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1. UVOD

Brassinosteroidy i fytoekdysteroidy patii do skupiny pfirodnich latek oznaovanych
jako terpenoidy, popf. izoprenoidy. Jedna se o latky, které jsou tvofeny z pétiuhlikatych
stavebnich jednotek izoprenu vzijemné spojenych zpiisobem ,hlava k paté”. Samotny
izopren se ovSem biosyntézy terpenoidl neucastni, buiikky k tomuto ucelu pouzivaji jeho
biologické formy jako je dimetylallyl difosfat (DMAPP) a izopentenyl difosfat (IPP).
Tyto izoprenoidni jednotky se slucuji v rizném poctu za vzniku monoterpeni (2
izopren. jednotky, slouceniny s 10 uhliky), seskviterpent (3 izopren. jednotky, tj. 15
uhlik®i), diterpent (slouceniny s 20 uhliky), triterpenii (slouc¢eniny s 30 uhliky),
tetraterpent (slouceniny se 40 uhliky) a polyterpenti (slouceniny s vice nez 40 atomy
uhliku). Pétiuhlikaté izoprenoidy lze oznadit jako hemiterpeny. V piirodé se ale
vyskytuji jen velmi zfidka a to napt. ve form¢ pétiuhlikatych kyselin jako je napf.
kyselina a-lupulova (humulon) a kyselina 5-lupulova (lupulon) - kyseliny vyskytujici se
v plodech chmele otacivého Humulus lupulus a davajici pivu jeho charakteristickou
hoikou chut. Monoterpeny a seskviterpeny jsou vétSinou soucasti riznych piirodnich
silic, vyznamnymi diterpeny pak jsou vitaminy A a E, nékteré alkaloidy (taxadien),
rostlinné hormony gibereliny a soucast chlorofylu — fytol. Ke znamym ptirodnim
tetraterpenim (8 izopren. jednotek) patii karotenoidy (karoteny, lutein, xantofyl) a
néktera dalsi lipofilni rostlinna barviva jako je chlorofyl. Z polyterpent je nejznamé;jsi
kaucuk (mlécnd Stava z kauCukovniku brazilského — tzv. latex) a gutaperca (zaschla
mlécna Stava ze stromu percovniku pravého). Neni bez zajimavosti, Ze na rozdil od
kaucuku, ktery ma cis konformaci izoprenoidnich jednotek (cis-1,4-polyizopren), je
gutaperca trans izomerem, coZ se navenek projevuje jeji mensi elasticitou ve srovnani
s kauc¢ukem. Z pohledu problematiky feSené v této bakalaiské praci je potieba
vyzdvihnout skupinu triterpeni, tj. latek vzniklych kondenzaci 6 izoprenovych
jednotek. Zde tfadime linearni uhlovodik skvalen, ktery je prekurzorem biosyntézy latek
se steroidni kostrou a vznika z kyseliny mevalonové sérii cykliza¢nich reakci. Skvalen
je prekurzorem biosyntézy steroidi jak v bunkach zivoc¢isnych (napf. cholesterolu), tak
rostlinnych vcetné brassinosteroidil, fytoekdysteroid a dalSich latek steroidni povahy.
Cholesterol je dilezity zejména jako soucast bunéénych membran, dale jako prekurzor
biosyntézy zivoc¢isnych i rostlinnych hormont a vitaminu D (u obratlovct D3, u rostlin
D2). O vyznamu a vlastnostech brassinosteroidi a fytoekdysteroidit podrobné

pojednavaji nasledujici kapitoly.
-9-



Il. CILE PRACE

Cile této bakalarské prace byly stanoveny takto:

1. vypracovat literarni reSerSi na téma biosyntézy brassinosteroidi a

fytoekdysteroidl a jejich vzajemné interakce v rostlinach

2. pomoci jiz zavedené metodiky provést kultivaci rostlin fefichy seté Lepidium
sativum in vitro za ucelem optimalizace navazky tohoto rostlinného druhu pro

stanoveni obsahu brassinosteroidii a fytoekdysteroidi (studium matriéniho

efektu)

3. provést kultivaci rostlin fetichy seté Lepidium sativum in vitro po dobu 4 dnu
s cilem zjistit zda rostlinna pletiva obsahuji detekovatelnd mnozstvi nékterého

z fytoekdysteroidi (analyza pomoci UHPLC-MS/MS)

4. v ptipadé pozitivniho vysledku zbodu 3 stanovit jeho/jejich obsah ve
4dennich semendccich fefichy seté péstované na kultivacnich médiich

obsahujicich rizné koncentrace vybraného brassinosteroidu

5. provést kultivaci rostlin fefichy seté Lepidium sativum in vitro po dobu 4 dni za
pfitomnosti raznych koncentraci vybraného fytoekdysteroidu v kultivaénim
médiu a nasledné provést kvantifikaci endogennich hladin brassinosteroidi

pomoci UHPLC-MS/MS

6. vyhodnotit jednotlivé vysledky, porovnat je stémi, které byly dosud
publikované v odborné literatufe, provést jejich diskuzi a jasn€ formulovat

zavery experimentalni prace

-10 -



I1l. TEORETICKA A RESERSNIi CAST

I11. 1. BRASSINOSTEROIDY

Brassinosteroidy (BRs) jsou skupinou zhruba 70 pfirodnich latek steroidni povahy,
které jsou strukturné podobné brassinolidu (Obr. 1; BL). Pfestoze se v rostlinném
pletivu vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (cca 102 g/mg), maji pro danou
rostlinu celé spektrum vyznamnych fyziologickych ucinkd.

BL je prvnim objevenym brassinosteroidem a byl izolovan z extraktu pylu fepky olejné
Brassica napus L. sesbiraného v¢elami (Grove et al. 1979). Bylo zjisténo, Ze tato latka
spole¢n¢ s dalsimi svymi strukturnimi analogy objevenymi zdhy po ni, ma jistou
biologickou aktivitu ve smyslu vlivu na riist a vyvoj rostlin (Maugh 1981) a za timto
ucelem byla zavedena fada biotestl (viz kapitola II. 1. 1.). Zacatkem 90. let 20. stoleti
bylo predikovadno, Ze by latky tohoto typu mohly byt pouzity pro zvySeni vynosu
zemédélsky vyznamnych plodin (Cutler 1991).

HO,,,,

HOY

o]

Obr. 1. Chemicka struktura brassinolidu.

I11. 1. 1. Fyziologické funkce brassinosteroidii v rostlinach

Brassinosteroidy fadime mezi rostlinné hormony (fytohormony), a jako takové maji vliv

na celou fadu de&ji probihajicich v ramci zivotniho cyklu rostliny (Obr. 2). Mezi

nejvyznamnéjsi u€inky BRs patii celkové ovlivnéni riistu rostliny, prodluzovani a déleni

bun€k ruznych druht jejich pletiv, rust pylové lacky, vliv na biosyntézu etylénu

Vv rostling, aktivace riznych enzymil nebo regulace senescence (Bajguz and Hayat
-11 -



2009). Dalsi dilezitou tlohou BRs v rostlinném organismu je regulace fotosyntézy
(Hola 2011). Bylo prokazano, ze exogenni aplikaci BRs, ptedev§im 24-epibrassinolidu
(epiBL), se Vv testované rostliné zvySuje vynos fotosyntézy tim, ze se zvysi aktivita
enzymu RuBisCO (Xia et al. 2009; Yu et al. 2004). Krom¢ epiBL byly studie zam¢&fené
na vliv BRs na fotosyntézu provedeny rovnéz sexogenné aplikovanym
28-homobrassinolidem (homoBL) a BL samotnym, a to jak v riznych koncentracich
(10 az 1014 M), tak riiznymi zptisoby aplikace (na list, namaceni semen, kofend, listi)
a za pouziti riznych rostlinnych modela (nejcastéji okurka, pSenice a brukev). Vysledky

jsou velmi riznorodé a jsou prehledné shrnuty v Hold 2011.

Reprodukéni vyvoj
o kveteni

e prodluZovani pylové lacky
e vyvoj prasnikl

Embryogeneze

v

Stonek
o prodluzovani
« cévni diferenciace

List
o listova expanze

 prodluzovani rapiku
* senescence

Koien
« prodluZovani primarnich (hlavnich) kofend (nizka konc. BRsT, vysoka konc. 1)
« tvorba postrannich kofent (nizka konc. BRs T, vysoka konc. BRs {)

——— podpora
........ » inhibice

Obr. 2. Schéma fyziologickych ucinkt brassinosteroidti u vyssich rostlin.

Dale bylo zjiSténo, Ze BRs pomahaji rostliné piezit v neptiznivych podminkach (zvySuji
toleranci vici abiotickému stresu) jako napt. pii nedostatku vody a zivin, pfi nadbytku
soli v pud¢, za chladu nebo naopak za zvysené teploty, popt. v pfitomnosti herbicidt
(Bajguz a Hayat 2009; Pifiol a Simé6n 2011). Ac¢koliv bylo zjisténo, ze brassinosteroidy

modulovand zvySena tolerance rostliny vuci stresu souvisi s regulaci metabolismu tzv.

-12 -



reactive oxygen species (ROS; latkami obsahujicimi reaktivni kyslik, napf. peroxidy,
superoxidy) a se zvySenim antioxidacni kapacity diky zvysSenému obsahu kyseliny
askorbové, glutationu, karotenoidii, kyseliny abscisové apod., neni mechanismus vlivu

epiBL na fotosynteticky aparat rostlin jesté pIné objasnén.

