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Seznam zkratek 

ABC ATP-vazebný transportér 
ABCB ATP-BINDING CASSETTE podskupiny B 
ABP1 AUXIN BINDING PROTEIN 1 
AC adenylátcyklasa 
ADP adenosindifosfát 
AMP adenosinmonofosfát 
ATP adenosintrifosfát 
AGZ AZA-GUANIN RESISTANT 
A M U amidasa 1 
ARF AUXIN RESPONSE FACTOR 
ARR ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 
ATP adenosintrifosfát 
Aux/IAA transkripční represory auxin/indol-3-acetic acid 
AUX1 auxin transportérový protein 1 
AUX1/LAX proteinový nosič AUXIN RESISTANT 1/LIKE-AUXl 
B báze 
BAP 6-benzylaminopurin 
BAPR 6-benzylaminopurin ribosid 
BAPRMP 6-benzylaminopurin ribosid-5'-monofosfát 
BAP9G A/6-benzyladenin-9-glukosid 
cAMP 3', 5'- cyklický adenosinmonofosfát 
CKX cytokinin oxidasa/dehydrogenasa 
CYP monooxygenasa cytochromu P450 
cZ cis-zeati n 
cZOG c/s-zeatin O-glukosid 
cZRMP c;s-zeatin-5'-monofosfát 
cZ7G c/s-zeatin-7-glukosid 
cZ9G c/s-zeatin-9-glukosid 
DAOl DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION 
DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol 
DHZ dihydrozeatin 
DHZOG dihydrozeatin O-glukosid 
DHZR dihydrozeatin ribosid 
DHZRMP dihydrozeatin ribosid-5'-monofosfát 
DHZ9G dihydrozeatin-9-glukosid 
Dicamba 3,6-dichlor-2-methoxybenzoová kyselina 
DMAPP dimethylallydifosfát 
DSPE extrakce na tuhé fázi s disperzní matricí 
ESI ionizace elektrosprejem 
FACS fluorescenčně aktivované třídění buněk (fluorescent-activated cell 

sorting) 
FITC fluorescein-5-isothiokyanát 
FSC přímý rozptyl (forward scatter) 
GH3 GRETCHEN HAGEN 3 
GFP zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 
HK histidin kinasa 
HMBDP (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfát 



HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IAA 2-(ltf-indol-3-yl)octová kyselina 
IAA-AA 2-(lH-indol-3-yl)acetyl)-aminokyselina 
IAA-Asp (2-(ltf-indol-3-yl)acetyl)aspartát 
lAA-Glc l-0-(2-indol-3-yl)acetyl)- |3-D-glukopyranosa 
lAA-Glu (2-(ltf-indol-3yl)acetyl)glutamát 
IAM 2-(lH-indol-3-yl)acetamid 
IAMT1 karboxymethyltransferasa 1 
IAN 2-(ltf-indol-3-yl)acetonitril 
lAOx 2-(lH-indol-3-yl)acetaldoxim 
ILR1 IAA-leucin resistant 1 
ILL IAA-leucin resistant-like 
iP A/6-izopentenyladenin 
IPT isopentynyltransferasa 
iPR A/6-isopentenyladenosin 
iPRMP A/6-isopentenyladenosin-5'-monofosfát 
iP7G A/6-isopentenyladenin-7-glukosid 
iP9G A/6-isopentenyladenin-9-glukosid 
IPyA 2-(lH-indol-3-yl)pyruát 
K kinetin 
LC kapalinová chromatografie 
LC-MS/MS kapalinová chromatografie spojená s tandemovou 

hmotnostní spektrometrií 
LLE extrakce kapalina-kapalina 
LOG enzym LONELY GUY 
MelAA methylester kyseliny 2-(lH-indol-3-yl)octové 
MES17 methyltransferasa 17 
MEP mevalonátová dráha 
MF mobilní fáze 
MRM multiple reaction monitoring 
MS hmotnostní spektrometrie 
MS médium Murashige & Skoog médium 
MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 
ml meto-topolin 
mJR meío-topolin ribosid 
mT9G mefo-topolin-9-glukosid 
NAA (naftalen-l-yl)octová kyselina 
NIT nitrilasa 
NT nukleotidy 
OG O-glukosidy 
oT orto-topolin 
oTR o/to-topolin ribosid 

oT9G orío-topolin-9-glukosid 
oxIAA (2-oxo-2,3-dihydro-lH-indol-3-yl)octová kyselina 
oxIAA-AA ((2-oxo-2,3-dihydro-lH-indol-3-yl)acetyl)-aminokyselina 
oxIAA-Asp ((2-oxo-2,3-dihydro-lH-indol-3-yl)acetyl)aspartát 
oxIAA-Glc l-0-(2-oxo-2,3-dihydro-lH-indol-3-yl)acetyl)-p-D-glukopyranosa 
oxIAA-Glu ((2-oxo-2,3-dihydro-lH-indol-3-yl)acetyl)glutamát 
PAA kyselina fenyloctová 
Pl propidium jodid 



PIN proteinová rodina auxinových transportérů 
PUP purinové permeasy 
PT para-topolin 
pTR para-topolin ribosid 
QC klidové centrum 
RP reverzní fáze 
rpm jednotka úhlové rychlosti (otáčky/min) 
RR regulátory odpovědi 
SCF T I R 1 Skpl-Cullin-F-box 
SF stacionární fáze 
SKP2A S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A 
SPE extrakce na pevné fázi 
SSC boční rozptyl (side scatter) 
TAA1 tryptofan aminotransferasa Arabidopsis 1 
TIRl/AFB TRANSPORT INHIBITOR RESPONCE1/AUXIN SIGNALING F-box 
tRNA transferová RNA 
tRNA-IPT tRNA-isopentyl transferasa 
Trp L-tryptofan 
fZ trans-zeatin 
rZOG trans-zeatin O-glukosid 
fZR trans-zeatin ribosid 
fZRMP trans-zeatin ribosid-5'-monofosfát 
fZROG trans-zeatin ribosid O-glukosid 
zZ7G trans-zeatin-7-glukosid 
rZ9G trans-zeatin-9-glukosid 
UGT uridindifosfát glykosyltransferasa 
U H PLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
u-SPE-PT mikroextrakce na pevné fázi pomocí plněných špiček 
YUCCA flavin monooxygenasa 
ZOG zeatintransferasa 
2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 
4-CI-IAA 4-chlor-indol-3-yloctová kyselina 



1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Fytohormony, neboli rostlinné hormony, jsou přirozenými metabolity rostlin regulující jejich růst 

a vývoj . Hrají nezastupitelnou roli v komunikaci mezi buňkami, pletivy a orgány v průběhu celého 

životního cyklu. Prvními objevenými fytohormony byly auxiny, které mají nepostradatelnou roli 

v růstu a vývoji rostlin, ale zastávají také důležitou úlohu v pohybových reakcích na vnější podněty 

(fototropismus, gravitropismus) a stimulují tvorbu laterálních a adventivních kořenů. Cytokininy 

tvoří další významnou skupinu fytohormonů, jenž hrají klíčovou roli v mnoha fyziologických 

a vývojových procesech na úrovni jednotlivých rostlinných složek (buňky, tkáně a orgány). Spolu 

s auxiny jsou zodpovědné za regulaci růstu a vývoje rostlin, buněčného dělení, diferenciaci, stárnutí 

a odolnost vůči stresu. 

Teoretická část této práce byla orientovaná na důkladnou charakteristiku homeostázy 

auxinů a cytokininů popisující zejména jejich biosyntézu, metabolismus, transport a signální dráhy, 

a to zejména v kořenové špičce. Další částí byl popis technik používaných pro analýzu fytohormonů 

se zaměřením na metody dále aplikované v experimentální části. 

Hlavním cílem této práce byla optimalizace metody pro izolaci a třídění protoplastů 

z kořenové špičky mutantních rostlin Arabidopsis thaliana, jež mají pomocí fluorescenční látky 

(„green fluorescent protein"; GFP) značené rozdílné typy buněk. V těchto protoplastech bylo 

následně provedeno metabolické profilování auxinů a cytokininů. 

Přestože byly již v minulosti publikovány práce zaměřené na podobnou problematiku, tato 

metoda by měla umožnit detailnější a podrobnější analýzu rostlinných hormonů v kořenové špičce 

z důvodu velkého rozvoje purifikačních a analytických metod v posledních letech, které umožňují 

analýzu metabolitů o stále nižších koncentracích a v menším množství vzorku. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Rostlinné hormony 
Rostlinné hormony, neboli fytohormony, jsou skupinou přirozeně se vyskytujících organických látek 

ovlivňující celou škálu fyziologických procesů probíhajících v rostlinách. Tyto metabolity se 

v rostlinách vyskytují ve velmi malých koncentracích (<1 u.M), kde jejich funkce spočívá především 

v regulaci růstu a vývoje, ale také zprostředkovávají reakce na vnější stimuly a přenáší informaci mezi 

pletivy a orgány (Davies, 2010). Z místa jejich biosyntézy jsou transportovány jednak na krátké 

vzdálenosti buněčným transportem, anebo do rozlehlejších částí vodivými pletivy, kde v závislosti 

na jejich přítomnosti dochází ke specifickým biochemickým, fyziologickým a morfologickým reakcím 

(Davies, 2010; Procházka et al., 1998). Obecně se rozlišují dvě hlavní skupiny fytohormonů. První 

skupinu tvoří tzv. stresové hormony, mezi které patří kyselina salicylová, kyselina jasmonová, ethylen 

a kyselina abscisová. Na podpoře růstu, vývoje a buněčného dělení se podílí druhá skupina 

rostlinných hormonů, a to tzv. pozitivní růstové regulátory, do kterých spadají cytokininy, auxiny, 

gibereliny a brassinosteroidy (Vaňková a Pessarakli, 2010). Mezi rostlinné signální molekuly dále 

řadíme strigolaktony, polyaminy a signální peptidy (Davies, 2010). 

2.2 Auxiny 

Auxiny byly objeveny ve třicátých letech 20. století a jsou tak první objevenou skupinou rostlinných 

hormonů (Went a Thimann, 1937). Transport auxinů je společně s homeostází a interakcemi s jinými 

hormony zodpovědný za jeho nejdůležitější funkce, mezi které patří zejména regulace apikální 

dominance, stimulace růstu a vývoje rostliny, inhibice prodlužování kořenů, regulace gravitropismu 

a fototropismu a také stimulace tvorby laterálních kořenů (Davies, 2010). 

Nejznámějším auxinem je kyselina indol-3-yloctová (IAA), která řídí množství vývojových 

reakcí. Dalšími přirozeně vyskytujícími se auxiny jsou kyselina fenyloctová (PAA) a kyselina 4-chlor-

indol-3-yloctová (4-CI-IAA) (Obr. 1). Během růstu rostliny je IAA regulována v závislosti na vnějších 

a vnitřních podnětech, a to prostřednictvím polárního transportu, biosyntézou de novo 

a metabolismem (Casanova-Sáez et al., 2021). 
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Obr. 1: Struktury auxinů. První řádek znázorňuje struktury vybraných přirozeně se vyskytujících auxinů: 
kyselina indol-3-yloctová (IAA), kyselina 4-chlor-indol-3-yloctová (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctová (PAA). Druhý 
řádek znázorňuje struktury vybraných syntetických auxinů: kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoová 
(dicamba), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D) a kyselina 1-naftyloctová (NAA). 

2.2.1 Biosyntéza 

Za biosyntézu auxinů jsou zodpovědné dvě základní dráhy. První z nich vychází z aromatické kyseliny 

L-tryptofanu (Trp), podle které je známá také jako cesta závislá na tryptofanu (Obr. 2). Syntéza Trp 

probíhá v chloroplastech cestou šikimátu, skrze kterou produkuje většina živých organismů 

aromatické aminokyseliny (Maeda a Dudareva, 2012). Druhou méně známou a minoritní cestou 

vedoucí ke vzniku IAA je dráha nezávislá na tryptofanu, při které zprostředkovává cytosolická 

indolsyntasa přeměnu indol-3-ylglycerolfosfátu na indol, jehož konverze na IAA však stále není 

objasněna (Casanova-Sáez et al., 2021). 

V současnosti jsou známé čtyři základní metabolické dráhy závislé na tryptofanu, které jsou 

rozlišovány na základě svých meziproduktů. Množství dosavadních poznatků o jednotlivých cestách 

se však liší. Jediná plně objasněná dráha je vedena přes meziprodukt kyselinu indol-3-

ylpyrohroznovou (IPyA) (Di et al., 2015). Tato dráha se skládá z dvoustupňové reakce, při které je 

Trp nejprve deaminován prostřednictvím tryptofan aminotransferasy Arabidopsis 1 (TAA1) 

a proteinů TAA1 příbuzným na meziprodukt reakce IPyA, která je následně dekarboxylována na IAA 

prostřednictvím monooxygenas obsahující flavin z rodiny YUCCA (Štěpánova etal., 2008; Zhao et al., 
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2001). Zmíněná dráha je považována za univerzální cestu pro syntézu IAA v suchozemských 

rostlinách (Casanova-Sáez et al., 2021). 

Méně objasněná dráha, vedoucí přes meziprodukt indol-3-ylacetaldomix (lAOx), je 

zprostředkována dvěma isozymy z rodiny monooxygenas cytochromu P450 (CYP), CYP79B2 

a CYP79B3 katalyzující přeměnu Trp na lAOx. Tato cesta je však omezená pouze na čeleď 

Brassicaceae (do které spadá i A. thaliana), jelikož lAOxa geny cyp79b2/3 byly nalezeny pouze u této 

čeledi (Sugawara et al., 2009). Molekula lAOx může být dále metabolizována na indol-3-ylacetonitril 

(IAN) pomocí enzymu CYP71A13 (Nafisi et al., 2007) nebo se účastní syntézy indolglukosynolátů 

a kamalexinu, jež jsou u rostlin významné obranné metabolity (Hull et al., 2000) 

Mitochondrie 

Chorismát 

yloctová (IAA) 
Obr. 2: Schéma biosyntézy IAA. Zelené pozadí znázorňuje dráhu probíhající v mitochondrii, bílé pozadí 
popisuje dráhu probíhající v cytoplasmě. Jednotlivé šipky označují příslušnou metabolickou dráhu. 
Přerušované šipky označují enzymatické dráhy, které doposud nebyly ještě prokázány (převzato a upraveno 
podle Casanova-Sáez et al., 2021). 

Dalšími meziprodukty syntetické dráhy IAA vedoucí přes Trp je, kromě již zmíněného lAOx, 

indol-3-ylacetamid (IAM) a IAN, jehož přeměna na IAA je zprostředkována rostlinnými nitrilasami 

(NIT) (Lehmann et al., 2017). Dráha vedoucí přes IAM je známá především u bakterií syntetizující 

IAA (např. Agrobacterium, Rhizobium) (Sekine et al., 1989; Clark et al., 1993). Její princip však není 
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zatím zcela známý, ač se předpokládá, že k přeměně IAM na IAA dochází pomocí amidasy 1 (AMU) 

(Pollmann et al., 2003; Neu et al., 2007). A přestože IAM může být produkován skrze lAOx a IAN, 

IAM byl detekován i u jiných druhů než Brassica, které lAOx postrádají (Sugawara et al., 2009; 

Olatunji et al., 2017). Přestože nejsou prozatím všechny dráhy zcela objasněné, každá z nich působí 

vlastním způsobem paralelně a redundatně, jelikož blokace jedné z nich nevede ke snížení hladin 

IAA (Woodward et al., 2005; Olatunji et al., 2017). 

2.2.2 Metabolismus 

Většina IAA se v rostlinách nachází ve formě neaktivních konjugátů, které mohou být reverzibilně 

přeměněny na IAA (zásobní forma) sloužící k vyrovnání hladin auxinu bez nutnosti jejich syntézy 

de novo nebo jako ireverzibilní metabolity, které jsou výsledkem eliminace nadbytku IAA (Casanova-

Sáez et al., 2021). 

Zásobní formy auxinu v rostlinách lze klasifikovat do čtyř hlavních skupin: esterově vázané, 

amidově vázané, oxidované IAA konjugáty a methylester IAA (MelAA) (Casanova-Sáez et al., 2021), 

obdobně jak je znázorněno na Obr. 3. Estery IAA vznikají navázáním cukerné složky na karboxylovou 

skupinu prostřednictvím esterové vazby (Ludwig-Müller et al., 2005). V reversibilní konverzi IAA 

na IAA-glukosu (IAA-Glc) hraje ústřední roli UGT(uridindifosfátglykosyltransferasa). Glykosylace IAA 

v A. thaliana je zprostředkována UDP-glykosyltransferasou 84B1 (UGT84B1), zatímco UGT74D1 se 

podílí na glykosylaci ireversibilně vytvořeného oxidativního katabolitu kyselině 2-oxo-indol-3-

yloctové (oxIAA) za vzniku oxIAA-glukosy (oxIAA-Glc) (Mateo-Bonmatí et al., 2021), který je nejvíce 

zastoupeným esterem u modelové rostliny A. thaliana (Casanova-Sáez et al., 2021). 

