, jejiz cilem bylo stanovit endo-
genni hladiny BRs a porovnat, zda se namé&fené hodnoty lisi mezi jednotlivymi kon-
centracemi aplikovaného 24-epiBL, a zjistit, jestli aplikace exogenniho BRs zpisobi
stimulaci jejich biosyntézy. Extrakci, izolaci a ptecisténim BRs provedenim SPE a
IAC a naslednou UHPLC-MS/MS analyzou bylo stanoveno endogenni mnozstvi BRS
ve vzorcich pelusek ovlivnénych v biotestu. Zvolené metody byly vybrany predevsim
kvuli jejich vysoké citlivosti, specificité, vysoké separacni schopnosti a moznosti
kvantifikovat i velmi nizké koncentrace (v fadech pmol/g Cerstvé hmoty).

Ptedpokladem bylo, Ze u vzorkd, u nichz aplikovana koncentrace zptisobila zkra-
ceni epikotylu a byla tedy stimulovana produkce ethylenu, by mohly byt pozorovany
I zvySené vnitini hladiny BRs. Navyseni endogenni hladiny prekurzori BRs oproti
kontrole by znamenalo, ze doslo ke stimulaci biosyntézy BRs. Endogenni koncentrace
je regulovana ptisobenim na biosyntézu a metabolismus BRS (Fujioka & Yokota, 2003)

a je znamo, ze vnéjsi aplikaci biologicky aktivniho BRs na rostlinu dochazi k navyseni
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defosforylace BES1 (Kvasnica et al., 2016). Zvysené mnozstvi defosforylovanych

transkrip¢nich faktorti poté stimuluje silnéjs$i odezvu na BRs (Yin et al., 2002).

V etiolovanych rostlinach byl detekovan bioaktivni BL a jeho prekurzory CS a
HCS. Koncentrace 24-epiBL byla téZ v rostlinach naméfena, avsak hladina tohoto fy-
tohormonu v rostlinach pravdépodobné obsahovala i ¢ast z aplikovaného mnozstvi,
které rostlina piijala a nebylo zmetabolizovano, tudiz se nejednalo o ¢isté endogenni
koncentraci. Kvili tomu nemohl byt jeho obsah srovnan s ostatnimi detekovanymi

BRs a jeho hodnoty nebyly zahrnuty ve vyhodnoceni.

Pfi srovnani endogennich hladin BRs namétenych v kontrolnich rostlinach si 1ze
vS§imnout, ze kotyledony obsahovaly nasobné vyssi koncentrace BL, CS i HCS nez
epikotyly a kofinky. V ptedchozich studiich byly naméfeny koncentrace <18 pmol/g
BL a 110 az 270 pmol/g CS v rostlinach neovlivnénych, rostoucich 10 dni za tmy (Sy-
mons et al., 2002). V této praci byla v kotyledonech pfitomna vyssi koncentrace BL
(45,14 pmol/g), ale naopak koncentrace CS, které byly stanoveny, byly o fad nizsi.
Jeho ptitomnost v kotyledonech také nebyla o tolik vyrazné&jsi nez v epikotylech a ko-
fincich jako tomu bylo u BL a HCS. Tyto vysledky se ale mohou lisit kvtli pouziti jiné
odridy rostlin hrachu. Nejvice vSak obsahovaly kontrolni rostliny hormon HCS, jehoz
bylo v kotyledonech naméteno 181,71 pmol/g. Podobné zvysena koncentrace byla na-

meéfena téz v praci Kratochvilova, 2019.

Vysledky analyzy ukazaly, ze ke zvySeni endogennich hladin BL, CS a HCS
doslo piisobenim vysokych koncentraci exogenniho 24-epiBL (2.10° a 2.102 M).
Z4dné z niz§ich koncentraci aplikovaného 24-epiBL tedy nevyvolaly v rostlinach in-
tenzivngj$i biosyntézu BRs. Nejvetsi nartst koncentraci byl naméfen v epikotylech,
kde vzrostly hladiny ptiblizné¢ dvakrat vice nez v ostatnich ¢astech rostlin, s vyjimkou
hormonu CS, u néhoz byl pozorovan podobny nartst v epikotylech i kotyledonech
(ob€ hodnoty az trojnasobné prevysovaly pik naméteny v kofincich).

