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Rist a vyvoj rostlin je regulovan rostlinnymi hormony,
které fidi mnoho fyziologickych procest. Auxiny, jedny
z fytohormond, hraji vyznamnou roli pfi prodluzovani
kotfene, jelikoz indukuji déleni bunek v kofenovém
meristému a také se podili na vyvoji embrya. Jiz dfive
byla publikovana odlisna distribuce fytohormoni v
jednotlivych organech, ale i na urovni pletiva. Jejich
rovnovazny stav, homeostaza, je ovlivnéna jak
biosyntézou,  metabolismem  tak  transportem.
Fytohormony mohou byt transportovany symplastickou
(bunécnou) 1 apoplastickou (mezibunécénou) drahou.
Predpoklada se, ze v téchto Castech jsou koncentrace
fytohormonti rozdilné. Cilem této prace je studium
vlivu auxinovych inhibitorti biosyntetickych drah ¢i
transportu narusujici homeostazu auxinu v Arabidopsis
thaliana, kterou diky témto latkam lze studovat.

V praktické ¢asti byla provedena optimalizace izolace
apoplastu a symplastu z kofent nebo prytt a podminek
inkubace A. thaliana se zvolenymi syntetickymi
inhibitory. Déle byla provedena  purifikace
fytohormonti za vyuziti metody extrakce pevnou fazi
(SPE) s jejich naslednym stanovenim pomoci metody
kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Vysledky
ukazaly rozdilnou distribuci auxint a cytokininti mezi
symplastem a apoplastem, fenotypové zmény
a ovlivnéné fytohormonalni profily po oSetfeni rostlin
auxinovymi inhibitory.

Fytohormony, SPE, auxin, A. thaliana, inhibitory
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Plant growth and development is regulated by plant
hormones that control many physiological processes.
Auxins, one of the phytohormones, play an important
role in root elongation, throught the induction of cell
division in the root meristem, and also participate in
embryo development. Different distribution of
phytohormones in individual organs, but also at the
tissue level, has been previously published. Their
equilibrium state, homeostasis, is affected by
biosynthesis, metabolism and transport. Phytohormones
can be transported by both the symplastic (cellular) and
apoplastic (intercellular) pathways. It is assumed that
the concentrations of phytohormones are different in
these compartments. The aim of this work is to study
the effect of auxin inhibitors of biosynthetic pathways
or transport that disrupting auxin homeostasis in
Arabidopsis thaliana that can be studied applying these
substances.

In the practical part, extraction, the isolation of apoplast
and symplast from roots or shoots and incubation
conditions of A. thaliana with selected synthetic
inhibitors was performed. Furthermore, purification of
phytohormones was done using the solid phase
extraction (SPE) method, followed by liquid
chromatography with tandem mass spectrometry (LC—
MS/MS). The results showed different distribution of
auxins and cytokinins between symplast and apoplast,
phenotypic changes and affected phytohormonal
profiles after treatment of plants with auxin inhibitors.
Phytohormones, SPE, auxin, A. thaliana, inhibitors
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1 UVOD A CiLE PRACE

Rostliny se vzhledem ke svému piisedlému zplsobu Zzivota musi v misté svého rustu
pfizptisobit na rychlé zmény prostiedi. Rostlina diky systému signalnich drah je schopna
reagovat a prizpusobit se napf. sluneCnimu zafeni, teploté ale i zméné obsahu vody v pude,
zméné v  mineralni  vyziveé, pfitomnosti patogeni a  dalSich  stresovych
i nestresovych faktord. Rostlinné hormony reguluji metabolismus, rust a koordinuji odpovéd
na biotické i abiotické faktory.

Auxiny, rostlinné hormony, které byly objeveny ve 20.stoleti, zasadnim zplisobem
ovliviyji u rostlin velkou ¢ast d€ju. Jedna se o regulatory rastu, které se taktéz podili na vyvoji
rostliny. Nejdilezitéjsi aktivnim pfirozenym auxinem je indol-3-yloctova kyselina (IAA), ktera
se je zapojena do rastu, vyvoje a enviromentalnich reakci rostliny v prubéhu celého jejiho
zivota. Naopak syntetické inhibitory jsou latky, které inhibuji rast a vyvoj rostliny.

V ramci teoretické casti byla vypracovana reSerSe zaméfend na problematiku:
(sub)bunéné homeostazy rostlinnych hormont (biosyntetické drahy a metabolizmus,
transport, percepce se zaméfenim na auxiny), biologické tlohy auxint v zivych systémech,
ucinky syntetickych inhibitorti, které narusuji biosyntézu, metabolismus a transport auxind
v rostlin€ Arabidopsis thaliana (A. thaliana) a dale vyuziti modernich analytickych metod pfi
stanoveni fytohormond.

Cilem diplomové prace bylo studium vlivu syntetickych inhibitort biosyntetickych drah
fytohormoni a jejich transportu na dynamické zmény homeostazy hormont
v rostling€ A. thaliana.

V praktické Casti byly realizovany experimenty zaméfené na seznameni se s metodami
izolace symplastu a apoplastu a jejich optimalizaci. Dale byl studovan vliv syntetickych
inhibitord na homeostazu auxini u A. thaliana zahrnujici: optimalizaci podminek inkubace
s vybranymi inhibitory (koncentracnich zavislosti), ovlivnéni auxinového signaling a
homeostaze. Byla také provedena purifikace fytohormonti za vyuziti metod extrakce pevnou
fazi (SPE) a nasledné stanoveni fytohormonalnich profilt vybranych skupin hormont pomoci

kapalné chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Cesky huseni¢ek rolni) je 7-40 cm mala rostlina patiici do Celedi
brukvovitych (Brassicaceae). A. thaliana je jednoleta rostlina, ktera ma silnou reprodukcni
schopnost a umoznuje zisk velkého mnozstvi semen za kratkou dobu. Jedna se organismus,
ktery je nenaro¢ny, snadno se s nim manipuluje a jeho péstovani nevyzaduje vysoké naklady.
V roce 2000 byl osekvenovan cely genom o velikosti 125 MB, ktery je tvofen péti chromozomy
(Zhu a kol.,, 2016). Naklady a obtiznost sekvenovani tedy nejsou prili§ obtizné
(Sivasubramanian a kol., 2015). Nejen diky témto vlastnostem rostlina povazovana

za modelovou a je soucasti studia procesu v biologickém vyzkumu.

2.2 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, fytohormony, se v rostlinnych pletivech vyskytuji vét§inou ve velmi
nizkych koncentracich, na rozdil od interferujicich (abundantnich) latek, které se vyskytuji
ve vysSich koncentracich (Tarkowskéd a kol., 2014). Jedna se o signalni molekuly, které
ovliviiyji vyznamnym zpusobem rist a vyvoj rostliny. Fytohormony reguluji fyziologické
reakce na vnéj$i 1 vnitini podnéty prostrednictvim signalnich drah.

Nejznamgjsi popsanymi skupinami fytohormont, které rostliny produkuji, jsou
fytohormony auxiny a cytokininy, které jsou pfitomny ve vSech rostlinach (Pavlova a Fisher,
2011). Dalsimi fytohormony jsou gibereliny, kyselina abcisova a etylen. K latkam, které také
vykazuji regulujici rustovou aktivitu, patfi brassinosteroidy, jasmonaty a kyselina salicylova
a nejnoveji objevené strigolaktony (Novak a kol., 2017). Fytohormony mohou pfi regulaci
funkce rostliny pasobit jak synergicky, tak antagonisticky (Schaller a kol., 2015; Simasgkové a
kol., 2015). Jedna se o regulaci senescence, reakci na environmentalni podnéty, déleni bunék
a pletiv, kliceni semen aj. (Prochazka a kol., 1998; Tarkowska a kol., 2014). Koncentrace
fytohormonu hraje zasadni roli na regulaci fyziologického procesu. Napt. vysoké koncentrace
auxini mohou inhibovat rast kofene, naopak nizké koncentrace rist stimulovat. Neméné
dulezitou roli hraje, kde je auxin syntetizovan, jak je distribuovan a najakém vyvojovém

procesu se podili (spation-temporal distribution).
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2.2.1 Auxiny

Ve 20. stoleti byla objevena existence regulacnich latek, které jsou schopny ovliviiovat rust
rostlin. Latky, které jsou ve velké mife zastoupeny u rostlin, byly pojmenovany auxiny. Jedna
se o fytohormony, jejichz nazev je odvozen z feckého auxein neboli rist, zvétSovat se (Darwin
a Darwin, 1880; Prochéazka a kol., 1998; Pavlova a Fisher, 2011). Auxiny se ucastni mnoha
dulezitych aspektd vyvoje i rastu rostlin.

Auxiny maji efekt na déleni bun€k, bunéCnou diferenciaci 1 vyvoj pletiv. Také
stimuluji prodluzovaci rast, apikalni dominanci (Friml, 2003) a tvorbu adventivnich kofent.
Zasahuji do pohybu organti, tedy fototropismu, gravitropismu, embryogeneze, organogeneze.
Vliv maji na rychlost dozravani plodd a jejich rast (Davies, 2004; De Smet a kol., 2015).
Ovliviiyji diferenciaci vodivych pletiv i1 aktivitu kambia. Pomér auxinu k cytokininu v jistych
rostlinnych pletivech urCuje zahajeni tvorby kofenti nebo prytu. Vyznam auxint je také velmi
dulezity v oddaleni senescence a ovliviuji rast plodi i polarizaci embrya.

Auxiny se fadi mezi organické kyseliny o nizké molekularni hmotnosti. Obsahuji jak
aromaticky kruh, tak postranni fetézec karboxylové kyseliny. Tyto rostlinné hormony jsou
G¢inné jiz ve velmi nizkych koncentracich 107 az 107"* mol.I'!) (Prochazka a kol., 1998).
Nejznameéjsi a prvni popsanou piirozené se vyskytujici slouCeninou s pfimou auxinovou
aktivitou v rostlinaich je kyselina indol-3-yloctova (IAA) (Obr. 1), ktera byla poprvé
identifikovana v lidské moci (Kogl a kol., 1934), pozdé&i byla nalezena v houb&é Rhizopus
suinus (Thimann, 1935). U rostlin je IAA prevazné pfitomna v mladych Castech rostliny, které
se rychle d¢li, tedy v meristémech, plodech, listech a semenech. IAA je z téchto mist polarnim
transportem vysilana do kofenové Spicky, kde se obraci smér transportu a TAA putuje do
prodlouzené casti kotene (Friml, 2003). Koncentrace auxinu neni ve vSech ¢astech rostliny
stejna a jeji koncentracni hladinu si rostlina reguluje sama (Petersson a kol., 2009; Pavlova
a Fischer, 2011). IAA také hraje dualezitou roli pfi pfimé morfogenezi explantati. Byva
pfidavana do rostlinnych kultiva¢énich medii, kde podléhd oxidaci. Navic v rostlinnych
pletivech rychle metabolizuje (George a kol., 2008).

V rostlinach se kromé TAA piirozené vyskytuji latky podobné struktury (Obr. 1):
kyselina indol-3-ylmaselna (IBA), kyselina 4-chlorindol-3-yloctova (4-CIl-IAA) nebo kyselina
fenyloctova (PAA) (Pavlova a Fisher, 2011; Korasick a kol., 2013; Simon a Petrasek, 2011,
Prochézka a kol., 1998). Kyselina fenyloctova se vyskytuje v fadové vyssich koncentracich,

ale m& mensi uCinnost nez [AA (Prochazka a kol., 1998). Slovem auxin je ¢asto mysleno IAA.

12
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Obr. 1. Prehled pfirodnich auxini: kyselina indol-3-yloctova (IAA; A), kyselina 4-chlorindol-3-
yloctova (4-CI-IAA; B), kyselina indol-3-ylmaselna (IBA; C) a kyselina fenyloctova (PAA; D).

o D

IBA funguje nejen jako zasobni forma IAA, ale také sama vykazuje auxinovou aktivitu
(Ludwig-Muller, 2000; Simon a Petrasek, 2011). U nékterych lusténin 1 borovice lesni (Pinus
sylvestris) byla zjisténa pritomnost 4-CI-IAA (Reinecke, 1999), nikoliv v§ak u husenicku
rolniho (Simon a Petfasek,2011).

Kromé pfirozené se vyskytujicich sloucenin existuje 1 rozmanita skupina syntetickych
auxind, které maji podobné biologické vlastnosti, ale 1isi se chemickou strukturou a G¢inkem.
Syntetické auxiny nasly své primarni vyuziti pro rist tkanovych kultur (Prochazka a kol., 2003;
Campanoni, 2005).

Mezi syntetické auxiny (Obr. 2) se fadi kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D),
ktera je Gasto slozkou herbicidd, kyselina a-naftyloctova (NAA) (Prochazka a Sebanek, 1997),
kyselina 2-(2,4-dichlorfenoxy)propionova (2,4-DP) a kyselina 2,4,5- trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T) (Cao a kol., 2019). Narozdil od pfirozenych auxinu, syntetické auxiny rostlina
nedokaze odbouréavat, coz piedstavuje velky potencial v jejich vyuziti. Auxiny v nizkych
koncentracich slouzi jako regulatory, ve vyssich koncentracich jako inhibitory.

Vétsinou se auxiny v rostlinach nachézi v neaktivni formé, protoze vyssi koncentrace
volnych auxint jsou pro rostliny toxické. Z tohoto divodu je dulezita kontrola hladiny auxint
u rostlin, ktera probiha pomoci biosyntézy, degradace, transportu nebo skladovanim v buiikach
ve formé aminokyselinovych, peptidovych, sacharidovych konjugati jako neaktivnich forem

auxind (Ludwig-Muller, 2011; Ljung a kol, 2002).

OH
onss
g I

Obr. 2. Prehled hlavnich syntetickych auxind. A: kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D),
B: kyselina a-naftyloctova (NAA).
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Rostlinny hormon IAA je jeden z nejdualezité€jSich a nejvic studovanych hormond,
z dvodu jeho zapojeni do velkého mnozstvi vyvojovych a ristovych procest v rostlinach.
Zmeény koncentrace IAA jsou spoustény pomoci lokalniho minima a maxima, tvorba téchto
minim a maxim je pfisn€ regulovana pomoci rovnovahy v biosyntéze, metabolismu a transportu
IAA. O stavbé organd a pletiv u rostliny rozhoduje gradient, ktery vznika béhem regulace

(Zhao, 2010).