Amidy auxinu jsou skupinou sloučenin, ve kterých je IAA konjugována s aminokyselinami, 

malými peptidy a proteiny, přičemž nejlépe jsou charakterizovány nízkomolekulární konjugáty IAA-

aminokyselina (IAA-AA), které slouží jako zásobní forma IAA. IAA-amidová vazba je syntetizována 

skupinou IAA acyl amidosyntetas z rodiny GRETCHEN HÄGEN 3 (GH3), které v rostlinách 

zprostředkovávají reakci na biotický a abioticky stres (Staswick et al., 2005). Zvýšené koncentrace 

auxinu vedou k silné indukci GH3 enzymů. U A. thaliana se vyskytuje 19 různých proteinů GH3, které 

jsou na základě substrátové specifity a sekvenční homologie klasifikovány do tří skupin (I až III) 

(Staswick et al., 2005). Zatímco první skupina GH3 proteinů konjuguje kyselinu jasmonovou 

s isoleucinem (Staswick a Tiryaki, 2004), třetí skupina, specifická především pro čeleď Brassicaceae, 

obsahuje proteiny, které jsou pravděpodobně aktivní při metabolismu benzoátů (Okrent et al., 

2009). Druhá skupina obsahuje enzymy (AtGH3.1, AtGH3.2, AtGH3.3, AtGH3.5, AtGH3.6 a AtGH3.17) 

konjugující auxiny a její členové jsou jako jediní zapojení do konjugace oxIAA s aminokyselinami 

(Brunoni et al., 2023). Nejhojněji zastoupené aminokyselinové konjugáty IAA v rostlinné říši tvoří 

IAA s aspartátem (IAA-Asp) a glutamátem (IAA-Glu) (Östin et al., 1998; Novák et al., 2012). Kromě 
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těchto aminokyselin se mohou v určitých rostlinách tvořit konjugáty IAA s alaninem, leucinem, 

tryptofanem, glycinem, valinem či fenylalaninem (Pěnčík et al., 2009). Kromě enzymů GH3 se 

na metabolismu auxinu podílí také skupina aminohydrolas: IAA-LEUCINE RESISTANT 1 (ILR1) a ILR1-

like (ILL), které hydrolyzují lAA-konjugáty aminokyselin zpět na volnou IAA, přestože se dříve 

předpokládalo, že tato hydrolýza u lAA-Asp a lAA-Glu neprobíhá (Brunoni et al., 2023; Hayashi et al., 

2021). 

Obr. 3: Schéma hlavních metabolických drah IAA v rostlinách. Jednotlivé šipky označují příslušnou 
metabolickou dráhu. Přerušované šipky označují enzymatické dráhy, které doposud nebyly ještě plně 
objasněny. Modrou barvou jsou znázorněny amidové konjugáty (IAA-AA, oxIAA-AA) syntetizované GH3 
enzymem, žlutá barva znázorňuje jednotlivé oxidační konjugáty (oxIAA, oxIAA-AA, oxIAA-Glc) oxidované DAOl 
proteinem, zelená barva označuje glykosylované konjugáty (IAA-Glc, oxIAA-Glc) katalyzované UGT74D1 
a UGT84B1 a červená barva značí methylovaný ester (MelAA) syntetizovaný IAMT1 (převzato a upraveno 
podle Zhang a Peer, 2017 a Casanova-Sáez et al., 2022). 

Volná, aktivní IAA nebo vzniklé konjugáty mohou být v rostlinách dále inaktivovány oxidací 

katalyzovanou proteinem DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAO) za vzniku oxIAA, oxIAA-

glukosy (oxIAA-Glc) či oxIAA-aminokyselin (oxIAA-AA) (Porco et al., 2016; Zhang et al., 2016). 

Konjugát oxIAA-aspartát (oxIAA-Asp) dále metabolizuje na odpovídající vysokomolekulárni oxIAA-

peptidy (Riov a Bangerth, 1992) nebo může být zpětně hydrolyzován na oxIAA a následně oxidován 

na 3-hydroxy-oxlAA (Tsurumi a Wada, 1986; Hayashi et al., 2021). Po oxidaci aminokyselinových 

konjugátů dochází k jejich hydrolýze prostřednictvím ILR1/ILL za vzniku neaktivních oxIAA (Brunoni 

et al., 2023), která si však pravděpodobně zachovává určitou míru aktivity při stresu (Casanova-Saéz 

et al., 2022). Kromě nejrozšířenějších a nejvíce zastoupených konjugátů oxIAA-glutamátu (oxIAA-
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Glu) a oxIAA-Asp, byly v poslední době identifikovány dva nové metabolity, a to oxIAA-leucin 

a oxIAA-fenylalanin (Hladík et al., 2023; Brunoni etal., 2023). 

Dalším z reversibilních konjugátů IAA je MelAA, jenž slouží jako zásobní forma auxinu 

v rostlinách (Zubieta et al., 2003). Jedná se o nepolární sloučeninu, která je v rostlinách 

transportována jednak pasivním influxem, tak i efluxem a přímo ovlivňuje gradient IAA (Li et al., 

2008). Zatímco methylace IAA na karboxylové skupině je zprostředkována IAA 

karboxylmethyltransferasou 1 (IAMT1) (Zubieta etal., 2003), hydrolýza MelAA na IAA je umožněna 

působením methylesterasy 17 (MES17) (Yang et al., 2008). 

2.2.3 Transport 

Nesčetné spektrum vývojových procesů je u rostlin řízeno rozdílnou distribucí auxinu. 

Nerovnoměrné koncentrace auxinu v rostlinných tkáních nebo orgánech jsou tvořeny na základě 

aktuálních exogenních podnětů či vnitřních procesech a vytváří tak pomyslné rozhraní 

mezi enviromentálními a endogenními signály (Zažímalová et al., 2010). 

Distribuce auxinu je v rostlinách realizována jednak na krátké, tak také na dlouhé 

vzdálenosti. Při transportu auxinu na dlouhé vzdálenosti se molekuly pasivně transportují 

prostřednictvím cévního systému floému z místa jejich syntézy (mladé listy a květy) do kořenů 

(Petrásek a Friml, 2009; Kochhar a Gujral, 2020). Transport auxinu na krátké i dlouhé vzdálenosti 

může taktéž probíhat i aktivním způsobem. Tento přenos, jenž je unikátní pro IAA, je zprostředkován 

volným přechodem přes plazmatickou membránu a jedná se o tzv. polární transport. Jelikož jsou 

auxiny slabé kyseliny a jejich schopnost pronikat přes plazmatickou membránu závisí na pH, jsou 

schopné volného průchodu do buňky pouze nedisociované molekuly IAA. Zatímco v apoplastu o pH 

5,5 si auxin zachovává svoji nedisociovanou formu (IAAH), v prostředí cytoplazmy při pH 7,0 je 

ionizován a nachází se tak v disociované formě (IAA" + H+), která však již vyžaduje ke svému 

transportu pomoc membránových nosičů usnadňující příjem nebo export auxinu (Li et al., 2006). 

Mezi tyto transportéry patří např. rodina proteinů PIN, ATP-biding cassette (ABC) podskupiny B 

(ABCB), AUX1/LAX proteiny nebo fosfoglykoproteiny (Petrásek a Friml, 2009; Kramer a Bennett, 

2006; Zhou a Luo, 2018). 

Arabidospsis obsahuje 8 druhů proteinů PIN běžné označované PIN1 až PIN8, které jsou 

děleny do dvou základních kategorií lišících se délkou hydrofilní smyčky uprostřed jejich 

polypeptidového řetězce (Zažímalová et al., 2010; Petrásek a Friml, 2009). „Dlouhé" tzv. kanonické 

PIN (PIN 1-4 a 7) vykazují převážně polární lokalizaci plazmatické membrány, kde určují směr toku 

auxinu a transportují auxin ven z buňky. Zatímco „krátké" PIN (PIN5, PIN6 a PIN8) regulují výměnu 

auxinu mezi endoplazmatickým retikulem a cytosolem, kde se rovněž také podílí na intracelulární 

distribuci auxinu a regulují buněčnou homeostázu auxinu (Zwiewka et al., 2019). 
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Nejlépe reprezentovanou podskupinou ABC přenašečů je ABCB1 a ABCB19, které se 

vyznačují vysokou substrátovou specifitou a s vazebnou afinitou k inhibitoru transportu auxinu, 

kyselině 1-naftylftalamové (Zažímalová et al., 2010; Petrásek a Friml, 2009). Dalším významným 

členem této skupiny je přenašeč ABCB4 transportující auxin při jeho nízkých koncentracích. 

Společně s A B C B l a 19 se vyskytují převážně na plazmatické membráně. Jejich spolupůsobení 

s proteiny PIN zvyšuje substrátovou specifitu celkového transportu. Vstup do buňky zprostředkovává 

protein AUX1 a tři LAX (LAX1, LAX2 a LAX3) proteiny, které vychytávají auxiny v místech jejích vysoké 

koncentrace, např. v laterální kořenové špičce (Kramer a Bennett, 2006). 

Auxiny se v kořenech podílejí na prodlužování délky kořenových vlásků pocházejících 

z epidermis, na počtu primordií laterálních kořenů nebo na délce primárního kořene (Péret et al., 

2009; Overvoorde et al., 2010). Primárním mediátorem pohybu IAA v kořenové špičce je protein 

PIN1, který zajišťuje jeho přenos přes vaskulární tkáně ke špičce kořene, kde je následně 

prostřednictvím PIN2 redistribuován bazipetálně skrz kortikální a epidermální buňky do elongační 

zóny kořene, kde se podílí zejména na regulaci rychlosti prodlužování buněk. Za laterální 

přesměrování auxinů v elongační zóně jsou pak zodpovědné proteiny PIN2, PIN3 a PIN7 (Blilou et 

al., 2005). Na přenosu auxinů do epidermálních buněk, kde posléze dochází k řízenému 

prodlužování buněk kořenových vlásků, se rovněž podílí i AUX1, jenž je bazálne lokalizován 

v buňkách kořenového protofloému (Jones et al., 2009; Blakeslee et al., 2005). Transportu auxinů 

v kořenové špičce je také ovlivněn sedimentací škrobových zrn (statolitů) pod vlivem gravitační síly, 

na základě, které dochází k redistribuci auxinu ve spodní straně kořene. Nadměrná akumulace 

auxinu na spodní straně vede nejen k inhibici prodlužování kořene, ale také k jeho ohýbání směrem 

dolů (Leyser, 1999). 

2.2.4 Signalizace 

Receptory fytohormonů jsou lokalizovány buďto na plazmatické membráně, endoplazmatickém 

retikulu nebo endozomech. Mohou se zároveň vyskytovat jak v nerozpustné, tak v rozpustné formě, 

a to buď v jádře nebo cytoplasmě. Zatímco receptory cytokininů a brassinosteroidů po vhodném 

podnětu spouštějí fosforylační kaskádu, receptory auxinu zprostředkovávají své reakce 

prostřednictvím řízené degradace proteinů mechanismem tzv. „molekulárního lepidla". Signální 

dráha těchto receptoru je řízena SCF (Skp-Cullin-Fbox) komplexem, který je zodpovědný 

za polyubikvitinaci proteinů v eukaryotických buňkách (Larrieu a Vernoux, 2015). 

Ubiquitin je polypeptid složený ze 76 aminokyselin, který je k proteinům přidáván 

posttranslačně. Jeho funkce spočívá v roli markeru degradace proteinů a translokace. Samotný SCF 

komplex je složen ze čtyř základních podjednotek: SKP1, CULLIN1, RBXX1 a variabilních proteinů 

FBoxu, které jsou třídou E3 ubikvitinových ligas. Substrát, který je komplexem přenesen k enzymu 
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konjugující ubikvitin E2, je následně polyubikvitinován a degradován proteazomem (Larrieu 

a Vernoux, 2015). 

Na auxinové signalizační kaskádě se podílí zejména tří proteinové rodiny, do kterých patří 

koreceptory auxinů TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN 

(TIR1/AFB), transkripční represory Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA) a transkripční faktory 

AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) (Tromas etal., 2013). Auxiny jsou v rostlinách nejprve rozpoznány 

a navázány na TIR1 receptor. Tato vazba má za následek zesílení interakce mezi proteiny F-boxu 

TIR1/AFB a Aux/IAA specifickou doménou. Toto vzájemné působení způsobuje ubikvitinaci Aux/IAA 

a její následnou degradaci proteasomem 26S vedoucí k uvolnění transkripčních faktorů ARF, jež jsou 

zodpovědné za zesílení transkripce mRNA reagující s auxiny (Allen a Ptashnyk, 2020; Larrieu 

a Vernoux, 2015; Dhasmasiri et al., 2005). Proteiny Aux/IAA, jejichž lokalizace se nachází v jádře, 

obsahují čtyři konzervované domény (I až IV). Za samotnou degradaci proteinů je zodpovědná 

doména II, která se mimo jiné také podílí na regulaci vývoje a růstu rostlin (Dhasmasiri et al., 2005). 

Při nízkých koncentracích auxinu dochází k navázání Aux/IAA na ARF, čímž je potlačená nejenom 

jeho aktivita, ale také transkripční schopnost (Allen a Ptashnyk, 2020). Zatímco vysoké koncentrace 

auxinu se podílejí na degradaci Aux/IAA proteinů, konkrétně jejich II. domény (Tiwari et al., 2001). 

V roce 2023 byla formulována hypotéza o roli cAMP (3',5'-cyklický adenosinmonofosfát) 

jakožto sekundárního posla v auxinové signalizaci (Qi a Friml, 2023). Zmíněný cAMP vzniká činností 

adenylátcyklasy (AC) z adenosintrifosfátu (ATP) a může být pak dále hydrolyzován cNMP 

fosfodiesterasami. Aktivita AC byla však také objevena v krátké C-koncové oblasti TIR1/AFB (Qi et 

al., 2022). Zdá se tedy, že na signálním výstupu auxinových receptoru se kromě degradace Aux/IAA 

podílí také produkce cAMP. V současnosti však není AC aktivita TIR1/AFB spojená s degradací 

Aux/IAA plně potvrzena a stejně tak není zcela jisté, zda-li je cAMP dostačující k vyvolání následné 

transkripční odpovědi (Qi a Friml, 2023). 

Předpokládalo se, že na auxinové signalizaci se také podílí AUXIN-BINDING PROTEIN 1 

(ABP1), pozdější nálezy však ukázaly, že letalita embrya nebyla způsobena porušením genu abpl, 

ale jeho sousedního genu bsm (Michalko et al., 2015). Signální dráha ABP1 tak zůstává nadále 

předmětem zkoumání, jelikož se ukázalo, že tyto dráhy jsou zprostředkovány TIR/AFB dráhou (Li et 

al., 2021). Jelikož je však pH v endoplazmatickém retikulu příliš vysoké pro účinnou vazbu auxinu 

(optimální pH je mezi 5,0-6,0), k jeho navázání s ABP1 zde nedochází (Paciorek a Friml, 2006). 

Pro výstup molekul auxinu z vazebného místa ABP1 byly identifikovány tři hlavní cesty. Kromě cesty 

směřující k membráně rostlinných buněk, vedou zbylé dvě do vodného prostředí (Bertoša et al. , 

2008). Tvar ABP1 je determinován B-barelovou strukturou, do které se váže auxin. Ve vazebném 

místě se mohou vyskytovat kovové ionty (zinek nebo meďnatý kationt), s kterými auxin interaguje 

prostřednictvím své karboxylové kyseliny a jeho aromatická část je zachycena hydrofobními zbytky 
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uvnitř B-barelu (Hayashi, 2012). Mechanismus rozpoznání ABP1 auxiny je zcela odlišný 

od mechanismu receptoru TIR1/AFB, je proto zcela možné, že některé umělé auxiny mohou mít 

selektivní aktivitu pro TIR1/AFB nebo ABP1. Deaktivace ABP1 způsobila narušení regulace 

prodlužování buněk a taktéž buněčného dělení. Kromě toho také vykazovali změnu v genové expresi 

citlivou na auxiny (Braun et al., 2008; Tromas et al., 2009). Studium heterozygotního a b p l / A B P l 

mutanta vykazovala defekty v některých odpovědích souvisejících s auxinem, včetně vyššího úhlu 

sklonu kořenů, kořenů a hypokotylů. ABP1 se tedy jednak podílí na regulaci exprese některých sad 

genů reagujících na auxiny, ale také na regulaci polárního transportu auxinu, který řídí místní 

koncentraci auxinu (Effendi et al., 2011). 

Kromě výše uvedených proteinů se auxiny mohou také vázat na F-box S-PHASE KINASE-

ASSOCIATED PROTEIN 2A (SKP2A), proteinu schopného spojovat signalizaci auxinu s buněčným 

dělením. V A. thaliana se vyskytuje kromě SKP2A, který je zodpovědný za řízení stability nejméně 

dvou transkripčních faktorů buněčného dělení (E2FC a DPB), také SKP2B, jenž je zodpovědný naopak 

za degradaci inhibitoru cyklin-dependentní kinasy KRP1 (Del Pozo et al., 2006; Jurado et al., 2010). 

Je tedy zřejmé, že navzdory své vysoké podobnosti jsou tyto dva proteiny vzájemnými antagonisty. 

Mutace vSKP2A vedou nejenom ke snížené schopnosti vázat auxiny, ale také k neschopnosti 

indukovat buněčné dělení v kořenovém meristému (Jurado et al., 2010). 

2.3 Cytokininy 

Cytokininy jsou důležitou skupinou rostlinných hormonů, jenž hrají klíčovou roli v mnoha 

fyziologických a vývojových procesech. Prostřednictvím morfogeneze, růstu postranních pupenů, 

expanzí a zpomalením stárnutí listů jsou zodpovědné za regulaci růstu a vývoje rostlin. Taktéž se 

podílejí na buněčném dělení, diferenciaci a stárnutí včetně odolnosti vůči stresu (Davies, 2010). 

Kromě toho byla také prokázaná schopnost těchto látek ovlivňovat růst a vývoj lidských nádorových 

buněk nebo kožních fibroblastů (Rattan a Sodagam, 2005; Berge et al., 2006; Ischii et al., 2003). 

Na rozdíl od auxinu jsou cytokininy primárně syntetizovány v kořenech, ze kterých jsou postupně 

transportovány do míst jejich působení (Davies, 2010). 