Z vyslednych hodnot vyplyva, ze nejvyssi koncentrace endogennich BRs byly
stanoveny ve vzorcich epikotyli pelusek ovlivnénych 2.10° M 24-epiBL (713,65
pmol/g BL a 645,19 pmol/g HCS) a ve vzorcich kotyledontl a epikotylt pelusek ovliv-
nénych 2.102 M 24-epiBL (pro CS). Celkové nejvyssi naméfené koncentrace patiily
CS, jehoz mnozstvi ve vzorcich kotyledont a epikotylii pelusek ovlivnénych 2.102 M

24-epiBL (831,6 pmol/g v epikotylech a 891,42 pmol/g v kotyledonech) ptevysovalo
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naméfené koncentrace BL a HCS (v kotyledonech nejvyrazngji). Naopak nejnizsi kon-
centrace endogennich BRs byly obecné naméteny v kotfincich pelusek, kde bylo nej-

vice stanoveno 341,42 pmol/g BL ve vzorku ovlivnéném 2.10° M 24-epiBL.

Lze konstatovat, ze vyrazné navyseni endogennich hladin BRs bylo indukovano
aplikovanim velmi vysokych koncentraci exogenniho 24-epiBL. Jednalo se o dvé nej-
vy$$i koncentrace pouzité v biotestu: 2.10° a 2.102 M 24-epiBL. K pozorovanému
navyseni endogennich hladin byly tedy zapotiebi koncentrace az o dva fady vétsi nez

koncentrace, pii které byl pozorovan znateln¢ pozménény fenotyp pelusek v biotestu.

Vsechny tyto udaje byly stanoveny pro etiolované rostliny. U rostlin de-etiolo-
vanych, rostoucich pii svétle, je mozné, Ze se endogenni koncentrace budou lisit. V'y-
zkum naznacuje, ze de-etiolované rostliny obsahuji vyssi endogenni hladiny BRs nez
ty rostouci ve tm¢ (Symons et al., 2002). Také bylo zjisténo, Ze rostliny, které rostou
za stalého osvétleni, pravdépodobné reaguji na exogenné aplikované BRs vice, nez ty
rostouci za tmy (Symons & Reid, 2003a). Proto by bylo vhodné provést podobny ex-
periment i s rostlinami rostoucimi na svétle, aby bylo mozné ovéfit ziskané poznatky
I na de-etiolovanych rostlinach a prozkoumat, jakym zpusobem fotomorfogeneze
ovlivni vysledky tohoto experimentu. Pro dal$i vyzkum by bylo téz piinosné otestovat
vliv exogennich BRs na jejich endogenni hladiny i u dalsich druht rostlin, pro pfipadné

porovnani nebo nalezeni podobnych vysledki.
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6 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo otestovat na etiolovanych rostlindch hrachu setého
(Pisum arvense L.), jaky ma vliv exogenné aplikovany 24-epiBL na hladiny endogen-
nich BRs. K tomu byl vyuzit devitidenni biotest inhibice etiolovaného ristu pelusek
(Korinkova, 2015) s naslednym extrahovanim a izolovanim BRS ze vzorki pomoci
SPE a IAC. Ke stanoveni endogennich BRs byla pouzita UHPLC-MS/MS analyza
(Oklestkova et al., 2017).

V provedeném biotestu bylo ovéfeno, ze aplikace exogenniho 24-epiBL o kon-
centracich 2.10° az 2.102 M zpiisobuji silnou inhibici etiolovaného ristu, diky zvy-
Sené produkci ethylenu. Tyto epikotyly byly 3-4x kratsi nez epikotyly rostlin neovliv-
nénych BRs. Naopak epikotyly ovlivnéné nizkymi koncentracemi 24-epiBL (2.10° az
2.107 M) byly v priméru mirné delsi nez kontrola. Endogenni hladiny BRs byly ale
zaznamenany az pfi koncentracich 2.102 a 2.102 M 24-epiBL.

V etiolovanych rostlinach byly detekovany endogenni hladiny BL, CS a HCS.
U naméfenych hodnot byl pozorovan vyrazny narust koncentrace téchto hormont po
aplikaci 2.10° a 2.102 M 24-epiBL, nejvyssi koncentrace byly naméfeny obecné
v epikotylech a pro CS téz v kotyledonech, zatimco kontrolni rostliny obsahovaly nej-
vétsi mnozstvi BRs v kotyledonech. Zvyseni endogennich hladin BRs bylo stimulo-
vano o dva fady vyssi koncentraci 24-epiBL, neZ bylo zapotiebi k inhibici etiolova-

ného ristu pelusek.

45



SEZNAM POUZITE LITERATURY

Achard P., Renou J. P., Berthomé R., Harberd N. P., Genschik, P. (2008) Plant DELLAs
restrain growth and promote survival of adversity by reducing the levels of reactive oxy-
gen species. Curr Biol 18(9), 656-660.

Arteca R. N. (1995) Plant Hormones: Physiology, Biochemistry and Molecular Biology
(Davies P. J., ed.), pp. 206-213, Dordrecht, Netherlands

Arteca R. N., Arteca J. M. (2008) Effects of brassinosteroid, auxin, and cytokinin on ethy-
lene production in Arabidopsis thaliana plants. Journal of experimental botany 59(11),
3019-3026.