Biotesty

Pro zjiSténi biologické aktivity rtiznych latek se pouzivaji tzv. biotesty. Na vybranou
Cast experimentalni rostliny se ve zvoleném rozpoustédle aplikuje roztok testované latky
a po definovaném case se odecte biologickd odezva (tj. napt. prodlouzeni stonku, tihel
ohybu apod.). Pro BRs se pouziva zejména test prodluzovani druhého internodia fazolu
(Thompson et al. 1981) a test na ohyb jazycku ryze (Wada et al. 1984). Fytohormon
V prvém piipad¢ vyrazné stimuluje rust i déleni bunék druhého internodia fazolu spolu
s dalsimi ucinky jako je napt. ohybani, nepravidelné ztlustovani a Stépeni internodia
(Pavlova a Fischer 2011). Ve druhém ptipad¢ je sledovan uhel odklonu mezi Cepeli a
pochvou listu. Test byl nejdiive zaveden v roce 1965 pro auxiny (kyselina indolyl-3-
octova), ale ukdzalo se, Ze pro brassinosteroidy je mnohem citlivéjsi. Ze vSech zndmych
BRs ma brassinolid podle dosud provedenych vyzkumi nejvyssi aktivitu. Obecné
muzeme fici, Ze brassinosteroidy s 6,7-laktonovou funkéni skupinou (napt. BL,
struktura viz Obr. 3 v kapitole 1I1. 1. 2.) vykazuji vyssi biologickou aktivitu nez 6-keto
steroidy a BRs bez oxo-skupiny na B-kruhu (Miissig et al. 1999). Z uvedeného vyplyva,
ze struktura BRs m4 vyznamny vliv na jejich biologickou aktivitu (Mandava et al.
1988). Principialné existuji zakladni 3 strukturni podminky pro zachovani biologické

aktivity BRs:

1. pfitomnost cis-vicinalnich hydroxy skupin na uhliku 2 a 3 — absence kterékoli OH
skupiny nebo zména jeji konfigurace vede k okamzité ztraté aktivity BRs

2. 7-Clenny kruh B — mirné modifikace kruhu B aktivitu BRs vyznamné snizuji, ale
nevedou K jeji Gplné ztraté jak uvedeno vyse

3. vedlejsi fetézec s OH skupinou na uhliku C-22 a C-23 - a-orientace na C-22 a C-23
zaruCuje vyssi biologickou aktivitu BRs nez odpovidajici f-orientace. Hydroxylace
v poloze C-22 je sama o sob¢é dilezita pro biologickou aktivitu (napf. 6-
oxokampestanol nema skoro Zadnou aktivitu, zatimco jeho C-22 hydroxylovany
biosynteticky produkt katasteron (CT) uz je do urcité miry bioaktivni — Fujioka et al.

1995).
-13 -



I11. 1. 2. Chemické a fyzikalni vlastnosti BRs

Z chemického hlediska jsou BRs polyhydroxylované triterpenoidy. Zaklad jejich
molekuly tvofi steroidni skelet Sa-cholestan (Obr. 3), na ktery se vazi rizné dalsi

substituenty a tvofi tak rozli¢né derivaty.

5a-cholestan

kruh A kruh B postranni fetézec

O OH
’/z,,_
HOY @ © m C.
(o]

7-oxalactone

MO, a OH
W
HOY @ OH Czs

0]

6-ox0-
HO&B OH
%,
HO\\‘\-ll OH ng
6-deoxo-

Obr. 3. Struktura 5a-cholestanu a riznych substituentii na kruhu A a B a na vedlejSim

fetézci prirozené se vyskytujicich brassinosteroidt (pevzato z Tarkowska et al. 2016).

Modifikace Soa-cholestanu jsou vysledkem oxidacnich a redukénich reakci
odehravajicich se béhem biosyntézy BRs v rostlinach (Bajguz 2011). VSech vice nez 70
dosud identifikovanych BRs lze rozd¢lit na BRs volné a BRs konjugované (s glukézou
a mastnymi kyselinami myristovou a laurovou). Spole¢nym strukturnim znakem vSech
BRs je f5-orientace metylovych skupin na C-18 a C-19, dale a-orientace na C-5 (spojeni
kruhti A a B) a a-orientace na C-22 a C-23 (vedlejsi fetézec).

Na zaklad¢é délky alkylovych substituentd na postrannim fetézci v poloze C-24 muze

byt sloucenina klasifikovana jako Cz7, C2s nebo Cog (Rao et al. 2002), ptic¢emz v piirodé

-14 -



jsou nejvice rozsifené Czg BRs mezi néz patii rovnéz BL s CHs skupinou na C-24
(Bajguz 2011). Dolicholid (DL) a dolichosteron (DS) nesou na C-24 skupinu =CH; a
homodolicholid (homoDL) a homodolichosteron (homoDS) skupinu =CH>-CHz (Obr.
4). Existuji rovnéz piirozené¢ se vyskytujici BRs, které na C-24 substituent nemayji
zadny. Jde napt. o 28-norbrassinolid (norBL) a 28-norcastasteron (norCS) — Obr. 4.
Zakladni kostru molekuly BRs tvofi 4 kruhy oznacené A az D, a postranni fetézec
umistény na Ci7, ktery je shodny s fetézcem cholesterolu, vyznamného sterolu jak v

zivoCi$né, tak i v rostlinné fisi.

HOy,, 1Oy,

HOY Ho™

HO,,

HD‘\\\.“

o o

homoDS norCS

Obr. 4. Chemické struktury brassinosteroidd s odlisnymi substituenty na C-24. Skupiny
=CH: oznafeny zelenym rameckem, skupiny =CH2-CHs oranzovym a

chybgjici substituenty na C-24 vyznaceny modrym rameckem.

BRs jsou silné hydrofobni (lipofilni) latky neiontové povahy, coZ vede k potiebé pouziti
silné hydrofobnich organickych rozpoustédel k jejich extrakci z rostlinného materialu a
jejich hydrofobicita spole¢né s neiontovym charakterem ma rovnéz vliv na volbu metod
pro jejich izolaci a naslednou analyzu pomoci instrumentalnich analytickych metod
(Tarkowska et al. 2016). Struktura BRs neobsahuje zadny chromofor, ktery by
umoznoval absorpci svétla z oblasti vinovych délek 200-800 nm (UV VIS).
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I11. 1. 3. Biosyntéza brassinosteroidi

Na zaklad¢ zjisténi, ze brassinosteroidy (BRs) jsou dualezitou soucasti regulace
zivotniho cyklu rostlin, byla vyvinuta snaha o co nejpiesnéjsi popsani biosyntézy téchto
rostlinnych steroli. Pomoci rtiznych biotestd (viz vySe) bylo dokazano, ze biologicky
nejaktivnéjSim brassinosteroidem je BL, ktery hraje vyznamnou roli u mnoha
biosyntetickou drahu vedouci k produkci pravé tohoto BR. K tomuto ucéelu byly
vybrany bunééné kultury barvinku rtzového (Catharanthus roseus) produkujici
zastupce Cag BRs jako je pravé BL, a dale napiiklad CS, tyfasterol (TY), teasteron (TE)
a CT (Suzuki et al. 1995). Vyhodou tohoto experimentalniho modelu bylo, ze hladiny
téchto BRs v bunéénych kulturach C. roseus jsou zvysené a velmi blizké hladinam BRs
detekovanych obvykle v pylu a semenech rostlin, tj. v organech a pletivech rostlin
zodpovédnych za jeji reprodukci. Bylo zjisténo, ze biosyntéza BRs zahrnuje tvorbu
zakladnich sterolti z kyseliny mevalonové ptes skvalen (Cao; struktura viz nize Obr. 9)

na cycloartenol (pro rostliny specificky Cso sterol odvozeny od skvalenu - Obr. 5).

cykloartenol sitosterol stigmasterol cholesterol

Obr. 5. Strukturni vzorce cykloartenolu, sitosterolu, stigmasterolu a cholesterolu.

Na rozdil od Zivocichtl jsou rostlinné steroly metylovany jednou nebo dvakrat za vzniku
smési sterolil obsahujici sitosterol (Czo), stigmasterol (A?? sitosterol), kampesterol (CR;
C2s) a cholesterol (Co7; Fujioka a Yokota 2003). Zatimco sitosterol a cholesterol jsou
prekurzory Cz7 a Co9 BRs, CR je prekurzorem Cis BRs (viz Obr. 3 vyse). CR je
nasledné¢ ve dvou krocich oxidovan na kampestanol (CN). Tento biosynteticky
meziprodukt BRs se dale miize pfeménovat az na CS dvéma cestami, a to bud tzv.
casnou C6 oxidaci nebo tzv. pozdni C6 oxidaci (Fujioka a Sakurai 1997). Casna C6
oxida¢ni draha (Obr. 6) zahrnuje oxidaci CN v poloze C-6 za vzniku 6-oxoCN, ktery
dale podléha oxidaci na C-22 vedouci ke CT. Dalsi reakéni kroky zahrnuji oxidaci CT

v poloze C-23 za vzniku TE (OH skupina na uhliku 3 v f-orientaci), jenz je S jednim
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mezikrokem epimerovan v poloze C-3 na TY (OH skupina na C-3 v a-orientaci; Abe et
al. 1994). Oxidaci v poloze C-2 nasledné z TY vznika CS jako posledni krok ¢asné C6
oxida¢ni biosyntetické drahy BRS. Neni bez zajimavosti, ze biologicka aktivita
biosyntetickych prekurzori vzrista v pofadi jejich tvorby v této draze (CT < TE< TY <
CS) - Fujioka et al. 1995.

Pozdni C6 oxidac¢ni draze (Obr. 6) nebyla zpoc¢atku vénovana velka pozornost, protoze
6-deoxo BRs vykazuji nejmensi biologickou aktivitu ze vSech BRs (biotest na ohyb
jazycku ryze; Fujioka et al. 1995). Brzy bylo ale zjisténo, ze tato draha probiha v mnoha
rostlinnych druzich (Yokota et al. 1994; Abe et al. 1995; Griffiths et al. 1995; Spengler
et al. 1995) a do té doby znama biosyntetickd drdha zahrnujici pouze na casnou C6
oxidaci musela byt reevaluovana. Pomoci osvédéeného modelu s bunéénymi kulturami
C. roseus byl identifikovan 6-deoxoTE, 6-deoxoTY a 6-deoxoCS (Choi et al. 1996,
1997). Za pouziti experimentti s deuteriem zna¢enymi prekurzory bylo zjisténo, ze 6-
deoxoTE se pfeménuje na 6-deoxoTY a podobné 6-deoxo-3-dehydroTE (6-deoxo3DT)
dava vznik 6-deoxoTY. Nakonec byla celd pozdni C6 oxidac¢ni draha popsédna tak, ze
zacina preménou CN na 6-deoxoCT (oxidace na C-22) nasledovanou oxidaci na C-23 za
vzniku 6-deoxoTE. Ten je s mezikrokem zahrnujicim oxidaci na C-3 (6-deoxo3DT)
epimerovan na 6-deoxoTY (Choi et al. 1997) podobn¢ jako je TE epimerovan na TY
v ¢asné C6 oxidacni draze (viz vySe). Oxidaci v poloze C-2 dochazi ke vzniku 6-
deoxoCS, jehoz dalsi oxidaci v poloze C-6 vznika CS (Choi et al. 1996).