Cytokininy jsou /V6-substituované deriváty adeninu nesoucí alifatický postranní řetězec 

isoprenoidního (isoprenoidní cytokininy) nebo aromatického původu (aromatické cytokininy) 

(Obr. 3). Variace v postranním řetězci cytokininů a stereoizomerní konfiguraci rozdělují isoprenoidní 

cytokininy na typy isopentenyladeninu (iP), řrons-zeatinu (řZ) dihydrozeatinu (DHZ) a c/s-zeatinu 

(cZ). Zatímco trans forma tvoří aktivní cytokininy u všech rostlinných druhů, cis forma je aktivní 

pouze u určitých druhů a u A. thaliana vykazuje tato forma pouze omezenou cytokininovou aktivitu 

(Mok a Mok, 2001; Kieber a Schaller, 2014). Hlavními zástupci isoprenoidních cytokininů 
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u A. thaliana jsou tZ a iP, zatímco v jednoděložných rostlinách je hojně zastoupen zejména cZ (Hu 

a Shani, 2023). Do skupiny aromatických cytokininů patří kinetiny a deriváty s benzylovaným 

zbytkem. Jedná se zejména o 6-benzylaminopurin (BAP) a orto-, meta-a poro-topoliny (oM, ml a pT) 

a jejich metabolity (Mok a Mok, 2001). 

OH OH 

Obr. 3: Struktury základních isoprenoidních (horní řada) a aromatických (spodní řada) cytokininů: 
isopentyladenin (iP), írans-zeatin (tZ), dihydrozeatin (DHZ), o/to-topolin (oT), meta-topolin (mT), 
6-benzylaminopurin (BAP). 

2.3.1 Biosyntéza 

Jednou z přímé de novo dráhy pro biosyntézu cytokininů je považovaná isopentylace volných 

nukleotidů adeninu (Davies, 2010), v rámci které jsou adenosinové fosfáty enzymaticky 

přeměňovány na aktivní formy cytokininů prostřednictvím isopentyltransferasy (IPT) (Obr. 4), jejíž 

jednotlivé isoformy jsou exprimovány v závislosti na lokalizaci v rostlině (Takei et al., 2001). 

V A. thaliana bylo identifikováno a popsáno celkem devět genů této rodiny (Atiptl - Atipt9) 

(Kakimoto, 2001, Takei et al., 2001; El-Showk et al., 2013). Výše uvedený enzym využívá produktu 

mevalonátové dráhy (MEP), dimethylallyldifosfátu (DMAPP), nebo metabolitu bakteriální MEP 

dráhy, hydroxymethylbutenyldifosfátu (HMBDP), kalkylaci AMP, ADP nebo ATP za vzniku 

isopentenyladenosin-5'-trifosfát a isopentenyladenosin-5'-difosfát (prekurzorů iP) (Hwang 

a Sakakibara, 2006). Dalším klíčovým enzymem jsou CYP735A1 a CYP735A2, pomocí kterých jsou 

prekurzory iP přeměněny hydroxylací isoprenodiního postranního řetězce na řrans-zeatin-difosfát 

či řrons-zeatin-trifosfát až na výsledný řZ (Takei et al., 2004, Frébort et al., 2011). Kromě této, iP 

závislé dráhy, může být řZ tvořen přeměnou hydroxylovaného postranního řetězce odvozeného 
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z prekurzoru HMBDP na adeninový kruh (Sakakibara et al., 2005). Biosyntéza cytokininů může 

probíhat i jejich přímým uvolněním z nukleotidu v jednom enzymatickém kroku a to prostřednictvím 

monofosfátu fosforibohydrolasy (Longly Guy, LOG), jehož substrátem je ribosa-5'-monofosfát 

(Kurawa et al., 2007). Kromě tohoto typu přeměny se předpokládá také interkonverze cis- a trans-

zeatinu c/s-řrons-isomerasou, která však doposud nebyla prokázána (Trdá et al., 2017). 

Kromě adenylátové IPT existuje také tRNA-isopentyltransferasa (tRNA-IPT), která má 

ústřední roli vtzv. nepřímé dráze biosyntézy cytokininů (Mok a Mok, 1994). Tento enzym je 

zodpovědný za adici DMAPP na adenin vázaný v molekule tRNA, která je následně degradována 

na cZ a konjugáty cytokininů (Mok a Mok, 1994; Miyawaki et al., 2006). 

MEP pathway 

MVA pathway 
N ' 

HMBDP 

DMAPP + < 

IPT 
ATP ^ iPRTP 

LOG 

i 

CYP735A 

CYP735A 

IPT 
A D P > iPRDP 
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tZRDP 

DZRPM 

DZR 

t R N A + D M A P P 

tRNA-IPT 

p r e n y l - t R N A 
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Hydroxylace a 
tRNA degradace 

A d e n i n + a l d e h y d 

p o s t r a n n í h o řetězce 

Obr. 4: Schéma biosyntézy cytokininů znázorňující jak přímou (levá strana), tak i nepřímou dráhu (pravá 
strana), včetně jejich degradace prostřednictvím cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX) (převzato 
a upraveno podle Sakakibara 2006). 

2.3.2 Metabolismus 

Koncentrace aktivních cytokininů v buňkách mohou být regulovány jednak konjugací s glukosou, 

anebo ireversibilním štěpením cytokinin oxidasami. A/-glykosylace cytokininů za účasti 

glykosyltranferas (UGTs) probíhá primárně na dusíku v pozicích A/7 nebo A/9 purinového kruhu. 

Kdežto O-glykosylace probíhá na kyslíku v postranních řetězcích zeatinu nebo DHZ, např. pomocí 

zeatin-O-glucosyltransferasy (ZOG). Předpokládá se, že tyto glykosylované formy cytokininů působí 

jako stabilní zásobní formy hormonu, jelikož mohou být posléze přeměněny na aktivní cytokininy 

prostřednictvím B-glukosidas (Brzobohatý et al., 1993). Glykosylované konjugáty tvoří neaktivní 
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formu cytokininů, které tak nejsou schopny se vázat na cytokininové receptory AHK (Spíchal et al., 

2004). 

U A. thaliana bylo identifikováno celkem pět genů kódujících cytokininovou UGT, z čehož 

dva (ugt76cl a ugt76c2) konjugují většinu druhů cytokininů na pozici A/7 a A/9 adeninové skupiny 

a tři další, jenž kódující proteiny O-glykosylující řZ a DHZ (Hou et al., 2004). Na rozdíl od UGT76C2, 

jehož narušení vede k poklesu cytokininových A/-glykosidů a způsobuje nadměrnou přecitlivělost 

na exogénni cytokinin (Wang et al., 2011), se změna ve funkci UGT76C1 neprojevuje žádnými 

podstatnými účinky na růst a vývoj A. thaliana (Wang et al., 2013). 

Hladiny biologicky aktivních cytokininů musí být striktně regulovány. Kromě výše zmíněné 

glykosylace mohou být taktéž degradovány oxidativním štěpením A/6 postranního řetězce 

prostřednictvím cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (CKX) vedoucí k tvorbě adeninu a aldehydu 

odvozeného od postranního řetězce (Galuszka etal., 2001; Frébortová etai, 2004). Tomuto štěpení 

podléhá zejména řZ a iP nesoucí nenasycené A/6 na svém postranním řetězci, zatímco dihydrozeatin 

a BAP jsou vůči štěpení těmito enzymy odolné (Schmülling et al. , 2003; Werner etal., 2006). Aktivitu 

CKX můžou negativně ovlivňovat, kromě O- a A/-glykosylace, také některé syntetické cytokininy 

na bázi močoviny (Bilyeu et al., 2001). V genomu A. thaliana bylo identifikováno sedm genů kódující 

CKX, přičemž každý z nich vykazuje odlišnou expresi, intracelulární lokalizaci a enzymatické 

vlastnosti (Schmülling et al., 2003). Nadměrná exprese některých z genů má za následek snížení 

koncentrace endogenního cytokininů a vede k řadě vývojových poruch (Bhargava et al., 2013). 

2.3.3 Transport 

Cytokininy cestují napříč buňkami a jsou transportovány na dlouhé vzdálenosti do místa jejich 

cílového působení. Transport cytokininů na dlouhé vzdálenosti má za následek nerovnoměrnou 

distribuci jednotlivých typů v xylému a floému. V xylému tedy dochází k transportu přednostně řZ 

z kořene do prýtu, zatímco ve floému se nachází převážně iP, který je přenášen z prýtu do kořene 

(Hu a Shani, 2023; Takei et al., 2001; Corbesier et al., 2003). 

Pohyb cytokininů přes membrány zprostředkovávají nukleosidové transportéry (ENT) 

a purinové permeasy (PUP), které umožňují přenos nejenom nukleotidů, ale také i jiných 

necytokininových purinových molekul (Bürkle et al., 2003). Na transportu ribosidů iP a řZ se podílí 

tři ENT proteiny (ENT3, ENT6 a ENT7) (Kudo et al., 2010; Hirose, 2008). Schopnost transportu 

adeninu a taktéž i cytokinových molekul (zejména řrons-zeatinu) vykazují proteiny PUP rodiny a lze 

je tak označovat jednak jako cytokininové, ale rovněž také jako purinové transportéry. Za přenos 

bioaktivních cytokininů je zodpovědný PUP14, jenž je lokalizován na plazmatické membráně 

(Zürcher et al., 2016). Mezi další transportéry se řadí PUP7 a PUP21 nacházející se vtonoplastu, 

a společně s PUP8, jenž se vyskytuje na plazmatické membráně, spolupracují na tvorbě modelu 
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signalizace cytokininů v apikálním meristému výhonku, čímž kontrolují nejenom velikost meristému 

ale také fylotaxi a růst rostlin (Hu et al., 2023). Kromě toho tyto dva přenašeče usnadňují pohyb 

cytokininů přes tonoplast a vyvažují tak jejich dostupnost v cytoplazmě (Hu a Shani, 2023). 

Transport zeatinových cytokininů je zprostředkován ATP-vazebným transportérem (ABC) 

skupiny G14, který umožňuje přenos z kořenů do prýtu (Ko et al., 2014). Jedná se o prvně popsaný 

přenašeč, který je lokalizovaný v plazmatické membráně a exprimovaný v pericyklu a doprovodných 

buňkách floému kořene A. thaliana (Zhang et al., 2014). 

AZA-GUANINE RESISTANT (AGZ) patří mezi další membránové transportéry cytokininů. 

Zatímco se AGZ1 společně s PIN1 nachází v kořenových buňkách, AGZ2 převažuje v kořenových 

primordiích a je lokalizován v endoplazmatickém retikulu a plazmatické membráně, kde modifikuje 

distribuci cytokininů k zabránění vzniku laterálního kořene (Hu a Shani, 2023). 

2.3.4 Signalizace 

Rostliny vnímají a reagují na cytokininy prostřednictvím vícestupňové fosforylační dráhy srovnatelné 

s bakteriálním dvoukomponentním systémem, který se typicky skládá z receptorové histidinové 

kinasy (HK) a regulátorů odpovědi (RR) (Hwang et al., 2001). U rostlin je však tento proces podstatně 

komplikovanější v důsledku většího počtu přenašečů fosfátových skupin. Signál je zde veden 

vícestupňovou His-Asp fosforylací (Horák a Lexa, 2003). 

U A. thaliana se nacházejí tři transmembránové histidinkinasy (AHKs) fungující jako 

cytokininové receptory: AHK2, AHK3 a AHK4/CRE1/WOL1, které jsou lokalizované především 

na endoplazmatickém retikulu a také na plazmatické membráně (Inoue et al., 2001; Hwang a Sheen, 

2001). Zatímco AHK2 a AHK3 hrají klíčovou roli v růstu a vývoji výhonku, AHK4 je nezbytný 

pro normální růst a vývoj kořene, kde je také vysoce exprimován (Higuchi et al., 2004; Inoue et al., 

2001). 

Všechny tři AHKs mají podobnou strukturu, která se skládá z extracelulární a intracelulární 

oblasti, která obsahuje histidinkinasové a C-terminální domény podílející se na přenosu signálu. 

Kromě této domény se zde nachází také doména k ní homologní, jež postrádá některé vysoce 

konzervované zbytky (Higuchi et al., 2004; Inoue et al., 2001; Nishimura et al., 2004). 

V extracelulární části se nachází CHASE vazebná doména, která obsahuje cca 200-230 

aminokyselinových zbytků schopné vázat cytokininy (Anantharman a Aravind, 2001). 

Při zaznamenání signálu vstupní doménou senzorové kinasy dochází k autofosforylaci 

histidinkinasové domény na jejím histidinovém zbytku. Informace je dále přenášena na histidinové 

fosfotransmiterové proteiny (Kakimoto, 2003), které v jádře fosforylací aktivují ARABIDOPSIS 

RESPONSE REGULÁTOR (ARR) typu B, na základě kterých pak dochází k iniciaci transkripce cílových 

genů. Existují dvě třídy ARR lišící se vzájemně svými strukturálními rysy, a to typ A a typ B (Imamura 
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et al., 1999; Mizuno, 2004), jejichž mechanismus účinku je na principu negativní zpětné vazby 

(Hwang a Sheen, 2001; To et al., 2004). Důležitou roli v A. thaliana zastávají ARR1, ARR10 a ARR12 

typu B, jež mají klíčovou roli v AHK4-dependentní signální odpovědi na cytokininy v kořenech a jsou 

tak nezbytné pro správný vývoj kořenů (Ishida et al., 2008; Yokoyama et al., 2007). 

2.4 Kořenová špička 

Kořen a stonek tvoří osu rostlinného těla. Jeho stavba se však v mnohých ohledech liší od stavby 

stonku a to například tím, že není podélně členěn, je bezlistý a nevznikají na něm laterální orgány, 

v důsledku čehož má i jednodušší vnitřní strukturu (Evert et al., 2006). Jeho hlavní funkce spočívá 

v příjmu vody a živin z půdy, a také se také podílí na gravitropickém růstu a stabilitě rostliny. 

Špička kořene je podél proximálně-distální osy složena z několik odlišných vzájemně 

překrývajících se vývojových zón (Obr. 5). Na špičce kořene se nachází kořenová špička, kterou tvoří 

buňky zvané jako statocyty obsahující přesýpavá škrobová zrna statolity, které prostřednictvím 

sedimentace pomáhají rostlině růst ve směru gravitace (Evert et al., 2006). Na špičku navazuje 

klidové centrum („Quiscent Centrum" = Q£), které podporuje buňky k nepřetržitému dělení a tím 

i produkci nových buněk. Buňky v blízkosti QC se prostřednictvím opakujícího se dělení vytěsňují 

z kořenové meristematické zóny, ve které dochází ke zpomalení rychlosti buněčného dělení a je 

místem buněčné expanze. Na tuto zónu navazuje zóna prodloužení (elongační), ve které se 

jednotlivé buňky prodlužují. V poslední zóně, diferenciační, postupně dozrávají buňky z předchozí 

zóny do plně diferenciovaných buněk. Konec této zóny je ohraničen epidermálními buňkami, které 

posléze dozrávají v kořenové vlásky (Dolan et al., 1993; Overvoorde et al., 2010). 

V rámci příčného řezu apikálního meristému je kořen tvořen několika na sebe navazujícími 

vrstvami obklopující vaskulární pletivo, které je tvořeno protodermem a prokambiem (Scheres et 

al., 2002). Základ středního válce u třídenních A. thaliana tvoří vrstva pericyklu složeného v průměru 

ze dvanácti buněk, ke kterým přiléhají buňky protoxylému a protofloému obklopující vždy alespoň 

jednu pericyklickou buňku. Na tuto vrstvu plynule navazuje endodermis, jež je složena z osmi buněk, 

jejichž počet se může měnit v závislosti na stáří rostliny. Kůra (kortex), která na vnější straně přiléhá 

k epidermis, je stejně jako endodermis tvořena prstencem osmi buněk. Tyto buňky tvoří dva rozdílné 

typy, jejichž identita závisí na jejich poloze vzhledem ke kortikálním buňkám (Dolan et al., 1993). 

Mezi buňky, které se jako první přestávají dělit, řadíme buňky vodivých pletiv (floému a xylému), 

zatímco buňky pericyklu se přestávají dělit jako poslední (Evert et al . , 2006). 
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Obr. 5: Proximálně-distální organizace kořene vznikající procesem buněčného dělení a expanzí čtyř typů 
iniciálních kmenových buněk sousedící s mitoticky neaktivními klidovými středovými buňkami (A). Řadíme 
mezi ně iniciály epidermální/laterální kořenové čepičky (vznik epidermis a laterálního kořenového uzávěru), 
iniciály kolumely (vznik centrální části kořenového uzávěru, iniciály kortexu a endodermu (tvorba základní 
tkáně) a iniciály vaskulární (vznik vaskulární tkáně a pericyklu). Znázornění radiální organizace buněk v průřezu 
nezralého kořenu (B) (převzato a upraveno podle Overvoorde et al., 2010). 

2.4.1 Rostlinné hormony v kořenové špičce A. thaliana 

Vývojová adaptace rostlin je založena jednak na aktivitě jednotlivých meristémů, tak také 

na nepřetržité obnově kmenových buněk. Laterálni kořenová špička je nejvzdálenější tkání 

kořenového meristémů a zastává důležitou roli při vývoje kořene. Velikost kořenového meristémů 

a následně i růst kořene závisí na poloze přechodové zóny, která odděluje diferencující se buňky. 

Pro kontrolu polohy přechodové zóny je rovněž důležitá i vzájemná interakce dvou fytohormonů -

cytokininu a auxinu. Laterálni kořenová špička slouží jako zásobárna auxinů, které v závislosti 

na cytokininech ovlivňují velikost meristémů a růst kořenů (Di Mambro etal., 2019). 