2.2.1.1 Biosyntéza auxinu

Biosyntéza auxinu probiha hlavné v apikalnich ¢astech mladych listd, stonku a vyvijecich se
semenech (Swarup a kol., 2001). Z divodu podobnosti auxinu a L-tryptofanu (Trp), mnoho
studii vychazi z ptedpokladu, ze pravé Trp je prekurzorem biosyntézy TAA (Taiz a Zeiger,
2002). Pro biosyntézu auxint v rostlinach existuji dvé hlavni cesty. Biosyntéza auxini de novo
(z Trp) a zahrnuje Ctyfi razné metabolické drahy, které vyuZzivaji rizné prekurzory, podle
kterych jsou biochemické drahy pojmenovany: IPyA (kyselina indol-3-ylpyrohroznova draha
(IPyA), TAM (indol-3-ylacetamid), TAM (tryptamin) a IAOx (indol-3-ylacetaldoxim)
(Woodwarm a Bartel,2005, Di a kol., 2015). Jedna se na tryptofanu zavislou drahu (TD, Trp-
dependentni). Dle nejnovéjSich publikaci jsou dominantni drahy TD, jakozto hlavni cesty
biosyntézy IAA u rostlin. Dale je znamo, ze existuje draha tryptofanu nezavisla (TI, Trp-
independentni), kterd stdle neni komplexné objasnéna (Di a kol.,2015; Woodward a
Bartel,2005). Prekurzorem je nejspiSe indol-3-glycerol fosfat (IGP) (Ouyang a kol, 2000). TI
draha je ale mélo prozkoumanou drédhou, a proto znalosti o této draze jsou zaloZzeny pouze na
studiich s pouzitim stabilné znaCenych prekurzori IAA (Normanly, Cohent a Fink, 1993;
Wright a kol, 1991).
Vétsina auxint vznikajicich z Trp je syntetizovana dvoustupnovou IPyA drahou (Zhao
a kol., 2014). Dalsi TD drahou je syntéza IAA pres IAOx (Obr. 3), ktera se vyskytuje primarné
u Celedi Brassicaceae, kam patii i A. thaliana (Enders a Strader, 2015). Dale muze byt
biosyntéza auxinu provadéna peroxizomalni B-oxidaci z kyseliny indol-3-méselné (IBA) na
TIAA (Strader a Bartel, 2011).
IPyA dréhy se ucastni enzym TRYPTOFAN AMINOTRANSFERASE
ARABIDOPSIS (TAA) z rodiny tryptofan aminotransferas a YUCCA z rodiny flavinovych

monooxygenas. V A. thaliana bylo identifikovano pét gent pro TAA (Cao a kol., 2019) a 11
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gent YUCCA. Inaktivace yucca genu nema vliv na vyvoj rostliny, zatim co mutace celé genové
rodiny vede k poruse embryogeneze i rustu a kveteni (Zhao, 2012).

Nejprve je z Trp je pomoci reverzibilni aminotransferazové reakce za ucasti enzymu
aminotransferazy TAA1 pfenesena aminoskupina na a-ketokyselinu (ketoglutarat) a vznika
IPyA a glutamat aminokyseliny (St&panova a kol., 2008; Tao a kol., 2008). Donorem aminti
mohou byt i aminokyseliny Tyr, Gin, Phe, Leu, Met, Ala. Nejcastéj§im donorem podle
biochemickych analyz je aminokyselina Trp (Tao a kol., 2008). Poté je IPyA pievedena na
TAA reverzibilni oxidacni dekarboxylaci katalyzovanou proteinem YUCCA (YUC) (Obr. 3).
Pti nadprodukci YUCCA byl zaznamenan zvySeny narust auxint (Zhao, 2012). Do dnesniho
dne nejvice zkoumanym proteinem je YUCO, ktery je NADPH oxidazou. Reakce katalyzovana
YUCS6, kterou vznika IAA z IPyA se sklada z vice krokti. Prvnim krokem je pfedani dvou
elektrond NADPH z YUC6 molekule FAD (oxidovavany flavinadenindinukleotid), ze které se
stava FADH2. Tato redukovana forma FAD reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku C4a-
(hydro)perixyflavinu, ze kterého oxida¢ni dekarboxylaci vznikd IAA (Zhao a kol., 2014).
Reakci FADH2 s molekularnim kyslikem vznika peroxid vodiku, ktery fadime k reaktivnim
formam kysliku (ROS). ROS jsou pro rostlinné télo nebezpecné, podileji se na moha
fyziologickych a patologickych procesech, ale vzhledem k nizkym hladinam auxint u rostlin

neni tento proces v produkci ROS proti jinym metabolickym procesim vyznamny.
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Obr. 3. Biosyntéza auxinu — hlavni draha vychazejici z Trp za Gcasti enzymi TAA A YUC. Vedlejsi
drahy IAM, TAM a IAOx (pfevzato a upraveno podle Mashiguchi a kol., 2011).

15



2.2.1.2 Metabolismus auxinu

Hladina volné TAA, ktera je uvnitf bunék velmi biologicky aktivni, je rostlinou modulovana
biosyntézou, polarnim transportem a inaktiva¢nimi drahami (Hayashi a kol., 2021). Na udrzeni
homeostazy auxina (Obr. 4) se podili auxin aminohydrolasy, které zajistuji hydrolyzu amidové
vazby aminokyselin, ktera je konjugovana s auxinem a dochazi k uvolnéni aktivni volné formy
IAA. Tyto enzymy slouzi také jako katalyzatory v reakcich deaminace, dechlorace,
defosforylace nebo izomerace a své uplatnéni maji také pifi metabolismu aminokyselin a
nukleotidt. Identifikovany byly u husenicku rolniho (A. thaliana) i ryze seté (Oryzea sativa).

V cytoplazmé muze byt IAA modulovana oxidaci, metylaci nebo konjugaci (Skalicky
a kol., 2018). U A. thaliana byly objeveny enzymy, které aktivni auxin inaktivuji. Jedna se o
IAA karboxylmethyltramsferasu (IAMT1), ktera modifikuje IAA na IAA methylester. Dale
UDP-glukosyltransferasa (UGT84B1), ktera z IAA tvofi 1-O-indol-3-ylacetyl-B-D-glukosid
(IAA-glc). Tyto dva metabolity jsou neaktivni, tedy skladovaci. Bylo zji§téno ze, pfi inaktivaci
téchto dvou enzymu, A. thaliana nevykazuje zménény fenotyp odpovidajici zvysSené hlading
auxinu uvniti bunék, tedy tyto ezzymy nemaji piili§ velkou roli v homeostaze/inaktivaci IAA)
(Hayashi a kol., 2021).

Podle Staswick a kol. (2005) enzym [AA-amidosyntetasa (GRETCHEN HAGEN 3,
GH3) katalyzuje konjugaci auxinu s aminokyselinami. Navic v roce 2021 bylo zji§téno, zZe pfi
zvySené hladiné IAA muze dochazet k inaktivaci enzymt GH3 ze skupiny II. Tato skupina
zahrnuje u A. thaliana osm genu gh3, které katalyzuji vznik nejCastéji se vyskytujich konjugatu
aminokyselin — [AA-glutamatu (IAA-Glu) a IAA-aspartatu (IAA-Asp). Skupina specifickych
amidohydrolas (napf. IAA-LEUCIN-RESISTANT 1/ILRI-LIKE, ILRI/ILL) muze tyto
konjugaty prfeménovat zpét na aktivni auxin (Hayashi a kol., 2021). Uvolnéni IAA
z konjugované formy také napomaha amidohydrolasa TAA-ALANINE-RESISTANT (IAR1)
(Kakei a kol., 2015).

Z divodu pritomnosti vysoké hladiny inaktivni oxidované formy IAA, kyseliny 2-oxo-
indol-3-yloctové (oxIAA), v butikach Arabidopsis byla diive za dominantni cestu povazovana
oxidace IAA (Zhang a Peer., 2017; Péncik a kol., 2013). Bylo zjisténo, ze velky vyznam v této
deaktivaci ma dioxygenasa DAO, ktera oxiduje IAA (Porco a kol., 2016; Zhang a kol., 2017).
Navic bylo zji§téno, ze oxIAA neni tvofena pouze piimou oxidaci ale také hydrolyzou (Hayashi
a kol., 2021; Brunoni a kol., 2019). Bylo ukéazano, ze enzym DIOXYGENASE FOR AUXIN
OXIDATION 1 (DAO1) oxiduje i aminokyselinové konjugaty IAA na oxIAA-aspartat
(oxIAA-Asp) a oxIAA-glutamat (oxIAA-Glu). Tyto poté podléhaji hydrolyze enzymem ILR1
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za uvolnéni neaktivni formy oxIAA. Navic v pfipadé nepfitomnosti daol byl u rostlin
A. thaliana zménény fenotyp zapticinény nahromadénim auxinu, naopak pfi nadmérné expresi
tohoto genu nebyl fenotyp A. thaliana zménén (Hayashi a kol., 2021). Déale mutanti dao
vykazovaly zvySenou expresi GH3, jelikoz u nich byla snizena degradace IAA a v rostliné
dochazelo k akumulaci aminokyselinovych konjugatid. Byl také objeven inhibitor GH3
pojmenovany KKI, ktery zvySuje hladiny IAA, jelikoz zabrafiuje preméné IAA na jeji
aminokyselinov konjugaty. KKI dale inhibuje pfeménu oxIAA na 3-hydroxy-oxIAA
(dioxIAA). Dle Hayashi a kol. (2021) vznikd oxIAA z IAA béhem vicestupriové bisyntézy
zahrnujici konjugaci, oxidaci 1 hydrolyzu pomoci GH3, DAO a IRL1: IAA < IAA-Glu/IAA-
Asp — oxIAA-Glu/oxIAA-Asp — oxIAA — DioxIAA.

biosyntéza
degradace

| /1

transport ques——1AA sss—) [AAsp JAGlu

B-oxidace GH3
ILR
IARE GH3
IBA ILLY VGT  |aA-TrD
=» inhibitor 1AA
IAR § GH3
ILL BUGT Konjugaty
v ester amid protein JAP1
Konjugaty
ester amid

Obr. 4. Schéma zapojeni auxinovych konjugati do auxinového metabolismu (pfevzato a upraveno

podle Ludwig-Miiller, 2011).

2.2.1.2 Transport auxinu

U rostliny mize byt auxin rychle nespecificky transportovan na dlouhé vzdalenosti z mista
syntézy cévnimi svazky (floémem) nebo pomalym presné regulovanym transportem mezi
jednotlivymi burikami (polarni auxinovy transport). Pasivni i aktivni transport vede k tvorbé
lokalnich auxinovych gradientl, které zapficinuji tvorbu novych pletiv a organii (Adamowski
a Friml, 2015).

Na kratké vzdalenosti je auxin z mezibunééného prostoru pienesen polarnim

transportem pres specifické prenaseCe do buiky. Poté putuje auxin zbuiky zpét do
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mezibunééného prostoru za pomoci specifickych auxinovych transportért. Transport do dalSich
bunék je provadén stejnym zpusobem (Vieten a kol., 2005). Vyznamnou roli taktéz hraje pH
prostfedi, ve kterém se auxin vyskytuje. V apoplastu (pH 5,5) ma auxin protonovou formu
(IAAH) a v neutralni cytoplazmé (pH 7,0) je ionizovan (IAA”). Ionizovana forma muze byt
pfenasena pouze pomoci specifickych auxinovych prenaseci. Nedisociovana forma IAAH
vstupuje do buriky (vnitini cytoplazmy) pres cytoplazmatickou membranu, diky své hydrofobni
povaze, pasivni difuzi. V burice dochazi k disociaci na anionty IAA™ a vznikl4 ionizovana forma
nemuze projit pies membranu (Li a kol., 20006). Tato forma je transportovana z bunky pomoci

specifickych auxinovych exportérii nebo ovliviiuje auxinoveé signalni drahy.

2.2.1.2.1 Auxinové pienaSeCe

Dodnes jsou znamy Ctyfi skupiny proteini specifickych auxinovych prenaSecd: proteiny
zajistyjici tok auxinu do burky, z rodiny AUXIN TRANSPORTER PROTEIN 1 (AUXI1) a
AUXIN TRANSPORTER-LIKE PROTEINS (LAX) (AUX1/LAX) (Bennett a kol., 1996).
Dale proteiny umoziujici tok auxinu z buriky, PGP (P-glykoproteiny) z proteinové rodiny ABC
(ATP-BINDING CASSETTE), PIN-FORMED (PIN) (Okada a kol., 1991; Galweiler a kol.,
1998) a PIN-LIKES (PILS) (Barbez a kol., 2012).

Proteiny z rodiny AUXI1/LAX slouzi pro transport auxinu pfes cytoplazmatickou
membranu do buriky. Bennett a kol. v roce 1996 popsal gen pro permeazu AUXI, ktery je
soucasti zminéné rodiny transportérti. Poté byly nalezeny piibuzné permeazy LAX1, LAX2 a
LAX3 (Parry a kol., 2001). Znalost, ze AUXI1 je schopny vazat molekuly IAA s vysokou
afinitou byla potvrzena roku 2006 (Yang a kol, 2006). Symport jednoho nebo dvou vodikovych
protonti umoznuje pienos auxinu pres membranu pomoci AUX1/LAX (Yang a kol., 2006).
Proteiny AUX1 a PIN1 jsou na spodni strané cytoplazmatické membrany umistény
asymetricky, takze pfenos auxinu IAA v rostlin€ je orientovan akropetalné (Swarup a kol.,
2001). Skute¢nost, ze protein AUXI je schopen prenaset IAA byla potvrzena diky rostlinam
s mutaci aux, u kterych byla naméfena mensi koncentrace IAA ve vrcholu kofene v porovnani
s rostlinami pfirozeného fenotypu (wild-type).