Bajguz A. (2000) Blockade of heavy metals accumulation in Chlorella vulgaris cells by
24-epibrassinolide. Plant Physiol Biochem 38, 797-801.

Bajguz A., Tretyn A. (2003) The chemical characteristic and distribution of brassinoste-
roids in plants. Phytochemistry 62, 1027-1046.

Bajguz A, Hayat S (2009) Effects of brassinosteroids on the plant responses to environ-
mental stresses. Plant Physiol Biochem 47, 1-8.

Bajguz A. (2011) Brassinosteroids — occurence and chemical structures in plants. In Bras-
sinosteroids: A Class of Plant Hormone (Hayat S., Ahmad A., eds.), pp. 1-27, Springer,
Dordrecht, Netherlands.

Bajguz A., Piotrowska-Niczyporuk A. (2013) Synergistic effect of auxins and brassinos-
teroids on the growth and regulation of metabolite content in the green alga Chlorella vul-
garis (Trebouxiophyceae). Plant Physiol Biochem 71, 290-297.

Bao F., Shen J., Brady S.R., Muday G.K., Asami T., Yang Z. (2004) Brassinosteroids
interact with auxin to promote lateral root development in Arabidopsis. Plant Physiol 134,
1624-1631.

Campbell P., Braam J. (1999) Xyloglucan endotransglycosylases: diversity of genes, en-
zymes and potential wall-modifying functions. Trends Plant Sci 4(9), 361-366.

Cao H., Chen S. (1995) Brassinosteroid-induced rice lamina joint inclination and its rela-
tion to indole-3-acetic acid and ethylene. Plant Growth Regul 16, 189-196.

Clouse S. D. (2011) Brassinosteroid Signal Transduction: From Receptor Kinase Activa-
tion to Transcriptional Networks Regulating Plant Development. Plant Cell 23, 1219-
1230.

Clouse S. D., Sasse J. M. (1998) BRASSINOSTEROIDS: Essential Regulators of Plant
Growth and Development. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 49, 427-451.

Cutler H. G. (1991) Brassinosteroids through the looking glass. In Brassinosteroids: Che-
mistry, Bioactivity, & Applications, (Cutler H. G., Yokota T., Adam G., eds.), pp. 334-
345, American Chemical Society, Washington, D.C.

46



Dhaubhadel S., Chaudhary S., Dobinson K. F., Krishna P. (1999) Treatment with 24-
epibrassinolide, a brassinosteroid, increases the basic thermotolerance of Brassica napus
and tomato seedlings. Plant Mol Biol 40, 333-342.

Ding J.,, Wu J. H., Liu J. F,, Yuan B. F., Feng Y. Q. (2014) Improved methodology for
assaying brassinosteroids in plant tissues using magnetic hydrophilic material for both ex-
traction and derivatization. Plant Methods 10(1), 39.

Divi U. K., Rahman T., Krishna P. (2010) Brassinosteroid-mediated stress tolerance in
Arabidopsis shows interactions with abscisic acid, ethylene and salicylic acid pathways.
BMC Plant Biol 10(1), 151.

Duran M. I., Gonzalez C., Acosta A., Olea A. F., Diaz K., Espinoza L. (2017) Synthesis
of Five Known Brassinosteroid Analogs from Hyodeoxycholic Acid and Their Activities
as Plant-Growth Regulators. Int J Mol Sci 18(3), 516.

Esposito D., Komarnytsky S., Shapses S., Raskin I. (2011) Anabolic effect of plant bras-
sinosteroid. FASEB J 25, 3708-3719.

Fujioka S., Yokota T. (2003) Biosynthesis and metabolism of brassinosteroids. Ann Rev
Plant Biol 54, 137-164.

Fujita S., Ohnishi T., Watanabe B., Yokota T., Takatsuto S., Fujioka S., Yoshida S., Sakata
K., Mizutani M. (2006) Arabidopsis CYP90B1 catalyses the early C-22 hydroxylation of
C27, C28 and C29 sterols. Plant J 45(5), 765-774.

Gampala S. S., Kim T. W., He J. X., Tang W., Deng Z., Bai M.-Y., Guan S., Lalonde S.,
Sun Y., Gendron J. M. (2007) An essential role for 14-3-3 proteins in brassinosteroid sig-
nal transduction in Arabidopsis. Dev Cell 13, 177-189.

Gendron J. M., Liu J. S., Fan M., Bai M. Y., Wenkel S., Springer P. S., Barton M. K.,
Wang, Z. Y. (2012) Brassinosteroids regulate organ boundary formation in the shoot api-
cal meristem of Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci 109(51), 21152-21157.
Gonzalez-Garcia M. P., Vilarrasa-Blasi J., Zhiponova M., Divol F., Mora-Garcia S., Rus-
sinova E., Cafio-Delgado A. I. (2011) Brassinosteroids control meristem size by promo-
ting cell cycle progression in Arabidopsis roots. Development 138(5), 849-859.