Pokus o zjištění hladiny cytokininu a auxinů v kořenové špičce byl proveden v několika 

publikacích (Petersson et al., 2009; Pěnčík et al., 2013; Antoniadi et al., 2015). Antoniadi et al., 2015 

izolovala protoplasty kořínků mutantních rostlin A. thaliana exprimující zelený fluorescenční protein 

(GFP) ve specifických typech buněk. Předmětem studia byly buňky epidermis a kůry (linie 

J2812:GFP), dále pak stély (pWOODEN LEG:GFP), QC a endodermis (pSCARECROW:GFP) a kolumely 

s QC buňkami (M0028:GFP). Izolované protoplasty, které představovaly specifickou referenční 

populaci pro každý vzorek, byly roztříděny prostřednictvím fluorescenčně asistovaného buněčného 

sorteru (FACS) na protoplasty exprimující GFP (GFP+) a ty, jenž GFP neexprimují (GFP-). Podobně 
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i v práci Petersson et al. (2009) byla prostřednictvím FACS a hmotnostní spektrometrie vytvořena 

mapa distribuce IAA v kořenové špičce A. thaliana pro jednotlivé typy buněk v celkem 14 různých 

mutantních liniích. Měření IAA bylo provedeno v epidermálních, kortikálních, endodermálních 

a pericyklických buněčných vrstvách. Z výsledků analýz byla naměřena pětinásobná koncentrace IAA 

v buňkách QC proti negativní populaci. Stejně tak v kůře, endodermis a vapikální části stély byl 

naměřeno dvojnásobek IAA oproti okolním protoplastům. Nižší hladiny IAA byly zaznamenány jen 

u kolumely a epidermis. Z výsledku bylo taktéž patrné, že linie s obsahem QC buněk (např. DR5:GFP, 

M0028, Q0990) měli vyšší koncentrace IAA, než linie, které QC buňky neobsahovali (např. 

PET111:GFP, pWOLGFP, J2501). Zvýšené koncentrace IAA však byly taktéž naměřeny u liniích 

exprimující GFP směrem ke kořenovému vrcholu, které QC buňky neobsahovaly (např. J2501 nebo 

pWOLGFP). 

2.5 Analýza biologického materiálu 

Všechny vývojové procesy rostlin jsou regulovány nízkými koncentracemi rostlinných hormonů. 

Jejich kvantitativní analýza je stále důležitější pro studium jejich biosyntézy, transportu, 

metabolismu a molekulárních regulačních mechanismů. Stopové koncentrace rostlinných hormonů 

jsou přítomné ve vysoce komplexních matricích s obsahem interferujících látek a jejich analýzu tak 

činí podstatně komplikovanější a složitější. Pro jejich přesné stanovení je tak nezbytná znalost 

analytických i chemických principů, které jsou základem extrakčních a purifikačních metod, včetně 

použití metodologie poskytující nízké detekční limity a vysokou selektivitu (Fu et al., 2011). 

V důsledku významného rozvoje analytických technik v posledních letech, které splňují tyto vysoce 

kladené nároky na analýzu, došlo k výraznému vzestupu a pokroku v oblasti rostlinných hormonů 

s možností zaměření se na jednotlivé metabolické či signální dráhy (Novák et al., 2017; Isoda et al., 

2021). Jedna z novějších metod vyvinutá pro specifickou buněčnou analýzu auxinů a rovněž 

i cytokininů využívá fluorescenčně aktivovaného třídění buněk (Petersson etal., 2009; Pěnčík etal., 

2013; Antoniadi etal, 2015). 

2.5.1 Fluorescenční průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie (flow cytometry) je separační technika, která je schopna buněčné separace na 

základě určitých kritérií. Anglická zkratka „FACS" („Fluorescence-Activated Cell Sorting") 

pak vyjadřuje samotné průtokové třídění buněk poskytujících fluorescenční signál. Pomocí 

průtokového cytometru lze měřit odlišné fyzikální, biologické a chemické vlastnosti, a to až z 10 6 

částic za minutu (Wulff, 2006). Jednotlivé buňky jsou detekovány ve velmi krátkém čase (několik 

milisekund), během kterého jsou zaznamenávány četné signály, jako je rozptyl světla nebo světla 
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emitované při fluorescenci ve viditelném spektru. Rozvojem elektroniky a informatiky tak mohou 

průtokové cytometry analyzovat a zaznamenávat cca 20 různých parametrů z každé částice rychlostí 

až 100 000 za sekundu. Průtoková cytometrie má tak dvě hlavní klíčové výhody. Tou první je tedy 

rozlišení velkého množství částic ve velmi krátkém čase a tou druhou je schopnost oddělení 

jednotlivých částic ze smíšených populací při rychlosti až 70 000 buněk za sekundu procesem 

zvaným jako třídění buněk (BD FACSCanto™ Clinical Flow Cytometry System). 

K tomu, aby mohl průtokový cytometr zajišťovat své základní funkce, jsou nezbytné jeho tři 

základní části. Tu první tvoří fluidní systém, skrz který dochází prostřednictvím průtokové cely 

(tzv. flow cell) k oddelenia uspořádání částic vzorku do proudu jednotlivých částic, které mohou být 

poté zachyceny světelným zdrojem (Obr. 6). Tento jev se označuje jako hydrodynamická fokusace, 

pro jejíž vznik je nezbytné laminární proudění v průtokové komoře (Doležel et al., 2007; Shapiro, 

2003). 

Sjednocení a rozdělení rozptýlených paprsků na základě jejich vlnové délky prostřednictvím 

filtrů a zrcadel na příslušné detektory zajišťuje optická část průtokového cytometru. Podle polohy 

umístění detektoru se rozlišuje tzv. přímý rozptyl (forward scatter; FSC), kde je detektor umístěn 

v ose dopadajícího paprsku a intenzita rozptýleného paprsku je přímo úměrná velikosti buňky. Zato 

u tzv. bočního rozptylu (side scatteru; SSC) je detektor umístěn v úhlu 90° na dopadající paprsek 

a intenzita rozptýleného paprsku je zde přímo úměrná komplexitě buňky (Shapiro, 2003; Marinov, 

2008). 

Buněčný vzorek 

Fluidní systém Optický systém Elektronický systém 

Analogove-

digitální 

převod 

B Analogove-

digitální 

převod — _ — 1 
Počítač 

Obr. 6: Schéma průtokového cytometru složeného z jeho třech základních částí. Fluidický systém obsahující 
tekutinu (pufr na bázi fyziologického roztoku nebo vodu) k nasměrování vzorku kolem laseru. Optický systém 
skládající se z laserů a fotonásobičů ke shromáždění signálu rozptýleného vzorkem. A elektrický systém 
převádějící signály z detektorů na signál digitální, jenž je zpracován a analyzován počítačem (převzato 
a upraveno podle https://microbiologynote.eom/cs/flow-cytometry/#google_vignette). 
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Hlavním kritériem pro výběr laseru je dostupná excitační vlnová délka, která musí odpovídat 

absorpčnímu spektru fluorochromů a fluoroforů, neboli fluorescenčních barviv. Jedná se o chemické 

sloučeniny, které jsou schopné svými elektrony absorbovat fotony ze zdroje laserového světla 

a při jejich přechodu do základního stavu vyzařují energii ve formě fluorescence. Jelikož je velmi 

málo buněčných složek přirozeně fluorescenčních, jsou buňky obvykle barveny fluorescenčními 

sondami, které jsou schopné odhalit přítomnost částí, jež by za normálních okolností vidět nebyly. 

Například antigény uvnitř nebo na povrchu buněk lze identifikovat pomocí protilátek značených 

fluorochromem, zatímco koncentrace DNA lze kvantifikovat pomocí f luorochromů, které mění své 

flourescenční vlastnosti, jakmile jsou navázány na konkrétní buněčné složky. Mezi běžně používané 

DNAfluorochromy v rostlinných buňkách patří propidium jodid (Pl) (Laimbeer et al., 2017), ethidium 

bromid, 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) nebo Hoechst 33258 (Puite a Broeke, 1983; Doležel etal., 

2007). Zatímco prvně dva zmíněné fluorochromy se váží do DNA bez závislosti na typu bázi, DAPI 

se přednostně váže do oblasti DNA bohaté na AT a GC báze. Problémy může činit nízká permeabilita 

plazmatické membrány neporušených buněk a protoplastů pro většinu DNA fluorochromů, čemuž 

se dá částečně předejít ošetřením protoplastů fixačním činidlem (např. methanolem), které taktéž 

napomáhá odstranit autoflourescenční sloučeniny, jako je chlorofyl (Doležel et al., 2007). První 

a některé dodnes používané fluorochromy jsou sloučeniny s relativně nízkou molekulovou 

hmotností. Jedním z jejich příkladů je fluoresceinisothiokyanát (FITC), který snadno fluoresceinuje 

proteiny za vzniku středně stabilních konjugátů s absorpčním pikem blížící se 488 nm, jenž je vhodný 

pro jednobarevné barvení. Za zmínku stojí také dva přírodní fluorofory, a to fykoerythrin, jehož 

molekulová hmotnost se ohybuje okolo 240 kDa nebo GFP. Posléze bylo vyvinuto mnoho dalších 

barviv s odlišnými spektrálními vlastnostmi, disponující vyššími kvantovými výtěžky a větší 

stabilitou. V diagnostických imunohematologických laboratořích se běžně vzorky barví dvěma, třemi 

nebo více fluorochromy. Poté jsou obvykle analyzovány v komerčních průtokových cytometrech 

vybavených jedním, dvěma nebo třemi zdroji laserového světla, které mohou detekovat signály FSC 

a SSC a tří až osm fluorescenčních signálů. Například FACS Aria III (BD Biosciences) může získávat 

data až v 16 kanálech (12 různých fluorescenčních barev). Kromě exogenních fluorochromů existují 

také endogenní fluorochromy. Jedná se o schopnost autofluorescence některých buněčných 

komponent, do kterých patří např. deriváty pyridinu (nikotinamidadenindinukleotid, 

nikotinamidadenindinkleotid fosfát), flaviny (flavinadenindinukleotid, flavinmonokleotid) 

či porfyriny (protoporfyrin), které fluoreskují v zelené, zeleno-oranžové a žluto-červené oblasti 

(McCarthy a Macey, 2007). 

Jak již bylo uvedeno výše, k rozdělení rozptýleného světla a fluorescence emitované 

částicemi na základě rozsahu vlnových délek se používají dvě hlavní skupiny filtrů: barevné skleněné 

filtry a interferenční filtry. Barevné skleněné filtry dokáží absorbovat nežádoucí oblast vlnových 

28 



délek, a naopak propouštějí světlo v požadované oblasti, zatímco interferenční filtry sice propouští 

méně světla, ale umožňují větší selektivitu a disponují tak ostřejšími přechody mezi nežádoucí 

a požadovanou oblastí (Doležel et al., 2007). K selekci světla a fluorescence na základě své vlnové 

délky na příslušné detektory se používají „long pass" filtry, „short pass" filtry, pásmové a dichroické 

filtry. Zatímco „short pass" filtry propouští ty vlnové délky, které jsou kratší než daná vlnová délka, 

„long pass" filtry propouští všechny vlnové délky, jež jsou delší než určitá vlnová délka. Pásmové 

filtry propouští jen vybrané pásmo vlnových délek a blokují ty nežádoucí. Určitou část světla 

propouštějí i dichroické filtry, které jsou umístěné pod úhlem 45° (Wulff, 2006; Marinov, 2008). 

Rozdělené světlo a fluorescence příslušnými filtry je pak následně zachycena a shromážděna 

příslušnými fotodetektory (fotodiódy a fotonásobiče), které je převádí na elektrony. Vzniklý proud 

je pak prostřednictvím elektronické části převeden na digitální podobu zaznamenanou v počítači 

(Doležel et al., 2007). 

Třídícím kritériem může být kterýkoliv znak měřitelný průtokovým cytometrem. 

Podle principu fungování se dají třídiče rozdělit na elektrostatický kapénkový třídič a fluidní switch 

sorter. Prvně zmíněný třídič využívá elektrostatické síly, prostřednictvím kterých vychyluje nabité 

kapky z hlavního proudu směrem k jedné z nabitých desek. Fluidní switch sorter využívá buďto 

piezoelektrický ventil, pomocí kterého dochází k vybočení proudu s částicí splňující stanovené 

kritéria mimo hlavní proud, anebo sběrnou trubici, která se v případě identifikace stanovované 

částice vysouvá a zasouvá do středu toku proudu. Jeho výhodou je oproti kapénkového třídiče, který 

pro změnu disponuje vysokou rychlostí separace a schopností třídit i velké částice (Macey, 2007; 

Robinson a Gregoři, 2007; Ormerod, 2008). 

2.5.2 Sortování protoplastů 

Protoplasty jsou produkovány trávením polysacharidu rostlinné buněčné stěny prostřednictvím 

lytických enzymů produkovaných z hub a bakterií, které v přírodě způsobují uhnívání stromů 

(Doležel et al., 2007). Vyznačují se dvěma základními znaky, které jsou využívány v případě 

průtokového třídění. V prvé řadě jsou větší než savčí buňky a jejich velikost je tak nepatrně menší 

než velikost standardních průtokových trysek (70 um). V praxi se však pro třídění protoplastů 

nejčastěji využívá velikost trysek o průměru 100 až 200 um. Druhým typických znakem je, že jsou 

velmi křehké (Doležel et al., 2007). 

Samotné analýze a třídění předchází izolace protoplastů, jejíž stěžením krokem je degradace 

buněčné stěny prostřednictvím enzymů. Jednou z možností, jež ve své práci použila Peterson et al . 

(2009), je kombinace dvou enzymů, a to pektolyasy a celulysinu rozpuštěné v izolačním pufru, 

ve kterém byly odříznuté kořeny inkubovány po dobu 2 hodin. Zbylá tkáň byla následně odstraněna 

filtrací přes buněčné síto a vyizolované protoplasty resuspendovány v PBS pufru (Peterson et al . , 
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2009; Jones et al., 2010). Kromě výše zmíněných enzymů byla k izolaci protoplastů použita také 

celulasa, hemicelulosa nebo pektinasa (Avila-Peltroche et al., 2021; Zhou et al., 2021). 

Samotná průtoková analýza fluorescenčních signálů produkovaných protoplasty může být 

provedena na základě přítomnosti endogenních fluoroforů představující přirozeně fluoreskující 

sloučeniny nacházející se v rostlinných buňkách nebo exogenních fluoroforů, v případě kterých jde 

o molekuly, které vznikly přidáním fluorescenční organické molekuly nebo transgenní expresí (třída 

proteinů označovaných jako fluorescenční proteiny). Průtokovou analýzu však lze provést také 

po barvení protoplastů pomocí specifických fluorochromů (Doležel et al., 2007). 

2.5.3 Purifikace rostlinných hormonů 

Kromě velmi nízkých koncentracích se u analýzy rostlinných hormonů potýkáme také s koexistencí 

jiných endogenních organických sloučenin, které mohou se stanovovanými látkami interferovat. 

Z toho důvodu je velmi důležité vybrat vhodnou extrakční a purifikační metodu, která dokáže nejen 

odstranit rušivé látky, ale také obohatit cílové sloučeniny z komplexních rostlinných extraktů 

(Fu et al., 2011). 

Vhodný výběr purifikace závisí na chemické povaze cílových hormonů, typu analýzy a taktéž 

na výběru analytického přístroje. Mezi nejvíce rozšířené techniky se řadí extrakce kapalina-kapalina 

(LLE) nebo extrakce na pevné fázi (SPE). Při LLE dochází k separaci sloučenin na základě jejich 

rozpustnosti ve dvou vzájemně nemísitelných kapalinách (Fu et al., 2011). Jedná se obvykle o systém 

vody a organických rozpouštědel s vodou nemísitelných, mezi které patří např. methanol, hexan, 

ether nebo chloroform (Kowalczyk a Sandberg, 2001; Novák et al., 2008; Kojima et al., 2009). 

Zatímco extrakce na pevné fázi využívá k separaci SPE kolonu, na které jsou zachyceny stanovované 

sloučeniny na základě svých fyzikálně-chemických vlastností. Tyto kolony jsou plněny pevnými 

sorbenty, které vážou rostlinné hormony prostřednictvím hydrofobních, polárních nebo iontových 

interakcí. Rušivé nebo interferující látky jsou odstraněny promytím vhodným rozpouštědlem 

a stanovované látky jsou následně eluovány pomocí rozpouštědla, které naruší vzniklé vazby mezi 

hormony a sorbentem v koloně (Tarkowská et al., 2014). Vzhledem ke komplexním interferenčním 

sloučeninám, které mohou být přítomny v rostlinných extraktech, se používá kombinace více druhů 

sorbentu (Fu et al., 2011). 

Pro extrakci fytohormonů existuje široká škála vysoce kvalitních SPE kolon, které disponují 

řadou separačních režimů. Mezi ty nejčastěji využívané se řadí extrakce na reverzní fázi (C18) 

(Novák etai, 2012; Su etal., 2017), iontová výměna (Cao etal., 2016), polymerní reverzní fáze (např. 

Oasis HLB) či polymerní sorbenty se smíšeným principem záchytu (Oasis MAX nebo Oasis MCX) 

(Balcke et al., 2012, Jikumaru et al., 2013). Smíšený režim s reverzní fází a iontoměničovou extrakcí 

je jednou z možných kombinací pro účinnou separaci a purifikaci cytokininů (Fu et al., 2011). 
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Purifikaci auxinu lze provést například pomocí SPE s reverzní fází, se smíšeným režimem 

nebo imunoafinitní extrakcí (Tarkowská et ai, 2014; Su et ai, 2017). 