Auxinové transportéry, proteiny zrodiny PIN, jsou charakteristické, tim ze jsou
schopny exportovat auxiny z bunky ven. Lokalizace proteinti PIN v cytoplazmatické membrané
urCuje smér polarniho auxinového toku a dusledkem je polarita rastu organd i celého
rostlinného organismu (Friml a kol., 2003). Pokud je pin mutovany, smér transportu auxinu je

zménén (Wisniewska a kol., 2006).
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U A. thaliana je znamo celkem osm proteini PIN. PIN délime podle délky hydrofobni
smycky ve stiedu polypeptidového fetézce, kterd slouzi k udrzeni na membrané do dvou tiid
(Zazimalova a kol., 2007; Zazimalova a kol., 2010). Proteiny PIN (PIN1-PIN4 a PIN7), slouzici
k pfenosu pres plazmatickou membranu, maji dlouhou smycku a fadime je do prvni tfidy.
Proteiny druhé tiidy (PINS, PIN6 a PIN8) maji uprostied polypeptidového fetézce smycky
zkracené. Jejichz funkci je transport z cytosolu do endoplazmatického retikula (Adamowski
a Friml, 2015). Mutace pin6 u A. thaliana zpisobuje zpomaleni ristu kofene a taktéz vyvoj
lateralnich kofent (Cazzonelli a kol., 2013). Pokud je pin6 naopak exprimovan ve vysoké mife,
rostlina nema kotenové vlasky a jeji koteny jsou kratké a vinité (Mravec a kol., 2009; Bosco
a kol., 2012). Naopak rostliny s mutaci v genu pinl jsou typické korunnimi listky Sir§imi nez
pfirozené typy a neobsahuji tyCinky ani semenik (Okada a kol., 1991). Gen pinl u A. thaliana
koéduje protein PIN1, ktery obsahuje transmembranové useky, které napomahaji k ukotveni
proteinu na membrané. U nékterych dalsich gent A. thaliana byly dale objeveny podobné tiseky
kodujici protein PINT1, jako je PIN2 (EIRI) (Luschnig a kol., 1998). Rostliny s mutaci v tomto
genu ztraci schopnost gravitacni odpovédi (Friml a kol., 2002). PIN3 se podili na gravitacni
odpoveédi kotene. Mutace v pin4 zapficini v kofenovych meristémech zménu orientace
bunécného déleni i bunécnou smrt. Smér apikalniho a bazalniho ristu v raném stadiu rostliny
je také ovlivnéna proteiny PIN, které jsou lokalizovany v embryu (Friml a kol., 2003; Ueda

a kol., 2011).

2.2.1.3 Auxinova signalni draha

Dle Lavy a Estelle (2015) auxinova signalni draha auxint vychazi ze tii proteinovych rodin:
e F-box TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX
PROTEIN (TIR1/AFB) koreceptory auxint,
e Auxin/INDOLE-3-ACETIC-ACID (Aux/IAA) transkrip¢ni represory,
e AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) transkripéni faktory.
Tyto faktory jsou sloZeny z oblasti, které jsou nezbytné pro signalizaci auxind, jejichz soucasti
jsou neméné dulezité domény.

Auxin se pii vstupu do butiky vaze na jaderny proteinovy receptor SCFTR! (Skp1-
Cullin-F-box) a ovliviiuje genovou expresi. Soucasti proteinové rodiny F-box TIR1/AFB je gen
TIR1 kodujici protein AFB, ktery je propojen s molekulami CULLIN1 (CUL1) a ASKP1-LIKE
PROTEIN (ASK1,2), které tvoii SCFT™®! (Gray akol., 2001). TIR1/AFB F-box je podjednotkou

komplexu ubikvitin ligdsy a ma schopnost ubikvitinovat represorovy protein Aux/IAA, které
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jsou degradovany proteozomy 26S (Ramos a kol., 2001). Po degradaci Aux/IAA jsou uvolnény
transkripni faktory ARF, které se vazi na AuxRE (AUXIN RESPONSE ELEMENT) a reguluji
genovou expresi. Dusledkem je zména transkripce auxinem ovlivnénych genti (Liu a kol., 1994;
Chapman, Estelle, 2009; Boer a kol., 2014).

U modelové rostliny Arabidopsis rozeznavame 29 Aux/IAA proteinti a 6 TIR/AFB.
Jejich rizné kombinace vykazuji riznou afinitu k jednotlivym auxinim (Ender a Strader,
2015). Pii nizkych koncentracich auxinu je omezena aktivita ARF s proteiny Aux/IAA.
V ptipadé, ze dojde ke zvySeni hladiny TAA, dochazi k interakci F-box proteinu TIR1/AFB
s Aux/IAA a vznika auxinovy koreceptor, na ktery se auxin ptim vaze.

Déle byl u A. thaliana objeven protein S-PHASE KINASE-ASSOCIATED
PROTEINS2A (SKP2A) (Jurado a kol., 2010), na ktery se auxin muze vazat. Protein SKP2A
regulujici bunécné déleni, patii mezi F-box proteiny SKP2. Po asociaci SKP2 a auxinu jsou
transkripcni faktory degradovany a je zahajen bunécny cyklus a déleni (Jurado a kol., 2008;
Jurado a kol., 2010; Del Pozo a kol., 2007). Rostliny s mutaci v skp2 maji naruSené déleni

v meristému kofene, tedy rist kofene je kompletn€ inhibovan (Jurado a kol., 2010).

2.2.2 Cytokininy

Cytokininy (CKs) jsou vyznamnou tfidou rostlinnych hormont a byly poprvé objeveny
v in vitro kultute tabaku, kde hrali alohu pii déleni bunék. V padesatych letech minulého stoleti
byl prvnim izolovanym cytokininem, 6-furfurylaminopurin (Miller a kol., 1955; Amasino
2005). Vzhledem k tomu, Ze tato sloucenina vyvolavala déleni bunék byl adeninovy derivat
oznacen jako kinetin (z cytos a kinesis — fecky buiika a pohyb). Kinetin se vSak nevyskytuje
v rostlinach prirozené.

V roce 1963 Letham provedl z nezralého endospermu kukufici seté (Zea mays ) izolaci
purinu s vlastnostmi kinetinu a objevil prvni pfirozeny CK. Byl ur€en jeho chemicky strukturni
vzorec, trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin a pojmenovan jako zeatin (trans-
zeatin, tZ) (Frébort a kol., 2011; Kang a kol., 2017).

Ptirozené CK jsou slou€eniny pochazejici z adeninu (Mok a Mok, 2001) a délime je
na isoprenoidni, které maji v poloze N6 nasyceny nebo nenasyceny postranni fetézec
a hydroxylovou skupinu, a cytokininy aromatické, které nesou aromaticky postranni fetézec
substituovany v odlisnych polohach aromatického kruhu adeninu (Spichal, 2012). Fyziologicky
efekt a metabolismus CKs je ovlivnén chemickou strukturou adeninu, kterd umoziuje

substituce v poloze N7 a N9. V rostlinach se piirozené CKs vyskytuji jako volné baze,
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nukleosidy, glykosidy (O-, N-glykosidy) a nukleotidy (Mok a Mok,2001; Sakakibara 2006).
Jsou roziazeny do Ctyfech zakladnich typt: N6-isopentenyladenin (iP), trans-zeatin (1Z), cis-

zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ) (Obr. 5; Kamada-Nobusuda a Sakakibara, 2009).
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Obr. 5. Strukturni vzorce isopentenyladeninu (iP; A), trans-zeatinu (¢Z; B), dihydrozeatinu (DHZ; C),

cis-zeatinu (cZ; D) (pfevzato a upraveno podle Hirose a kol., 2008).

Pokud isoprenoidni postranni fetézec neni pozménén, jedna se o isopentenylovy typ,
v pfipadé€ hydroxylace postranniho fetézce na koncovém uhliku mluvime o zeatinovém typu
(Takei a kol., 2004). Syntetické CK se u rostlin pfirozené nevyskytuji (Mok a Mok, 2001).
Vyznamnymi isoprenoidnimi zastupci jsou iP a 7Z, ktefi patii mezi nejdilezitéjsi, jelikoz jsou
velmi aktivni. Stereoizomer c¢Z je ponékud méné aktivni. Do skupiny aromatickych
cytokininim fadime kinetin, N6-benzyladenin (BA) a jeho hydroxylové derivaty (topoliny)
a methoxyderivaty (Strnad, 1997). Kromé ptirozené se vyskytujich CK jsou znamy i syntetické
derivaty odvozenych od mocoviny a thiomocoviny (Feng a kol., 2017).

CKs jsou u rostlin zapojeny do fady procest spojenych s rustem a vyvojem. Stimuluji
rast prytu, lateralnich kofenti (De Smet a kol., 2015) podporuji zvétSovani bunék. Ovliviuji
déleni bunek, organogenezi a potlacuji apikalni dominanci a oddaluji senescenci (Frébort a kol.,
2011; Kaminek 2015; Davies, 2010). Uginky na rast kofent zalezi na pfitomné koncentraci.
CKs jsou taktéz potfebné pro udrzovani meristémové aktivity korene (Perilli a kol., 2010). Déle
se podili na kontrole apoptozy, kterd probiha béhem klieni, vyvoji a senescenci semen.
Kunikowska a kol. (2005) zjistili, ze kinetin a BA pii vysokych koncentracich spousti bunéénou
smrt u rostlin s tim rozdilem, ze kinetin indukuje apoptozu v zivych rostlinnych pletivech,
zatimco BA je uCinny v kultufe rostlinnych bunék. Cytokininy se vyskytuji také u bakterii,
hmyzu i ¢lovéka, kde hraji roli pfi uCinnosti a presnosti transkripce kodonu, zacinajicich

uracilem.
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2.2.2.1 Biosyntéza CKs

Existuji dvé cesty, které jsou vyuzivany pro biosyntézu isoprenoidnich cytokinint:

Prvni biosyntetickd draha je odvozena od isopentenylace volnych adeninovych
nukleotidi (Davies,2004). Prvni krokem biosyntézy CK je reakce zprostiedkovana enzymy
ATP/ADP-isopentenyltransferasami (IPT). U A. thaliana bylo popsano devét gent z této rodiny
(AfIPT1 — AtIPT9) (El-Showk a kol., 2013; Kakimoto, 2001; Takei a kol., 2001). IPT katalyzuje
ptenos DMAPP (produkt mevalonatové drahy, cytosol eukaryot) nebo HMBDP (metabolit
MEP drahy u bakterii) (Hwang Sakakibura;2006) na ADP nebo ATP za vzniku dvou typi CK
(isopentenyl ribotidy). Z DMAPP vznikaji cytokininy iP-typu a z HMBDP vznikaji Z-typy.
Cytochrom P450 monooxygenaza provadi hydroxylaci a ziP prekurzori vznikaji Z —
nukleotidy (Zalabak a kol., 2014; Takei a kol., 2004; Frébort a kol.,2011). Dale maze byt CK
biosyntéza katalyzovana pomoci fosforibohydrolasy (vznikd exprimaci Lonely guy (LOG)
genu). V piitomnosti LOG vznikaji aktivni formy CK piimo z jejich ribotidi (Hirose a kol.,
2008, Frébort a kol., 2011). Je také mozna dvoukrokova cesta, ktera vede ke tvorbé aktivnich
forem a dochazi béhem ni k defosforylaci a deribosylaci. CKs mohou podléhat izomeraci
a tvorit reverzibilni/ireverzibilni konjugaty s cukry a aminokyselinami modifikaci adeninové
casti nebo postranniho fetézec. Nékteré konjugaty jsou méné aktivni, jiné slouzi jak zasobni
formy (Bajguz a Pitrowska 2009).

Druha biosynteticka draha je nepfima. Zahrnuje syntézu ¢Z z DMAPP a degradované
tRNA za ucasti enzymu tRNA-isopentenyltransferasy (AtIPT2 a AtIPT9). Produktem je cis-
zeatin ribotid (Miyawaki a kol., 2006). Prvnim krokem je isopentenylace zbytku adeninu tRNA
za ucasti enzymu IPT (Taller,1994). tRNA je postupné degradovana na konjugaty CKs a volné
formy ¢Z (Mok a Mok, 2001).

2.2.2.2 Metabolismus a transport CKs

Hladiny CKs v rostlinach jsou regulovany nejen biosyntézou ale i metabolickymi preménami,
jako je pfeména CKs na neaktivni produkty degradace, zasobni formy nebo slouceniny,
podobné CKs s pozménénou aktivitou. Transportni formy predstavuji CK ribotidy a ribosidy
(Lomin a kol., 2015).

Modifikace muze probihat dvéma zpuisoby, a to modifikaci adeninového cytoskeletu
nebo za ucasti specifickych enzymu, které ovliviiuji postranni fetézec (Davies, 2004;

Spichal, 2012).

22



Enzymy, které se ucastni pfemény adeninového cytoskeletu jsou 5’nukleotidasa,
adenosinnukleotidasa,  adeninfosforibosyltransferasa  (APT), adenosinkinasa (ADK)
a nukleosidfosfatasa, které rozpoznaji adenosin a pfeméni volné CK baze, ribosidy a ribotidy
(Spichal, 2012). Enzym adenosinfosforylasa pfeménuje volné CKs na nukleosidy (Chen
a Eckert, 1977). APT tvoti CK ribosidy z volnych CKs (Allen a kol., 2002). N-glykosylace
u vSech typt CKs je mozna na pozici N7 a N9 za ucasti N-glykosyltransferasy, pfi které jsou
CKs inaktivovany (Entsch a kol., 1979; Davies, 2010; Brzobohaty a kol.,1993). O-glukosylace
isoprenoidniho fetézce rZ je provadéna O-glukosyltransferasami (Brzobohaty a kol., 1993).
Enzym, ktery je schopen prevést glukosidy na aktivni CKs je B-glukosidasa, ale v rostlinach
jsou pritomny pouze O-glukosidy jako substraty tohoto enzymu. O-glukosidy jsou tedy zasobni
formy CKs (Frébort a kol, 2011), naopak N-glukosidy s ¢Z jsou povazovany za malo aktivni
formy CKs (Gajdosova a kol., 2011; Hluska a kol., 2016; Kaminek, 1987; Schmitz a Skoog
1972). Dale je mozna reakce alaninu na pozici N9 provadénd enzymem B-(9-cytokinin)-alanin
syntetasou (Entsch akol., 1983). Cytokininova forma, tZ, mize byt pomoci redukce pfeménéna
na dihydrozeatin (DHZ) (Martin a kol., 1989). DHZ neni substrat pro CKX, takze DHZ neni
degradovan (Davies, 2010).