V poslednim kroku biosyntézy BRs je pak CS s Sesti¢etnym kruhem B, vyprodukovany
at’ uz Casnou nebo pozdni C6 oxidacni drahou, oxidovan nakoncovy produkt BL
obsahujici sedmi¢lenny kruh B (Abe et al. 1996; Choi et al. 1996). Na zakladé
provedenych vyzkumil bylo pozdéji prokazano, Ze €asna i pozdni C6 oxidace spolu
v rostlinné tiSi bézné koexistuji (Fujioka et al. 1996; Fujioka a Sakurai 1997). U
nékterych rostlin mtize byt nicméné jedna z téchto drah prevladajici. Naptiklad u rajcete
nebo tabaku se ukazalo, Ze pozdni C6 oxidace je dominantni drahou biosyntézy, nebot
Vv téchto rostlinach byly nalezeny pouze produkty pozdni C6 oxida¢ni drahy (Bishop et
al. 1999; Koka et al. 2000; Yokota et al. 2001).
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Obr. 6. Schéma biosyntézy brassinosteroidii v rostlinich. Pfevzato a upraveno z
Tarkowska et al. 2016. 3DT — 3-dehydroteasteron; 6-deoxo3DT — 6-deoxo-3-dehydro-

teasteron.
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Vyznamnou Uulohu v objasnéni biosyntézy a funkce BRs sehrdli rovnéz tzv.
brassinosteroidni biosynteticti mutanti (BRs mutanti). Spousta gent kédujicich enzymy
potiebné k biosyntéze BRs byla naklonovana pomoci BRs mutanti Arabidopsis, hrachu,
raj¢ete a ryze (Fujioka a Yokota 2003). Jedna se o rostliny s naruSenou biosyntézou
BRs, proto tyto mutanty oznacujeme jako BRs deficientni. Mezi zakladni fenotypové
rozliSovaci znaky téchto rostlin patii malé kulaté tmaveé zelené listy, zakrsly vzrist,
omezena fertilita az sterilita. Maly vzrast rostliny je zptisobeny potlacenim bunécné
expanze a proliferace v dusledku nedostatku BRsS. Tyto rostliny maji snizenou kli¢ivost
semen, vykazuji vyrazné del$i vyvoj a riiznou miru de-etiolizace. Pfi riistu na svétle jsou
tito mutanti malého vzrustu, se zkroucenymi listy, maji redukovanou apikalni
dominanci, redukovanou fertilitu a zpozdé€nou senescenci. Tyto vyvojové defekty
mohou byt kompenzovany exogennim piidavkem BRs. BRs deficitni mutanti hrachu
jsou zakrsli, ale na rozdil od mutant Arabidopsis thaliana, nemaji zakroucené listy ani
tmave zeleny fenotyp. BRs deficitni mutanti rajéete jsou pii ristu ve tmé malého
vzristu, ale maji uzaviené délozni listky, zatimco pii rastu na svétle jsou mensiho
vzristu, maji redukované axilarni vétveni stonku a abnormaln€ pozménénou morfologii
listd. BRs deficitni mutanti ryZe jsou de-etiolovaného fenotypu s omezenym rustem
mezokotylu a internodii spole¢né s aberantni morfologii listl (popsanou vyse). Fenotyp
BRs deficitnich mutanti se mtize lisit v zavislosti na druhu rostliny (Fujioka a Yokota
2003). BRs mutanti byli objeveni pouze u velmi mala rostlinnych druht, k vyzkumu
nam mohou podobné slouzit i inhibitory biosyntézy BRs (struktury nejsou uvedeny).
Triazoly, jako je napiiklad uniconazol a paclobutrazol, jsou znamymi inhibitory
biosyntézy giberelinli (skupina fytohormont povahy diterpenoidnich karboxylovych
kyselin). Nicméné uniconazol neptisobi inhibi¢né specificky u giberelini, ale zabranuje
také biosyntéze BRs v butikach ostalky (Zinnia) — lwasaki a Shibaoka 1991. Modifikaci
Arabidopsis po treatmentu brassinazolem vykazovaly fenotyp typicky pro BRs deficitni
mutanty (Nagata et al. 2000). Stejny efekt byl pozorovan u semen fefichy, rajcete,
hrachu a tabaku. Brassinazol se vaze na C-22 a-hydroxylazu (DWF4), kde blokuje
hydroxylaci na C-22a a zamezuje tim vzniku BRs z CN a 6-0xoCN (Asami et al. 2000).
Pozdéji byly syntetizovany rovnéz dalsi, specifi¢téjsi inhibitory biosyntézy BRs, které
mohou mit potencionalni vyuziti jako komer¢né dostupné regulatory ristu rostlin

(Fujioka a Yokota 2003).
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I11. 2. ROSTLINNE EKDYSTEROIDY (FYTOEKDYSTEROIDY)

Ekdysteroidy (ECs) jsou latky steroidni povahy, které byly ptivodné objeveny v télech
hmyzu (Butenandt a Karlson 1954), kde plni funkci hormond regulujicich jeho
metamorfézu (ekdyzi) — Dinan 2001. Slouceniny ekdysteroidni povahy byly ale pozdéji
objeveny také Vv rostlinné isi v pletivech nizSich 1 vysSich suchozemskych rostlin a
zaCaly byt oznacovany jako fytoekdysteroidy (PEs) pro jejich odliSeni od ekdysteroid
izolovanych z zivocisnych zdroji. Néekteré ekdysteroidy se ale mohou vyskytovat jak u
hmyzu, tak i u rostlin (napi. ekdyson, 20-hydroxyekdyson nebo ajugasteron C; Obr. 7)
— Tarkowska a Strnad 2016.

R
22 24
R !o/ o N
s !7 OH
117 337 N6 SHa
3 .
NN
| | || ©OH
3 5 7
Ho” S T
H|
0

ekdyson (E), R' = CH,, R=H

20-hydroxyekdyson (20E), R' = CH,, R? = OH ajugasteron C (ajuC)

Obr. 7. Struktura nékterych ekdysteroidii s vyznacenim ¢islovani atomu.

Fytoekdysteroidy byly nalezeny u 5-6 % testovanych suchozemskych rostlin,
v nékterych ptipadech dokonce ve velmi vysokych koncentracich (Imai et al. 1969).

V dnesni dob€ uZ zname zhruba 300 latek ekdysteroidni povahy, které byly detekovany
ve vice nez 100 druzich suchozemskych rostlin, pficemz nejrozsifenéjSim stale ztstava
20-hydroxyekdyson (20E; Lafont et al. 2002). Bylo zjisténo, ze mnozstvi (koncentrace)
a distribuce PEs v téle rostliny zavisi na jejim druhu, ale zaroven i na jejim stafi. Dinan
et al. 2009 napf. zjistili, Ze v rostliné Spenatu dochazi k biosyntéze PEs predevSim ve
starSich listech, ty jsou nasledné transportovany do mladSich listi, kde se nejsou
schopny samy syntetizovat. Pomoci molekularné-biologickych metod bylo déle
nalezeno, ze vétSina testovanych rostlin obsahuje geny, koédujici enzymy potiebné
k biosyntéze fytoekdysteroidd, ale tyto geny byvaji Casto potlateny nebo blokovany
(Dinan et al. 2009).
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I11. 2. 1. Fyziologické funkce fytoekdysteroidii v rostlinach

Funkce PEs stale jest¢ neni pln¢ objasnéna a je pfedmétem probihajicich vyzkumi.
Vzhledem k tomu, ze vyskyt PEs v rostlinach neni univerzalni, jejich koncentrace
V PEs-pozitivnich rostlindch je vzdy mnohem vyssi nez hladiny fytohormont a nebyl
dosud objeven jejich piipadny receptor, predpokldda se, ze v rostlinach neplni PEs
funkci hormonu. To potvrzuji i vysledky nékterych biotestti (Machackova et al. 1995).
VétsSina védecké komunity se piiklani k ndzoru, ze PEs mohou rostliny pouzivat jako
alelochemikalie (latky uvoliiované rostlinou do ptdy a ovliviiyjici riist a vyvoj okolnich
organismull) a jako obranu proti herbivornimu hmyzu (po poziti rostliny zplsobuji u
hmyzu endokrinni disrupci az smrt) — Soriano et al. 2004. Na zaklad¢ sledovani
vzajemné interakce PEs s ostatnimi fytohormony pfitomnymi v rostlindich (Machackova
et al. 1995) se dale zda, Zze PEs mohou vytvafet pro rostlinu vyhodngjsi ristové
podminky, ale neucastni se pifimé regulace rostlinného rastu. Ackoli tedy
fytoekdysteroidy nemutzeme fadit mezi rostlinné hormony, podili se ale piesto na
nékolika vyznamnych fyziologickych pochodech v rostlinach a byvaji v nékterych
literarnich zdrojich oznacCovany jako sekundarni metabolity rostlin, nebot’ jsou
syntetizovany z produktd primarniho metabolismu a plni hlavné ekologické funkce
(ochrana proti predatortim, mezidruhova kompetice apod.).

U PEs-pozitivnich rostlin byla jejich nejvétsi koncentrace nalezena v mladych listech a
reproduk¢nich organech rostlin (kvéty, semena, praSniky), mensi pak ve stonku a
Vv kotenech (Dinan et al. 2001). Z tohoto zjisténi bychom mohli odvodit, Ze nejvyssi
koncentrace PEs se vyskytuji v ¢astech rostliny, které jsou nezbytné pro jeji preZziti,
rozmnozeni a zachovani dulezitych znakd pro potomstvo. V souladu s timto je tedy
vyse zminéna teorie, ze PEs maji v rostliné nejspise funkci obrannou.