U vzorků o velmi nízkých koncentracích lze zvýšit citlivost analytické metody 

miniaturizovanými technikami, které umožňují rychlejší analýzu, disponují nižší finanční náročností 

a nevyžadují velké objemy vzorku a rozpouštědel. Kromě toho napomáhají minimalizovat ztráty 

analytu, čímž zvyšují výtěžnost stanovované látky (Svačinová et al. , 2012; Pěnčík et al. , 2018). 

Mezi techniky, které se dříve používaly pro izolaci auxinu, patří mikroextrakce na pevné fázi (u.SPE) 

(Liu et ai, 2007), mikroextrakce na pevné fázi pomocí plněných špiček (U.-SPE-PT) (Liu et ai, 2012) 

a magnetická SPE (Zhang et ai, 2010). Pěnčík et ai (2018) ve své práci vyvinuli metodu pro purifikaci 

auxinu pomocí U.-SPE-PT, v rámci které byly jednotlivé kolony, v podobě pipetovacích špiček, plněny 

sorbenty několika typů (C18, C8, SDB-RPS, Oasis HLB). Obdobně ve své práci Svačinová et ai (2012) 

purifikovala cytokininy pomocí StageTips, kde byly jednotlivé špičky naplněny třemi typy sorbentů: 

C18, SDB-RPS a Cation-SR. Pro purifikaci a kvantifikaci šesti endogenních brassinosteroidů byla 

vyvinuta matricová disperze na pevné fázi (MSPD) s tandemovou anexovou výměnou a smíšenou 

kationtovou výměnou (MCX), pomocí které byly eliminovány polární a ionizované sloučeniny a ty 

nepolární byly účinně odstraněny dispergačním činidlem používaným v MSPD (Wang et al. , 2014). 

2.5.4 LC-MS/MS ve stanovení rostlinných hormonů 

Pokrok v identifikaci a kvantifikaci rostlinných hormonů je úzce spjat se zdokonalením technologie 

hmotnostní spektrometrie (MS) za poslední desetiletí. Pro separaci rostlinných hormonů jsou hojně 

využívané tandemové hmotnostní spektrometry (MS/MS), které jsou nejčastěji v kombinaci 

s plynovou chromatografií či kapalinovou chromatografií (LC). Tyto přístroje zajišťují vysokou 

citlivost a selektivitu, čímž umožňují analýzu stopových koncentrací analytů v komplexních 

biologických matricích. Kvantifikace rostlinných hormonů (jako např. IAA, kyselina abscisová, 

gibereliny) se nejčastěji provádí purifikaci pomocí vhodných adsorbentů, kterými můžou být oxid 

křemičitý nebo polymerní sorbenty, a následnou analýzou pomocí LC-MS/MS (Balcke et ai, 2012; 

Novák et ai, 2017). Pro analýzu auxinu nebo cytokininů se kromě klasické LC kombinuje tandemová 

hmotnostní spektrometrie s ultra-vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií (UHPLC), která je 

schopná vlivem vysokého tlaku velmi rychlé separace s vysokou účinností (Nguyen et ai, 2006; 

Novák et ai, 2008; Novák et ai, 2012; Svačinová et ai, 2012). 

2.5.4.1 Kapa l inová chromatografie 

Chromatografie je typ separační metody, v rámci které je analyt separován v prostředí dvou 

vzájemně nemísitelných fází; mobilní (MF) a stacionární fázi (SF). V případě kapalinové 

chromatografie je MF kapalina a SF může být buďto pevný absorbent nebo imobilizovaná kapalina. 
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Samotná separace probíhá v chromatografické koloně, ve které je analyt určitou dobu zadržován SF 

na základě svých vlastností. K separaci fytohormonů se velmi často používá separace na reverzní fázi 

(reverse phase; RP), při které má SF nepolární (např. silikagel s navázaným C18 řetězcem) a MF 

polární povahu (nejčastěji směs vody s acetonitrilem nebo methanolem) (Balcke et al. , 2012; 

Floková et al., 2014). Analyt je pak separován na základně své polarity, kdy nepolární látky jsou RP 

zadržovány více než ty polární (Fu et al., 2011; Nguyen et al., 2006;). 

2.5.4.2 H m o t n o s t n í spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je analytická metoda založena na separaci jednotlivých molekul daného 

analytu podle poměru hmotnosti a náboje (m/z) fragmentu. Princip této metody je založen 

na ionizaci sloučenin analytu s následnou tvorbou nabitých molekul, které interagují s elektrickým 

nebo magnetickým polem ve vakuu. Jeho využití lze nalézt při identifikaci neznámých látek, určení 

izotopového složení prvků anebo při stanovení struktury analytu. Z hlediska kvantitativního využití 

můžeme pomocí MS stanovit jednotlivé prvky ve směsích. Hmotnostní spektrometr je složen ze tří 

základních částí: iontový zdroj, analyzátor a detektor (Tarkowski et al., 2009; Fu et al., 2011). 

Iontový zdroj je nezbytnou součástí hmotnostního spektrometru a jeho hlavním úkolem je 

ionizovat molekuly plynu na ionty. Při toto procesu pak mohou vznikat kladně nebo záporně nabité 

ionty (M + , M"). Na základě dodané energie při ionizaci lze iontové techniky dělit na tzv. „ tvrdé" 

a „měkké". Hlavním zástupcem „tvrdé" ionizace je elektronová ionizace, v rámci které je plynný 

analyt ionizován proudem dopadajících elektronů. Nevýhodou tohoto typu ionizace je vícenásobná 

fragmentace molekuly v iontovém zdroji, která ztěžuje jejich identifikaci. Tento nedostatek byl 

odstraněn rozvojem dalších ionizačních technik, mezi které patří chemická ionizace, při které je 

dochází k ionizaci nejprve reakčního plynu (např. methan) a až poté je ionizován samotný analyt. 

Molekuly analytu lze ionizovat také pomocí vysokého napětí (elektrosprej, ESI), elektrického výboje, 

nebo prostřednictvím laseru za současného využití vhodné matrice. Z důvodu vysoké citlivosti 

a nízké interference pozadí se stal zástupce měkkých ionizačních technik, ESI, nejpoužívanějším 

iontovým zdrojem používaným v LC-MS (Fu et al., 2011). 

Ionizované molekuly vstupují do hmotnostního analyzátoru, ve kterém dochází k separaci 

nabitých iontů na základě m/z. Celý tento děj probíhá ve vakuu. V současnosti je k dispozici mnoho 

různých typů analyzátorů, které separují molekuly analytu na základě odlišných parametrů a různé 

propustnosti iontů na detektor za využití statického, elektrického nebo magnetického pole. Mezi ty 

nejběžnější patří kvadrupólový analyzátor, analyzátor doby letu, iontové pasti, iontově cyklotronová 

rezonance nebo orbitrap (Friedecký a Lemr, 2012). 

Poslední část MS tvoří detektor, který zaznamenává průchody jednotlivých iontů vybrané 

příslušným analyzátorem a převádí je do digitální podoby. Podle schopnosti detekce iontů se 
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detektory dělí do dvou skupin. První skupina detektorů je schopna zaznamenat všechny ionty bez 

ohledu na velikosti m/z. Jejich princip spočívá v přímém měření elektrického proudu, jenž je 

generovaný srážkou iontů s dynodou a následně zesílen prostřednictvím násobičů (nejčastěji 

elektronové násobiče). Druhá skupina detektorů zaznamenává ionty v závislosti na velikosti m/z, kdy 

jsou ionty snímány jako komplexní „proudový obraz" všech vyskytujících se iontů s různými 

hodnotami m/z a signál je pak zpracován Fourierovou transformací (Friedecký a Lemr, 2012). 

Pro identifikaci a kvantifikaci složitějších matricí se stopovými koncentracemi 

se v současnosti používá technika tandemové hmotnostní spektrometrie (MS/MS), a to převážně 

trojitý kvadrupól (Novák et al. , 2017). Tato technika spočívá v selekci prekurzorového iontu 

na základě svých vlastností prostřednictvím prvního analyzátoru, následné fragmentaci v kolizní cele 

pomocí kolizního plynu, což vede k získání specifických iontových fragmentů. Tyto produktové ionty 

poté vstupují do druhého kvadrupólu, kterým mohou procházet na detektor, nebo bývá selektován 

pouze jeden fragment, který je detekován (v tzv. multiple reaction monitoring mód, MRM) . Tento 

mód spojuje vysokou citlivost s velkým dynamickým rozsahem a nabízí proto optimální řešení 

pro analýzu rostlinných hormonů (Fu et al., 2011; Pan a Wang, 2009). 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Biologický materiál 

Arabidopsis thaliana (huseníček rolní), ekotyp Columbie 0 (Col-0) 

Arabidopsis thaliana, mutantní linie J2812 (Petersson et al., 2009) 

Arabidopsis thaliana, mutantní linie 70571 (Birnbaum et al., 2003) 

Arabidopsis thaliana, mutantní linie pWOLGFP (Birnbaum et al., 2003) 

Arabidopsis thaliana, mutantní linie J2501 (Petersson et al., 2009) 

Arabidopsis thaliana, mutantní linie M0028 (Swarup etal., 2005) 

Mutantní linie byly poskytnuty od prof. Karin Ljung - Umeá Plant Science Centre, Umeá (Švédsko) 

3.2 Pomůcky a přístroje 

Analytické váhy - Satorius Weighing Technology GmbH (Německo) 

Autoklav Labo MLS -3781L -Sanyo (Japonsko) 

BD FACSAria™ III Cell Sorter - BD Biosciences (USA) 

Buněčné sítko (40 u.m) - VWR (USA) 

Centrifuga Biofuge Stratos - Thermo Scientific (USA) 

Centrifuga MIKRO 220R - Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Německo) 

Centr i fugační zkumavky s kónickým dnem (15 a 50 ml) - VWR (USA) 

Čtvercové Petriho misky pro vysev A. thaliana - Greiner bio-one (Rakousko) 

Extrakční disky: 

Cation-SR - Affinisep (Francie) 

SDB-XC Empore™ - Merck KGaA (USA) 

C18 Empore™ - Merck KGaA (USA) 

Konfokální mikroskop Zeiss LSM 800 - Zeiss (Německo) 

Laminární box Heraguard™ ECO - Thermo Fisher Scientific (USA) 

Chromatografická kolona - A c q u i t y UPLC® BEH Shield RP18 (150x2 ,1 mm; 1,7 u m ) - W a t e r s (USA) 

Chromatografická kolona - Kinetex C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um) - Phenomenex (USA) 

Magnetická míchačka AREX 6 Digital - VELP Scientifica (USA) 

MicroSpin filtr (Nylon; 0,2 um) - Chromservis s.r.o (Česká republika) 

Oasis HLB kolony (30 mg/l ml) - Waters (USA) 

Oasis MCX kolony (30 mg/ l ml) - Waters (USA) 
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pH metr Eutech Instruments pH 700 M M 2a - Thermo Scientific (USA) 

Sada automatických pipet - Eppendorf (Německo); Thermo Scientific (USA) 

Systém HPLC-MS/MS-Ag i lent LC 1260 Infinity II systém s hmotnostním detektorem Agilent 6495B 

(Agilent Technologies, USA) 

Systém UPLC-MS/MS - Acquity UPLC® l-class systém (Waters, USA) v zapojení s XevoTM TQ-S MS 

(Waters MS Technologies, UK) 

Vakuová rotační odparka Trigon-plus® RCT1010, Thermo Electron Corporation - Thermo Fisher 

Scientific (USA) 

Vodní lázeň Buchi B-490 - BÚCHI Labortechnik (Švýcarsko) 

Zařízení na úpravu vody Direct-Q® 3 UV - Milipore Corp. (Billerica, USA) 

3.3 Chemikálie 

Agar - Duchefa Biochemie B. V. (Nizozemsko) 

Aceton - Lach-Ner s. r. o (Česká republika) 

Amoniak (25%) - Merck KGaA (Německo) 

BD FACS sheath fluid - BD Biosciences (USA) 

Bovine Serum Albimun (BSA) - Sigma-Aldrich (USA) 

Cellulase Onozuka R-10 - Duchefa Biochemie B. V (Nizozemsko) 

Chlorid sodný - VWR Chemicals (Francie) 

Chlorid vápenatý - Lach-Ner s. r. o (Česká republika) 

Chlorid draselný- Lach-Ner s. r. o (Česká republika) 

Deionizovaná voda - připravená v Direct-Q® 3 UV 

Ethanol (96%) - VWR Chemicals (Francie) 

Hydroxid draselný - Lach-Ner s. r. o (Česká republika) 

Kyselina dusičná (65%) - Lach-Ner s.r.o (Česká republika) 

Kyselina mravenčí (98%) - Merck KGaA (Německo) 

MES (kyselina 2-(W-mor/o//no)ethansulfonová) - Carl Roth GmbH (Německo) 

Macerozyme R-10 - Dufecha Biochemie B. V (Nizozemsko) 

Mannitol - Lach-Ner s. r. o (Česká republika) 

Methanol (> 99,9%) - Merck KGaB (Německo) 

Murashige-Skoog médium - Duchefa Biochemie B. V (Nizozemsko) 
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Interní Standardy: 

Auxiny: [ 1 3 C 6 ] IAA-S igma Aldrich (Steinheim, Německo); [ 1 3C 6]IAA-Asp, [ 1 3C 6]IAA-Glu, [ 1 3C 6]oxlAA, -

Olchemlm (Olomouc, ČR); [1 3C6]IAA-Glc, [ 1 3 C 4 , 1 5 N]oxlAA-Asp, [ 1 3 C 5 , 1 5 N]oxlAA-Glu, [ 1 3 C 6 ]ox lAA-Glc -

Laboratoř růstových regulátorů (Olomouc, ČR) 

Cytokininové báze (B): [1 3C5]cZ, [1 3C5]tZ, [ 2H 5]řZR, [ 2 H 5 ]řZ9G, [2H3]DHZ, [2H3]DHZR, [2H3]DHZ9G, 

[2H6]iP, [2H6]iPR, [ 2H 6]iP9G, [2H7]BAP, [2H7]BAPR, [ 2H 7]BAP9G, [1 5N4]mT, [15N4]oT, [15N4]pT, [ 1 5N 4]mTR, 

[1 5N4]oTR, [1 5N4]pTR, [ 1 5N 4]mT9G, [ 1 5N 4]oT9G, [ 1 5N 4]pT9G, [1 5N4]K; Cytokininové O-glukosidy (OG): 

[2H5]rZOG, [ 2 H 5 ] řZROG, [ 2H 7]DHZOG; Cytokininové nukleotidy (NT): [2H5]rZRMP, [2H3]DHZRMP, 

[ 2H 6]iPRMP, [ 2 H 7 ]BAPRMP; Cytokininové /V7-glukosidy: [ 2 H 5 ]řZ7G, [2H6]iP7G (vše Olchemim, Česká 

republika) 

Propidium jodid - Thermo Fischer Scienticis (USA) 

Sacharosa - Lach-Ner s.r.o (Česká republika) 

Tween - Lach-Ner s.r.o (Česká republika) 

3.4 Příprava roztoků 

J4 MS médium: Pro 11 kultivačního média bylo naváženo lOgsacharosy, 0,5 g MESa 2,2 g MS média, 

které byly rozpuštěny v 500 ml deionizované vody. Pomoci pH metru bylo prostřednictvím 0,1M 

roztoku hydroxidu sodného upraveno pH na 5,7. Roztok kultivačního média byl poté doplněn 

deionizovanou vodou do 11 v odměrném válci a vzniklý roztok byl přelit do láhve s předváženými 10 

g agaru. Médium bylo poté vysterilizováno v autoklávu a po vychladnutí rozlito do Petriho misek. 

PB pufr: Pro přípravu 30 ml PB pufru bylo nejprve v o d m ě r n é zkumavce naváženo 2,187 g 

mannitolu, ke kterému bylo následně přidáno 600 u.1 připraveného roztoku 1 M chloridu draselného, 

1,2 ml 0 ,5M MES a 300 u.1 1M chloridu vápenatého. Směs byla deionizovanou vodou doplněna na 

objem cca 25 ml a prostřednictvím 0,1M hydroxidu draselného bylo upraveno pH na 5,7. Poté byl 

objem doplněn na konečný objem 30 ml a do výsledného roztoku bylo přidáno 30 mg BSA. 

Část roztoku byla použita pro oplach odříznutých kořínků a do druhé části roztoku, jenž byl nejprve 

vyhřát ve vodní lázni při 42 °C, bylo přidáno cca 0,4 mg/ml Macerozymu a cca 1,5 mg/ml Cellulasy. 

W5 pufr: Pro přípravu 20 ml pufru bylo přidáno a smícháno 100 u.1 chloridu draselného, 80 u.1 

0,5M MES, 2,5 ml chloridu vápenatého a 3,1 ml chloridu sodného. Vzniklý roztok byl poté doplněn 

deionizovanou vodou na objem 20 ml a prostřednictvím 0,1M hydroxidu draselného bylo pH 

upraveno na hodnotu 5,7. 

70% FACS pufr: Pro přípravu 5 I roztoku bylo smícháno 3,5 I FACS „Sheath fluiďs 1,5 I deionizované 

vody. 
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50% kyselina dusičná: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 7,35 ml 68% kyseliny dusičné 

s 2,65 ml vody. 

10% methanol: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 1 ml methanolu s 9 ml vody. 

60% methanol: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 6 ml methanolu s 4 ml vody. 

0,5M 25% hydroxid amonný v 60% methanolu: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,776 ml 

amoniaku, 5,534 ml 100% methanolu a 3,69 ml vody. 

0,5M kyselina mravenčí: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,193 ml FA s 9,807 ml vody. 

IM kyselina mravenčí: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,385 ml FA s 9,615 ml vody. 

1,25M kyselina mravenčí: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,480 ml FA s 9,52 ml vody. 

2M kyselina mravenčí: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,77 ml FA s 9,23 ml vody. 