Grove M. D., Spencer G. F., Rohwedder W. K., Mandava N., Worley J. F., Warthen Jr. J.
D., Steffens G. L., Flippen-Anderson J. L., Cook Jr. J. C. (1979) Brassinolide, a plant
growth-promoting steroid isolated from brassica napus pollen. Nature 281, 216-217.
Gudesblat G. E., Russinova E. (2011) Plants grow on brassinosteroids. Curr Opin Plant
Biol 14(5), 530-537.

Guzman P., Ecker J. R. (1990) Exploiting the triple response of Arabidopsis to identify
ethylene-related mutants. The Plant Cell 2(6), 513-523.

47



Hacham Y., Sela A., Friedlander L., Savaldi-Goldstein S. (2012) BRI1 activity in the root
meristem involves post-transcriptional regulation of PIN auxin efflux carriers. Plant Sig-
nal Behav 7, 68—70.

Han K. S., Ko K. W.,, Nam S. J., Park S. H., Kim S. K. (1997) Optimization of a rice
lamina inclination assay for detection of brassinosteroids: I. effect of phytohormones on
the inclination activity. J Plant Biol 40, 240-244.

Haubrick L. L., Torsethaugen G., Assmann S. M. (2006) Effect of brassinolide, alone and
in concert with abscisic acid, on control of stomatal aperture and potassium currents of
Vicia faba guard cell protoplasts. Physiologia Plantarum 128(1), 134-143.

Huang H. Y., Jiang W.B.,HUY. W., Wu P., Zhu J. Y., Liang W. Q., Wang Z. Y., Lin W.
H. (2013) BR signal influences Arabidopsis ovule and seed number through regulating
related genes expression by BZR1. Mol Plant 6(2), 456-4609.

Huo F., Wang X., Han Y., Bai Y., Zhang W., Yuan H., Liu H. (2012) A new derivatization
approach for the rapid and sensitive analysis of brassinosteroids by using ultra high per-
formance liquid chromatography-electrospray ionization triple quadrupole mass spectro-
metry. Talanta 99, 420-425.

Chaiwanon J., Wang Z. Y. (2015) Spatiotemporal brassinosteroid signaling and antago-
nism with auxin pattern stem cell dynamics in Arabidopsis roots. Curr Biol 25(8), 1031-
1042.

Chenl.J.,LoW.S,, Chuang J. Y.,CheuhC.M,,Fan Y. S, LinL.C., Wu S. J., Wang L.
C. (2013) A chemical genetics approach reveals a role of brassinolide and cellulose
synthase in hypocotyl elongation of etiolated Arabidopsis seedlings. Plant Sci 209, 46—
57.

Chung Y., Choe S. (2013) The regulation of brassinosteroid biosynthesis in Arabidopsis.
Crit Rev Plant Sci 32(6), 396-410.

Ismaili J., Boisvert M., Longpre F., Carange J., Le Gall C., Martinoli M. G., Daoust B.
(2012) Brassinosteroids and analogs as neuroprotectors: synthesis and structure-activity
relationships. Steroids 77(1), 91-99.

Jiroutova P., Mikulik J., Novak O., Strnad M., Oklestkova J. (2019) Brassinosteroids In-
duce Strong, Dose-Dependent Inhibition of Etiolated Pea Seedling Growth Correlated
with Ethylene Production. Biomolecules 9(12), 849.

Kagale S., Divi U. K., Krochko J. E., Keller W. A., Krishna P. (2007) Brassinosteroid
confers tolerance in Arabidopsis thaliana and Brassica napus to a range of abiotic stresses.
Planta 225(2), 353-364.

Khripach V., Zhabinskii V., de Groot A. (2000) Twenty years of brassinosteroids: stero-
idal plant hormones warrant better crops for the XXI century. Ann Bot 86 (3), 441-447.

48



Kim T. W., Guan S., Sun Y., Deng Z., Tang W., Shang J. X., Sun Y., Burlingame A. L.,
Wang Z. Y. (2009) Brassinosteroid signal transduction from cell-surface receptor kinases
to nuclear transcription factors. Nat Cell Biol 11(10), 1254-1260.

Koftinkova P. (2015) Vliv brassinosteroidi a vybranych rastovych reguldtorti na etiolo-
vané rostliny pelusky (Pisum arvense L.) - biotest. Diplomova prace, Univerzita Palac-
kého, Olomouc.

Korinkova P., Bazgier V., Oklestkova J., Rarova L., Strnad M., Kvasnica M. (2017)
Synthesis of novel aryl brassinosteroids through alkene cross-metathesis and preliminary
biological study. Steroids 127, 46-55.