Bylo zjisténo, Ze fytoekdysteroidy (konkrétné 20E) pfidané exogenné rostliné v nizkych
koncentracich ovliviiuji fotosyntézu v jejich pletivech, podobné jako brassinosteroidy
(viz kapitola Il. 1. 1.), ale nejspise jinym mechanismem. Je pravdépodobné, ze pti tomto
fyziologickém procesu si spolu tyto dvé skupiny steroidnich latek néjakym zplisobem

konkuruji (Rothova et al. 2014).
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I11. 2. 2. Chemické a fyzikalni vlastnosti fytoekdysteroidii

Strukturni vzorce fytoekdysteroida (Obr. 7, 8) jsou odvozeny biosynteticky od
cholesterolu, piipadné od latosterolu (5a-cholest-7-en-34-olu) — Obr. 9.

Obr. 8. Struktura typického ekdysteroidu (20E) s barevnym vyznacenim spoleénych
strukturnich znakt. OH skupina na C-14 je vyznacena zelenym rameckem, CHs skupiny
na C-10 a C-13 oranzovym rameckem a 14 -hydroxy-7-en-6-on chromofor ¢ervenym

ovalem.

Zéakladni kostru molekuly tvoii typicky 4 kruhy cholest-7-en-6-onu, coz je struktura o
27 atomech uhlikti (C27) — Obr. 8. N¢které PEs jsou ale odvozeny od jinych rostlinnych
sterolti (fytosteroli) a obsahuji 28 (Czg) nebo 29 uhlikii (C29) s alkylovym fetézcem
v poloze C-24. Vsechny prirozené se vyskytujici PEs maji f-konfiguraci metylovych
skupin na C-10 a C-13 (oranzovy ramecek v Obr. 8; Dinan 2001). Spojeni kruhti B/C a
C/D ma vzdy orientaci trans zatimco spojeni kruhi A/B je obvykle cis (54-H) a jen
ziidka trans (5a-H). Vétsina PEs obsahuje hydroxylovou skupinu v pozici 1l4c.
Chromofor 14 a-hydroxy-7-en-6-on poskytuje charakteristickou absorpci PES S Amax pfi
242 nm (v metanolu). Timto fyzikalné-chemickym znakem se PEs vyznamné lisi od
BRs, které nemaji zddny chromofor a v UV VIS oblasti tudiz viibec neabsorbuji (viz

kapitola I11. 1. 2.).
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I11. 2. 3. Biosyntéza fytoekdysteroidii

Ackoli bylo vynalozeno mnoho Usili na studie zaméfené na popis biosyntetické drahy
pro vznik ekdysteroidi u hmyzu, poznatky tykajici se jejich biosyntézy v rostlinach jsou
mnohem skromnéj$i. Zatim nevime, zda ktvorbé PEs dochazi pouze ve
specializovanych builkkach nebo ve vSech bunkach dané rostliny. Doposud byl
purifikovan pouze jediny enzym ucastnici se biosyntézy PEs, a to ekdyson 20-
monooxygenasa, ktera katalyzuje oxidaci ekdysonu na 20-hydroxyekdyson (Obr. 8;
Grebenok et al. 1996; Canals et al. 2005).
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Obr. 9. Zjednodusené schéma biosyntézy PEs zahrnujici vztah k jinym rostlinnym

sterolim vcetné brassinosteroidil. Pfevzato a upraveno z Tarkowska a Strnad 2016.
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111. 3. INTERAKCE BRASSINOSTEROIDU A FYTOEKDYSTEROIDU V
ROSTLINACH

Zdanliva strukturni podobnost fytoekdysteroidit a brassinosteroidi se ovSem
neprojevuje jejich obdobnou biologickou aktivitou. Napt. u hmyzu bylo prokazano, ze
BRs zde puasobi jako slabi ekdysteroidni antagonist¢ (Dinan a Hormann 2005).
Chemicky ob¢ tyto skupiny triterpenoidnich latek patii mezi C7 az Coo
polyhydroxysteroidy s oxygenovanym B-kruhem. Nicméné B-kruh v BRs ¢asto nese
karbonylovou skupinu na C-6 a mize byt rozsifen do formy laktonu (v brassinolidu a
jeho analozich), zatimco ECs jsou charakteristické 14a-hydroxy-7-en-6-on skupinou.
Hydroxylové skupiny na C-2, C-3 a C-22 se vyskytuji u obou skupin steroidi, ale
mohou se li$it svou orientaci a umisténim dalSich hydroxyld na fetézci. Dal$im rozdilem
je, ze spojeni A a B kruhd je v cis-orientaci v zakladni struktufe ECs, zatimco u BRs
jsou kruhy spojeny v trans-konfiguraci.

Na zéklad¢ vysSe uvedenych strukturnich rozdilli obou skupin steroidnich latek nejsou
BR receptory schopny rozpoznat ECs a naopak EC receptory nejsou schopny rozpoznat
BRs. Rostlinné BRs a hmyzi EC receptory vykazuji vysokou specificitu, ¢imz se
vysvétluje, pro¢ PEs nenarusuji BR signalni drahy v rostlinach, kde tyto dvé skupiny
latek koexistuji. Bylo dokézano, ze ECs vykazuji jen velmi slabou nebo zddnou aktivitu
v BR-citlivych rostlinnych biotestech (Dreier a Towers 1988; Machackova et al. 1995).
Velmi podobné také BRs neinterferuji s EC signalnimi drahami u hmyzu (v pfipadé, Ze
ano, pak by i velmi nizké koncentrace endogennich BRs ovlivnily zivot hmyzich
bylozraveu (Tarkowska a Strnad 2016).

Nékteré¢ PEs (zejména 20E) mohou ovlivnit rizné procesy spojené s fotosyntézou,
podobné jako nékteré BRs (pfinejmensim epiBL). Naptiklad v rostliné hrachu exogenni
epiBL vyvolava zmény v termodynamickych parametrech fotosyntetickych membran,
reorganizaci hlavnich pigmento-proteinovych komplexii a castecné neskladani se
thylakoidnich membran na sebe do thylakoidniho disku (Dobrikova et al. 2014).
Citovani autofi tvrdi, ze BR-indukované zmény ve fotosyntetickych membranach jsou
pravdépodobné zahrnuty ve stresové toleranci rostlin. epiBL muze také navysit
fotosyntetick¢é vynosy uz pii koncentracich nizSich nez by byly koncentrace PEs
potiebné k témuz ovlivnéni aktivity RuBisCO (Rothova et al. 2014). Bylo zjiSténo, ze
exogenn¢ aplikovany epiBL navic indukuje zmény v obsahu EC v témze rostlinném
pletivu (Spenat sety) a tyto zmény lze detekovat uz nékolik hodin od aplikace BRs

(Kamlar et al. 2015). Vysledky ukazuji, ze pozitivni/negativni charakter odezvy obsahu
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ECs zavisi na koncentraci aplikovaného BRs a vyvojové fazi oSetfenych listil rostliny.
V kontrolnich rostlindich maji mladé listy cca 7krat vyssi obsah hlavnich ECs nez starsi
listy. Oseteni epiBL o koncentraci 10® M vedlo k redukci obsahu endogenniho 20E
v mladych i starych listech, zatimco epiBL o koncentraci 10® M zpisobil navyseni
hladin 20E. Toto navySeni bylo u starSich listi vyznamné mens$i v porovnani s listy

mladymi.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

IV. 1. POMUCKY A CHEMIKALIE
V. 1. 1. Pomiicky

= Automatické pipety a plastové Spicky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

» Plastové mikrozkumavky Eppendorf (2 ml)

= Sklenéné zkumavky z borosilikatového skla 12x75 mm (FisherBrand, USA)

= Stojan na mikrozkumavky

* Pinzeta

= Sklenéna tycinka

=  Odmérny valec (100 ml)

=  Odmérny vélec (250 ml)

= 2x Erlenmeyerova banka (1000 ml)

= 2x kédinka (800 ml)

= Kadinka (50 ml)

= Milimetrovy papir

= Nuzky

= Kultivaéni desky plastové (120 x 120 x 17 mm, P-LAB)

= Stojan na kultivacni desky

= Parafilm

= LCvialky 2 ml, 9 mm ID (Sigma-Aldrich, USA)

= Inserty s konickym dnem (200 pl, Supelco, USA)

= Porcelanova tfeci miska s tlouCkem

= SPE kolonky:
o 50 mg Discovery DPA®-6S (kat. &. 52624-U, Supelco, USA)
o 100 mg Isolute® C4 (kat. &. 321-0010-A, Biotage, Svédsko)

1V. 1. 2. Chemikalie

= 24-epibrassinolid (OIChemIm s.r.o., Ceska republika)
= 20-hydroxyekdyson (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
= Murashige-Skoog stl v¢etn¢ vitamint (Dutchefa Biochemie, Holandsko)

= Agar (Dutchefa Biochemie, Holandsko)
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Sacharosa (Dutchefa Biochemie, Holandsko)
Acetonitril (Merck KGaA, Némecko)
Metanol (Merck KGaA, Némecko)

Ethanol (PENTA s.r.0., Ceska republika)
Tekuty dusik

Destilovana voda

. 3. Roztoky

70 % EtOH + 0.1 % Tween

95 % EtOH

100 % ACN

60 % ACN

Milli-Q H.0

100 % MeOH

10 % MeOH

smés internich standardi BRs (Ds-BL, D3-epiBL, D3-CS, D3-epiCS, D3-TY, Ds-
norBL a D3-norCS)

. ROSTLINNY MATERIAL

Semena fefichy seté Lepidium sativum (Nohel Garden a.s., Ceska republika)

. PRISTROJE

Analytické laboratorni vahy (Sartorius CPA225D (Sartorius Weighing
Technology GmbH, Némecko)

pH metr pH 700 (Eutech Instruments, Singapur)

Magnetické michadlo (Laboratorni piistroje MM2A, Ceska republika)

