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CIiLE PRACE

Cilem prace bylo stanoveni profilli rostlinnych hormonii béhem vyvojovych stadii
rostliny husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) se zaméfenim na optimalizaci dil¢ich
krokt extrakce a purifikace v malém mnozstvi rostlinného pletiva (<10 mg cerstvé

hmoty).

V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana reSerSe zaméfena na problematiku:
- uvod do problematiky fytohormond,

- biosyntéza a metabolismus vybranych skupin fytohormont,

- metody izolace rostlinnych hormont,

- metody cileného profilovani rostlinnych hormont.

V experimentalni ¢asti byly realizovany experimenty zaméfené na studium:

- péstovani a sbér rostlinného materialu v riznych vyvojovych stadiich,

- optimalizace extrakce a krokt izolace vybranych fytohormonalnich skupin,

- stanoveni celkového profilu rostlinnych hormont v Arabidopsis thaliana pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie,

- vyhodnoceni namétenych dat a jejich diskuze se soucasnou literaturou.



1 UVOD

Fytohormony jsou nizkomolekularni latky s biologickou aktivitou vyskytujici se u rostlin.
S ptsobenim fytohormona se setkavame jak u dlouhodobé regulace rastu rostlin,
tak u okamzité reakce na aktualni podnéty z okoli. Pusobeni fytohormont je mnohdy
provéazané a vysledny efekt je tak odrazem ucinku vice nez jednoho z nich. Jedna se tedy
o velmi slozitou sit’ rozlicnych hormonalnich signalnich drah, jejiz pochopeni vyzaduje
zapojeni modernich védeckych piistupti a metod.

Analytické stanoveni téchto signélnich latek znaéné komplikuje jejich vyskyt
Vv pletivech ve velmi nizkych koncentracich. Pii soubézném stanovovani vice cilovych
latek se pak mizeme setkat také s vyrazné€ rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
vybranych analyti. Z tohoto divodu je nalezeni idealnich podminek extrakce
kompromisem mezi vybérem vhodného extrakéniho ¢inidla pro zisk co nejvétsiho
mnozstvi analytli a snizenim obsahu balastnich latek. V izola¢nim kroku je pak nutné
zvolit vhodny postup k oddéleni cilovych latek od latek rusicich stanoveni pfi dosazeni
maximalni névratnosti analyta.

Pro izolaci fytohormond miuze byt pouzita napiiklad extrakce kapalina-kapalina,
Vv této praci vSak byla pouZita metoda extrakce na tuhé fazi (SPE) a jeji miniaturizace
do podoby $picek pipet plnénych sorbentem (uSPE-PT). Samotna kvantifikace pak byva
provedena nejcastéji pomoci chromatografickych metod v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii, v naSem ptipadé¢ byla pouzita ultra rychla kapalinova chromatografie
propojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Jak je ukdzano na zavér této prace, diky nové vyvinutym a optimalizovanym
metodikam jsme schopni monitorovat homeostazi fytohormoni v malém mnoZzstvi
rostlinného pletiva (<10 mg ¢. h.) béhem vyvojovych stadii rostlin. Profilovani
rostlinnych hormonti spole¢né s dalsimi molekularné-biologickymi a biochemickymi

vysledky nam pomaha pochopit procesy tidici rast a vyvoj rostlin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou chemické latky vyskytujici se v rostlinach,
které zajist'uji chemicky pfenos informace mezi buiikami. Jedna se o nékolik skupin latek
vyznacujicich se biologickou aktivitou, které ovliviuji fyziologické procesy v rostling.
Nejcastéji se setkavame s rozdélenim na skupinu rostlinnych hormoni a latek, které jsou
svymi vlastnostmi rostlinnym hormoniim piibuzné: auxiny, cytokininy, gibereliny,
ethylen, Kkyselinu abscisovou, brasinosteroidy, jasmonaty, kyselinu salicylovou,
polyaminy a signalni peptidy (Davies, 2010). V jednotlivych skupinach pak mizeme
nalézt latky s podobnou biologickou aktivitou ipfes rozdilnou chemickou povahu
jednotlivych zéastupc.

Kvyvolani fyziologické odezvy dochazi jiz pfi velmi nizkych koncentracich
fytohormont. Citlivost na Grovni jednotlivych pletiv je dana mnoZstvim receptort
citlivych na dany fytohormon. Napf. membranové receptory zprostredkovavaji prenos
hormonalni mimobunééné informace do vnitiniho prostfedi bunky, kde je pfislusna
biologickd odpovéd vyvoldna pomoci tzv. druhych posli a dalSich slozek signdlni
kaskady. Nekteré fytohormony mohou také pronikat do cytoplasmy, kde se vazi
na cytoplasmatické receptory, ¢imz mizou zménit napiiklad expresi nékterych gent

(Prochazka et al., 1998).