Role transportu CKs neni dodnes zcela znama. Misto puisobeni CK neni vzdy stejné
jako misto syntézy, a proto musi byt CK nékdy transportovany do cilovych bunék difuzi nebo
aktivnimi transportnimi mechanismy (Kang a kol., 2017). Volné CKs primarné vznikaji
v apikalni meristému kotene, mladych listech a embryu. Transport CKs neni zcela tak dobfe
prozkouman jako transport auxint. Rozdil 1ze nalézt v distribuci CKs na dlouhé vzdalenosti.
CK Z-typu jsou transportovany xylémem a CK iP-typu naopak floémem, to ukazuje zapojeni
unikatniho transportniho systému (Bishopp a kol., 2011). V xylému dochazi k akropetalnimu
transportu (transpiracni tok). V xylému se CKs vyskytuji v aktivni nukleobazové formé
a v inaktivni ribosidové konjugované formé. V A. thaliana je hlavnim exportérem CKs floémem
ATP-vazici transportér (ABC transportér) ABCG14 (Kang a kol., 2017).

Dalsi transportéry, které u CKs zname, jsou ekvilibrativni nukleosidové transportéry
(ENT) a purinové permeasy (PUP) (Muraro a kol., 2011). Pfi transportu pfes membranu se
domnivame, ze jsou zapojeny transportéry PUP, které jsou u A. thaliana oznaceny AtPUPI
a AtPUP2). Tyto transportéry ale nemazou byt funkéni kvuli kinetice, jelikoz fyziologické
hladiny CKs a purina jsou rozdilné. Dalsimi specifickymi transportéry pro CKs jsou PUP14
(Zurcher 2016). Pouze CK nukleosidy mohou byt transportovany specifickymi transportéry
ENT (Kudo a kol., 2010). U A. thaliana se vyskytuje osm genl zrodiny ENT (AtENTI-
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AtENTS) (Li a kol., 2003). Predpokladame, ze na transport CKs je potieba mnoho bunécnych

importér a exportért, jen mechanismus dodnes neni zcela identifikovan.

2.2.2.3 Degradace CK

Degradace je zprostfedkovéana cytokinin dehydrogenasami (flavoproteiny) (Frébort a kol.,
2011), dfive cytokinin oxigenasou — CKX (Frébortova a kol., 2004). CKX ireverzibilné
katalyzuji St€peni postrannich fetézct a kone¢nymi produkty jsou derivaty adeninu a aldehydy
(Zalabak a kol., 2014). Enzym CKX je u A. thaliana kédovan geny ArCKX1 az ArCKX7
(Galuszka a kol., 2007). Jednotlivé izoformy se li§i aktivitou i substratem, ktery Stépi. Aktivita

CKs je regulovana praveé degradaci CK.

2.2.3 Propojeni auxini a cytokininu

Skutecnost, ze mezi jednotlivymi skupinami fytohormont je urcita spoluprace a ze se podili na
regulaci stejného fyziologického procesu, byla prokazana v nékolika studiich (Hoxtermann,
1997). Donedavna byly cytokininy povazovany za antagonisty auxind, nicméné bylo zjisténo,
ze Jejich spoluprace je mnohem slozité)si a rozmanitéjsi (Schaller a kol., 2015).

Za Ucasti auxinl cytokininy stimuluji déleni bunék. Auxiny jsou spolu s cytokininy
zakladnimi slozkami pro tkanové kultury. V piipadé péstovani rostlinnych explantatt, jsou
v urcitém pomeéru pridavany auxiny a CKs pro rust a diferenciaci rostlinného pletiva (Skoog a
Miller, 1957). Tvorba kalusu je zapocCata pravé rovnovaznou hladinou téchto fytohormona
(Skoog a Miller, 1965). Pouzivani exogennich auxini pro podporu rustu rostliny zptusobuje
pouze mirnou a kratkodobou stimulaci. Dnes jsou vyuzivany v zahradnictvi ke stimulaci zrani
plodin a zakofenovani fizki. U nékterych typa semenackti maze mit vnéjsi aplikace auxinu
inhibiéni G¢inky. Koncentrace, ktera stimuluje prodluzovaci riist u rostliny je 106 az 10° M
(Taiz a Zeiger, 2002).

Apikalni dominance je ovlivnéna pomérem téchto dvou fytohormonta (CKs apikalni
dominanci inhibuji, auxiny ji stimuluji), coz bylo potvrzeno experimenty u rostliny A. thaliana,
které mély odebrany nebo upraveny geny pro tyto fytohormony (Tanaka a kol., 2006). Taktéz
jejich vzajemné pusobeni muzeme pozorovat na omezeném vlaseni kofene, zpusobené
vysokymi hladinami CKs, kdy dochazi k potlaceni transkripce PIN proteint (Laplaze a kol.,
2007).
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Navic auxiny jsou vyznamné zapojeny do biosyntézy CKs regulaci exprese ipt gena.
Po exogennim pfidani auxinu bylo 4 hodiny po aplikaci u kofend A. thaliana zaznamenana
zvySeni transkripce gent IPTS5 a IPT7, coz bylo zjisténo pomoci Real-time PCR. Naopak
rostliny A. thaliana, které byly vystaveny hodinové exogenni aplikaci auxinu, vykazovaly
restrikci tvorby CKs (Miyawaki a kol., 2004). Nicméné bylo zjisténo, ze u A. thaliana
cytokininy povzbuzuji i1 tvorbu IPT8 v délicich se mladych pletivech a timto se zapojuji do
regulace biosyntézy IAA (Jones a kol., 2010). Mezi auxiny a CKs tedy existuje komplexni sit’,
kterymi tyto latky mezi sebou kooperuji. Hladina fytohormont je rostlinou regulovana. Auxiny
ovliviiuji tvorbu CKs okamzité, a proto jsou auxiny vyuzivany k regulaci CKs. Naopak
pusobeni CKs na biosyntézu auxint je pomalejsi a Ginek se neprojevi ihned, rostlina nemutze

reagovat rychle a okamzité, ale ucinek je naopak dlouhodobé&jsi (Nordstrom a kol., 2004).

2.3 Apoplasticka a symplasticka draha

V rostliné jsou dvé hlavni cesty, kterymi je voda a mineralni latky transportovany mezi
jednotlivymi butikami. Jedna se o apoplastickou a symplastickou cestu.

Apoplast, neboli mezibunécny prostor, je dilezitou soucasti rostliny, protoze rozvadi
mineralni latky (ionty) a ziviny rozpustné ve vodé po celém rostlinném téle. Apoplasticka cesta
probiha bez spotteby energie, je uskutecriovana diky koncentracnimu spadu, hromadnym tokem
a je rychlejsi nez symplasticka draha. Apoplasticka draha probiha od kofent k povrchu listu.
Apoplastem je také myslen roztok, ktery omyva buiky. V kotenech jsou velké mezibunécné
prostory a rostlina musi mit kontrolu nad pfijmem mineralnich latek i vody, a proto je ve vétsSine
kofent apoplasticka draha blokovana Caspariho prouzky. Buiky endodermis se skladaji
z fetizkt, které jsou t€mito prouzky vyztuzeny. Caspariho prouzky jsou hydrofobni svazky,
které zabraruji transportu vody apoplastem (Canny 1995), kontroluji pfijem vody a zabranuji
nadmérnému zavodnéni rostliny (aby nedoslo k inhibici respirace kofenti). V kofenech tedy
vétsSinou probiha draha symplasticka (Zhan a kol., 2017). Apoplast se také zapojuje pii obrané
rostliny proti patogenim (Yu a kol., 1999). V listech je apoplasticka tekutina slozena z malatu,
citratu a askorbatu (kyseliny) a vapenatych, draselnych a hotfecnatych kationtti. Jsou zde také
obsazeny anorganické anionty jako je siranovy a hydrogenuhli¢itanovy aniont (Lopez-Millan a
kol., 2001).

Symplast, neboli tekutina uvniti bunek. je usporadany, propojeny prostor v rostlinach,
ktery je tvofen cytoplazmami bunék, predstavujicich komplexni sit’ podél celé rostliny. Pro

symplastickou cestu je vyzadovana aktivace energii a tato cesta probiha na delsi vzdalenosti.
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Transport mezi buiikami je provadén pomoci plazmodesmat (propojeni mezi cytoplazmou a
burikami), které umoznuji prenos nizkomolekularnich latek, tedy cukr, aminokyselin nebo
iontd (Robert a Friml, 2009). U symplastu se uplatiiuje difuze a prenos latek do buriky
iontovymi prenaseci. Symplastickd cesta méa své uplatnéni pro transport latek kofeny.
Symplasticka cesta probiha v burikach endodermis (na povrchu stiedniho valce — pericyklu).

Symplastem je také mysleno prostfedi za cytoplazmatickou membranou uvnitt bunek.

2.4 Regulatory rustu

Regulatory jsou organické slouceniny, které vznikaji v urcité casti rostliny, ze které jsou
transportovany do dalSich ¢asti rostliny, kde spousti odpovéd’ jiz pii velmi nizké koncentraci.
Plsobeni ristovych regulatord miize mit na rostlinu stimulacni i inhibi¢ni t¢inek. Regulatory
povzbuzujici rust ve fyziologickych koncentracich jsou ozna¢ované jako stimulatory a naopak
ty, které rust rostliny brzdi, jako inhibitory. Velmi dilezitou roli hraje koncentrace, pii které
regulator pusobi. Jednotlivé regulatory se mohou mezi sebou ovliviiovat, a to synergicky nebo
antagonisticky (Sebanek a kol., 1983). Rozlijujeme dvé& skupiny, a to organické a syntetické
(Délye a kol., 2013; Quareshy a kol., 2017).

Syntetické regulatory rostlin z kategorie herbicidd jsou slouceniny, které mély
v minulosti primarné své uplatnéni v zemedé€lstvi pro odstrafiovani plevele. Pouzivani téchto
latek bylo kvuli jejich vysoké toxicité (Skodlivé ucinky na lidské zdravi) omezeno nebo plné
zakazano. Syntetické regulatory, at’ uz inhibitory nebo stimulatory ristu, jsou ¢asto odvozeny
od rostlinnych hormont. Inhibitory se mohou podilet na zastavé metabolickych drah
rostlinnych hormona. Ovliviiuji rast, vyvoj kofent 1 nadzemnich ¢asti rostliny. Rostliny si
béhem dlouhodobé exogenni aplikace herbicidu mohou vytvofit rezistenci na danou latku
pomoci mechanismu target-site resistence (TSR), stimulujici up-expresi cilového proteinu. TSR
zabranuje vazb¢ herbicidu na exprimovany cilovy protein. Druhym mechanismem je non-target
rezistence (NTSR), ktery meéni strukturu vazebného mista herbicidu (Délye a kol., 2013;
Quareshy a kol., 2017).

V zemédélstvi jsou vyuzivany jak cytokininové syntetické inhibitory, tak auxinové
stimulatory/inhibitory. Ve vét§iné€ pripadi vyuzivame auxiny syntetické, protoze IAA neni
prilis stala. K syntetickym latkam s u¢inkem auxinu, které jsou dnes nejvice vyuzivané a jsou
soucasti herbicidi, fadime kyselinu 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) a kyselinu 1-
naftyloctovou (NAA) (Taiz a Zeiger, 2014; Korasick a kol., 2013). DalSimi auxinovymi

syntetickymi inhibitory jsou inhibitor auxinového transportu, kyselina N-1-(naftyl)ftalamova
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(NPA) (Zhang a kol., 1995), Picloram (aktivni synteticky auxin derivat kyseliny pikolinové)
nebo Dicamba (derivat kyseliny benzoové) (Korasick a kol., 2013). Mezi inhibitory biosyntézy
auxinu patfi Yucasin (YUC) a Kynurenin (KYN), jejichz funkce bude popsana v nasledujici
kapitole.

2.4.1 Inhibitory biosyntézy IAA

Pro biosyntézu aktivniho auxinu bylo popsano nékolik metabolickych drah. Jak jiz
bylo zmin&no, hlavni cestou u vétsiny rostlin predstavuje IPyA draha (McSteen, 2010; Cao,
2014). V prvnim kroku je Trp pfeménén enzymy TAA1, TAR1/TAR2 na IPyA, poté nasledné
enzym YUCCA katalyzuje pfeménu IPyA na IAA (Brumos a kol, 2014; Cao, 2014) (Obr. 5).
Mechanismus, kterym je regulovana hladina IAA v burice neni stale zcela jasny, jelikoz

vSechny kroky biosyntézy, transportu a inaktivace nebyly zcela objasnény.
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Obr. 5. Syntéza IAA - metabolicka draha IPyA. Vyuzité enzymy TAA/TARs,YUCCA a inhibitory
L-Kynurenin (KYN), Yucasin (YUC). (Pievzato a upraveno podle Nishimura a kol. 2014).



Biosyntéza IAA miize byt inhibovana urcitymi latkami. Mala molekula L-kynurenin
(KYN; Obr. 6) je metabolitem aminokyseliny L-tryptofanu a zaroven jeden ze silnych
auxinovych inhibitord biosyntézy, ktery se vaze na skupinu proteini TAA/TARs, které
inhibuje, ale ne na jiné skupiny aminotransferas. Po aplikaci KYN, dochazi v jadfe k potlaceni
akumulace TF faktoru ETHYLEN INSENSITIVE3 (EIN3), takze mira biosyntézy auxinu v
kotenech je snizena (He a kol., 2011).

Exprese gent kodujicich enzymy IPyA drahy je regulovana zvySenymi nebo
snizenymi hladinami aktivniho auxinu. V pfipad€, ze jsou syntetické auxiny (NAA, 2,4-D)
exogenné aplikovany na sazenice A. thaliana, snizuje se exprese enzymi TAR2 (Trp — IPyA)
a YUCI, YUC2, YUC4 a YUC6 (IPyA — IAA). Vysledkem tohoto oSetfeni je snizeni
endogenni hladiny IAA. Biosynteticky auxinovy inhibitor KYN zvysuje expresi genit YUCCA
a dochazi ke zvySeni endogenni hladiny IAA. Exprese geni YUCCA je tedy regulovana
hladinou aktivnich forem auxinu. Pokud je na sazenice A. thaliana exogenné aplikovan
soucasné KYN a IPyA, dochézi ke zvySeni hladiny IAA (He akol., 2011). Pfi exogenni aplikaci
2,4-D, endogenni hladina IAA klesd ve srovnani se sazenicemi oSetfenymi pouze IPyA.
Preména IPyA na IAA je zvySena pii nizSich hladinach auxinu a potlacena v nadbytku auxinu

(Suzuki a kol., 2015).
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Obr. 6. Molekuly auxinovych inhibitoru biosyntézy. A: L-kynurenin (KYN), B: Yucasin (YUC) (YUC-

prevzato a upraveno podle Nishimura a kol., 2014).