Parni sterilizator (autoklav) (Sanyo, Japonsko)

Flowbox (Holten, typ HH 1.2, Déansko)

Kultivaéni komora PSI na pracovisti VURV, v.vi. (Photon Systems

Instruments spol. s.r.0., Ceska republika; ozafenost 300 umol-m2.s%)
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= Centrifuga Beckman Avanti™ 30 (Beckman Coulter, Inc., USA)

= Vakuovy koncentrator Acid Resistant Centrivap (Labconco, USA)

= Ultrazvukova lazen Transsonic 310 (EIma Schmidbauer GmbH, Némecko)

= Infrared Vortex Mixer - WIZARD - pfistroj pro michani vzorka (VELP
Scientifica, Italie)

= Laboratorni kulovy mlynek MM 301 (Retsch GmbH & Co. KG, Némecko) a
kulicky z ZrOz o priméru 2 mm (Next Advance Inc., USA)

=  Vakuova komutirka (Supelco, USA), &erpadlo (F. Novotny, Kovovyroba Ceska
republika)

= Laboratorni rotator Stuart SB3 (Bibby Scientific Ltd., Anglie)

= Millipore Simplicity 185 — zafizeni na pfipravu ultracist¢ vody (Millipore,
USA)

= Ultra-t¢inny kapalinovy chromatograf Acquity UPLC™ (Waters, USA)

= Kolona Acquity CSH™ Cyg; 2,1x50 mm, 1,7um (Waters, Irsko)

* Tandemovy hmotnostni spektrometr Xevo® TQ MS (Waters MS Technologies,
Anglie)

IV. 4. POSTUP PRACE

IV. 4. 1. Priprava kultiva¢niho média

Pro ptipravu 1 litru média byly pfipraveny dvé kadinky (a 800 ml), z nichz kazda byla
naplnéna 500 ml deionizované vody. Na analytickych vahach bylo jednotlivé navazeno
4.4 g MS soli a 30 g sachardzy a vsypano spole¢né¢ do jedné z kadinek. Pomoci
magnetického michadla byl vznikly roztok dobfe promichian a pomoci predem
nakalibrovaného pH metru bylo jeho pH upraveno na hodnotu pH 5.6 ptidavkem
roztoku koncentrovaného KOH.

Ve druhé kadince bylo v 500 ml deionizované vody rozmichano 5.5 g agaru a pro jeho
uplné rozpusteéni byl roztok zahiivan po dobu cca 8-10 minut v mikrovinnné troubé do
chvile nez doslo k jeho uplnému vycefeni, tj. ke vzniku homogenniho roztoku.

Roztoky z obou kadinek byly spojeny v jedné z Erlenmeyerovych ban€k (1000 ml) a

promichany do uplné homogenity pomoci sklenéné tyCinky. Nasledn¢ bylo vzniklé
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kultiva¢ni médium rozdéleno do dvou banék po cca 500 ml a sterilizovano po dobu 2 h
Vv autoklavu spolecné s ostatnimi pomuckami potfebnymi k vysevu semen fefichy za

sterilnich podminek (odmérny valec o objemu 100 a 250 ml, pinzeta).

V. 4. 2. Sterilizace semen ferichy seté

Pti sterilizaci semen je nutno pracovat v lamindrnim boxu (flowboxu) pro rostlinné
tkanové kultury (horizontalni proudéni vzduchu). Semena byla nasypana do 2 ml-ové
plastové mikrozkumavky typu Eppendorf a nasledné byl pifidan 1 ml steriliza¢niho
roztoku sestavajictho ze 70 % etanolu sobsahem 0.1 % detergentu Tween.
Mikrozkumavka byla uzaviena vickem a jeji obsah byl protfepavan manualné po dobu
cca 3-4 minut. Poté byl steriliza¢ni roztok ze zkumavky odstranén automatickou pipetou
a byl pfidan 1 ml 95 % etanolu. Smés ve zkumavce byla opét velice kratce promichdna
(30 s) a tekutina z néj ihned odstranéna pipetou. Sterilni semena byla nakonec vysusena
ve flowboxu v oteviené mikrozkumavce v proudu vzduchu pies noc. Semena byla poté
bud’ pfimo pouzita ke sterilnimu vysevu na pevné agarové MS médium (viz kapitola
Il. 4. 3.) nebo uzaviena, zaizolovéana parafilmem a uskladnéna v lednici pii 4°C do doby

jejich potieby.

V. 4. 3. Priprava kultivacnich desek, vysev semen Ferichy seté za sterilnich
podminek

Piiprava média pro kultivaci rostlin s ovlivnénim ristu pomoci vybraného

fytoekdysteroidu

Cilem této ¢asti experimentu bylo studium vlivu vybraného fytoekdysteroidu (20E) na
biosyntézu endogennich brassinosteroidi v semenaccich fefichy seté kultivované na
pevném médiu obsahujicim 20E ve finalni koncentraci 1-10°, 1-107 a 110 mol/l.

Ve flowboxu bylo pfipraveno 9 sterilnich plastovych kultivacnich desek s tim, Ze 3
desky byly uréeny pro vysev sterilnich semen fefichy na MS médium o koncentraci
1-10° mol/l, 3 desky pro vysev na médium o koncentraci 1:107 mol/l a zbyvajici
3 desky pro médium s 20E o koncentraci 1-108 mol/l.

Kultivaéni médium s pfidavkem 20E o koncentraci 1-10° mol/l bylo ptipraveno

ptidavkem 210 pl zasobniho roztoku 20E v metanolu o koncentraci 1:10° M do 210 ml
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tekutého sterilntho MS média s agarem v odmérném vélci. Roztok byl dobfe promichan
sterilni sklenénou ty¢inkou a pomoci odmérného valce byl v objemu 70 ml nalit na
kazdou ze tii ptipravenych kultiva¢nich desek. Podobnym postupem bylo piipraveno
rovnéz kultivaéni médium obsahujici 20E o koncentraci 1-107" mol/l, tj. ke 210 ml
sterilntho MS média s agarem bylo pfidano 210 pl zasobniho roztoku 20E v metanolu
o koncentraci 1-10* mol/l. Na kazdou ze tfi kultivaénich desek pak bylo nalito 70 ml
tohoto média. Analogicky byly piipraveny v posledni fad¢ 1 3 desky s kultivacni
médiem obsahujicim 1-10® mol/l 20E (piidavek 210 pl zasobniho roztoku 20E
o koncentraci 1-10° mol/l v metanolu ke 210 ml sterilniho MS média s agarem).

Desky pro kultivaci semenacka fetichy seté (oteviené, bez vi¢ek) byly ponechany cca
60 minut v zapnutém laminarnim boxu, aby bylo dosazeno ztuhnuti agarového média.
Poté byly pouzity k vysevu sterilnich semen fefichy ve flowboxu (viz popis postupu
nize), zakryty ptislusSnymi vicky, jejich kraje zaizolovany parafilmem a pfemistény do
kultivaéni mistnosti na dobu 4 dnG (kultivaéni podminky viz kapitola
IV.4.4).

Piiprava média pro kultivaci rostlin s ovlivnénim riistu pomoci brassinosteroidu

Cilem této druhé casti experimentu bylo studium ovlivnéni biosyntézy endogennich
fytoekdysteroidtit vybranym zastupcem brassinosteroidi (epiBL). Pifi pfipravé
kultivaénich médii bylo postupovano zcela stejné jako pii ptipravé agarovych médii
obsahujicich 20E. Ve zkratce: byly pfipraveny 3 fady kultivacnich desek o koncentraci
1-10°, 1-107 a 1-10® mol/l epiBL (210 pl zasobniho roztoku o koncentraci 1-107,
1-10* a 1-107° mol/l v metanolu do 210 ml sterilniho agarového média) v poétu 3 desky

pro kazdou uvedenou koncentraci epiBL v médiu.

Priprava média pro kultivaci kontrolnich rostlin

Ptiprava kultivaéniho média s agarem byla provedena tak, ze do 210 ml tekutého MS
média po sterilizaci bylo ve flowboxu pfidano 210 pl 100 % metanolu a 70 ml média
tohoto slozeni bylo pak nadavkovano na kazdou ze tii pfipravenych kultivacnich desek
uréenych pro kultivaci kontrolnich rostlin v kazdé¢ z obou c¢asti experimentu (20E

treatment a epiBL treatment - viz vyse).
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Vysev semen Ferichy seté na kultivacni médium

Vysev sterilnich semen fefichy seté (viz kapitola IV. 4. 2.) byl proveden pomoci sterilni
pinzety, a to umisténim 10 semen fefichy do dvou fad (Obr. 10) na kazdou
z ptipravenych kultivaénich desek (viz vyse). Jako pomitcka pro rovhomérny vysev

S presn¢ definovanymi rozestupy (1 cm) byl pouzit milimetrovy papir.

Obr. 10. Vysev sterilnich semen fefichy seté.

1V. 4. 4. Kultivace Ferichy seté a shér semenackii

Plastové kultivaéni desky s agarovym MS médiem a semeny fefichy byly umistény do
plastového stojanu (Obr. 11) a pieneseny do fytotronu. Podminky rastu rostlin zde byly
nastaveny svételny rezim 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Teplota byla udrzovéana za
svétla na 23°C a za tmy na 18°C. Po 4 dnech kultivace za uvedenych podminek byly
semenacky sklizeny, a to tak, ze byly odejmuty z kultiva¢nich desek, vloZeny do
plastovych nadobek typu Falcon o objemu 15 ml, uzavieny vickem a prudce zmrazeny
Vv Dewarové nadobé¢ s tekutym dusikem. Takto zmrazeny rostlinny material byl poté
uskladnén v hlubokomrazicim boxu pii teplot¢ -80 °C do doby dalSiho zpracovani

(extrakce, purifikace, analyza — viz kapitoly IV. 4. 5. a IV. 4. 6.).
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Obr. 11. Plastové kultivaéni desky s agarovym MS médiem umisténé ve stojanu.