Kozuka T., Kobayashi J., Horiguchi G., Demura T., Sakakibara H., Tsukaya H., Nagatani
A. (2010) Involvement of auxin and brassinosteroid in the regulation of petiole elongation
under the shade. Plant Physiol 153, 1608-1618.

Kratochvilova J. (2019) Vliv syntetickych derivatl brassinosteroidti na zvyseni tolerance
rostlin vii¢i abiotickym strestim. Diplomova prace, Univerzita Palackého, Olomouc.
Kvasnica M., Oklestkova J., Bazgier V., Rarova L., Kofinkova P., Mikulik J., Budesinsky
M., Béres T., Berka K., Lu Q., Russinova, E., Strnad M. (2016) Design, synthesis and
biological activities of new brassinosteroid analogues with a phenyl group in the side
chain. Org Biomol Chem 14(37), 8691-8701.

Li F., Asami T., Wu X., Tsang E. W. T., Cutler A. J. (2007) A putative hydroxysteroid
dehydrogenase involved in regulating plant growth and development. Plant Physiol 145,
87-97.

LiJ., Lease K. A., Tax F. E., Walker J. C. (2001) BRS1, a serine carboxypeptidase, regu-
lates BRI1 signaling in Arabidopsis thaliana. Proc Natl Acad Sci USA 98(10), 5916-5921.
Li J., Wen J., Lease K. A, Doke J. T., Tax F. E., Walker J. C. (2002) BAK1, an Arabi-
dopsis LRR receptor-like protein Kinase, interacts with BRI1 and modulates brassinoste-
roid signaling. Cell 110(2), 213-222.

LiQ.F.,WangC.,JiangL.,LiS.,SunS.S., He J. X. (2012) An interaction between BZR1
and DELLAs mediates direct signaling crosstalk between brassinosteroids and gibbe-
rellins in Arabidopsis. Sci Signal 5(244), ra72.

Liang T., Mei S., Shi C., Yang Y., Peng Y., Ma L., Wang F., Li X., Huang X., Yin Y., Liu
H. (2018) UVRS interacts with BES1 and BIM1 to regulate transcription and photo-
morphogenesis in Arabidopsis. Developmental cell 44(4), 512-523.

Lv B., Tian H., Zhang F., Liu J., Lu S., Bai M., Li C., Ding Z. (2018) Brassinosteroids
regulate root growth by controlling reactive oxygen species homeostasis and dual effect
on ethylene synthesis in Arabidopsis. PLoS Genet 14, €1007144.

49



Ma L., Li J., Qu L., Harger J., Chen Z., Zhao H., Deng X. W. (2001) Light control of
Arabidopsis development entails coordinated regulation of genome expression and cellu-
lar pathways. Plant Cell 13, 2589-2607.

Malikova J., Swaczynova J., Kolai Z., Strnad M. (2008) Anticancer and antiproliferative
activity of natural brassinosteroids. Phytochemistry 69(2), 418-426.

Michelini F. M., Ramirez J. A., Berra A., Galagovsky L. R., Alché L. E. (2004) In vitro
and in vivo antiherpetic activity of three new synthetic brassinosteroid analogues. Steroids
69(11/12), 713-720.

Michelini F. M., Berra A., Alché L. E. (2008) The in vitro immunomodulatory activity of
a synthetic brassinosteroid analogue would account for the improvement of herpetic stro-
mal keratitis in mice. J Ster Biochem Mol Biol 108, 164-170.

Mitchell J. W., Livingston G. A. (1968) Methods of studying plant hormones and growth
regulating substances, pp. 26-28, Agriculture Handbook. No. 336. U.S. Dept. of Agricul-
ture Government Printing Office, Washington D. C., USA.

Mitchell J. W., Mandava N. B., Worley J. F., Plimmer J. R., Smith M. V. (1970) Brassins:
a new family of plant hormones from rape pollen. Nature 225, 1065-1066.

Mori K., Sakakibara M., Ichikawa Y., Ueda H., Okada K., Umemura T., Yabuta G., Kuwa-
hara S., Kondo M., Minobe M., Sogabe A. (1982) Synthesis of (22S, 23S)-homobrassino-
lide and brassinolide from stigmasterol. Tetrahedron 38(14), 2099-2109.

Miissig C., Shin G.-H., Altmann T. (2003) Brassinosteroids promote root growth in Ara-
bidopsis. Plant Physiol 133, 1261-1271.

Miissig C. (2005) Brassinosteroid-promoted growth. Plant Biol 7, 110-117.

Nakaya M., Tsukaya H., Murakami N., Kato M. (2002) Brassinosteroids control the pro-
liferation of leaf cells of Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol 43, 239-244.