V biosyntéze IAA hraji vyznamnou roli také enzymy YUCCA, které omezuji rychlost
IPyA drahy a zapojuji se do vyvojovych procesech rostliny skrze regulaci hladin IAA v buiice.
Auxinovy inhibitor téchto enzymu, 5-(4-chlorfenyl)-4H-1,2,4-triazole-3-thiol (Yucasin; Obr.6)
(Nishimura a kol., 2014), se uplatiiuje pfi vysokych koncentracich IAA v rostling, nadmeérné
expresi YUCCA, ale nema zasadni vliv (inhibi¢ni aktivitu) na fenotyp kotene. Bylo zjisténo,
ze za inhibici enzymu YUCCA je zodpovédna slozka Yucasinu 1,2 4-triazole-3-thiol. ZvySeni
vazby derivatu YUC na YUCCA je zpusobeno modifikaci fenylové slozky (5-(4-chlorfenyl)-

4H). Z tohoto duvodu byla modifikovana aromaticka slozka a syntetizovany analogy YUC,
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které by mély fenotyp ovliviiovat ve vétsi mife nez YUC. Jednim z nich je stabilngjsi a silng&jsi
inhibitor analog YUC, difluorovany Yucasin (YDF), jehoz cilem je také enzym YUCCA. YDF
tedy blokuje také biosyntézu IAA v rostliné. YDF méni fenotyp u rostlin s nedostatkem auxin.
In vitro ma ale mnohem mensi aktivitu nez samotny YUC (Tsugafane a kol., 2017; Nishimura
a kol. 2014)

Kromé inhibitoru biosyntézy auxinu YUC jsou znamé dalsi inhibitory vyskytujici se
v draze IPyA. Jedna se o L-a-aminooxyfenylpropionovou kyselinu (AOPP) a jeji derivat
pyruvamine (PVM), které inhibuji enzymy TAA. TAA je enzym, ktery je zavisly na pyridoxal
fosfatu (PLP). PLP ma aminooxy slozku, ktera vaze PLP, a tak inhibuje tvoreni oximu PLP se
substratem (Tsugafune a kol., 2017). Kakei a kol. (2015) prokazal, ze derivaty YUC, 4-
bifenylboronikova kyselina (BBo) a 4-fenoxyfenylboronikova kyselina (PPBo) (Obr. 7)
inhibuji YUCCU a potlacuji tvorbu IAA (u A. thaliana se projevi fenotyp s nedostatkem

auxinu).

sadone!
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Obr. 7. Derivaty Yucasinu — 4-bifenylboronikova kyselina (BBo; A) a 4-fenoxyfenylboronikova
kyselina (PPBo; B). (Pfevzato a upraveno podle Kakei a kol. 2015).

Polarni transport auxinu je inhibovan syntetickym auxinem, NPA, ktery inhibuje
gravitropické a fototropické reakce, nebot blokuje funkci auxinového exportniho prenasece
(Rubery, 1990). Utinek auxinu zavisi na jeho mistni biosyntéze a polarnimu transportu mezi
jednotlivymi burikami, kde hraji roli exportni proteiny PIN (Petrasek a Friml, 2009;
Adamowski a Friml, 2015; Bennett, 2014). Fakt, Ze je transport auxinu velmi dulezity ve vyvoji
rostlin, bylo zji§téno pii pouziti inhibitorti polarniho transportu auxinu (PAT), kam fadime
pravé NPA. Pokud je NPA exogenné aplikovana dochazi k poruse vegetativniho 1

reproduk¢niho vyvoje a embryogenezi (Wu a McSteen, 2007).

29



2.5 Stanoveni rostlinnych hormonu

V rostlinach se fytohormony nachézeji v nizké koncentraci, coz mé za nasledek, ze je jejich
kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni pomérné slozité. Rostlinny extrakt je komplexni matrice,
ktera obsahuje taktéz balastni latky (sacharidy, lipidy, proteiny), které se mnohdy nachazi ve
vys$sich koncentracich nez analyzované fytohormony. Proto je nutné pouzit spravné mnozstvi
rostlinného materialu, vyuzit vhodné postupy extrakce cilové latky (fytohormonu), purifikacni
metody (izolace od interferujicich/abundantnich latek) a propojit je s koncovymi analytickymi
metodami (Fu a kol., 2011; Tarkowska a kol., 2014). Velmi dulezité je skladovani rostlinného
materialu pfi nizké teploté, aby nedochazelo k degradaci cilovych latek. Pro stanoveni analyt
se vyuziva plynova nebo kapalinova chromatografie i kapilarni elektroforéza, které jsou ¢asto

spojeny s hmotnostni spektrometrii.

2.5.1 Extrakce fytohormonu

Pro identifikaci a kvantifikaci musi byt rostlinny material homogenizovan, tak aby doslo
k rozruSeni bunécné stény (Harrison, 2011). Je mozné vyuzit homogenizaci v tfeci misce
pomoci kapalného dusiku (-196°C) nebo vibracni kulovy mlynek (ke vzorku jsou piidany
homogenizacni kuli¢ky). Poté je ke zhomogenizovanému materialu pfidano extrakéni Cinidlo
(Ljung a kol., 2004; Davies, 2010) a cilové latky jsou extrahovany po stanovenou dobu.
Utinnost extrakce mizeme dale zvysit ultrazvukem. Centrifugace s uhlovym rotorem,
chlazenym na 4°C, nam pomuze oddé¢lit zbytky rostlinného pletiva ze suspenze.

Utinnost extrakce je zavisla na formé extrakéniho &inidla. Extrakénim &inidlo by mélo
dobte rozpoustét cilové latky a minimalizovat extrakci interferujicich (abundantnich) latek
(Tarkowska a kol., 2014). Vhodné je Cinidlo, které bude zabranovat degradacnim reakcim
fytohormont (napf. Bieleského pufr) (Laloue a kol., 1974) a jeho polarita by méla byt podobna
polarité analyzované latky (Fu a kol., 2011).

Pro extrakci fytohormont se vyuzivaji pufry s neutralnim pH, methanol, aceton, voda
nebo Bielského Cinidlo (Bielski, 1964; Bai a kol., 2010). Ztraty jsou monitorovany pomoci
internich standarda (IS), znaCenych stabilnimi izotopy, které jsou ke vzorku pridavany
v extrak¢nim kroku (Ljung a kol., 2004). Je nutné podotknout, ze extrakce musi byt provadéna

pfi nizkych teplotach (4°C) pro minimalizaci nechténych degradacnich reakci.
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2.5.2 Purifikace fytohormonu

Vzorky po extrakci obsahuji balastni latky, které mohou reagovat s analytem a zasadnim
zpusobem ovlivilovat analyzu. Proto je nutné provést purifikacni proces, béhem kterého jsou
interferujici latky odstranény. Tento krok je pro samotné stanoveni rostlinnych hormont velmi
dilezity (Novak a kol., 2017; Du a kol., 2012).

Purifika¢ni metody se déli podle typu findlni analyzy (kvalitativni nebo kvantitativni)
a vybéru analytického pristroje. Nejvice rozsifené techniky jsou extrakce kapalina-kapalina
(LLE) a extrakce na pevné fazi (SPE) (Porfirio a kol., 2016). U téchto metod je velkou vyhodou
moznost optimalizace, jednoduchost a velmi Siroké uplatnéni s moznosti automatizace.

Princip SPE: cilem je na sorbentu, ktery je umistén v SPE kolong, zachytit analyt a
vymyt interferujici latky. SPE kolony obsahuji pevny sorbent, na ktery je navazana naptiklad
reverzni fazi nebo iontoméni¢ (katex/anex) (Tarkowska a kol., 2014). Dle typu sorbentu je
analyt interagovan se sorbentem slabymi vazebnymi interakcemi (vodikové mustky, Van der
Waalsovy sily), hydrofobnimi, nepolarnimi i iontovymi interakcemi nebo na zakladé velikosti
Castic. Vybér sorbentu je fizen podle fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu a je dalezity pro
jeho spravnou izolaci. Pfi obecném postupu je vzorek nanesen na aktivovany sorbent a
interferujici latky jsou vymyvany zvolenym rozpoustédlem. Nasleduje eluce cilovych hormont
rozpoustédlem, ktery rozrusi vazbu mezi sorbentem a analytem.

U fytohormonti se nejcastéji vyuziva extrakce na reverzni fazi (C18) (Izumi a kol.,
2009) nebo polymerni reverzni fazi (napi. Oasis HLB). Dale jsou vyuzivany polymerni
sorbenty se smiSenym mechanismem zachytu (Oasis MCX nebo Oasis MAX), které jsou
kombinaci reverzni faze a nékterého iontomeénice. Konvencni SPE techniky vyzaduji vetsi
mnozstvi biologického materidlu (20-200 mg Cerstvé hmoty) a jednad se zdlouhavy proces.
Proto byly zavedeny techniky mikroextrakéni — mikroextrakce na pevné fazi a disperzni
mikroextrakce kapalina-kapalina. Napf. auxiny mohou byt také extrahovany pomoci Stage-tips

(uSPE-PT), kde kolonou je plnéna pipetovaci Spicka (Péncik a kol., 2018).

2.5.3 Stanoveni pomoci LC-MS/MS

Po extrakci a purifikaci muzeme pfistoupit k samotné analyze, kdy analyzujeme jeden nebo
vice fytohormont. Dlouhodobé preferovanymi metodami pro stanoveni fytohormoni jsou
v biologii  chromatografické techniky (v  soucasnosti nejrozsifenéj§i  kapalinova
chromatografie), které muizeme kombinovat sriznymi detektory (napf. hmotnostni

spektrometr) (Novak a kol.,, 2017). Kromé téchto metod vyuzivame i1 tlakovou kapilarni
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elektrochromatografie nebo micelarni elektrochemickou kapilarni chromatografii (Porfirio a
kol., 2016).

Princip chromatografie: Vzorek (latky), které jsou rozpustény v mobilni fazi (MF)
separujeme na jednotlivé slozky. MF prochazi stacionarni fazi (SF) a na zaklad¢ rozdélovacich
koeficienti dochazi k zachytavani latek na SF (interakce MF a SF). MF muze byt kapalina
(kapalinova chromatografie, LC), nebo plyn (plynova chromatografie, GC). SF muaze byt pevny
sorbent nebo nemobilni kapalina (Fu a kol., 2011).

Pro identifikaci a kvantifikaci fytohormont byla dfive vyuzivana GC-MS. Tato
technika je vSak zdlouhava (napf. z divoda nutné deprivatizace analytll), a proto byla pozdéji
upfednostnéna LC-MS analyza (Novéak a kol., 2003). Nové&ji byly zafazeny do stanoveni
fytohormont také metody, které poskytuji vétsi ucinnost separace, vyssi rychlost a citlivost i
malo zastoupenych nizkomolekularnich latek v rostlinné matrici (Nguyen a kol., 2006; Novak
a kol., 2014). Mezi tyto metody patii mikrokapilarni kapalinova chromatografie nebo ultra-
vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC), ktera je odolnéjsi vii¢i vyssim zpétnym
tlak(im.

Analytickou metodou, ktera je hojné vyuzivana pro identifikaci tak kvantifikaci
fytohormont je hmotnostni spektrometrie (MS). Dnes je UHPLC ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii v tandemovém usporadani Casto vyuzivana pro analyzu auxinu (Péncik a kol,
2009; Novak a kol., 2012), cytokinini (Novak a kol, 2008; Svacinova a kol, 2012), jasmonati
(Liu a kol, 2010; Flokova a kol., 2014), i pro stanoveni vice skupin zaroven (Kojima a kol.,
2009; Simura a kol, 2018).

Princip MS: RozliSujeme rizné typy hmotnostnich spektrometrti, které se skladaji
ze tii Casti — iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Analyty, které byly
separovany (GC nebo LC), jsou vpraveny do iontového zdroje a pomoci zvolenych ionizac¢nich
technik (ionizace elektrosprejem nebo chemické ionizace za atmosférického tlaku) dochazi
k ionizaci latek (Tarkowski a kol., 2009). Ionty jsou poté ve svazku poslany do hmotnostniho
analyzatoru (kvadrupoly, analyzator doby letu nebo orbitrap), kde jsou rozdéleny dle poméru
hmoty ku naboji (m/z).

Pro zlepSeni selektivity vyuzivame tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).
Jednim z typa MS/MS uspotadani je trojity kvadrupol, kdy na prvnim analyzatoru je vybran
prekurzorovy (zékladni) ion a odstranény rusivé latky. Poté dochazi k fragmentaci v kolizni
cele na finalni produktové ionty, které vstupuji pres tieti kvadrupol na detektor (Pan a Wang,

2009; Ljung a kol., 2004). MS/MS se ¢asto kombinuje s GC a LC, jelikoz je tato metoda velmi
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citliva a selektivni, a navic dokaze pracovat i se slozitou biologickou matrici (Novak a kol.,
2017).

NejrozsitenejSim MS skenovacim modem pro citlivou LC-MS/MS kvantifikaci
fytohormoni je selektivni zaznam jedné nebo vice reakci (selected reaction monitoring, SRM,
popt. multi reaction monitoring, MRM). Pfi stanoveni cytokini takovyto zpusob detekce
umoziuje sledovat signal nékolika charakteristickych fragmentaci soucasné (Tarkowski a kol ,
2004). Tento zpusob detekce je ale nedostateCny v piipaddé detekce cytokininovych izomera
(stejna MS/MS fragmentace). Proto je dulezita dokonala chromatografické separace,
ktera zvysi rozliSeni kritickych par(i izomernich pikd a umozni jejich pfesné stanoveni
(Svacinova a kol., 2012).