V. 4. 5. Priprava a zpracovani vzorki rostlinného materialu

Rostlinny material ziskany kultivaci za podminek uvedenych v kapitole 1V. 4. 3. a
IV. 4. 4. byl ve vSech pfipadech homogenizovan v tfeci misce s tekutym dusikem
pomoci tlouc¢ku a takto pulverizovany byl nasledné vaZen v mnoZstvi potiebném pro

danou analyzu (viz nize).

Priiprava vzorkit pro studium matricniho efektu

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 2 desetinnd mista navazeno 10 mg, 25 mg,
50 mg, 75 mg a 100 mg Cerstvé hmoty (FW z angl. fresh weight) pletiv rostlin fetichy
kultivovanych po dobu 4 dnii na kontrolnim médiu, tj. bez ptidavku epiBL nebo 20E
(6 technickych replikatd pro kazdou navazku, tj. 6krat 10 mg FW pletiva, 6krat 25 mg
FW pletiva, 6krat 50 mg FW pletiva, 6krat 75 mg FW pletiva a nakonec 6krat 100 mg
FW pletiva semenackit). Celkem tedy bylo piipraveno 30 vzorku rostlinného pletiva.

Ke kazdému vzorku byl pfiddn 1 ml extrakéniho c¢inidla (60 % ACN), 50 ul smési
internich standardi (IS) brassinosteroidit (BRs) a 2 kulicky z ZrO; o priaméru
2 mm. Zkumavky byly uzavieny a jejich obsah homogenizovan 3 minuty pomoci
kulového mlynku MM 301. Hrubé extrakty pletiv, které timto postupem vznikly, byly
dale sonifikovany po dobu 5 minut (ultrazvukova lazen) pro zvySeni G¢innosti extrakce
studovanych latek z rostlinnych pletiv. Vzorky byly nésledné ponechany pies noc na

laboratornim rotatoru pracujicim s frekvenci 17 rpm pii 4 °C. Nasledujici den byly
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hrubé extrakty pletiv centrifugovany pii 20 000 rpm, 4 °C po dobu 10 minut.
Supernatanty byly z kazdého vzorku odebrany pomoci automatické pipety a precistény
pomoci kolonek pro extrakci na tuhé fazi (SPE) typu Discovery DPA®-6S (50 mg

sorbentu/1 ml objemu kartridze) nasledovne:

1. Aktivace sorbentu 1 ml 100 % ACN

2. Ekvilibrace sorbentu 1 ml 60 % ACN

3. Naneseni vzorku supernatantu 1 ml vzorku pii pratoku cca 0.75
ml/min

4. Jiméni frakce prochazejici kolonkou po naneseni supernatantu do Cisté
borosilikatové  zkumavky  (steroidy nejsou sorbentem  kolonky

zadrzovany; sorbent zajist'uje pouze retenci rostlinnych barviv a fenoli)

Extrakty pletiv precisténé vyse uvedenym zpusobem byly odpatfeny k suchu pomoci
vakuového koncentratoru. Nésledujici den byla polovina vzorki (tj. 3krat 10 mg FW
pletiva, 3krat 25 mg FW pletiva, 3krat 50 mg FW pletiva, 3krat 75 mg FW pletiva a
nakonec 3krat 100 mg FW pletiva semenacki), celkem tedy 15 vzorkl rostlinného
pletiva pfipraveno k dal§imu piecisténi. Vzorky byly rekonstruovany v objemu 100 ul
MeOH, byly sonifikovany po dobu 5 minut v ultrazvukové 14zni, byly dale promichany
pomoci vortexu. Po pfidani 900 ul Milli-Q H20 byly vzorky preciStény pomoci SPE
kolonek typu Isolute® C4 (100 mg sorbentu/1 ml objemu kartridze) nasledovné:

1. Aktivace sorbentu 1 ml 100 % MeOH

2. Ekvilibrace sorbentu 1 ml 10 % MeOH tedény v Milli-Q H20

3. Naneseni vzorku supernatantu 1 ml vzorku pfi pritoku cca 1-2 ml/min

4. Promyti 1 ml 10 % MeOH fedény v Milli-Q H20

5. Eluce 1 ml 100 % MeOH (do cisté borosilikatové
zkumavky)

Extrakty pletiv pfecisténé vyse uvedenym zpusobem byly odpafeny k suchu pomoci
vakuového koncentratoru. Vznikly odparek vzorku vkazdé zkumavce byl
rekonstruovan v objemu 50 ul 100 % MeOH, piefiltrovan pomoci centrifugac¢niho filtru
a piepipetovan do vialky s konickym insertem odkud byl v objemu 5 pl nastfiknut na

UHPLC-MS/MS systém za Gcelem kvantitativni analyzy BRs.
-33-



Piiprava vzorkii pro kvantifikaci brassinosteroidi

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 2 desetinnd mista navazeno 10 mg FW
pletiva rostlin kultivovanych po dobu 4 dnii na médiu obsahujicim rizné koncentrace
20E (3 technické replikaty pro kazdou koncentraci 20E, tj. 3krat 10 mg FW pletiva
ziskaného kultivaci na médiu s 20E o koncentraci 1-10°° mol/l, 3krat 10 mg FW pletiva
kultivovaného na 1-107 mol/l 20E a nakonec 3krat 10 mg FW pletiva semenacki
rostoucich na médiu s 20E o koncentraci 1-10® mol/l. Celkem tedy bylo navéaZeno
9 vzorki pletiv plus 3 technické replikaty kontrolniho pletiva (bez pfidavku 20E), tj.
dohromady zde bylo pfipraveno 12 vzorka rostlinného pletiva.

Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml extrakéniho c¢inidla (60 % ACN), 50 pl
smési internich standarda (IS) brassinosteroidii (BRs) a 2 kulicky z ZrO; o priméru
2 mm. Zkumavky byly uzavieny vickem a jejich obsah homogenizovan 3 minuty
pomoci kulového mlynku MM 301 pii frekvenci 27 Hz. Hrubé extrakty pletiv, které
timto postupem vznikly, byly dale sonifikovany po dobu 5 minut (ultrazvukova lazen)
pro zvysSeni U¢innosti extrakce studovanych latek z rostlinnych pletiv. Vzorky byly
nasledn€ ponechany pfes noc na laboratornim rotatoru pracujicim s frekvenci 17 rpm pfi
4 °C. Nasledujici den byly hrubé extrakty pletiv centrifugovany pti 20 000 rpm a 4 °C
po dobu 10 minut. Supernatanty byly z kazdého vzorku odebrany pomoci automatické
pipety a piecistény pomoci SPE kolonek typu Discovery DPA®-6S (50 mg sorbentu/

1 ml objemu kartridZe) nasledovné:

1. Aktivace sorbentu 1 ml 100 % ACN

2. Ekvilibrace sorbentu 1 ml 60 % ACN

3. Naneseni vzorku supernatantu 1 ml vzorku pfi prutoku cca 0.75
ml/min

4. Jimani frakce prochazejici kolonkou po naneseni supernatantu do Cisté

borosilikatové zkumavky

Extrakty pletiv pfecisténé vyse uvedenym zpusobem byly odpafeny k suchu pomoci
vakuového koncentratoru. Vznikly odparek vzorku vkazdé zkumavce byl
rekonstruovan v objemu 50 ul 100 % MeOH, pfefiltrovan pomoci centrifugacniho filtru
a piepipetovan do vialky s konickym insertem odkud byl v objemu 5 pl nastfiknut na

UHPLC-MS/MS systém za Gcelem kvantitativni analyzy BRs.
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Priiprava vzorkit pro kvantifikaci fytoekdysteroidii

Ptiprava této sady cCitajici 12 vzorkl byla provedena zcela analogicky jako sada pro
kvantifikaci brassinosteroidd., tato sada vzorkt byla ale ovlivnéna ristem na médiu
s pridavkem epiBL.

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 2 desetinna mista navazeno 10 mg Cerstvé
hmoty pletiva rostlin kultivovanych po dobu 4 dni na médiu obsahujicim rtzné
koncentrace epiBL (3 technické replikaty pro kazdou koncentraci epiBL, tj. 3krat 10 mg
FW pletiva ziskaného kultivaci na médiu s epiBL o koncentraci 1-10° mol/l, 3krat
10 mg FW pletiva kultivovaného na 1-107 mol/l epiBL a nakonec 3krat 10 mg FW
pletiva semenack rostoucich na médiu s epiBL o koncentraci 110 mol/l. Celkem tedy
bylo navazeno 9 vzorkl pletiv plus 3 technické replikaty kontrolniho pletiva (bez
ptidavku epiBL), tj. dohromady zde bylo pfipraveno 12 vzorku rostlinného pletiva.

Ke kazdému vzorku byl pfidin 1 ml extrakéniho C¢inidla (80 % MeOH) a
2 kuliéky z ZrO2 o priméru 2 mm. Smés internich standardi PEs nebyla v tomto
ptfipadé k vzorkim pro svou nedostupnost piidavana (pracovalo se metodou externi
kalibrace). Zkumavky byly uzavieny a jejich obsah homogenizovan 3 minuty pomoci
kulového mlynku MM 301 pti frekvenci 27 Hz. Nasledné byly vzorky sonifikovany po
dobu 5 minut (ultrazvukova lazen) a extrahovany ptes noc pii 4 °C na laboratornim
rotatoru pracujicim s frekvenci 17 rpm. Nasledujici den byly hrubé extrakty pletiv
centrifugovany pii 20 000 rpm, 4 °C po dobu 10 minut. Supernatanty byly z kazdého
vzorku odebrany pomoci automatické pipety a piecistény pomoci SPE kolonek typu
Discovery DPA®-6S (50 mg sorbentu/1 ml objemu kartridze) analogicky jako vzorky
pro kvantifikaci brassinosteroidu (viz vyse).