IM kyselina mravenčí v methanolu: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,385 ml FA 

s 9,615 ml methanolu. 

0,35M hydroxid amonný: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,25 ml amoniaku s 9,75 ml 

vody. 

0,35M hydroxid amonný v 60% methanolu: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,25 ml 

amoniaku s 5,85 ml methanolu a 3,9 ml vody. 

5% kyselina mravenčí v 10% methanolu: Pro přípravu 10 ml roztoku bylo smícháno 0,5 ml FA 

s 0,95 ml methanolu a 8,55 ml vody. 

Sterilizační roztok: 0 ,01% roztoku TWEEN v 70% ethanolu 

3.5 Pracovní postupy a metody 

3.5.1 Příprava biologického materiálu 

Semena A. thaliana (Col-0, mutantní linie J2812, J2501, pWOLGFP, J0571) byla prostřednictvím 

sterilizačního roztoku sterilizovaná ve 2 ml mikrozkumavce po dobu 10 minut. Roztok byl následně 

odpipetován a semena byla opakovaně promyta sterilní vodou. K semínkům bylo nakonec přidáno 

cca 600 u.1 sterilní destilované vody a pomocí pipety se zastřiženou špičkou byla semínka nanášena 

ve dvou řadách na kultivační desku. 

K synchronizaci klíčení rostlin byla semena po dobu 2 dnů stratifikovány ve tmě při 4 °C. 

Následně byly desky umístěny do fytotronu ve vertikální poloze, kde byly kultivovány po dobu 8 dní 

při 23 °C, při fotoperiodě 16 hodin světlo a 8 hodin tma. 
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3.5.2 Izolace protoplastů 

Osmidenním rostlinám A. thaliana bylo nejprve skalpelem uříznutá spodní část kořínků (cca 2 cm), 

které byly pinzetou přeneseny do filtrů (40 um) umístěných v šesti jamkové destičce s obsahem 6 ml 

PB pufru bez obsahu enzymů a zbytky MS média opláchnuty. Filtr s kořenovými špičkami byl poté 

přenesen do 6 ml PB pufru s přidanými enzymy. Destička byla poté ponechána inkubaci ve tmě 

po dobu 3 hodin. 

Po proběhlé inkubaci bylo do obou jamek s filtry přidáno 6 ml W5 pufru k zastavení 

enzymatické reakce. Filtry byly přeneseny do centr i fugační zkumavky s kónickým dnem (50 ml), 

do kterých byl postupně a opatrně přefiltrován celý objem obou pufrů, tak aby nedošlo k rozbití 

vyizolovaných protoplastů. Odměrné zkumavky s obsahem vzorku byly poté centrifugovány 

(zrychlení 6, zpomalení 4, 200 g, 5 minut, 22 °C) a vzniklý supernatant byl odebrán. K peletu byl 

přidán cca 1 ml W5 pufru a po jedné minutě inkubace byl vzorek jemně promíchán s pufrem. Veškerý 

obsah byl následně přenesen do zkumavek určených k měření na FASC přístroji. 

Optimalizace centrifugace za účelem získání co největšího počtu neporušených protoplastů 

byla provedena po rozdělení vzorku s protoplasty z mutantní linie p WOL.-GFP na čtyři stejné objemy. 

Každý ze vzorků byl centrifugován různě dlouhou dobu (2, 5, 7 a 10 minut) při nastavení centrifugy 

zrychlení 6, zpomalení 4, 22 °C, 200 g. Vzniklá suspenze byla rozdělena na pelet a supernatant. Každý 

pelet byl rozpuštěn v 1 ml W5 pufru a počet částic a protoplastů sledován po dobu 1 min při stejné 

rychlosti nasávání vzorku do přístroje FACS. Obdobně bylo provedeno vyhodnocení pro supernatant. 

3.5.3 Sortování protoplastů 

Sortování GFP pozitivních a GFP negativních protoplastů bylo provedeno pomocí průtokového 

cytometru BD FACSAria™ III Cell Sorter, vybaveného tryskou o průměru 100 um, obdobně jak je 

popsáno dříve (Antoniadi etal., 2015; Peterson etal., 2009). Resuspendované izolované protoplasty 

byly vloženy do FACS vybaveného 100 um tryskou s nastavenou teplotou na 4 °C, použitým 1.5 

„neutral density" filtrem pro FSC. Protoplasty od ostatní buněčné populace byly poté identifikovány 

na základě jejich velikosti pomocí FSC, zatímco GFP pozitivní a GFP negativní protoplasty byly 

separovány na základě jejich emise po excitaci modrým laserem s vlnovou délkou 488 nm 

a autofluorescence. K detekci GFP fluorescence byl použit „bandpass filtr" o vlnové délce 530/30 

nm, a „longpass filtr" 502 nm. Pro excitaci Pl fluorescence byl použit žluto-zelený laser s vlnovou 

délkou 561 nm, a pro detekci „bandpass filtr"o vlnové délce 670/14 nm, a „longpass filtr"630 nm. 

Vyizolované protoplasty, byly po jednotlivých replikátech (cca 50 000 izolovaných 

protoplastů), ihned zmraženy v kapalném dusíku a skladovány při -80 °C. Pro zpracování dat byl 

použitý software FACSDiva verze 9.4. 
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3.5.4 Konfokální mikroskopie 
Osmidenní mutantní rostliny A. thaliana (J2812, J2501, pWOLGFP, J0571) byly přeneseny 

na podložní sklíčko s kapkou deionizované vody. Obrázky fluorescence GFP byly snímány 

konfokálním mikroskopem Zeiss LSM 900 (Carl Zeiss, Německo) s 20x zvětšením a rozlišením 

512x512. Pro excitaci GFP byl použit laser s vlnovou délkou 488 nm. Obrázky byly vybrány ze tří 

biologických replikátů. 

3.5.5 Purifikace auxinů a cytokininů 

3.5.5.1 n-SPE-PT purifikace 

K purifikaci auxinů a cytokininů pomocí U.-SPE-PT byly špičky naplněny třemi vrstvami třemi typy 

sorbentů: Cation-SR, SDB a C18 (Svačinová et al., 2012; Antioniadi et al., 2015). Připravené špičky 

byly následně aktivovány a kondiciovány 50 u.1 acetonu (centrifugace 10 minut, 2 200 rpm, 4 °C), 

50 u.1 methanolu (centrifugace 10 minut, 2 200 rpm, 4 °C), 50 u.1 deionizované vody (centrifugace 

15 minut, 2 500 rpm, 4 °C), 50 u.1 50% kyseliny dusičné (centrifugace 20 minut, 2 800 rpm, 4 °C) 

a 50 u.1 deionizované vody (centrifugace 20 minut, 2 800 rpm, 4 °C). 

Na takto připravené špičky bylo naneseno vzorek obsahující 10, 20, 50 nebo 100 tisíc 

protoplastů s přidanými interními standardy (5 pmol [13Cs]IAA, [13C6JIAA-Asp, [1 3C6]IAA-Glu, 

[1 3C6]IAA-Glc, [ 1 3C 6]oxlAA, [ 1 3C 6]oxlAA-Glc, [ 1 3C 6]oxlAA-Asp a [ 1 3C 6]oxlAA-Glu; 0,2 pmol B a 7G, 

0,5 pmol OG a NT) (centrifugace 30 minut, 4 500 rpm, 4 °C) s následným promytím pomocí 50 u.1 

deionizované vody (centrifugace 20 minut, 4 200 rpm, 4 °C). V rámci optimalizace purifikačního 

protokolu byly vzorky ředěny v poměru 1:2 s 5% kyselinou mravenčí v 10% methanolu. 

Eluce auxinů byla provedena prostřednictvím 50 u.1 80% methanolu (centrifugace 20 minut, 

4 200 rpm, 4 °C) do čistých 1,5 ml mikrozkumavek. Pro eluci cytokininů bylo poté ještě přidáno 50 u.1 

0,5M hydroxidu amonného v 60% methanolu (centrifugace 20 minut, 4 500 rpm, 4 °C). Vyeluovaný 

vzorek byl převeden do vialek s vloženým inzertem, odpařen dosucha na rotační vakuové odparce, 

rozpuštěn v 30 u.1 10% metanolu a následně analyzován pomocí LC-MS/MS, přičemž odpaření 

a měření auxinů a cytokininů bylo provedeno zvlášť. 

3.5.5.2 Extrakce na t u h é fázi s d isperzn í matr ic í p o m o c í Oasis MCX a Oasis HLB 

Purifikace cytokininových a auxinových metabolitů ve frakcích protoplatů z přístroje FACS byla 

použita metoda extrakce na tuhé fázi s disperzní matricí (DSPE) s využitím sorbentů Oasis MCX 

a Oasis HLB (1:1), která je rutinně používaná v Laboratoři růstových regulátorů (Petřík et al., 

nepublikováno). Vzhledem k tomu, že se jedná o nový typ izolačního protokolu, na který nebyla 

metoda zatím optimalizována, byla provedena přehledová studie vlivu faktorů DSPE metody 

na MS/MS odezvu cílených metabolitů. Za tímto účelem bylo vybráno pět faktorů, které jsou 
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uvedeny vTab. 1. Jejich vliv byl studován pomocí faktoriálního návrhu experimentu (Design 

of Experiment; Ferreira et al., 2017.). Z plně faktoriálního návrhu byla vybrána čtvrtinová frakce 

vzorků, která tvořila frakcionální návrh experimentu o rozlišení III (Příloha A). Jako hodnotící 

kritérium byla pro každý metabolit stanovena plocha chromatografického píku. Metabolity byly 

samostatně vyhodnoceny pomocí mnohonásobné lineární regrese za použití skriptu 

v programovacím jazyku R, který byl poskytnut Mgr. Ivanem Petříkem (Laboratoř růstových 

regulátorů). Pro znázornění spolehlivosti optimalizace parametrů pro každý analyzovaný metabolit 

byla použita křížová validace (Příloha B). 

Tab. 1: Optimalizované parametry DSPE metody na třech různých hladinách pomocí faktoriálního návrhu 
experimentu. 

Písmeno Faktor Jednotka 
-1 

Hladina 

0 1 

A množství sorbentu mg 5 15 25 

B ředění vzorku poměr 2:1 1:1 1:2 

C počet protoplastů 10 4 1 5 10 

D počet promývacích cyklů ml 1 2 3 

E koncentrace kys. mravenčí mol/l 0.5 1.25 2 

Na základě optimalizace byla poté pro purifikaci protoplastů použita DSPE s těmito parametry. Jako 

první byla provedena aktivace a kondicionace sorbentů, v rámci které byl k naváženému sorbentu 

(100 mg Oasis HLB a Oasis MCX) přidán 1 ml methanolu (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty, 

4 °C), následně 1 ml vody (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty, 4 °C) a nakonec 1 ml 1M 

kyseliny mravenčí (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty, 4 °C). Poté bylo na MicroSpin filtry 

přeneseno 25 mg Oasis HLB a 25 mg Oasis MCX (100 mg/lml). 

Na aktivované sorbenty byl následně přidán vzorek s přidanými interními standardy (5 pmol 

auxiny, 0,2 pmol B a 7G, 0,5 pmol OG a NT) o objemu odpovídající 50 000 protoplastů (cca 300 u.1), 

jenž byl naředěný 5% kyselinou mravenčí v 10% methanolu v poměru 2:1 (vortex 30 sekund, 

centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Vzorky byly následně promyty 0 ,5M kyselinou mravenčí (vortex, 

centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). 

Pro eluci auxinů bylo přidáno 0,4 ml 1M kyseliny mravenčí v methanolu (vortex, 

centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Pro eluci cytokininů bylo přidáno 0,4 ml 0 ,35M hydroxidu 

amonného (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut) a poté 0,4 ml 0,35M hydroxidu amonného 

v 60% methanolu (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Vyeluovaný vzorek byl odpařen 

do sucha na rotační vakuové odparce, rozpuštěn v 30 u.1 10% metanolu, promíchán vortexem 

a přenesen do vialek s vloženým inzertem s následnou analýzou pomocí HPLC-MS/MS. 
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3.6.6 LC-MS/MS analýza 

3.6.6.1 Auxiny 

Ke stanovení hladin auxinů byla použita metoda publikována v Hladík et al. (2023), ve které byl 

využit systém HPLC-MS/MS s ionizací elektrosprejem s přepínáním mezi pozitivním a negativním 

módem. K separaci analytů byla použita chromatografická kolona s RP (Kinetex C18 100 Ä, 50 x 

2.1 mm, 1.7 u.m; Phenomenex, USA). Mobilní fázi představovala deionizované voda (A) a methanol 

(B), u obou s přídavkem 0 ,1% kyseliny octové. Doba analýzy činila 18 minut za současného průtoku 

0,3 ml/min a teplotou kolony 40 °C. Eluce probíhala pomocí lineárního gradientu následovně: 0 min 

- 10 % B, 11,5 min 60 % B, 11,75 min - 100 % B, 14,75 min - 100 % B, 15 min - 10 % B. Teplota 

autosampleru, ve kterém byly vzorky uloženy, byla nastavena na 4 °C a celkový nástřik jednoho 

vzorku byl 10 u.1. 

Analyty byly detekovány prostřednictvím hmotnostního spektrometru v pozitivním 

i negativním módu ESI (+/-)• Stanovení auxinů bylo provedeno za užití M R M módu 

při optimalizovaných kolizních energií pro každý analyt (Hladík et al., 2023). Nastavení parametrů 

pro analýzu bylo následující: tlak zmlžovacího plynu, 25 psi; průtok a teplota přehřátého pomocného 

plynu 12 l/min a 400 °C; průtok a teplota protiproudového vyhřátého sušícího plynu 14 l/min 

a 130 °C; napětí na výstupním sroubení plynu 0 V; napětí na vstupní kapiláře 2,8 kV v pozitivním 

a 3,0 kV v negativním módu. 

3.6.6.2 Cytokininy 

Analýza cytokininů probíhala podle podmínek Svačinová et al. (2012) s uvedenými modifikacemi. 

Ke stanovení hladin CK bylo využito systému UHPLC-MS/MS s trojitým kvadrupólem a ESI. K separaci 

analytů byla použita chromatografická kolona s reverzní fází Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (150 x 

2,1 mm, 1,7 u.m, Waters). Mobilní fázi představoval methanol (A) a mravenčan amonný (pH 3,95; B) 

při průtoku 0,4 ml/min a teplotě kolony 55 °C. Gradient byl vytvořen následovně: 0 min, 5:95 (A:B) 

- 4 min isokratická eluce, 5:95 ( A : B ) - 1 0 min lineárnígradient, 20:80 ( A : B ) - 1 5 min lineárnígradient, 

50:50 (A:B) - 15.50 min, 99:1 (A:B) - 16.00 min 99:1 (A:B) - 16.50 min, 5:95 (A:B) - 17.00 min, 5:95 

(A:B) (Cermanová, 2020). Teplota autosampleru, ve kterém byly vzorky uloženy, byla nastavena 

na 4 °C a celkový nástřik jednoho vzorku byl 10 u.1. 

Analyty byly detekovány pomocí hmotnostního spektrometru s trojitým kvadrupólem 

v pozitivním módu ESI(+). Stanovení CK bylo provedeno pomocí M R M módu. Nastavení parametrů 

pro analýzu bylo následující: teplota zdroje 150 °C; teplota desolvatačního plynu 600 °C; průtok 

desolvatačního plynu 600 l/h; napětí v kapiláře 0,75 kV (Novák et al., 2008). Vyhodnocení výsledků 

bylo provedeno pomocí softwarů MassLynx a TargetLynx. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Izolace protoplastů 

Cílem této diplomové práce bylo změření profilu jednotlivých metabolitů fytohormonů v kořenové 

špičce, na základě čehož byly předmětem zájmu čtyři mutantní linie použité v pracích Antoniadi 

etal. (2015) a Pěnčík et al. (2013). Ale jelikož použitou mutantní linii pSCR:GFP se nepodařilo 

vypěstovat z důvodu špatné klíčivosti a mutantní linie M0028 a pWOL:GFP poskytovaly nízkou 

intenzitu fluorescence (Obr. 7), jež na přístroji FACS nebylo možné odlišit od pozadí, byly pro tuto 

práci použity náhradní linie. Výjimkou byla M0028, která nebyla nahrazena žádnou linií. 

Obr. 7: Fotografie jednotlivých mutantních linií30571,32501,32812, M0028 a pWOLGFP pořízené konfokálním 
mikroskopem. Zvětšení 20x. Měřítko znázorňuje 50 um. 
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Fotografie, pořízené konfokálním mikroskopem, jednotlivých linií jsou uvedeny na Obr. 7. Mutantní 

linii J2812 exprimovala GFP v oblasti epidermis a kortexu, J2501 exprimovala GFP v oblasti stély 

aJ0571 exprimovala GFP v oblastech pericyklu, endodermis a kortexu. Zatímco nejintenzivnější 

fluorescence byla zaznamenána u mutantní linie J0571, u mutantní linie pWOL:GFP a M0028 byla 

intenzita fluorescence nejmenší. Z fotografií je zřejmé, že linie exprimují GFP v předpokládaných 

místech kořenové špičky, která jsou uvedena v příloze C. U všech zvolených mutantních linií bylo 

poté provedeno třídění protoplastů fluorescenčním průtokovým cytometrem a měření 

metabolických profilů auxinů a cytokininů pomocí HPLC-MS/MS. 

4.1.1 Optimalizace izolace protoplastů 

Z kořenové špičky mutantní linie pWOL:GFP byly izolovány protoplasty podle protokolu uvedeného 

v kapitole 3.5.2. Před tříděním protoplastů v průtokovém cytometru bylo nutné izolovanou 

buněčnou suspenzi velmi opatrně centrifugovat. Vzniklý supernatant byl odebrán a pelet rozpuštěn 

s přidaným W5 pufrem a přenesen do zkumavky pro třídění protoplastů ve FACS. 