Pti kvantifikaci auxint se pomérné ¢asto setkavame s problémy, z divodu oxidace pii
extrakci a nizké navratnosti pii purifikaci (Barkawi a kol., 2010). Z tohoto divodu, pro odhaleni
pfipadnych ztrat jsou pied extrakci v uritém mnozstvi pfidavany izotopicky znaené latky
(interni standarty — IS), které maji podobné fyzikalné chemické vlastnosti jako analyt. Pokud
tedy béhem purifikace dojde ke ztratam, nachazi se analyt 1 IS ve stejném mnozstvi.
Pro kvantifikaci auxinl se nejCast€ji vyuzivaji izotopicky znacené standardy pomoci péti az
Sesti stabilnich izotopti H nebo '*C. Jelikoz pii LC-MS/MS je hmotnostni rozdil mezi analytem
dostacujici, presnéji feCeno IS je pétkrat az Sestkrat téz§i nez stanovovany analyt, nedochazi tak
k prekryvu izotopickych pikt. Jsme tedy schopni zfetelné rozlisit IS od analytu a z HPLC-
MS/MS chromatogramu ziskame velikost plochy pikt (jak izotopicky znaCené, tak analyzované
latky), tyto plochy porovnavame a vypocitame koncentraci vysledného analytu.

Dale prekuzor TAA, IPyA, ktera je v roztoku nestabilni a zafina se neenzymaticky
preméniovat na IAA (Bentley a kol., 1956) a proto je potieba provést jeho derivatizaci jiz
po extrakci. Je popsano nékolik zpusobl rychlé a jednoduché kvantifikace IPyA zalozené
na derivatizaci karbonylové skupiny hydroxylaminem na oxim za pouziti 24-
dinitrofenylhydrazonem (Mashiguchi a kol, 2011) nebo reakce cysteaminu s aldehydickou

skupinou IPyA za vzniku thiazolinového kruh (thiazolidinu) (Novak a kol., 2012).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pristroje a pomucky

100 pl sitko Cellector Tissue Sieve — Thermo Fischer Scientific (USA)

Analytické vahy — Satorius Weighing Technology GmbH (Némecko)

Autoklav Labo MLS-3781L — Sanyo (Japonsko)

Centrifuga Avanti TM 30 — Beckman Coulter (USA)

Centrifuga Alegra 64R — Beckman Coulter (USA)

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge — Thermo Fischer Scientific (Némecko)

Falkonové zkumavky (5 ml, 15 a 50 ml) - VWR (USA)

Injekeni stiikacky (2 ml) — VWR (USA)

Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 800 — Zeiss (Némecko)

Kulovy mlynek MM301 — Retsch GmbH (SRN)

Laboratorni sklo — odmérny valec, kadinky, sklenéné zkumavky — Fisherbrand (USA)

Laminarni box Heraguard™ ECO — Thermo Fischer Scientific (USA)

LC kolony — UPLC® BEH Shield RP18 (150 x 2,1 mm, velikost &astic: 1,7 pm) — Waters
(USA); Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, velikost Castic 1,7 um) — Phenomenex (USA)

Magneticka michacka MM7 — Fisherbrand (USA)

Membranova vyvéva Mini Laboport Vacuum Pump — KNF Neuberger GmbH (Némecko)

Micro Spin Filter (Nylon, 0,2 pm) — Chromservis s.r.o. (Ceska republika)

Mikrozkumavky — Eppendorf (Némecko)

Oasis®™ HLB kolony (30 mg/1 ml) — Waters (USA)

Oasis®™ MCX kolony (30 mg/1 ml) — Waters (USA)

pH metr Oakton® pH 700 Benchtop Meter, elektroda polyplast Hamilton — Cole-Parmer
(USA)

Program ImageJ 1.52a — LOCI, University of Wisconsin (USA)

Rotacni michacka na mikrozkumavky — Stuart rotator SB3 BioCote — Cole-Parmer (UK)

Sada automatickych pipet Brand — Eppendorf (Némecko),

Skener Perfection V550 Photo — Epson (Japonsko)

Stolni centrifuga Microstar 17 — VWR (USA)

Systém UHPLC-MS/MS — Acquity UPLC I-Class System (Binary solvent manager, Sample
manager) — Waters (USA); hmotnostni detektor Xevo™ TQ-S — Waters MS Technologies
(UK)
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Trepacka orbitalni BIOSAN OS-10 — Biosan (LotySsko)

Ultrazvukova lazen Transsonic 310 — Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. (Némecko)
Vakuova komurka VisiprepTM — Merck KGaA (Némecko)

Vakuové rotaéni odparka Rotavapor® R-200 — Buchi Labortechnik AG (Svycarsko)

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Agar — Duchefa Biochemie B.V. (Nizozemsko)

Amoniak (25%) — Merck KGaA (Némecko)

Deionizovana voda — piipravena v Direct-Q® 3 UV

Dimethylsulfoxid (DMSO) — Acros organics (Belgie)

Ethanol (96%) — VWR Chemicals (Francie)

Interni izotopicky znacené standardy auxinti pridavané ke vzorkiim v latkovém mnozstvi:

5 pmol auxind ([*C6]IAA, [ *CsloxIAA, [ *Cs]IAAsp, [ *Cs]IAGlu) — Olchemim (Ceska
republika)

Interni izotopicky znacené standardy cytokinint pfidavané ke vzorkiim v latkovém mnozstvi:

0,2 pmol CK bazi (['*Cs]cZ, ["*CsltZ, [*H3]DHZ, [*HsliP), 0,2 pmol CK N-glukosidi
([’H5]1Z7G, [*Hs]tZ9G, [ *H3]DHZ9G, [*HsliP7G, [*Hs]iP9G); 0,5 pmol CK O-glukosidi
([*H5]¢ZOG, [*H7]DHZOG, [*Hs]tZROG) a 0,5 pmol CK nukletidd ([*Hs]{ZRMP,
[?H;]DHZMP, [*H]iPRMP) — Olchemim (Cesk4 republika)

L-Kynurenin (KYN) — Merck KGaA (Némecko)

Kyselina dusi¢na (65%) — Lach-Ner s.r.o (Ceské republika)

Kyselina mravenci (98%) — Merck KGaA (Némecko)

Kyselina N-1-(naftyl)ftalamova (NPA) — Merck KGaA (Némecko)

Kyselina (naftalen-1-yl)octova (NAA) — Merck KGaA (Némecko)

Kyselina octova (99,8%) — Merck KGaA (Némecko)

MES (kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova) — Carl Roth GmbH (Némecko)

Methanol ( > 99,9%) — Merck KGaA (Némecko)

Murashige-Skoog médium — Duchefa Biochemie B.V (Nizozemsko)

Sachar6za — Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)

Tween — Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)

Yucasin (YUC) — abcr GmbH (Némecko)
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Roztoky

Pro pfipravu vodnych roztoki byla pouzita deionizovana voda.

0,1% DMSO - 500 ml %2 MS média (400 ul DMSO)

0,8% DMSO - 40 ml Y2 MS média (40 ul DMSO)

1M HCOOH - 250 ml roztoku (9,625ml HCOOH a 240,375ml H>O)

1M HCI - 100 ml roztoku (91,9 ml H20 a 8,1 ml 37 % HCl)

50% HNO3 — 250 ml roztoku (192,25 ml HNO3 a 57,75 ml H20 )

5% methanol — 100 ml (95 ml H>O a 5 ml methanolu)

10% methanol — 100 ml (90 ml H>O a 10 ml methanolu)

80% methanol — 100 ml (20 ml H>O a 80 ml methanolu)

% MS médium pro kultivaci rostlin: 2,2 g/l Murashige-Skoog soli a vitaminy, 10 g/l
sacharoza, pH = 5,7 upravené pomoci 1M NaOH, 1,1% agar (pfi pfipravé tekutého 2 MS
média nebyl agar piidan)

0,35M NH40H - 250 ml (6,25 ml 25% NH4OH a 243,75 ml H>0)

0,35M NH40H v 60% MeOH - 250 ml (150 ml MeOH, 6,25 m1 25% NH4OH a 93,75ml H>0)

Okyseleny methanol — methanol s pfidavkem 1% kyseliny mravenci

Okyselena voda — 15 ml H2O a 75 pl HCI

Steriliza¢ni roztok — 0,01% roztok TWEEN v 70 % EtOH

3.3 Rostlinny material

Pro experimenty v ramci diplomové prace byl pouzit Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia-

0 (Ath-Col-0), ekotyp Landsberg erecta (Ath- Ler), DR5v2::ntdTomato (Liao a kol., 2015).

3.4 Metody a postupy
3.4.1 Vysev rostlin Arabidopsis thaliana
Vysev rostlin probihal po sterilizaci na kultivacni desky s ¥2 MS médiem.

Sterilizace semen
¢ Do 2 ml mikrozkumavky bylo 1zi¢kou pfidano potfebné mnozstvi semen, ke kterym byl
automatickou pipetu pfidan 1 ml steriliza¢niho roztoku (0,01% Tween v 70% ethanolu).

e Mikrozkumavka se semeny byla umisténa na rota¢ni michacku (koloto¢) na 10 minut.
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e Poté byl ve flowboxu odpipetovan sterilizacni roztok a semena byla promyta 3x sterilni
vodou.
Priprava MS média
e Pro vysev semen bylo pouzito %2 MS médium. Latky (MS obsahujici vitaminy,
sacharoza, MES) nezbytné pro pfipravu byly navazeny a rozpustény. Poté byl ptidan
1,1% agar. Pripravené médium bylo autoklavované.
Vysev semen na kultivacni desky
e Ksemenim A. thaliana po sterilizaci bylo pfidano 200-400ul sterilni vody (dle
mnozstvi semen).
e Poté byla sterilni semena (100ul) v horni ¢asti horizontalné desky vyseta automatickou
pipetou na ¥2 MS médium.
e Semena byla stratifikovany po 2 dny ve tmé pii 4°C za ucelem synchronizace kli¢eni
semen.
e Poté byly desky umistény do fytotronu ve vertikalni poloze.
e Rostliny byly kultivovany po dobu 8 dni v podminkach 23°C, pfti fotoperiodé 16 hodin

svétlo a 8 hodin tma.

3.4.2 Izolace apoplastu a symplastu

Z kotenu a nadzemni Casti (pryt, pfizemni ruzice) osmidennich rostlin Ath- Ler byla provedena
izolace apoplastu a symplastu dle Antoniadi a kol. (2020). Kofeny rostlin byly odfezany tésné
pod listy. Kofeny 1 nadzemni ¢ast byly zvazeny na laboratornich vahach (pfiblizné¢ 300mg
kofentl i prytu). Rostlinny material byl oplachnut na 100 um sitku v deionizované vodé.
Nasledné byl material osusen bunécnou vatou a umistén do 3 ml injekéni stfikacky bez pistu
posazené v 15 ml falkon€ na ledu (Obr. 8), nez byly posbirany dals§i vzorky. Apoplasticka
frakce byla jimana pfi centrifugaci rostlinného materialu pti 900 x g (4°C) po 20 min. Nasledné
byla stiikacka pfemisténa do nové falkony, zabalena do dvou vrstev hlinikové folie, umisténa
do tekutého dusiku. Po zmrazeni byla ponechana v laboratorni teplot€¢ do rozmrazeni. Pro
ziskani symplastické frakce byla falkona se stfikackou centrifugovana 15 minut pii 2500 x g
(4C). Apoplasticka 1 symplasticka frakce byly prenesené do 2 ml mikrozkumavek.
Mikrozkumavky byly zmrazeny v tekutém dusiku a umistény do -80°C. Do experimentu byly

zatazeny jednotlivé optimalizaéni kroky (Tab. 1).
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Injekéni

15 ml falkona
—

v Parafilm

Obr. 8. Schéma zobrazujici slozeni falkony pro izolaci symplastu a apoplastu.

Rostlinmy
material

10 pl Spicka

Pred samotnou centrifugaci bylo do 15ml falkony napipetovano 900ul/vzorek okyseleného
methanolu (MeOH), do kterého byly izolované frakce zachytavany. Navic do poloviny vzorka
bylo pfidano dvojnasobné mnozstvi CK a auxinovych IS — 0,4 pmol ["*Cs]cZ, [1*CsleZ,
[?H3]DHZ, [*HeliP, ([*HstZ7G, [*Hs]tZ9G, [*H3]DHZIG, [*HeliP7G, [*HsliP9G), 1 pmol
[°Hs]tZOG, [2?H7]DHZOG, [*Hs]tZROG), [*Hs]tZRMP, [*H3]DHZMP, [?Hc]iPRMP a 10 pmol
[1BCIIAA, [PCeloxIAA, [*Ce]IAAsp, ['3C6]IAGlu. Stejny postup byl provadén s okyselenym

acetonitrilem (ACN). Do druhé poloviny vzorkl byl IS pfidan pred samotnou purifikaci.

Tab. 1. Izolace apoplastu a symplastu z kofent a pfizemni razice rostliny A. thaliana

4

Material Izolovana Centrifugace Cas Teplota
frakce °O)

Kofeny a nadzemni cast apoplast 900x g 20 minut 4
symplast  2500x g 15 minut 4

3.4.3 Test inhibice rustu primarniho koiene

U osmidennich rostlin Ath-Col-0 byl proveden test inhibice rastu kofene.
e 152 MS médium bylo vyautoklavované a rozdéleno na ¢asti do sklenénych lahvi.
e Do média byly pridany auxinové syntetické inhibitory KYN, YUC a NPA o finalni
koncentraci (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM; 10 uM), kontroly 0,1 uM NAA (pozitivni
kontrola) a 0,1 % DMSO (negativni kontrola).
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e Medium bylo nalito do kultiva¢nich desek a po zatuhnuti byly do jedné fady paratkem
vysety semena rostliny Ath-Col-0.

e Desky byly oblepeny prusvitnym leukoplastem, zabaleny do hlinikové folie a umistény
na 2 dny do 4 °C.

e Poté byly rostliny ponechany 8 dni ve vertikalni poloze ve fytotronu.

e Rostliny byly skenovany a délka primarnich kofenti byla zméfena v programu Imagel.

Nasledné bylo provedeno vyhodnoceni v Excelu.