Precisténé extrakty pletiv byly odpafeny k suchu pomoci vakuového koncentratoru a
vznikly odparek byl v kazdé zkumavce rekonstruovan analogicky jako pii piipravé
vzorkd pro kvantifikaci BRs, tj. v objemu 50 pl 100 % MeOH, prefiltrovan pomoci
centrifugacniho filtru a pfepipetovan do vialky s konickym insertem odkud byl
v objemu 2 ul nastfiknut na UHPLC-MS/MS systém za ucelem kvantitativni analyzy
PEs.
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V. 4. 6. Kvantitativni analyza

IV. 4. 6. 1. Kvantitativni analyza brassinosteroidu

Kvantitativni analyza byla provedena pomoci UHPLC-MS/MS dle Tarkowska et al.
2016. Stru¢né shrnuto, pomoci UHPLC bylo separovano 15 BRs za pouziti kolony
Acquity CSH® C1s; 2.1x50 mm, 1.7um, 100 % ACN jako mobilni fize A (MF A) a 10
mM kyselina mravenéi jako mobilni faze B (MF B), pficemz BRs byly z kolony
eluovany gradientové pii pritoku MF 0.3 ml/min. Pied kazdym méfenim byla kolona
kondiciovana na poc¢ate¢ni podminky gradientové eluce (35 % A/65 % B) po dobu 30
min. Objem nastiiku standardu a vzorku byl optimalizovan na 5 pl. PES vychazejici z
UHPLC kolony byly ionizovany Vv iontovém zdroji pracujicim na principu elektrospreje
v pozitivnim moddu a jejich detekce probihala v tandemovém hmotnostnim spektrometru

na bazi trojitého kvadrupdlu pracujiciho v rezimu monitorovani rozpadu iontu (MRM).

IV. 4. 6. 2. Kvantitativni analyza fytoekdysteroidi

Kvantitativni analyza PEs byla zaméfena na nejabundantnéjsi pfirozené se vyskytujici
PEs, a to 20E (Obr. 6). Tato latka byla analyzovana pomoci UHPLC (Acquity™ UPLC)
a detekovana za pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie (Xevo® TQ MS) za
pouziti kolony Acquity CSH® Cig; 2.1x50 mm, 1.7um, 100 % ACN jako MF A
a 10 mM kyselina mravenéi jako MF B. Objem nastfiku standardu a vzorku byl
optimalizovan na 2 pl. 20E vychazejici z UHPLC kolony byl ionizovan V iontovém
zdroji pracujicim na principu elektrospreje v pozitivnim médu a jeho detekce probihala
v tandemovém hmotnostnim spektrometru na bazi trojitého kvadrupodlu pracujiciho v

rezimu monitorovani rozpadu iontu (MRM).
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IV. 5. Vyhodnoceni experimentalnich dat

Chromatogramy ziskané¢ pomoci UHPLC-MS/MS byly integrovany pomoci softwaru
MassLynx, verze 4.1 a dale zpracovany pomoci programu Microsoft Excel. Stanoveni
hladin BRs bylo provedeno metodou vnitini kalibrace v rozsahu 0,01 az 1 pmol/1 pmol
IS/ 5 uL nastiiku. Vzhledem k nedostupnosti vnitiniho standardu Zadného
z analyzovanych PES bylo nutné provést kvantifikaci PEs na zakladé vné&jsi kalibrace.
Za timto ucelem byla pfipravena fada kalibracnich roztoki sestavajici ze smési péti PEs

v rozsahu 0.01 az 5 pmol PE/2 pL nastiiku.
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V. VYSLEDKY A DISKUZE

V. 1. STUDIUM MATRICNIHO EFEKTU

V MS analyze biologicky vyznamnych latek nachazejici se piirozené v nizsich
koncentracich je matri¢ni efekt (ME) vSeobecné znamym fenoménem, ktery zpisobuje
zmény UCinnosti ionizace analytu Viontovém zdroji v disledku pfitomnosti
interferen¢nich latek pochazejicich z biologické matrice vzorku (Matuszewski et al.
2003; Klapkova et al. 2011). Protoze ME miiZze pfimo ovlivnit vysledky kvantitativni
analyzy, bylo studium ME zafazeno i do koncepce této bakaldiské prace. Cilem
experimentu bylo tedy zjistit, jakd je idealni navazka biologického materialu
(rostlinného pletiva) pro stanoveni BRs, tj. jaké je optimdlni mnozstvi pletiva vedouci
K uspokojivé odezvé jednotlivych BRs minimalné ovlivnéné interferen¢nimi latkami
z pletiva (matrice). Ztraty analytd (BRS) béhem izolace z pletiv byly zohlednény
pridavkem smési IS, které zaroven zajistuji presnost kvantifikace, nebot’ jsou ME
ovlivnény pfiblizné stejnou mérou jako endogenni BRs. Pro experiment byla pouzita
pletiva 4dennich semendcku fetichy seté¢ o navazkach 10 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg a
100 mg FW. Kazda navazka byla ptipravena v 6 opakovanich, pfi¢emz 3 vzorky od
kazd¢ navazky byly extrahovany a ptecistény pouze pies SPE kolonku typu DPA a dalsi
3 vzorky pak dvoukrokové ptes DPA a nasledné jesté pies reverzné fazni sorbent C4
(viz kapitola IV. 4. 5.). Teoreticky by se mohlo zdat, Ze ¢im vice rostlinného materialu
navazime, tim vice BRs budeme detekovat. Pti provedeném pokusu bylo ale zjisténo, Ze
pii niz8i navdzce pletiva se uplatiuje niz§i ME, coz se projevuje detekci zdanlive

vysSich hladin endogennich BRs (Obr. 12).
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Obr. 12. Vliv mnozstvi rostlinné matrice na celkovy obsah BRs (A), na obsah
tyfasterolu (TY ; B) a 28-norbrassinolidu (norBL; C).

Jako optimalni se podle ziskanych vysledkt (hladiny BRs po jednokrokové purifikaci
pomoci DPA) jevi navazka 10 mg FW, ktera u sumy vSech detekovanych BRs (BL, CS,

norBL, norCS, homoBL, homoCS a TY) umoziuje jejich nejcitlivéjsi detekei
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S minimalnim vlivem ME (11.75 pg/mg FW) — Obr. 12A. Celkové mnozstvi BRS
detekované v pletivu fefichy klesa s rostouci navazkou az k 50 mg FW (2.16 pg/mg
FW) a u navazky 75 mg a 100 mg opé€t nartista na cca 8 pg/mg FW. Pii blizsi analyze
vysledku se ukazuje, Ze pokud jde o hydrofoébnéjsi BRs reprezentované tyfasterolem,
s rostouci navazkou postupné klesa jeho detekovatelné mnozstvi od 10 mg do 100 mg
(s vyjimkou navazky 75 mg) — Obr. 12B. U hydrofilngjsich BRs reprezentovanych
28-norbrassinolidem je situace podobna s tim, Ze u navazky 75 a 100 mg je pozorovan
opétovny narust — Obr. 12C. Tento nardst ovSem dosahuje u navazky 100 mg jen cca
56 % mnozstvi norBL detekovaného u navazky 10 mg. Pro 4denni semenéacky fefichy
seté kultivované in vitro je tedy navazka 10 mg za G¢elem stanoveni endogennich hladin
rizné¢ hydrofobnich BRs optimalni stim, Ze vyhovuje vice tém hydrofobnéjSim
v porovnani s BRs méné hydrofobnimi. Na tomto misté je ale potieba zduraznit, ze
optimalizaci navazky rostlinného pletiva je potieba ucinit u kazdého rostlinného druhu,
popf. typu pletiva, stafi dané rostliny a zpusobu jeji kultivace, nebot’ skladba
sekundarnich metabolitl a latek interferujicich s detekci BRs pomoci MS je u riznych
rostlinnych druhtl, popf. druhl analyzovanych pletiv, jejich staii a zplsobu kultivace
odlisna.

Porovnanim zptsobu izolace BRs lze dojit k zavéru, ze pouziti jednokrokového postupu
vyuzivajicim pouze SPE kolonku Discovery DPA je dostacujici a umoziiuje u vétSiny
navazek detekovatelnost vétsiho mnozstvi BRs ve srovnani s dvoukrokovym postupem
pomoci kolonky DPA nasledované izolaci BRs pomoci sorbentu C4 (Obr. 12A).
Vyjimku tvotfi pouze situace u navazky 50 mg FW, kde bylo celkové mnozstvi BRs
nalezeno o cca 62 % vyss§i u postupu DPA+C4 nez u izolace pouze pomoci kolonky
DPA samotné. U dvoukrokového postupu se 1ze domnivat, ze ve druhém kroku (C4)
pravdépodobné¢ dochazi ke snizeni ndavratnosti izolovanych BRs Vv disledku
nadbytecnych fyzikdlné-mechanickych operaci se vzorkem (odpatfovani, nedokonalé

rozpousténi BRs ve vzorku pted C4 apod.).
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V. 2. VLIV EXOGENNIHO FYTOEKDYSTEROIDU NA HLADINU
ENDOGENNICH BRASSINOSTEROIDU

Pro studium vlivu fytoekdysteroidli na hladiny brassinosteroidii byl vybran 20E o
koncentraci 1-10°, 1.107 a 1-10® mol/l v médiu pro kultivaci fefichy in vitro.
Stanovenim hladin (navazka 10 mg FW) ptirozené se vyskytujicich BRs v semenaccich
fefichy kultivovanych na médiich s 20E o uvedenych koncentracich bylo zjisténo, ze
tento PE plisobi vSeobecné snizeni hladin endogennich BRs, a to v priméru o 38 % ve
srovnani s rostlinami kontrolnimi (Obr. 13A). Nejvétsi vliv ma 20E o koncentraci
1107 mol/l, kdy nastava redukce celkové hladiny BRs o 44 % oproti kontrole, tj.
semenackim fefichy rostouci na médiu bez 20E. Pokud bychom vysli z poznatkii o tom,
ze ECs pusobi jako adaptogeny (zvySuji odolnost organismu vici stresu; Tarkowska a
Strnad 2016), pak je snizeni hladin BRs reakci na to, ze rostlina je v pfitomnosti EC
pted stresem chranéna a neni pro ni divod udrzovat zvySené hladiny BRs, které jinak
dosahuji vysokych hodnot pravé v obdobi stresu rostliny (Fujioka a Sakurai 1997).
Analyzou profilu zejména BRs vznikajicich na konci ¢asné C6 oxidacni biosyntetické
drahy (TY— CS — BL) zjistujeme, Ze nejvétsi vliv ma 20E na hladinu biologicky
nejaktivnéjsiho BRs brassinolidu (Obr. 13B), ktery je koncovym produktem biosyntézy
vSech BRs. Jeho analog chud$i o CHsz na uhliku 28 (norBL) je druhym
nejabundantngj§im BRs ze vSech detekovanych endogennich BRs v fefiSe seté (tvofi
31.7 % vsech BRs; Obr. 13C) a trend v jeho hladinach ptesné kopiruje situaci
popsanou pro sumu vSech BRs ve studovaném pletivu (Obr. 13A) a shoduje se i
s trendem v hladinach BL (Obr. 13C). Nejvyssi hladina byla ov§em stanovena u norCS
(tvori 43.5 % vsech BRs), klesa s rostouci koncentraci 20E v kultiva¢nim médiu, ¢imz
dosahuje 68.8 % az 48.8 % obsahu norCS v kontrolnich rostlindch neoSetfenych 20E
(Obr. 13D).
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Obr. 13. Vliv vybraného fytoekdysteroidu (20-hydroxyekdysonu) o riznych
koncentracich na celkovou hladinu BRs (A), na hladiny TY, CS a BL (B), na hladiny
BL vs norBL (C) a na hladiny CS vs norCS (D) ve 4dennich semenaccich fefichy seté

Lepidium sativum.