Jelikož bylo pro izolaci a také i následnou analýzu zásadní získat co největší množství 

neporušených protoplastů, byla provedena optimalizace centrifugace způsobem popsaným 

v kapitole 3.5.2. Pro zjištění vlivu tohoto kroku byl každý ze čtyř vzorků, pocházejících ze stejného 

objemu, centrifugován různou dobu, a to po 2, 5, 7 a 10 minutách s přetížením 200 g. Vzorky pak 

byly následně rozděleny na supernatant a pelet a jejich buněčný obsah byl změřen pomocí přístroje 

FASC, kterým byl sledován celkový počet eventů ve stejném čase a při stejné rychlosti nasávání 

vzorku do přístroje. 

Jak naznačuje Obr. 8, počet částic a protoplastů, které byly vybrány na základě velikosti, 

se v závislosti na době centrifugace měnil. Zatímco po 2 minutách byl počet částic v supernatantu 

a peletu velmi podobný, po 5 minutách se počet částic v peletu téměř zdvojnásobil, obdobně jako 

počet protoplastů, který se z 2802 zvýšil na 3268. Po 7 a 10 minutách se celkový počet částic 

v supernatantu stabilizoval na podobných hodnotách jako po 5 minutách centrifugace, zatímco 

došlo ke zvýšení počtu částic v peletu. Přestože se po 10 minutách v peletu počet celkových částic 

lehce snížil, počet protoplastů zde dosáhl nejvyšší hodnoty 3836. 

Z výsledků optimalizace izolace byla zjištěna závislosti doby centrifugace na celkovém počtu 

částic a protoplastů. Jelikož rozdíl v množství získaných protoplastů se po 5 minutách centrifugace 

v peletu již téměř nezvyšoval, zatímco stoupalo množství menších částic, byla vybrána právě tato 

doba centrifugace. Delší doba centrifugace by navíc mohla vést k poničení protoplastů. 

43 



60000 

« 50000 -
-t—' 
(ň 
•CO 
~ 40000 
>o 
o 
£ 30000 
> 
o 

ô 20000 
O 

10000 -

i část ice •protoplasty 3557 
3836 

3268 

2802 
933 

513 

S P 

469 

S P 

465 

S P 

7 

S P 

10 

t (min) 

Obr. 8: Optimalizace izolace protoplastů znázorňující závislost celkového počtu částic po 2, 5, 7 a 10 minutách 
centrifugace. Analyzován byl obsah supernatantu (S) a peletu (P). Čísla nad sloupci znázorňujíjednotlivé počty 
protoplastů ve vzorku. Oddělení celkového počtu částic od protoplastů bylo provedeno na základě jejich 
velikosti (pomocí kanálu FSC v přístroji FACS). 

4.3 Sortování protoplastů 

Izolované protoplasty z mutantní linie J2501 byly v průtokovém cytometru, vybaveného tryskou 

o průměru 100 pm, roztříděny na populaci protoplastů exprimující GFP a populaci zbývajících 

protoplastů z celé kořenové špičky. Identifikace protoplastů od ostatní buněčné populace na základě 

jejich velikosti byla zprostředkována pomocí FSC a SSC, zatímco GFP+ protoplasty byly identifikovány 

na základě jejich emise po excitaci 488 nm laserem za použití FITC kanálu a „bandpass"a „longpass" 

filtrů umístěné před detektory. Před samotnou analýzou byl ke vzorkům přidán také Pl, který není 

schopen pronikat do živých a neporušených protoplastů v důsledku nízké permeability plazmatické 

membrány, a tak sloužil jako ukazatel mrtvých protoplastů. 

Výše uvedené parametry byly použity pro rozdělení jednotlivých buněčných populací, 

které jsou znázorněny pomocí grafů na Obr. 9. Výběr jednotlivých populací, znázorněný na Obr. 9B, 

počínal výběrem protoplastů od zbylých buněk na základě jejich velikosti za použití FSC (Obr. 9A). 

K rozdělení fluorescenční populace pomocí FITC kanálu od té nefluoreskující byla použita kontrolní 

linie Col-0 (Obr. 9C). Na základě těchto poznatků byla u mutantní linie J2501 vybraná GFP+ a GFP-

populace včetně mrtvých protoplastů (Obr. 9D). Pomocí SSC byly odlišeny dvě populace buněk. 

Vrchní populace kolokalizovala s populací nabarvenou pomocí PI, a pravděpodobně se tedy jednalo 

o odumřelé protoplasty s větší granulocytou (Obr. 9A) 
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Tube: Protplasts_PI+ 

Population SEvents %Parent •/.Total 
• All Events 100.000 utmn 100.0 

• Protoplasts 59.337 59.3 59.3 
• GFP- 13.002 21.9 13.0 
• GFP+ 1.331 2.2 1.3 
1 dead protoplasts 12.201 20.6 12.2 
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Obr. 9: Postup třídění protoplastů na průtokovém cytometru. Analýza mutantní linie 32501 dělící protoplasty 
na základě jejich velikosti a granularity pomocí FSC a SSC (A v popisku značí plochu „Area" dané částice) (A). 
Hierarchie tvorby populací pro třídění a podíl těchto populací na celkovém počtu detekovaných částic (B). 
Analýza protoplastů kontrolní linie (Col-0) pomocí kanálu FITC a PE-Cy5 (C). Analýza protoplastů mutantní linie 
J2501, pomocí kanálu FITC a PE-Cy5 (D). Červená populace znázorňuje mrtvé protoplasty, modrá populace 
tvoří GFP-, zelená populace GFP+ a žlutá populace představuje zbylé buňky. 

4.4 Purifikace izolovaných protoplastů metodou U.-SPE-PT 

Izolované protoplasty z linie J2812 (GFP+) byly roztříděny pomocí FACS na základě svého počtu 

(10 000, 20 000, 50 000,100 000). Tyto vzorky byly poté purifikovány pomocí publikovaných p-SPE-

PT protokolů (Pěnčík era/., 2013; Antoniadi et al., 2015), jak je uvedeno v kapitole 3.5.5.1, za použití 

tří typů sorbentů: SDB-XC Empore™, C18 Empore™ a Cation-SR Empore™. Koncentrace 

jednotlivých metabolitů auxinů a cytokininů byly změřeny pomocí LC-MS/MS (kapitola 3.6.6). 

Metabolický profil auxinů byl měřen podle metody Hladík et al. (2023) a z této skupiny byly 

identifikovány: IAA, IAA-Asp, oxIAA a oxIAA-GIc. V rámci analýzy cytokininů (Svačinová et al., 2012) 

bylo proměřeno 27 isoprenoidních a 20 aromatických cytokininů, přičemž detekovány byly: rZ, cZ, 

cZR, iP a iPR. Cílem této analýzy bylo zjistit, jaké množství protoplastů je limitní pro zvýšení hladin 

fytohormonů nad limit detekce. Kromě toho měl tento experiment prokázat, zda-li různé množství 

protoplastů neovlivní jejich koncentrace po normalizaci dat (Obr. 10). Auxiny se celkově nacházely 

v nejvyšších koncentracích, oxIAA a oxIAA-GIc byly detekovány již při 10 000 protoplastech, a proto 

byly vybrány jako reprezentativní zástupci (Obr. 10A). U cytokininů, které jsou v rostlinách obecně 
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nižších hladinách, byl v nejvyšším množství detekován cZ a cZR, a proto bylo tito zástupci vybráni 

jako reprezentativní (Obr. 10B). 
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Obr. 10: Měření protoplastů po purifikaci pomocí u-SPE-PT. Jednotlivé počty protoplastů po přepočtu na 100 
tisíc protoplastů pro auxiny oxIAA a oxIAA-Glc (A), a pro cytokininy cZ a cZR (B). Plochy píků auxinů (C) a 
cytokininů (D) naměřených v různém počtu protoplastů. Plochy píků interních standardů auxinů (E) a 
cytokininů (F) naměřených v různém počtu protoplastů. Průměr + SD, n = 4. 

Z obou výsledků na Obr. 10A a B je patrné, že ani jeden z nich nevykazuje závislost 

koncentrace jednotlivých metabolitů na zvyšujícím se počtu protoplastů. Překvapivě, při vyšším 

množství protoplastů po normalizaci dat docházelo ke snižování koncentrace fytohormonů. Pouze 

u cZR byl tento tren opačný (Obr. 10B). U grafů znázorňující jednotlivé plochy píků vzorku (Obr. 10C 

a D) by měl být pozorován stoupající trend v závislosti na zvyšujícím se počtu protoplastů, což v jisté 
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míře vykazuje graf s cytokininovými metabolity cZ a cZR. Tento trend však u auxinů pozorován nebyl. 

U posledních dvou grafů (Obr. 10E a F) byly porovnávány plochy píků interních standardů, které by 

měly udržovat stálou hladinu s minimálním rozptylem směrodatných odchylek. Ani tento trend 

nebyl potvrzen. Z výše uvedených výsledků je zřejmé, že purifikace izolovaných protoplastů 

metodou U.-SPE-PT nebyla robustní a při nanášení většího objemu vzorku docházelo k vymývání 

analytů z SPE sorbentu. 

4.5 Optimalizace purifikačního protokolu DSPE 

Z důvodu nízké výtěžnosti jednotlivých metabolitů auxinů a cytokininů metodou U.-SPE-PT, byla 

pro extrakci auxinů a cytokininů provedena optimalizace purifikačního protokolu využívajícího 

extrakci na tuhé fázi s disperzní matricí, v rámci které byly optimalizovány jednotlivé parametry 

izolace k dosažení co největší návratnosti stanovovaných látek. 

Optimalizace DSPE metody byla provedena na protoplastech z mutantní linie J2812 

za využití faktoriálního návrhu experimentu. Optimalizovány byly následující parametry: množství 

sorbentu Oasis MCX a Oasis HLB, poměr ředění vzorku 5% kyselinou mravenčí v 10% methanolu, 

počet protoplastů, počet promývacích cyklů a koncentrace kyseliny mravenčí (Tab. 1). 

Pro znázornění výsledku této analýzy byla vypracována heatmapa (Obr. 11), která byla 

sestrojena na základě výsledku screeningu vlivu pěti parametrů DSPE v závislosti na velikosti plochy 

fytohormonů. Spolehlivost jednotlivých výsledků znázorňuje křížová validace (Příloha B). 
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Obr. 11: Screening vlivu pěti parametrů DSPE na velikost píku metabolitů auxinů a cytokininů v podobě 
heatmapy. Barva a její intenzita ukazuje velikost koeficientu lineárního modelu, na základě kterého byla 
predikována plocha píku. Červená barva značí přímou úměru, modrá barva nepřímou úměru a šedá barva 
znázorňuje parametr, který byl z modelu vyloučen, jelikož nevykazoval signifikantní efekt. Parametry byly 
testovány v rozmezí uvedeném v Tab 1. 
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Výsledky analýzy prokázaly, že největší vliv na výtěžnosti jednotlivých metabolitů mělo 

množství protoplastů. Navíc s jejich narůstajícím množství bylo dosaženo i vyšší výtěžnosti látek. 

Ostatní analyzované parametry neměly téměř žádný vliv na výtěžnost analyzovaných látek, což 

ukázalo velkou robustnost metody. Z tohoto důvodu byla metoda DSPE pro následující experimenty 

co nejvíce zjednodušena, bylo provedeno co nejmenší ředění vzorku (2:1), a použit pouze jeden 

promývací cyklus pomocí 0 ,5M kyseliny mravenčí. 

4.6 Aplikace optimalizované metody na další buněčné linie 

Vyvinutá a optimalizovaná metodika kombinující třídění protoplastů pomocí FACS s izolací 

fytohormonů protokolem DSPE byla aplikována na tři mutantní linie A. thaliana: J2812, J2501 

aJ0571. U všech byly následně měřeny koncentrace jednotlivých metabolitů auxinů a cytokininů 

pomocí LC-MS/MS. Jelikož každá linie exprimuje GFP v rozdílných typech buněk, záměrem této části 

bylo sledovat poměr metabolických profilů mezi buněčnými typy značenými GFP a zbytkem kořenů 

(protoplasty GFP-) (Obr. 12 a 13). 
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Obr. 12: Poměr auxinových metabolitů v GFP+ populaci při porovnání s GFP- populací u mutantních linií J2812 
(epidermis) (A), J0571 (pericykl a kortex) (B) a J2501 (stéla) (C). Průměr + SD, n = 3. 
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Nejvyšší hladiny auxinů byly naměřeny v GFP+ populaci mutantní linie J0571 (pericykl a kortex), 

kdy nejvyšších hladin dosahovaly oxIAA-Glc (6,27 ± 0,65 pmol/50 000 protoplastů), oxIAA-Glu (3,70 

± 0,42 pmol/50 000 protoplastů) a oxIAA (2,47 ± 0,84 pmol/50 000 protoplastů) (Příloha D). Zároveň 

i poměr GFP+/GFP- populaci dosahoval 4-8x vyšších hladin (Obr. 12B). Kdežto nejnižší hladiny auxinů 

byly naměřeny v GFP+ u mutantní linie J2501 (stéla), u které nebyl detekován lAA-Asp a lAA-Glu 

(Příloha D). Hladiny metabolitů byly u této linie nižší v pozitivní populaci ve srovnání se zbytkem 

kořene s výjimkou IAA (Obr. 12C). U poslední linie J2812 (epidermis) byly oproti dvěma zmíněným 

liniím naměřeny obdobné hodnoty pro obě populace (Obr. 12A). Zajímavostí je, že byla u této linie 

v případě GFP+ naměřena nejvyšší koncentrace lAA-Asp (Příloha D). 
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Obr. 13: Poměr cytokininových metabolitů v GFP+ populaci při porovnání s GFP- populací u mutantních linií 
J2812 (epidermis) (A), J0571 (pericykl a kortex) (B) a J2501 (stéla) (C). Průměr + SD, n = 3. 
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Podobně jako v případě auxinů, byly nejvyšší hladiny cytokininů naměřeny právě v mutantní 

linie J0571 (pericykl a kortex), kde nejvyšší hladiny byly naměřeny u cZRMP (13,33 ± 

0,72 fmol/50 000 protoplastů), iP7G (8,798 ± 0,14 fmol/50 000 protoplastů) a cZOG (4,352 ± 

0,60fmol/50 000 protoplastů), který byl detekován pouze u této linie (Příloha E). Kromě toho se 

podařilo právě u této linie detekovat nejvyšší počet metabolitů (celkem 13) a poměr GFP+/GFP-

dosahoval až 6x vyšších hladin (Obr. 13B). Stejně tak jako u auxinů byly u mutantní linie J2501 (stéla) 

naměřeny nejnižší hladiny v GFP+ populaci, ve které nebyl detekován cZOG, řZOG a cZ9G (Příloha E) 

a poměr GFP+/GFP- zde dosahoval nejnižších hladin (Obr. 13C). U mutantní linie J2812 (epidermis) 

sice byly v rámci poměru GFP+/GFP- naměřeny průměrné hladiny pro obě populace (Obr. 13A), 

avšak v případě GFP+ bylo u této linie naměřeno poměrně větší množství metabolitů vykazující 

nejvyšší koncentrace. Patří mezi ně iP (0,637 ± 0,85 fmol/50 000 protoplastů), cZ (0,470 ± 

0,05 fmol/50 000 protoplastů), DHZ (0,141 ± 0 fmol/50 000 protoplastů), ÍP9G (0,0552 ± 0,04 

fmol/50 000 protoplastů) a DHZ9G (0,141 ± 0 fmol/50 000 protoplastů) (Příloha E). 
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5 DISKUZE 
Auxiny a cytokininy významně ovlivňují růst a vývoj rostliny a patří tak mezi jedny z nejdůležitějších 

rostlinných hormonů. Cílem této diplomové práce byla optimalizace metod pro izolaci protoplastů 

s následnou izolací auxinů a cytokininů a měřením jejich metabolických profilů v kořenové špičce 

mutantních linií A. thaliana. 

V experimentální části byla provedena izolace protoplastů z osmidenních rostlin několika 

mutantních linií A. thaliana podle publikovaných protokolů využívajících fluorescenčně aktivované 

třídění buněk (Petersson et al., 2009; Antoniadi et al., 2015). Předmětem zájmu byly mutantní linie 

J2812, pWOL:GFP, M0028 a pSCR:GFP, které byly použity i ve výše zmíněných pracích. Ale jelikož 

mutantní linie pSCR:GFP vykazovala malou míru klíčivosti, pravděpodobně v důsledku stáří semínek, 

a další dvě linie pWOL:GFP a M0028 vykazovaly nízkou intenzitu fluorescence (Obr. 7), kterou nebylo 

schopné odlišit od pozadí při třídění protoplastů, musely být použity náhradní linie. Podle práce 

Petersson et al. (2009) byly na základě kolokalizace signálu GFP ve stejné kořenové vrstvě vybrány 

J2501 (místo pWOLGFP) aJ0571 (místo pSCR:GFP). A jelikož za mutantní linii M0028 nebylo možné 

použít náhradní linii, která by exprimovala GFP ve stejném místě, byla tato část kořene vynechána. 

V prvním kroku byla optimalizována doba centrifugace za účelem získání co největšího 

počtu izolovaných protoplastů. Byly použity čtyři různé časy centrifugace (2, 5, 7 a 10 minut) 

a porovnána výtěžnost protoplastů v peletu (Obr. 8). Na základě výsledků byla ideální doba 

centrifugace zvolena 5 minut, při kterých již byl naměřen dostatečný počet protoplastů v peletu 

v poměru k celkovému počtu částic. Vyšší doba centrifugace nebyla vybrána v důsledku možného 

poškození protoplastů. 