(X oo
OH COOH

Obr. 1 Strukturni vzorce vybranych zastupct fytohormond (Kys. indol-3-yloctova, IAA;
trans-zeatin, tZ; kys. abscisova, ABA; kys. salicylova, SA; kys. jasmonova, JA).
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2.2 Auxiny

Auxiny, pojmenované¢ podle feckého slova ,auxein“ vyjadiujiciho prodluzovani,
byly poprvé izolovany jiz v roce 1933 (Kogl, 1933). Ten pojmenoval tyto slouceniny jako
auxin a a auxin b. O rok pozdéji pak objevil také kyselinu indol-3-yloctovou (1AA,
Obr. 1), kdyz ji izoloval z lidské moc¢i (Kogl et al., 1934). Avsak az do roku 1941,
kdy byla izolovana z vyssich rostlin (Haagen-Smit et al., 1941) nebyla IAA uznavéana
za ptirozeny rostlinny hormon. Dnes jiz zndme mnozstvi latek fazenych mezi auxiny
zahrnujici jak pfirozené, tak synteticky pfipravené molekuly. Kromé jiz zminéné IAA
muzeme tedy vrostliné nalézt kyselinu indol-3-ylmaselnou (IBA), kyselinu
4-chlorindol-3-yloctovou nebo kyselinu fenyloctovou (PAA). Ze syntetickych auxint
bychom mohli jmenovat kyselinu 2,4-dichlorfenoxyoctovou nebo kyselinu
naftalen-2-octovou (Davies, 2010).

Nejvyznamnéj$im auxinem rostlin je IAA. Dale se v rostlindch vyskytuje mnoho
dalsich indolovych sloucenin s auxinovou aktivitou, z nichz nékteré jsou metabolicky
spojeny s IAA (Prochazka et al., 1998). Aktivita auxint v rostlin¢ je kontrolovana jejich
biosyntézou, konjugaci, degradaci a aktivnim transportem (Korasick etal., 2013).
Svou roli nachazeji auxiny v regulaci mnoha fyziologickych procest. Vlivem auxint
napiiklad dochazi ke stimulaci bunééného ristu a déleni, podporuji také vétveni kotend.
Nepostradatelny ucinek maji pti gravitropismu a fototropismu. Dale oddaluji senescenci

a potlacuji rust lateralnich pupenu (Davies, 2010).

2.2.1 Biosyntéza

Biosyntéza de novo probiha v rostlinach dvéma zakladnimi zptisoby. Dominantnim
je syntéza z tryptofanu, ktera mtze probihat ¢tyfmi riznymi biosyntetickymi drahami
pojmenovanymi podle jejich prvnich meziproduktd (Obr. 2, str. 12): (1) indol-3-
ylacetaldoxim (IAOx), (2) indol-3-ylacetamid (IAM), (3) indol-3-ylpyrohroznova
kyselina (IPyA) a (4) tryptamin (Tra) (Andrew a Bartel, 2005). Primarni biosyntetickou
drahou je ta vedouci pies IPyA (3), kdy dochazi pomoci tryptofan aminotransferasy
K pfenosu aminoskupiny na pyruvat nebo a-ketoglutarat. Vznikla IPyA podléha reakci
katalyzované flavinovou monooxygenasou za vzniku IAA (Zhao, 2018). V dalsi
biosyntetické¢ draze (4) dochézi pusobenim tryptofan dekarboxylasy na tryptofan
ke vzniku tryptaminu. Ten je nasledné dale pfeménén na indol-3-ylacetaldehyd (IAD)

anasledn¢ na IAA. Biosynteticka draha vedouci pfes IAOx (1) zacina jeho tvorbou
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z tryptofanu pomoci cytochrom P450 monooxygenasy 79B2/B3. Dale dochazi
za katylyzy cytochromem P450 monooxygenasou 71A13 ke vzniku indol-3-
ylacetonitrilu (IAN), ktery je dale pomoci nitrilas pfeménén na IAA. IAOx muze byt také
pfeménén na indol-3-ylacetamid (IAM) (Sugawara et al., 2009; Malka a Cheng, 2017).
IAM (2) je na IAA pfeménovana pomoci amidasy 1 (Pollmann et al., 2006). Enzym
zajistujici pfeménu tryptofanu na IAM nebyl u rostlin nalezen (Malka a Cheng, 2017).