Neff M. M., Nguyen S. M., Malancharuvil E. J., Fujioka S., Noguchi T., Seto H., Tsubuki
M., Honda T., Takatsuto S., Yoshida S., Chory J. (1999) BAS1: A gene regulating bras-
sinosteroid levels and light responsiveness in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci 96(26),
15316-15323.

Nomura T., Sato T., Bishop G. J., Kamiya Y., Yokota T. (2001) Accumulation of 6-deo-
xocathasterone and 6-deoxocastasterone in Arabidopsis, pea and tomato is suggestive of
common rate-limiting steps in brassinosteroid biosynthesis. Phytochemistry 57, 171-178.
Ohnishi T., Szatmari A. M., Watanabe B., Fujita S., Bancos S., Koncz C., Lafos M., Shi-
bata K., Yokota T., Sakata K., Szekeres M., Mizutania M. (2006) C-23 hydroxylation by
Arabidopsis CYP90C1 and CYP90DL1 reveals a novel shortcut in brassinosteroid bio-
synthesis. Plant Cell 18, 3275-3288.

Oklestkova J., Tarkowska D., Eyer L., Elbert T., Marek A., Smrzova Z., Novak O., Franek
M., Zhabinskii V.N., Strnad M. (2017) Immunoaffinity chromatography combined with

50



tandem mass spectrometry: A new tool for the selective capture and analysis of brassinos-
teroid plant hormones. Talanta 170, 432-440.

Rarova L., Zahler S., Liebl J., Krystof V., Sedlak D., Bartin¢k P., Kohout L., Strnad M.
(2012) Brassinosteroids inhibit in vitro angiogenesis in human endothelial cells. Steroids
77(13), 1502-1509.

Sasse J. M. (1999) Physiological actions of brassinosteroids. In Brassinosteroids: Stero-
idal Plant Hormones (Sakurai A., Yokota T., Clouse S. D., ed.), pp. 137-161, Springer-
Verlag, Tokyo, Japan.

Sharma P., Bhardwaj R. (2007) Effect of 24-epibrassinolide on seed germination, seedling
growth and heavy metal uptake in Brassica juncea L. Gen Appl Plant Physiol 33, 59-73.
Shimada Y., Goda H., Miyauch N., Nagata N., Asami T., Fujioka S., Yoshida S. (2001)
Light regulation of brassinosteroid-biosynthetic genes in Arabidopsis thaliana. Plant Cell
Physiol 42, 77.

Singh A. P., Savaldi-Goldstein S. (2015) Growth control: brassinosteroid activity gets
context. J Exp Bot 66(4), 1123-1132.

Statsenko E. A., Korolevich M. P., Seregkina T. V., Paramonova N. A., Ostapenko V. A.,
Ryibkina I. L. (2008) Methods of correction of lipid metabolism in athletes. Voennaya
Medicina [Military Medicine] 9, 102-104.

Steber C. M., McCourt P. (2001) A role for brassinosteroids in germination in Arabi-
dopsis. Plant Physiology 125, 763-769.

Stewart Lilley J. L., Gan Y., Graham I. A., Nemhauser J. L. (2013) The effects of DELLAS
on growth change with developmental stage and brassinosteroid levels. Plant J 76, 165—
173.

Symons G. M., Schultz L., Kerckhoffs L. H. J., Davies N. W., Gregory D., Reid J. B.
(2002) Uncoupling brassinosteroid levels and de-etiolation in pea. Physiologia Plantarum
115(2), 311-319.

Symons G. M., Reid J. B. (2003a) Hormone levels and response during de-etiolation in
pea. Planta 216(3), 422-431.

Symons G. M., Reid J. B. (2003b) Interactions between light and plant hormones during
de-etiolation. J Plant Growth Regul 22(1), 3-14.

Symons G. M., Reid, J. B. (2008) Brassinosteroids, de-etiolation and the re-emerging art
of plant hormone quantification. Plant Signal Behav 3(10), 868-870.

Szekeres M., Németh K., Koncz-Kalman Z., Mathur J., Kauschmann A., Altmann T., Ré-
dei G., Nagy F., Schell J., Koncz C. (1996) Brassinosteroids rescue the deficiency of
CYP90, a cytochrome P450, controlling cell elongation and de-etiolation in Arabidopsis.
Cell 85(2), 171-182.

o1



Tamaki Y., Takeuchi K., Nomura T., Yoneyama K., Takeuchi Y., Nyunoya H., Matsushita
Y., Takatsuto S., Bishop G. J., Yokota T. (2002) Effect of light quality on the level of
endogenous brassinosteroids in rice, and the rice DWARF gene. Plant Cell Physiol 43,
185.