Izolované protoplasty byly poté podrobeny třídění pomocí metody FACS, kdy byly 

protoplasty nejprve rozděleny na základě své velikosti (parametr FSC) a granulocyty (SSC) (Obr. 9A). 

Na základě tohoto rozdělení byla buněčná populace dále roztříděna na GFP+ a GFP- populaci pomocí 

emise jejich fluorescence po excitaci modrým laserem (488 nm) (Obr. 9D). K odlišení mrtvých 

protoplastů od živých byl ke vzorkům přidán propidium jodid, který není schopen pronikat do živých 

a neporušených protoplastů, v důsledku nízké permeability plazmatické membrány (Doležel, 2007). 

Jeho emise byla sledována po excitaci žluto-zeleným laserem (561 nm). Po zobrazení populace 

mrtvých protoplastů do grafu FSC vs. SSC (Obr. 9A) se prokázalo, že mrtvé protoplasty vykazují vyšší 

granulocytu a nejsou tedy tříděny společně GFP populacemi. 

Pro následnou fytohormonální analýzu byl použit již vyvinutý přístup kombinující FACS s LC-

MS/MS, který byl se stejným záměrem použit i v předešlých pracích (Petersson et al., 2009; Pěnčík 

et al., 2013; Antoniadi et al., 2015). Avšak velmi nízké koncentrace auxinů a ještě nižší koncentrace 

cytokininů činí jejich kvantifikaci na buněčné úrovni velice náročnou (Novák et al., 2017). V důsledku 
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toho je nezbytné použít vysoce účinnou purifikační metodu zajišťující odsolení, přečištění 

a obohacení před samotnou LC-MS/MS analýzou (Rappsilber et al., 2003; Ishihama et al., 2006). 

K izolaci auxinů a jejich metabolitů se běžně používají polymerní reverzní fáze (např. Oasis HLB; 

Novák etal., 2012), polymernífáze se smíšeným principem záchytu (Oasis MAX a Oasis MCX) (Backle 

et al., 2012, Jikumaru et al., 2013). Pro účinnou separaci cytokininů je možné využít smíšený režim 

s reverzní fází a iontoměničovou extrakcí (Fu et al., 2011; Tarkowská et al., 2014). 

Pro purifikaci auxinů a cytokininů z protoplastů kořenové špičky A. thaliana byla dříve 

využita metoda u.-SPE-PTza použití tří typů sorbentů: Cation-SR Empore™, SDB-XC Empore™ a C18 

Empore™ (Pěnčík et al., 2013, Antoniadi et al. , 2015). Z toho důvodu byla tato purifikační metoda 

testována a validována na různém množství protoplastů (10 000,20 000,50 000 a 100 000). V shodě 

s předchozími publikovanými výsledky patřil mezi hlavní metabolity vyskytující se v kořenové špičce 

oxIAA (Pěnčík et al., 2013). Nově byl kvantifikován ve vysokých hladinách i oxIAA-Glc (Obr. 10), 

zatímco ostatní konjugáty IAA byly detekovány v menší míře (Pěnčík et al., 2013). Podobně jako 

u Antoniadi et al. (2015) byl z cytokininových metabolitů nalezen v kořenové špičce nejvyšší obsah 

iP a cZ. Nicméně koncentrace auxinů a cytokininů normalizované na 100 000 protoplastů se měnily 

na základě množství aplikovaných protoplastů, kdy s jejich vyšším počtem klesalo detekováno 

množství fytohormonů (Obr. 10A, B). Vzestupný trend měl být rovněž zaznamenán po přepočtu 

plochy píku analytů v závislosti na množství protoplastů (Obr. 10C, D), což se částečně prokázáno 

u cytokininových metabolitů, ale u auxinových metabolitů nikoliv. Kvalidaci U.-SPE-PT metody byly 

rovněž porovnávány plochy píků interních standardů (Obr. 10E, F), které měly vykazovat podobné 

hladiny s nízkým rozptylem směrodatných odchylek. Tento výsledek nebyl prokázán ani u jednoho 

sledovaného internho standardu. Na základě výše uvedených výsledků bylo prokázáno, že tato 

metoda U.-SPE-PT není v kombinaci s FACS robustní. Pravděpodobně dochází k vymývání analytů 

z SPE sorbentu, což může být způsobeno vysokým obsahem solí pocházejících z FACS pufru či malou 

kapacitou StageTips sorbentu zapříčiněnou velkým objemem vzorku. 

Z toho důvodu byla pro purifikaci vzorků tříděných buněk vybrána metoda DSPE (Petřík et 

al., nepublikováno), která byla optimalizována pomocí faktoriálního návrhu experimentu (Ferreira 

et al., 2017). Bylo optimalizováno pět různých parametrů a testován jejich vliv na velikost 

chromatografického píku jednotlivých metabolitů (Obr. 11). Zásadní vliv na výslednou analýzu mělo 

množství protoplastů, kdy se stoupajícím množstvím se zvyšovala plocha píku, což je v souladu 

s očekáváním na rozdíl od purifikace metodu U.-SPE-PT (Obr. 10). Ostatní parametry měly na výsledky 

optimalizace metody DSPE minimální vliv, a proto byly použita nejjednodušší a nejrychlejší varianta 

purifikace (ředění vzorku 5% kyselinou mravenčí v 10% methanolu v poměru 2:1 a jeden promývací 

cyklus 0 ,5M kyselinou mravenčí). Tyto optimalizované parametry DSPE protokolu prokazují dobrou 

robustnost metody i pro vetší množství protoplastů nebo různé podmínky (množství solí 
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pocházejících z FACS pufru, velký objem vzorků apod.). Kombinace FACS, DSPE a LC-MS/MS společně 

s mutantními linie, které obsahují rozdílně značené typy buněk pomocí GFP v rámci kořenové špičky 

(např. v této práci použité J2812 - epidermis,, J0571 - pericykl a kortex a J2501 - stéla), by měla 

umožnit vytvoření podrobné mapy distribuce nejen auxinů a cytokininů a jejich specifických 

metabolitů. 

Přestože většina rostlinných pletiv vykazuje určitou schopnost biosyntézy IAA, syntéza 

auxinu se odehrává převážně v mladých, vyvíjejících se tkáních, jako jsou apikální části kořenů a báze 

vyvíjejících se listů (Ljung et al. , 2001). Mapu distribuce IAA v kořenové špičce A. thaliana, jež 

publikovala ve své práci Petersson et al. (2009), byla vytvořena pomocí 14 různých linií exprimující 

GFP v odlišných buněčných typech. Výsledky ukázaly místa s vysokou mírou syntézy v kořenové 

špičce a prokázaly přítomnost koncentračního gradientu IAA s výrazným maximem v QC kořenové 

špičky. Zatímco kůra, endodermis a apikální část stély obsahovala dvakrát více IAA než okolní tkáň, 

v kolumele a epidermis byly naměřeny koncentrace IAA nižší. Pozdější práce (Pěnčík et al., 2013) 

se zabývala analýzou katabolických změn IAA za pomocí pěti mutantních linií, kdy byl stanoven 

poměr koncentrace IAA a oxIAA. Výsledky této analýzy prokázaly, že mutantní linie pSCR:GFP 

a M0028:GFP vykazují v porovnání s mutantními liniemi J2812 a pWOL:GFP vyšší rychlost 

katabolismu IAA a nejvyšší poměr GFP+/GFP- byl naměřen u linie M0028:GFP. Stejné mutantní linie 

byly využity i v publikaci Antoniadi et al. (2015) pro analýzu cytokininových metabolitů. A stejně jako 

v případě auxinů ve výše uvedených pracích byly nejvyšší hladiny cytokininů naměřeny u mutantních 

liniích M0028 a pSCR:GFP. 

Poslední část této práce byla věnována aplikaci optimalizované metody pro izolaci a třídění 

protoplastů na mutantní linie J2501, J2812 a J0571. Výsledky analýzy auxinů prokázaly nejvyšší 

výtěžnost metabolitů v GFP+ u linie J0571, u které byly naměřeny nejvyšší hladiny oxIAA-Glc, oxIAA-

Glu a ox-IAA (Příloha D). Naopak nejnižší hladiny auxinů byly naměřeny v populaci GFP+ u linie J2501. 

Ve srovnání s prací Pěnčík et al. (2013) bylo v této analýze dosaženo v rámci poměru GFP+/GFP-

u IAA a oxIAA velmi podobných nebo vyšších hodnot. Zatímco hodnoty u linií J2812 a J2501 

(v publikaci použita J2812 a pWOL:GFP) vykazovaly téměř stejné hladiny, s výjimkou linie J2812, 

u které nebylo IAA detekováno, linie J0571 dosahovaly téměř až 6x vyšších hladin (v publikaci 

pSCR:GFP), přestože byly naměřeny z polovičního množství protoplastů (50 000) ve srovnání s výše 

uvedenou prací (100 000). Přestože v publikaci Petersson et al., 2009 byla analyzována pouze IAA, 

která byla použita k sestavení distribuční mapy v kořenové špičce u 14 různých mutantních linií, 

výsledky obou analýz prokázaly, že vysoké koncentrace IAA se vyskytují v oblasti kortexu 

a endodermis (J0571) a naopak nejnižší v oblasti epidermis (J2812) (Obr. 12A, C). 
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A IAA lAA-Glu lAA-Asp 

lAA-Glc < 
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1 1 
oxIAA-Glc oxIAA oxIAA-Glu oxIAA-Asp 

Obr. 14: Gradientova mapa auxinových (A) a cytokininových (B) metabolitů v kořenové špičce A. thaliana, 
keteré byly měřeny ve třech mutantních liniích J2812 (epidermis), J0571 (pericykl a kortex) a J2501 (stéla). 
Barevná škála ukazuje poměr GFP+/GFP- populace, kde hodnota 1.0 je rovna pozadí; n.d.- nedetekováno. 
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Na základě zjištěných výsledků (Obr. 12) byla konstruována distribuční mapa auxinových 

metabolitů (Obr. 14A), která potvrzuje dříve nalezený gradient IAA a oxIAA v kořenové špičce 

(Petersson et al., 2009; Pěnčík et al., 2013). Navíc byly sestrojeny mapy pro aminokyselinové 

konjugáty IAA a oxIAA, které ukazují maxima v kortex a epidermis, zatímco nebyly detekovány ve 

stéle. Podobný gradient byl pozorován také u oxIAA-GIc. 

Analýza cytokininů prokázala ve srovnání s auxiny velmi podobné výsledky. U mutantní linie 

J0571 bylo naměřeno nejvíce metabolitů (13) (Obr. 13B) s nejvyšší koncentrační úrovní u cZRMP, 

cZOG, iP7G (Příloha E). Ve srovnání s ostatními liniemi dosahoval také poměr GFP+/GFP- až 6x 

vyšších hladin. Oproti uvedeným liniím bylo u J2812 naměřeno pět metabolitů vykazující nejvyšší 

koncentrace. V rámci srovnání naměřených hladin s výsledky uvedenými v publikaci Antoniadi et al. 

(2015), ve které bylo naměřeno celkem 15 cytokininových metabolitů ze 100 000 protoplastů, sice 

bylo dosaženo menšího počtu detekovaných metabolitů, avšak hladiny poměru GFP+/GFP- byly 

ve většině případech až několika násobně větší ve všech typech mutantních linií za použiti 

polovičního množství protoplastů. Hladiny cytokinových metabolitů se zde pohybovaly v celkovém 

rozmezí 0,3-10 fmol/100 000 protoplastů, zatímco u nově optimalizované metody se jednotlivé 

metabolity pohybovaly v koncentračním rozmezí 0,02-13,3 fmol/50 000 protoplastů. Přestože 

se touto metodou ve srovnání s uvedenou publikací nepovedl detekovat řZ, iPRMP, iPR, iP7G a řZ9G, 

byl namísto toho detekován DHZ, DHZ9G a tZ7G. Naopak obě práce potvrdily, že v oblasti stély 

(pWOL:GFP a J2501) je koncentrace O-glukosidů (řZOG a cZOG) nulová. Překvapivé je, že linie 

pSCR:GFP použitá ve zmiňované práci, jejíž buněčné typy v kořenové špičce by měly kolokalizovat 

s mutantní linií J0571, vykazovala ve srovnání s mutantními liniemi pWOL:GFP a J2812 menší hladiny 

v poměru GFP+/GFP-. 

Gradientova mapa kořenové špičky byla sestrojena také pro cZ a jeho metabolity (Obr. 14B). 

Nicméně, jelikož se nepodařilo detekovat kompletní metabolické profily pro ostatní cytokininy, 

nebyla pro ně tato mapa vytvořena (Obr. 13; Příloha E). Zatímco cl, cZR a cZ7G byly detekovány ve 

všech třech kořenových vrstvách, cZRMP byl detekován pouze ve stéle, cZ9G v epidermis a cZOG 

v kortexu. 

Uvedená srovnání dokazují, že optimalizované metoda je dostatečně robustní. Do budoucna 

by měla být schopna poskytnout podrobnější informace o jednotlivých metabolitech v kořenové 

špičce, které mohou být nápomocné k hlubšímu pochopení metabolických drah fytohormonů. 
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6 ZÁVĚR 

Předložená diplomová práce byla věnována optimalizaci metod pro izolaci jednotlivých protoplastů 

a následnou purifikaci fytohormonů z kořenové špičky mutantních linií A. thaliana s rozdílně 

fluorescenčně značenými typy buněk. 

Prvotní cíl se týkal ověření jednotlivých mutantních linií A. thaliana (J2812, pWOL:GFP„ 

M0028, J2501 a J0571) pod konfokálním mikroskopem. Byla kontrolována intenzita 

a předpokládané místo exprese GFP, na základě čehož byly pro další experimenty spojené s analýzou 

fytohormonů vybrány mutantní linie J2812, J2501 a J0571. 

V dalším kroku byla optimalizována metoda pro izolaci protoplastů, v rámci které byla 

na mutantní linii pWOLGFP testována doba centrifugace. Jako ideální doba centrifugace se ukázalo 

pět minut, které byly používány v dalších experimentech. Tato optimalizovaná metoda byla použita 

pro třídění protoplastů z kořenové špičky A. thaliana pomocí přístroje FACS. 

Z důvodu nízké návratnosti jednotlivých auxinových a cytokininových metabolitů zavedenou 

purifikační metodou U.-SPE-PT, byla provedena optimalizace purifikačního protokolu metodou DSPE, 

v rámci které bylo testováno pět parametrů. Na základě toho bylo prokázáno, že největší vliv 

na výtěžnost metabolitů má počet protoplastů a ostatní parametry potvrdily vysokou robustnost 

metody. 

Optimalizovaná metoda pro izolaci protoplastů a purifikaci fytohormonů pak byla použita 

na mutantní linie J2501, J2812 a J0571, jejichž rozdílně značené typy buněk pomocí GFP by mohly 

vést k lepšímu porozumění jednotlivých metabolických drah auxinů a cytokininů. 

Na tuto problematiku bylo vypracováno již několik publikací, avšak tato práce v důsledku 

současného velkého rozvoje purifikačních a analytických metod disponuje detailnějšími 

informacemi o jednotlivých metabolitech v kořenové špičce. V této diplomové práci bylo také 

dosaženo i nových poznatků týkající se izolace protoplastů a také následné purifikace fytohormonů, 

které mohou být využity pro další experimenty. K hlubšímu pochopení metabolických drah 

fytohormonů a získání kompletní mapy distribuce auxinových a cytokininových metabolitů 

navrhujeme analýzu dalších mutantních linií, než které byly použity v této práci. 
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8 PŘÍLOHY 

Př í loha A: Faktoriální návrh experimentu použitého k optimalizaci metody DSPE pomocí pěti 
faktorů. 

Vzorky A B c D E 

1 - 1 - 1 - 1 1 1 

2 - 1 - 1 1 1 - 1 

3 - 1 1 - 1 - 1 1 

4 -1 1 1 -1 -1 

5 1 -1 -1 -1 -1 

6 1 -1 1 -1 1 

7 1 1 - 1 1 -1 

8 1 1 1 1 1 

9 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 0 

Blank 1 0 0 0 0 0 

Blank 2 0 0 0 0 0 

Blank 3 0 0 0 0 0 
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Př í loha B: Křížová validace znázorňující spolehlivost optimalizace parametrů DSPE metody pomocí 
faktoriálního designu experimentu. Pro každý metabolit by spočítán koeficient determinace (R2), 
který vykazuje vyšší míru spolehlivosti, čím více se blíží k hodnotě jedna. Adjustovaný koeficient 
determinace (Q2) ukazuje spolehlivý výsledek, pokud se neiší hodnoty R2 o více než 0,3. 
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Př í loha C: Porovnání vzoru exprese v kořenové špičce u tří GFP linií A thaliana použ i t ých v 

té to studii na základě snímků z konfokálního mikroskopu (Petersson etal., 2009) . 

J2501 J2812 J0571 
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Př í loha D: Endogenní hladiny IAA (pmol/50 000 protoplastů) a příslušných metabolitů získaných 
z LC-MS/MS analýzy tří mutantních linií (J2812, J0571 a J2501). Schéma auxinového metabolismu 
vychází z Obr. 3, Průměr ± SD, n = 3. 
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Př í loha E: Endogenní hladiny cytokininů (fmol/50 000 protoplastů) získaných z LC-MS/MS analýzy 
tří mutantních linií [12812,10571 a 12501). Průměr ± SD, n = 3. 
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Př í loha E ( p o k r a č o v á n í ) : Endogenní hladiny cytokininů (fmol/50 000 protoplastů) získaných z LC-
MS/MS analýzy tří mutantních linií (J2812, J0571 a J2501). Průměr ± SD, n = 3. 
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