Byla také popsana biosyntéza IAA pomoci na tryptofanu nezavislé drahy
z indol-3-ylglycerol fosfatu (Normanly et al., 1993). Pfeména indol-3-ylglycerol fosfatu
na indol je katalyzovana indol synthasou (Zhang et al., 2008; Malka a Cheng, 2017).
Dalsi kroky této biosyntetické¢ drahy vSak dosud nejsou popsany. NejvyznamnéjSimi
misty syntézy jsou mladé listy, kde je nejvyssi biosynteticka kapacita (Ljung et al., 2001),
dale dochazi k syntéze také ve vyvijejicich se semenech a vzrostnych vrcholech stonku
(Davies, 2010).

COOH

Tr
P NH,

CY@ tryptofan dekarboxylasa

IAOx
N OH
tryptofan aminotransferasa
COOH

1AM O
CYP71A13
NHy PyA
\
/ flavinova monooxygenasa
I CN
amidasa 1 C[g\
nltrllasy
IAAsp (0]
/ COOH
oxIAA N[
[ \, M CcooH
(e} N
COOH H
IAGIu f
COOH

Obr. 2 Schéma biosyntézy a vybranych metabolickych drah IAA (tryptofan, Trp; tryptamin, Tra;
indol-3-ylacetaldehyd, IAD; kyselina indol-3-ylpyrohroznova, IPyA; indol-3-ylacetamid,
IAM; indol-3-ylacetaldoxim, IAOX; indol-3-ylacetonitril, IAN; kyselina indol-3-yloctova,
IAA; indol-3-ylacetylaspartat, IAAsp; indol-3-ylacetylglutamat, 1AGIlu; 2-oxindol-3-
yloctova kyselina, oxIAA; cytochrom P450 monooxygenasa, CYP79B2/B3; cytochrom
P450 monooxygenasa, CYP71A13) (dle Malka a Cheng, 2017).
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2.2.2 Metabolismus

Pro udrzeni vnitini fyziologické rovnovahy je nutné piipadné nadbytecné mnoZzstvi
hormonu odstranit. Mtze se tak dit nevratnou degradaci nebo konjugaci, pii které vznikaji
neaktivni formy dan¢ho hormonu.

U auxini muze ke konjugaci dochazet tvorbou esterové vazby se sacharidy
nebo amidové vazby s aminokyselinami, pfipadné peptidy a proteiny (Ludwig-Miiller,
2011). V ramci druhd se pievazujici konjugaty 1isi, naptiklad u kukufiénych zrn je IAA
konjugovana hlavné se sacharidy (Bandurskietal.,, 1995), zatimco u husenicku
(Arabidopsis thaliana) dochazi ke konjugaci prevazné s aminokyselinami (Bajguz
a Piotrowska, 2009). V pfipadé potieby mohou byt nékteré konjugaty rozlozeny
hydrolytickymi enzymy zpét na aktivni formu. Piikladem vzniku ireverzibilnich
konjugatt mize byt tvorba vazby IAA sKkyselinou asparagovou (IAASp)
nebo glutamovou (IAGIu) (Obr. 2). Tyto konjugaty neni mozné rozlozit zpét a vedou tak
k degradaci stejné tak jako oxidace samotné molekuly IAA na kyselinu
2-oxindol-3-yloctovou (oxIAA) (Ljung et al., 2002).

2.3 Cytokininy

Prvnim izolovanym cytokininem (CK) se v roce 1955 stal kinetin (Miller et al., 1955),
ktery byl pozd¢ji identifikovan v kokosové vodé (Ge et al., 2005). O 8 let pozdéji byl
pak izolovan z kukufice seté prvni pfirozeny cytokinin, trans-zeatin (tZ, Obr. 1) (Letham,
1963). V prubéhu let bylo po objeveni dalSich cytokinini zjisténo, Ze se jedna
0 N6 substituované adeniny. Substituent muze byt povahy isoprenoidni, pak jde
0 isoprenoidni cytokininy, nebo aromatické, kdy mluvime o aromatickych cytokininech.
V ptfipadé nemodifikovaného isoprenoidniho postranniho fetézce se jedna
0 isopentenylovy typ, pokud je v§ak postranni fetézec hydroxylovan na koncovém uhliku,
jde o zeatinovy typ (Takei et al., 2004). Specifickou skupinu tvofi syntetické cytokininy,
které mohou vykazovat cytokininovou aktivitu, ale pfirozené se v rostlinach nevyskytuji
(Mok a Mok, 2001).

Vyznamnymi zastupci isoprenoidnich cytokinini jsou tZ se systematickym nazvem
6-(4-hydroxy-3-methylbut-trans-2-enyl)aminopurin  a  N6-isopentenyladenin  (iP),
systematicky N-(3-Methylbut-2-enyl)-7H-purin-6-amin. Z aromatickych cytokinint
mizeme jmenovat napiiklad N6-benzyladenin nebo N6-furfuryladenin (kinetin). Dalsi
skupinou cytokininti jsou derivaty modifikované na pozici C2 methylthio skupinou

(2MeSCKs). Prikladem syntetickych derivatt jsou slou¢eniny mocoviny a thiomocoviny,
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napf. thidiazuron (systematicky N-fenyl-N'-1,2,3-thidiazol-5-yl mocovina) (Feng et al.,
2017).