Tang W., Yuan M., Wang R., Yang Y., Wang C., Oses-Prieto J. A., Kim T. W., Zhou H.
W., Deng Z., Gampala S. S., Gendron J. M., Jonassen E. M., Lillo C., DeLong A., Burlin-
game A. L., Sun Y., Wang Z. Y. (2011) PP2A activates brassinosteroid-responsive gene
expression and plant growth by dephosphorylating BZR1. Nat Cell Biol 13, 124-131.
Thompson M. J., Mandava N., Flippen-Anderson J. L., Worley J. F., Dutky S. R., Robbins
W. E., Lusby W. (1979) Synthesis of brassino steroids: new plant-growth-promoting ste-
roids. J Org Chem 44(26), 5002-5004.

Turk E. M., Fujioka S., Seto H., Shimada Y., Takatsuto S., Yoshida S., Denzel M. A.,
Torres Q. 1., Neff M. M. (2003) CYP72B1 inactivates brassinosteroid hormones: An in-
tersection between photomorphogenesis and plant steroid signal transduction. Plant Phy-
siol 133, 1643-1653.

Unterholzner S. J., Rozhon W., Papacek M., Ciomas J., Lange T., Kugler K. G., Mayer K.
F., Sieberer T., Poppenberger B. (2015) Brassinosteroids are master regulators of gibbe-
rellin biosynthesis in Arabidopsis. The Plant Cell 27(8), 2261-2272.

Vandenbussche F., Callebert P., Zadnikova P., Benkova E., Van Der Straeten D. (2013)
Brassinosteroid control of shoot gravitropism interacts with ethylene and depends on au-
xin signaling components. Am J Bot 100, 215-225.

Vilarrasa-Blasi J., Gonzalez-Garcia M. P., Frigola D., Fabregas N., Alexiou K. G., Lopez-
Bigas N., Rivas S., Jauneau A., Lohmann J. U., Benfey P. N., Ibaiies M., Caiio-Delgado
A. |. (2014) Regulation of plant stem cell quiescence by a brassinosteroid signaling mo-
dule. Developmental Cell 30, 36-47.

Vitvitskaya L. V., Nikonorov S. I., Tikhomirov A. M., Zagriichuk V. P., Abtakhi B., Vo-
rob’eva E. 1. (1997) Effect of some toxicants on the behaviour of Russian sturgeon finger-
lings and toxicoprotector effects of biologically active substances. Dokl Akad Nauk 352,
842-844.

De Vleesschauwer D., Van Buyten E., Satoh K., Balidion J., Mauleon R., Choi I. R., Vera-
Cruz C., Kikuchi S., Hofte M. (2012) Brassinosteroids antagonize gibberellin-and salicy-
late-mediated root immunity in rice. Plant Physiol 158(4), 1833-1846.

Vogler F., Schmalzl C., Englhart M., Bircheneder M., Sprunck S. (2014) Brassinosteroids
promote Arabidopsis pollen germination and growth. Plant Reprod 27(3),153-167.

Vriet C., Russinova E., Reuzeau C. (2012) Boosting Crop Yields with Plant Steroids. Plant
Cell 24, 842-857.

52



Wada K., Marumo S., Abe H., Morishita T., Nakamura K., Uchiyama M., Mori K. (1984)
Arice lamina inclination test-amicro-quantitative bioassay for brassinosteroids. Agric Biol
Chem 48, 719-726.

Wachsman M. B., Lopez E., Ramirez J. A., Galagovsky L. R., Coto C. E. (2000) Antiviral
effect of brassinosteroids against herpes virus and arenaviruses. Antiviral Chem Chemo-
ther 11, 71-77.

Wachsman M. B., Ramirez J. A., Talarico L. B., Galagovsky L. R., Coto C. E. (2004)
Antiviral activity of natural and synthetic brassinosteroids. Curr Med Chem Anti Infective
Agents 3(2), 163-179.

Wang Z. Y., Nakano T., Gendron J., He J., Chen M., Vafeados D., Yang Y., Fujioka S.,
Yoshida S., Asami T., Chory J. (2002) Nuclear-Localized BZR1 Mediates Brassinoste-
roid-Induced Growth and Feedback Suppression of Brassinosteroid Biosynthesis, Develo-
pmental Cell 2(4), 505-513.

Wang X., Chory J. (2006) Brassinosteroids regulate dissociation of BKI1, a negative re-
gulator of BRI1 signaling, from the plasma membrane. Science 313, 1118-1122.

Wilen R. W., Sacco M., Gusta L.V., Krishna P. (1995) Effects of 24-epibrassinolide on
freezing and thermotolerance of bromegrass (Bromus inermis) cell cultures. Physiol Plant
95, 195-202.

Yamamato R., Demura T., Fujuda H. (1997) Brassinosteroid induce entry into the final
stage of tracheary element differentiation in cultured Zinnia cells. Plant Cell Physiol 38,
980-983.