3.4.4 Konfokalni mikroskopie

Pro konfokalni mikroskopii byly rostliny A. thaliana vysety paratkem na Petriho misky
obsahujici ¥2 MS médium.

Pétidenni rostliny reportérové linie DRS5v2::ntd-Tomato byly 16h inkubovany
s auxinovymi inhibitory. Do Sesti jamkové kultivacni desky bylo napipetovano tekuté 2 MS
médium. Do kazdé jamky bylo vlozeno 8 semenacku testované reportérové linie a pridano
ptislusné mnozstvi auxinového syntetického inhibitoru (0,01 pM KYN, 0,01 uM YUC,
1 uM NPA) a syntetického auxinu (0,01 uM a 0,1 uM NAA). Negativni kontrolou bylo 0,1%
DMSO.

Poté byla uskutecnéna konfokalni mikroskopie kofenové Spicky oSetfenych rostlin
pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 800. Rostliny byly polozeny na mikroskopické
sklicko, aplikovany 100 ul média a prelozeny krycim sklickem. Preparaty byly pozorovany pfi
excitacni vlnové délce 561 nm. Vyhodnoceni probihalo v programu Image]. Zméfena byla

fluorescence pii inkubaci s danou koncentraci urcité latky.

3.4.5 Extrakce a purifikace vzorku pro stanoveni auxinu a cytokinina

Vzorky pro analyzu auxinit a cytokininu byly pripraveny dvéma zpusoby:

e Objemy izolatu symplastu a apoplastu byly zméfeny a polovina objemu kazdého vzorku
byla pfenesena do nové 2 ml mikrozkumavky. Ke vzorkim urenym pro analyzu
auxint, které jeste IS neobsahovaly byl pfidan auxinovy IS (5 pmol/vzorek (['*C6]IAA,
[*Co]oxIAA, [*Ce]IAAsp, ['*C6]IAGIu). Pro analyzu CKs byl ke vzorkim bez IS
pfidan CK IS (0,2 pmol/vzorek ['*CslcZ, ['*Cs)tZ, [?H3]DHZ, [*HeliP, [*Hs]¢Z7G,
[°Hs]tZ9G, [*H3]DHZ9G, [*HeliP7G, [*HeliP9G); 0,5 pmol/vzorek [*Hs]tZOG,
[’H;]DHZOG, [*Hs]tZROG, [*Hs]tZRMP, [’H;]DHZMP, [ *Hg]iPRMP).
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Poté byly vzorky centrifugovany pii 14000 x g po dobu 15 minut v 4°C. Nasledné
okyseleny 4 ml 1M HCOOH (finalni pH vzorka 2,7).

e Rostlinny material uréeny pro purifikaci auxini pomoci pSPE-PT (StageTips) byl
zhomogenizovan v tfeci misce za pfitomnosti tekutého dusiku a nasledn€ navazen

cca 10 mg na analytickych vahach. Uschovan v -80°C pro nasledujici experimenty.

SPE purifikace symplastu a apoplastu
Pro stanoveni auxinil v izolovaném symplastu a apoplastu byla pouzita Oasis HLB kolona
(30mg/1ml) (Obr. 9). HLB purifikace se skladala z nasledujicich kroka:
e Aktivace kolon — 1 ml 100% MeOH, poté¢ 1 ml H,O a 0,25 ml H>O s pfidavkem
IM HCI (5 pl/ml).
e Nanaseni okyseleného vzorku (pH = 2,7)
e Promyvani kolony — 2 ml 5% MeOH
¢ Eluce vzorku — 2 ml 80% MeOH do sklenénych zkumavek
Purifikované vzorky byly odpatfené do sucha ve vakuové odparce a pred nasledujici analyzou

ulozeny v -20°C.

1. Aktivace kolon
2. Nanaseni vzorku

3. Promyvani kolon

OISIS HLB Cartridge

4. Eluce IAA

|

Odpad a eluce

Obr. 9. Schéma konvenéni SPE purifikace — kolona HLB (30mg/1ml) Oasis.

Pro stanoveni cytokininti v symplastu a apoplastu byla pouzita Oasis MCX kolona (30mg/1ml).
MCX purifikace zahrnuje nasledujici kroky:
e Aktivace kolon — 1 ml 100% MeOH, 1 ml H2O, 1 ml 50% HNO3, 1 ml Hb O a1 ml 1M
HCOOH
e Nanaseni okyseleného vzorku (pH = 2,7)

e Promyvani kolony — 1 ml IM HCOOH a 1 ml 80% MeOH
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¢ Eluce CK nukleotidu — 1 ml 0,35M NH4OH zachycen do sklenénych zkumavek
¢ Eluce CK bazi a CK O-/N-glukosidu — 2 ml 0,35M NH4+OH v 60% MeOH
Purifikované vzorky byly odpatfené do sucha ve vakuové odparce a pred nasledujici analyzou

ulozeny v -20°C.

Purifikace auxini pomoci uSPE-PT (Obr. 10)

Byly pripraveny StageTips kolony obsahujici dané typy sorbentti: C18 (3x)/SDB-XC (3x) a
vzorky byly purifikovany podle diive publikovaného protokolu (Péncik a kol., 2018).

K 10 mg vzorku chlazeném na ledu byly pfidany 3 keramické kuli¢ky. Poté byl pfidan 1 ml
fosfatového pufru o pH 7,0 a auxinovy IS (5 pmol/vzorek [P*C6lIAA, [3CsloxIAA,
[13C6]IAAsp, [*C6]IAGIu). Vzorky byly dany na 10 min na kulovy mlynek a nasledng
centrifugovany po dobu 15 min pfi 15 000 rpm (4°C). Do nové piipravenych mikrozkumavek
bylo napipetovano 200 pl extraktu, ke kterym bylo pfidano 100 pl 0,1M HCI. Dalsi ¢ast
extraktu (200 pl) byla smichana se 100 ul 0,75M cysteaminu o pH 8,2. Tato smés byla
inkubovana 15 minut a poté uschovana v -20°C. Nasledna purifikace probihala v nasledujicich
krocich:

e Piipravené uSPE-PT kolony byly vlozeny do vicek mikrozkumavek.

e Aktivace kolon — Kondicionace sorbentu byla provedena nasledovné: 50 pl acetonu,
centrifugace po dobu 10 min pii 2000 rpm (4 °C), 50 ul MeOH s centrifugaci probihajici
za stejnych podminek a poslednim krokem byla aplikace 50 pl H2O s naslednou
centrifiguci.

e Nanaseni vzorku — 300 pl okyseleného vzorku bylo nanasSeno na Stage-Tip kolonu,
vzorky byly centrifugovany 30 min pii 4200 rpm za chlazeni 8°C.

e Promyvani kolony — Nasledn¢ bylo provedeno promyvani 50ul 0,1% kyseliny octové
(centrifugace 20 minut pii 3200 rpm, 8 °C).

e Eluce vzorku - Poté byly sorbentem plnéné Spicky premistény do prazdné
mikrozkumavky a nésledn€ bylo na kazdou kolonu naneseno 50 pl 80% MeOH
zauCelem eluce. Vzorky byly centrifugovany 20 min pii 3200 rpm za chlazeni 8°C.
Eluat byl prepipetovan do vialek a odpaten dosucha na vakuové odparce.

e Vzorky obsahujici 0,75M cysteamin byly okyseleny (20 ul 3M HCI) a nasledné byly
provedeny vySe uvedené kroky aktivace, nanaseni, promyti a eluce vzorku.

e VSechny vzorky byly poté rozpustény v 30 ul 10% MeOH.a umistény pred LC-MS/MS
analyzou do -20°C.
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Obr. 10. Metoda uSPE-TP — Stage-Tip kolona obsahujici SPE disky C18 (3x)/SDB-XC (3x).

3.4.5 LC-MS/MS analyza auxinu a cytokininu

Odpatené vzorky purifikované konvenénim SPE protokolem (HLB i MCX) byly rozpustény
v40 ul 10% MeOH pro analyzu fytohormontu. Nasledné byly vortexovany a dany
do sonifikacni lazn€¢ po dobu 3 minut. Vzorky byly opét vortexovany a prepipetovany
do filtracnich zkumavek MicroSpin s filtrem (0,2 um), poté byly centrifugovany pti 7500 rpm
(5 minut) a napipetovany do konickych inserti umisténych do vialek.

Vzorky byly zméfeny na pfistroji Acquity UPLC® I-Class System, ktery byl propojen
s hmotnostnim spektrometrem XevoTM TQ-S MS (Waters). Cytokininové 1 auxinové
metabolity byly stanoveny v rezimu MRM (sken protonovanych prekurzorii a prislusnych
produktovych iontll) a kvantifikovany metodou izotopického zied'ovani (Rittenberg a Foster,
1940). Separace auxintl probihala na koloné Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pm) podle dfive
optimalizovanych LC-MS/MS podminek (Péncik a kol., 2018). Stanoveni cytokinind bylo
provedeno podle publikované metodiky na reverzni koloné UPLC® BEH Shield RP18 (150 x
2,1 mm, 1,7 um) a za pouziti optimalizovanych MS parametrti (Novak a kol., 2017).
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace symplastu a apoplastu

Prvnim cilem pfedlozené diplomové prace bylo seznameni s protokolem pro izolaci symplastu
a apoplastu z kofene a nadzemni casti mladych rostlin A. thaliana a stanoveni metabolickych
profilt auxind a cytokininti pomoci LC-MS/MS. V piedchozi diplomové praci (Konickova D.,
UP Olomouc, 2020) byla publikovana vysok4 variabilita fytohormonalnich hladin. Ukolem
tedy bylo snizit smerodatné odchylky mezi jednotlivymi biologickymi opakovanimi a zvysit
robustnost izola¢ni metody. Z téchto divoda byl predesly publikovany postup (Antoniadi

a kol., 2020) dale optimalizovan.

4.1.1 Optimalizace izolace apoplastu a symplastu

Z kotrene a nadzemni Casti Ath- Ler byl izolovan apoplast a symplast podle protokolu uvedeném
v kapitole 3.4.2. Izolované frakce obsahuji rizné aktivni enzymy, které mohou degradovat
analyty a tak zménit profil sledovanych fytohormont. Proto byly frakce nejprve jimany do
okyseleného MeOH, ktery inhibuje enzymatickou aktivitu a zpasobuje precipitaci proteint (PP)
(Tarkowska a kol. 2014). Pro zjisténi vlivu tohoto kroku na fytohormonalni profily (kvalitu
a kvantitu analytd) byla k okyselenému MeOH napipetovana smés IS pied samotnou izolaci
(frakce oznacena ,,pred PP ). Do druhé poloviny vzorka byl IS pfidan po precipitaci proteint
pted samotnou SPE purifikaci (ozn. ,,po PP*). Porovnavan byl vliv srdzeni na vysledné
koncentracni hladiny auxini a cytokininii jako pomér ,, ped PP “/,,po PP (Pfiloha A).

Celkove vysledky ukazaly vyssi hladiny fytohormont ve varianté, kdy byl IS pridan
pred srazenim proteint. Pokud byl IS pfidan do okyseleného MeOH pied PP, byla naméfena
hladina TAA ve frakci symplastu izolovaného zkofenové Casti 7,2x vys$Si nez hladina
fytohormonu v okyselené methanolické frakci, do které byl IS pfidan po PP. U apoplastické
frakce izolované z kotenti Ath-Ler byla detekovana dokonce 27,9x vys$si hladina TAA
pfi porovnani vzorku ,, pred PP “ vs ,,po PP “ (Tab. 2).

Cytokininové profily vykazovaly podobny trend. Hladiny CK bazi i CK ribosidi byly
nejvyssi (6,9x a 5,6x) v pripade ptidani IS pied PP u symplastické frakce izolované z nadzemni
casti (Tab. 2). U glykosilovanych CK derivatt (O-glukosida a N-glukosida) byl nejvétsi nartst
namefenych koncentraci detekovan u obou ,, prred PP “ frakci izolovaného apoplastu (v priméru

23,5x vyssi pro OG metabolity a 15,7x vyssi pro NT metabolity).
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Z vysledkt bylo tedy zjis§téno, ze vhodnéj§im zptusobem je sbirat symplastickou
i apoplastickou frakci do okyseleného MeOH obsahujiciho smés IS, jelikoz jsou takto pokryty

ztraty fytohormont béhem precipitace proteind.

Tab. 2. Pomér koncentra¢nich hladin metabolitii stanovenych metodou izotopického zfedovani
ve vzorcich s pridavkem smési internich standardi v ruznich fazich sbéru symplastickych
a apoplastickych frakci izolovanych zkofenti a nadzemnich ¢asti (prytu) rostlin A. thaliana
ekotyp Landsberg erecta. Smés IS byla pfidana do okyseleného MeOH pred a po sbéru frakei
a pot¢ byl vypolten pomér pramérnych hladin fytohormonu vypoctenych pro vzorky

,pred PP “/,,po PP “. Stanovené koncentrace fytohormont jsou uvedeny v Pfiloze 1 (pmol/g ¢.h., n=4).

Organické Izolovand .. Auxiny Cytokininy
e e Materidl
Cinidlo Jrakce IAA B R oG NG
MeOH Koi‘en 7,2 3,3 4.4 1,6 1,7
Symplast
Pryt 2.4 6,9 5,6 3,0 2,9
Koi‘en 27,9 3,0 2,2 21,5 14,7
Apoplast
Pryt 4,6 2,9 2,0 25,5 16,7

TAA, kyselina indol-3-yloctova; B, CK baze; R, CK ribosidy; OG, CK O-glukosidy; NG, CK N-glukosidy

Z divodu velké variability v naméfenych hladinach analyzovanych metaboliti auxint
a cytokinint v izolovanych frakcich symplastu a apoplastu srazenych do okyseleneného MeOH
(Priloha A) bylo také otestovano jimani apolastickych izolati pfimo do okyseleného ACN. Toto
organické Cinidlo se Casto pouziva jakozto alternativni srazedlo k MeOH (Novakova a VI€kova,
2009). Cilem tohoto srovnani bylo snizit variabilitu vysledku a zvysit robustnost dané metody.
Porovnani relativnich smérodatnych odchylek (%RSD) u obou rozpoustédel ukazalo vySsi
rozpytl vysledd u MeOH oproti ACN (Tab. 3). Z hodnot je také patrné, ze v piipad€ jimani
do okyseleného ACN byly vétsi variabilita vysledkd u hladin IAA ve vzorcich izolovanych
z kotene nez z prytu. U CK metaboliti byly hodoty %RSD srovnatelné, avsak hladiny CKs
v téchto vzorcich byly nékolikanasobné nizsi nez u vzorkl sbiranych do MeOH. Navic CK
nukleotidy nebyly jednoznacné kvantifikovany (nizké hladiny blizko nebo pod limitou detekce)
u obou organickych rozpoustédel.