Pro zajimavost byly hladiny BRs kvantifikovany rovnéz v semenaccich fefichy

kultivované na jednom z BRs (epiBL) o stejnych koncentracich jako v pfipadé 20E, tj.

na 1-10° 1.107 a 1-10® mol/l v médiu. Bylo zjisténo, ze epiBL piisobi na hladiny

endogennich BRs piesné opac¢né ve srovnani s vlivem 20E. epiBL hladiny BRs zvySuje
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a to v pruméru o 32 % (Obr. 14A). Nejvétsi vliv pak ma na hladiny BRs v koncentraci
1-107 mol/l, kdy dochazi k narGstu celkového mnozstvi BRs v pletivu fefichy az

0 69.9 % oproti kontrole. U koncentrace epiBL 1-10° mol/l je tento nartist 4.6 % a u

v

zjisténo, ze ze vSech detekovanych BRs vykazuje nejvyssi hladiny opét norCS (Obr.
14B) nasledovany norBL (Obr. 14C), coz je ve shod¢ s daty ziskanymi u experimentu
s kultivaci rostlin fefichy na médiu s 20E (Obr. 13). Trend hladin norCS napfiic¢
exogennimi koncentracemi epiBL aplikovanymi v kultivacnich médiich fefichy
odpovida trendu pro sumu vSech BRs (Obr. 14B vs. Obr. 14A). Z vyse uvedeného
vyplyva, ze PE a BRs v pletivu fefichy plsobi antagonisticky a exogenné aplikovany
BRs mé na biosyntézu BRs mnohem vétsi vliv nez PE ve stejné koncentraci (viz nize).
To miZe souviset s piitomnosti BRs receptoru, ktery pienasi signal exogenniho BR

mnohem citlivéji neZ je tomu u PE, ktery v rostlinach receptor nema.
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Obr. 14. Vliv exogenniho epiBL o riznych koncentracich na celkovou hladinu BRs
(A), na hladiny CS vs norCS (B) a na hladiny BL vs norBL (C) ve 4dennich
semenaccich fetichy seté Lepidium sativum.
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IV. 3. VLIV EXOGENNIiHO BRASSINOSTEROIDU NA HLADINU
ENDOGENNICH FYTOEKDYSTEROIDU

Jak bylo uvedeno v kapitole IV. 4. 6. 2., pro sledovani vlivu exogenniho BR byl
z dostupnych PEs kvantifikovan pouze 20E, ktery byl jako jediny pozitivné¢ detekovan
ve 4dennich pletivech fefichy seté. Jak ukazuje Obr. 15, epiBL o koncentraci 107 a
10® mol/l nema signifikantni vliv na obsah 20E v pletivech fefichy. U koncentrace
epiBL 1-10® mol/l je mozné pozorovat cca 31.4 % pokles obsahu 20E proti kontrole
v pletivech studovaného rostlinného modelu. Tento vysledek je ve shodé s daty
publikovanymi pro rostliny $penatu (Kamlar et al. 2015), kde bylo zjisténo, Ze epiBL
o koncentraci 1-10° mol/l zpiisobuje snizeni obsahu 20E u rostlin $penitu setého
Spinacia oleracea. Na rozdil od vysledki nalezenych pro fefichu, u $penatu bylo

zjisténo, ze koncentrace epiBL 1-10® mol/l naopak indukuje nartst hladin 20E.
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Obr. 15. Vliv exogenniho epiBL o rtiznych koncentracich na obsah 20E ve 4dennich

semenaccich fefichy seté Lepidium sativum.
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VI. ZAVER

Brassinosteroidy a fytoekdysteroidy jsou pfirodni latky charakteru triterpenoidu.
V ramci této bakaladiské prace byl studovan matri¢ni efekt pii kvantifikaci BRs jako
latek vyskytujicich se v rostlinnych pletivech ve stopovych mnozstvich. Bylo zjisténo,
ze optimalni mnozstvi rostlinné¢ho pletiva je 10 mg FW, kdy je stanoveni BRs nejméné
negativné ovlivnéné pisobenim interferencnich latek z matrice. Zaroveinl bylo zjisténo,
7e tato navazka rostlinného pletiva reprezentovana 4dennimi semenacky fefichy seté
kultivované in vitro je vyhodnéjsi pro detekci hydrofobné&jSich BRs jako je naptiklad
TY v porovnéani s méné hydrofobnimi BRs zastoupenymi norBL.

Dalsim pfedmétem zajmu bylo studium biosyntézy BRs v semenaccich fefichy seté za
ptitomnosti riznych koncentraci PEs (20E) v raném stadiu jejiho vyvoje. Experimenty
vedly k zavéru, ze piitomnost fytoekdysteroidi obecné snizuje hladiny endogennich
BRs. Nejvétsi pokles sumy BRs byl pozorovan na médiu s 20E o koncentraci
1 - 107 mol/l, pfi¢emz nejvétsi vliv ma piitomnost exogenniho 20E na hladinu
biologicky nejaktivnéjsiho BRs brassinolidu. Je znamo, ze PES zvysuji odolnost rostlin
vaci stresu rizného puvodu. Z tohoto pohledu je snizeni hladin BRs pravdépodobné
reakci rostliny na to, Ze Vv pritomnosti exogenniho PE je rostlina pied stresem chranéna a
neni proto pro ni divod udrzovat relativné vysoké hladiny BRs (ty dosahuji nejvyssich
hodnot pravé za stresovych podminek). Z vySe uvedeného vyplyva, ze BRs a PE
Vv pletivu fefichy pisobi antagonisticky.

Poslednim cilem této prace bylo naopak posouzeni vlivu exogenné aplikovaného
brassinosteroidu (epiBL) na biosyntézu PEs u stejného rostlinného modelu (feticha seta)
ve stejném vyvojovém stadiu (4denni rostliny kultivované in vitro). Dle ziskanych
vysledku 1ze vytvofit zavér, Ze exogenné aplikovany epiBL pouze o nejvyssi testované
koncentraci v médiu, tj. 1-10® mol/l, ma signifikantni vliv na mnozstvi 20E v pletivu
rostliny. U této koncentrace BR v médiu je mozné pozorovat cca 31.4 % pokles obsahu
20E ve srovnani s kontrolnimi rostlinami, tj. rostlinami kultivovanymi na médiu bez
pridavku epiBL. epiBL v koncentraci nizsi nez 1-10° mol/l nema na hladiny ECs
v rostlin€ vyznamny vliv (hladina 20E je srovnatelna s hladinami v kontrolnich

rostlinach).
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VIII. SEZNAM OBRAZKU

OBRAZEK 1
OBRAZEK 2
OBRAZEK 3
OBRAZEK 4
OBRAZEK 5
OBRAZEK 6
OBRAZEK 7
OBRAZEK 8

OBRAZEK 9

OBRAZEK 10
OBRAZEK 11

OBRAZEK 12

OBRAZEK 13

OBRAZEK 14

OBRAZEK 15

Chemicka struktura brassinolidu.

Schéma fyziologickych tc¢inkl brassinosteroidl u vyssich rostlin.
Struktura 5a-cholestanu a riiznych substituentii na kruhu A a B a
na vedlejSim fetézci piirozené se vyskytujicich brassinosteroidu.
Chemické struktury brassinosteroidli s odliSnymi substituenty na
C-24.

Strukturni vzorce cykloartenolu, sitosterolu, stigmasterolu a
cholesterolu.

Schéma biosyntézy brassinosteroidi v rostlinach.

Struktura nékterych ekdysteroidil s vyznacenim ¢islovani atomt.
Struktura typického ekdysteroidu (20E) s barevnym vyznacenim
spole¢nych strukturnich znak.

ZjednoduSené schéma biosyntézy PEs zahrnujici vztah k jinym
rostlinnym steroliim véetné brassinosteroidu.

Vysev sterilnich semen fefichy seté.

Plastové kultivacni desky s agarovym MS médiem umisténé ve
stojanu.

VIiv mnozstvi rostlinné matrice na celkovy obsah BRs (A), na
obsah tyfasterolu (TY; B) a 28-norbrassinolidu (norBL; C).

Vliv  vybraného fytoekdysteroidu (20-hydroxyekdysonu) o
ruznych koncentracich na celkovou hladinu BRs (A), na hladiny
TY, CSaBL (B), na hladiny BL vs norBL (C) a na hladiny CS vs
norCS (D) ve 4dennich semenadcich fefichy seté Lepidium
sativum.

Vliv exogenniho epiBL o riznych koncentracich na celkovou
hladinu BRs (A), na hladiny CS vs norCS (B) a na hladiny BL vs
norBL (C) ve 4dennich semenadcich fefichy seté Lepidium
sativum.

Vliv exogenniho epiBL o riznych koncentracich na obsah 20E ve

4dennich semenaccich fefichy seté Lepidium sativum.
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