Yang C. J,, Zhang C., Lu Y. N., Jin J. Q., Wang X. L. (2011) The mechanisms of bras-
sinosteroids action: from signal transduction to plant development. Mol Plant 4, 588-600.
Yang X., Bai Y., Shang J., Xin R., Tang W. (2016) The antagonistic regulation of abscisic
acid-inhibited root growth by brassinosteroids is partially mediated via direct suppression
of ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5 expression by BRASSINAZOLE RESISTANT 1.
Plant Cell Environ 39, 1994-2003.

Ye Q., Zhu W, Li L., Zhang S., Yin Y., Ma H., Wang X. (2010) Brassinosteroids control
male fertility by regulating the expression of key genes involved in Arabidopsis anther
and pollen development. Proc Natl Acad Sci 107(13), 6100-6105.

Yin, Y., Wang, Z. Y., Mora-Garcia, S., Li, J., Yoshida, S., Asami, T., Chory, J. (2002)
BES1 accumulates in the nucleus in response to brassinosteroids to regulate gene expres-
sion and promote stem elongation. Cell 109(2), 181-191.

Yokota T., Arima M., Takahashi N. (1982) Castasterone, a new phytosterol with plant-
hormone potency, from chestnut insect gall. Tetrahedron Lett 23, 1275-1278.

53



Yu X., Li L., Zola J., Aluru M., Ye H., Foudree A., Guo H., Anderson S., Aluru S., Liu
P., Rodermel S., Yin Y. (2011) A brassinosteroid transcriptional network revealed by ge-
nome-wide identification of BESI target genes in Arabidopsis thaliana. Plant J 65(4), 634-
646.

Zhiponova M. K., Vanhoutte I., Boudolf, V., Betti C., Dhondt S., Coppens F., Mylle E.,
Maes S., Gonzalez-Garcia M.-P., Cafio-Delgado A. I., Beemster G. T. S., De Veylder L.,
Russinova E., Inzé, D. (2013) Brassinosteroid production and signaling differentially con-
trol cell division and expansion in the leaf. New Phytol 197(2), 490-502.

Zhu T., Tan W. R., Deng X. G., Zheng T., Zhang D. W., Lin H. H. (2015) Effects of
brassinosteroids on quality attributes and ethylene synthesis in postharvest tomato fruit.
Postharvest Biol Technol 100, 196-204.

Zelikovska 1. (2018) Imunomagnetickd mikroextrakcia brassinsteroidov. Bakalaiska

prace, Univerzita Palackého, Olomouc.

54



PRILOHA 1

Tab P1: Koncentrace (pmol/g Cerstvé hmoty) endogennich BRs — brassinolidu (BL), 28-ho-
mocastasteronu (HCS) a castasteronu (CS) — ve vzorcich epikotyli, kofinki a kotyledont eti-
olovanych pelusek (Pisum arvense L.) ovlivnénych koncentra¢ni fadou 24-epiBL a v kontrol-
nich rostlinach (K) stanovené pomoci UHPLC-MS/MS analyzy; hodnoty jsou primérem z 4
méfeni (n = 4), + smérodatna odchylka (smodch).

epikotyly  2%10° 2*10% 2*107 2*10° 2*10° 2*10* 2*10° 2*102 K

BL 567 1746 917 1781 246 1095 713,65 37057 0,93
S smdoch 1,19 432 541 695 483 211 167,06 743 021
', HCS 8845 1443 37,25 116 67,63 19,01 64519 22387 28,77
‘Z’ smdoch 6367 4566 421 4396 11,78 1901 16235 89,88 14,93
& CS 8642 16881 102,88 153,09 2879 17,35 59566 8316 14,13

smdoch 391 81,45 106 3724 1414 22 1148 17984 223
kofinky ~ 2*10° 2*10% 2*107 2*10° 2*105 2*10% 2*10° 2*102 K

BL 823 132 2839 971 3703 20,79 34142 4602 3,18
S smdoch 404 532 89 363 949 8521 64505 1205 075
' HCS 1336 24,78 37,61 2819 4421 349 8265 267,52 398
Esmdoch 283 513 914 307 7,63 164 5844 4204 091
& CS 5355 921 51,12 2278 7126 3408 3794 27533 1251

smdoch 6,75 016 1653 953 9,99 636 1249 39,51 82
kotyledony ~2*10° 2*10° 2*107 2*10° 2*10° 2*10¢ 2*10° 2*10? K

BL 568 609 11,39 15084 4548 22,37 36261 159 45,14
S smdoch 359 319 6047 105 422 249 64505 32,04 22,83
'“ HCs 8984 37,52 5081 1932 46,15 9369 97,88 349,05 189,71
?é smdoch 62,85 18,13 9,04 354 3,69 155 17,08 74,07 44,89
S CS 3314 5929 61,75 3313 1515 42,54 171,07 89142 26,24

smdoch 885 3042 1932 302 447 642 758 6825 3,79
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