Na zakladé ziskanych wvysledkt (Tab.3) muazeme uvést, ze okyseleny ACN
v porovnani s okyselenym MeOH je vhodnéj$im extrakénim cCinidlem z davoda nizsi
variability vysledkt. Na druhou stranu vyssi koncentra¢ni hladiny vybranych fytohormont byly
stanoveny po izolaci apoplastu do okyseleného MeOH (Ptiloha A).
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Tab. 3. Variabilita vysledku stanovenych koncentra¢nich hladin vybranych fytohormoni je vyjadiena
pomoci relativni smérodatné odchylky (%RSD). Kvantifikace metaboliti byla provedena metodou
izotopického zfed’ovani ve vzorcich okyseleného MeOH nebo ACN s pridavkem smési IS pred sbérem
frakci apoplastu z kofenii a nadzemnich ¢asti (prytu) rostlin A. thaliana ekotyp Landsberg erecta.

Stanovené koncentrace fytohormont jsou uvedeny v Priloze 1 (pmol/g ¢.h., n=4).

Izolovand Materid Organické ~ Auxiny Cytokininy
ateridl ve O
frakce Cinidlo IAA B R 0G NG
Apoplast Kot MeOH 135% 63% T1% 98% 102%
ofen
ACN 68% 6% 28% 20% 23%
b MeOH 120% 60% 60% 96% 96%
ryt
Y ACN 7% 4%  14% 12%  22%

TAA, kyselina indol-3-yloctova; B, CK baze; R, CK ribosidy; OG, CK O-glukosidy; NG, CK N-glukosidy

4.2 Vliv syntetickych inhibitori na homeostazi auxini u A. thaliana

Cilem dalsiho experimentu bylo zjistit efekt vybranych syntetickych auxinovych inhibitora
na specifické biosyntetické auxinové drahy. Byl testovan vliv inhibitora auxinové biosyntézy
(KYN, YUC) ainhibitoru polarniho transportu (NPA) na délku primarniho kofene, na auxinovy

signaling v kofenové Spicce a na metabolicky profil auxint.
4.2.1 Stanoveni uc¢inné koncentrace auxinovych inhibitora

Rostliny Ath-Col-0, které 8 dnt rostly na 2 MS médiu obsahujicim danou koncentraci
inhibitora (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM ; 10 uM pro KYN, YUC a NPA), byly naskenovany
(Ptiloha B) a pomoci programu ImagelJ byla zmétena délka primarniho kotene. Byl pozorovan
efekt inhibitorti na fenotyp kofene a stanovena jejich ucinna koncentrace (Obr. 11).

Délka primarniho kotene po ovlivnéni KYN byla inhibovana pii koncentraci vyssi nez
1 uM. Nejvyssi testovana koncentrace KYN (10 uM) se zdala byt pro rostlinu toxicka, protoze
doslo k vyraznému zkraceni primarniho kotene. V piipadé€ ovlivnéni YUC se v celém rozsahu
zkoumanych koncetraci délka kotene vyrazn€ neménila. Pii vyssich koncentracich NPA (1 uM
a 10uM) rostliny ztracely schopnost gravitropismu (kofeny rosty do boku, nohoru), zatimco
rostliny oSetfené niz§imi koncentracemi NPA (0,01 pM a 0,1 uM) nevykazovaly zdsadni zménu
délky primarniho kotfene. U pozitivni kontroly (rostliny oSetfeny syntetickym auxinem NAA)

byl pfi zvolené koncentraci 0,1 uM zaznamenan vyrazny pokles délky primarniho kofene.
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0,1 pM NAA DMSO 0,01 uM KYN 0,01 pM YUC 1M NPA

Obr. 11. Efekt inhibitorii na riist primarniho kotene A. thaliana ekotyp Columbia-0. Reprezentativni
fotografie, které¢ byly pouzity k vyhodnoceni délek primarnich kofent pomoci programu Imagel,

meéritko 1 cm.

Ze vSech ziskanych vysledkt byl sestrojen graf zavislosti koncentrace jednotlivych
syntetickych auxinovych inhibitort na délce primarniho kofene (Obr. 12). Negativni kontrolou
bylo 2 MS médium obsahujici 0,1% DMSO a pozitivni kontrolou byla NAA o koncentraci
0,1 uM. Byly odvozeny uc¢inné koncentrace jednotlivych inhibitort, u kterych byla pozorovana
prvni signifikantni zména v délce primarniho kotene oproti kontrole (DMSO). Pro nésledujici
experimenty byla tedy vybrana Gc¢inna koncentrace inhibitor 0,01 uM pro KYNi YUC a 1 uM
pro NPA.

4.2.2 Vliv syntetickych inhibitoru na auxinovy signaling

Na zakladeé prechoziho experimentu (sledovani efektu inhibitori na fenotyp kotfene) byly
stanoveny aktivni koncentrace auxinovych inhibitorti, které byly dale pouzity pfi studiu
ovlivnéni auxinovych signalnich drah v kofenové $picce.

Pro experiment byla pouzita reportérova linie DR5v2::ntdTomato. Synteticky
promotor DRS5 je citlivy na pfitomnost auxinu, jehoz koncentrace v kofenové Spicce muze byt
ovlivnéna pfidavkem testovanych inhibitora (Pafizkova a kol., 2017). Je-li v daném pletivu
pfitomna latka schopna vyvolat auxinovou odpovéd’, dochazi k syntéze Cervené sviticiho
proteinu ntdTomato. Na tomto zakladé bychom meli vidét, jak inhibitory spousti auxinovy
signalling a tim expresi cilovych genu, jejiz tkanové-specifickou distribuci mizeme pomoci

konfokalniho mikroskopie vizualizovat.
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Obr. 12. Zjisténi aktivni koncentrace syntetickychauxinovych inhibitoru. Test zavislosti délky
primarniho kofene na testovanych koncentracich jednotlivych inhibitort — Kynurenin (A), Yucasin (B)
a N-1-(naftyl)ftalamova (C). Pouzité¢ koncentrace 0,01 uM-0,1 uM-1 uM-10 uM KYN, YUC a NPA,
0,1 uM NAA a 0,1% DMSO obsazené v 2 MS. Vysledky fenotypizace rustu primarniho kofene byly
statisticky zpracovany, vyhodnoceny v excelu (t-test) se signifikantnim vysledkem (*p<0,05 ; **p<0,01;

**%p<0,001), graf zobrazuje prumér + smérodatna odchylka pro 10 kofenu z kazdé variant, n=10).
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0,01 pM NAA 0,1 uM NAA DMSO 0,01 uM KYN 0,01 uM YUC 1uMNPA

Obr. 13. Distribuce fluorescence v kotfenovych S$pickach linie DR5v2::ntdTomato po inkubaci
se syntetickymi inhibitory auxinové biosyntézy (KYN a YUC), auxinového transportu (NPA),
syntetickym auxinem (NAA, pozitivni kontrola) a DMSO (negativni kontrola).

Na pétidennich rostlinach inkubovanych 16 h v tekutém 2 MS médiu s obsahem
jednotlivych syntetickych auxinovych inhibitora (0,01uM YUC, 0,01uM KYN a 1 uM NPA)
byla provedena konfokalni mikroskopie (Obr. 13). Z davodu malych zkusenosti se syntetickym
auxinem NAA a také z obav saturace fluorescen¢niho signalu jsme u této pozitivni kontroly
testovali niz§i (0,01 uM) 1 vysS§i (0,1 uM) koncentraci. Jako negativni kontrola byl opét zvolen
0,1% DMSO.

Na Obr. 13 vidime naznaky rozdilné auxinové signalizace v ramci meristematické a
elongacni zony, stélé a pericyklu, coz naznacuje riznou distribuci auxinu v ramci kofenové
$picky. U snimku kofenovych Spicek byla poté kvantitativné zmétena fluorescence pomoci
programu ImageJ (Obr. 14). Vysledkem tohoto vyhodnoceni bylo pfedpokladané snizeni
fluorescence v korenech inkubovanych s KYN oproti kontrole, jelikoz se jedna o inhibitor
biosyntézy. Byl pozorovan mirny pokles fluorescence, ale vysledek nebyl signifikantni, coz
muize byt zapfi¢inéno nevhodnym nastavenim inkubac¢niho Casu €i samotné koncentrace
inhibitoru. Podobny pokles relativni intenzity fluorescence byl detekovan také u YUC
(Obr. 14). I kdyz rozdily v intenzité nebyly signifikantni, 1ze pozorovat patrny trend efektu
inhibitora biosyntézy auxinu.

Inhibitor polarniho transportu NPA, blokuje export auxinu z bunky, lze tedy
predpokladat, ze zvySeny obsah IAA v buiice muze vést k naslednému narastu fluorescence.
Ze ziskanych dat 1ze vycist, ze doslo k mirnému zvySeni fluorescence, oproti negativni kontrole
(0,1 % DMSO). Mira fluorescence kofenové Spicky oSetfenda 1 uM NPA byla na urovni
0,01 uM NAA, jakozto pozitivni kontroly. Signifikantni narist fluorescence v porovnani
s DMSO byl pozorovan pouze v kofenové S§picce v pripadé aplikace desetkrat vyssi

koncentrace NAA (0,1 uM).
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Na zakladé ziskanych vysledkt lze konstatovat, ze syntetické inhibitory auxinové
biosyntézy 1 transportu jsou ucinné, ale je stale nutné najit presné aktivni koncentrace nebo

testovat rizné Casy inkubace.
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Relativni intenzita fluorescence

Obr. 14. Relativni intenzita fluorescence DR5v2::ntdTomato po oSetfeni vybranymi syntetickymi
auxinovymi inhibitory (0,1uM KYN; 0,1uM YUC; 1uM NPA) a pozitivni kontrolou (0,01 uM a 0,1uM
NAA). Vysledky byly statisticky porovnany s negativni kontrolou (0,1% DMSO), vyhodnoceno v
Excelu (t-test) se signifikantnim vysledkem (*p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,001). Sloupcovy graf

zobrazuje prumér + smérodatna odchylka pro 5 kofenu z kazdé¢ varianty, n=>5).

4.2.3 Vliv syntetickych auxinovych inhibitoru na profil auxinu

Cilem posledniho experimentu bylo zjistit vliv vybranych syntetickych inhibitora (KYN, YUC
a NPA) na metabolismus auxini. U osmidennich rostlin Ath-Col-0, péstovanych na 2 MS
médiu obsahujicim rizné koncentrace inhibitort (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM a 10 uM), byly
proméfeny celkové auxinové profily (Pfiloha C). Ty byly poté porovnany s hladinami
vybranych auxinovych prekursori a metabolitd stanovenych v kontrolnich rostlinach

oSetfenych 0,1% DMSO (negativni kontrola) a 0,1uM NAA (pozitivni kontrola).

4.2.3.1 Kli¢ni rostliny A. thaliana ovlivnéné inhibitory auxinové biosyntézy

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti této diplomové prace, auxinova biosynteticka draha

IPyA muze byt blokovana inhibitory KYN a YUC na riiznych trrovnich (Obr. 5).
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Inhibitor KYN blokuje pfeménu Trp na IPyA. Ocekavanym vysledkem auxinového
profilovani u rostlin Ath-Col-0 inkubovanych s KYN bylo tedy snizeni koncentrace pfimého
prekursoru IAA. Nase vysledky potvrdily tento piedpoklad (Obr. 15). V piipad¢ oSetfeni KYN
byla zaznamenana snizend koncentrace IPyA se zvySujicimi se koncentracemi inhibitoru.
Utinek KYN na pfeménu Trp na IPyA tedy nartsta se zmé&nou aplikovanych koncentraci.
Byl také pozorovan pokles koncentrace volné IAA se zvySujici se koncentraci KYN, jakozto
nasledek nedostatku hlavniho prekurzoru. Také koncentrace hlavniho metabolitu oxIAA
s narustajici se koncentraci klesala. Blizsi analyza auxinovych profilii ukazuje, ze 0,01 uM a
0,1 uM KYN neovliviiuje hladinu samotné IAA a to je pravdépodobné kompenzovano

snizenou tvorbou oxIAA.

A 600,00

g

N

5 500,00 % I ENAA - 0.1uM
¥ O~
()
g g = 400,00 <1 ODMSO
= B KYN - 0.01 uM
g5 £ * * * * KYN - 0.1 uM
S 2 & 200,00 I

£ 100,00 X =T I * % SN 1ul

g ’ i* m . é =KYN - 10 uM

0,00
IPyA IAA oxIAA
B *

= 700,00 I b
3 E 600,00 I ENAA - 0.1 uM
2 £ = 500,00 ODMSO
o Yoo
£ E 2040000 I * YUC - 0.01 uM
€52 I
£ . i 300,00 . * YUC - 0.1 uM
2 S 200,00 = YUC -1 uM

.; *

1 z
g Og’gg al i i = YUC -10 uM
b
IPyA IAA oxIAA

Obr. 15. Profil vybranych metabolitti auxini u rostlin oSetfenych KYN (A) a YUC (B). Koncentrace
IAA metaboliti (pmol/g ¢.h.) po ovlivnéni rostlin riznymi koncentracemi inhibitori auxinové
biosyntézy (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM a 10 uM). Vysledky byly statisticky zpracovany a porovnany s
negativni kontrolou (0,1% DMSO), vyhodnoceny v excelu (t-test) se signifikantnim vysledkem
(*p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,001). Sloupcov¢ grafy zobrazuji primér + smérodatna odchylka (n=4).
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Inhibitor YUC blokuje pfeménu IPyA na aktivni IAA. Pfi ovlivnéni mladych rostlin
A. thaliana inhibitorem YUC bylo tedy predpokladem zvySeni koncentrac