V rostlindch dochazi vlivem pfitomnosti cytokinini k déleni bun€k, zveétSovani listt
a oddaleni senescence, iniciuji také rist nadzemni ¢asti rostliny. Stimuluji také rust
lateralnich kotent, ¢imz plsobi antagonicky k auxinim. U nékterych druhti dochazi

vlivem cytokinint k otevirani priducht (Davies, 2010).

2.3.1 Biosyntéza
Pro syntézu isoprenoidnich cytokinini jsou v rostlin€ vyuzivany dvé biosyntetické drahy.
Prvni drédha je zalozena na isopentenylaci adenosintrifosfatu nebo adenosindifosfatu
pomoci dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) (Obr. 3, str. 15). Tato reakce katalyzovana
enzymem adenosin isopentenyltransferasou (IPT) vede k produkci
isopentenyladenosin-5'-trifosfatu ~ (iPRTP) nebo isopentenyladenosin-5'-difosfatu
(iPRDP). Podobné probiha reakce v pritomnosti 4-hydroxy-3-methyl-(E)-but-2-enyl
difosfatu za vzniku ribonukleotidi (ribotidd) zeatinového typu (Davies, 2010).
Defosforylace iPRTP/iPRDP vede ktvorbé isopentenyladenosin-5-monofosfatu
(iPRMP) a poté za ucasti 5°-ribonukleotid fosfohydrolasy az k isopentenyladenosinu
(iPR). Navic pfislusné tZ-ribotidy mohou byt také z fosforylovanych
isopentenyladenosinll vytvofeny monooxygenasovou reakci katalizovanou cytochromem
P450 monooxygenasou (CYP735A). Aktivni formy cytokininl (volné baze) jsou poté
z ptislusnych CK nukleosidt uvolnény adenosin nukleosidasou. Celkova CK biosyntéza
muze byt urychlena zapojenim enzymu fosforibohydrolasy vznikajiciho exprimaci
tzv. LONELY GUY genu. V jeho ptitomnosti dochazi k pfimému vzniku aktivnich forem
cytokininu z jejich ribotidt (Takei et al., 2004; Kieber a Schaller, 2014).

Druha draha je spojena sdegradaci tRNA, kdy dochazi v prvnim kroku
k isopentenylaci adeninovych residui za katalyzy enzymem tRNA-IPT (Taller, 1994).
V molekule tRNA mohou byt vSak obsazeny i jiz derivované adeniny. Postupnym
rozkladem téchto molekul pak vznikaji konjugaty cytokininli a nasledn¢ hlavné volné
formy cis-zeatinu (cZ) (Mok a Mok, 2001).

2.3.2 Metabolismus

K modifikaci cytokininovych struktur mize dochazet dvéma zakladnimi zpisoby.
Modifikace miize probéhnout na adeninové c¢asti molekuly, kdy dochazi k reakcim

obdobnym purinové metabolické draze. Enzymy této drahy vSak preferuji jako substrat
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adenin pfed cytokininy (Davies, 2010). Pfeména volnych cytokininii na nukleosidy
probiha pomoci enzymu adenosin fosforylasy (Chen a Petschow, 1978). Vzniklé
nukleosidy mohou byt nasledné fosforylovany na nukleotidy pomoci adenosin kinasy
(Chen a Eckert, 1977). Alternativn¢ muze byt zména volnych cytokinini na jejich
ribosidy katalyzovana adenin fosforibosyltransferasou (Allen et al., 2002). Dale se
muzeme setkat s N-glukosylaci na pozicich 3, 7 a 9 purinového cyklu. Pokud dojde
ke glukosylaci na pozicich 7 nebo 9 pomoci glukosyltransferasy, dochazi k inaktivaci
cytokininu (Entsch et al., 1979; Davies, 2010). Na pozici N9 muize také dochazet k reakci
s alaninem katalyzované B-(9-cytokinin)-alanine synthasou (Entsch et al., 1983).

Naopak specifické enzymy jsou znamé u druhého zpisobu modifikace cytokinini,
kdy dochazi ke zménam na postrannim fetézci (Davies, 2010). U tZ mtze dochazet k jeho
redukci na dihydrozeatin (DHZ) (Martin et al., 1989). DHZ totiz neni substratem pro
cytokininoxidasu/dehydrogenasu (CKX) a nedochazi tak k jeho degradaci (Davies,
2010). Tato reakce katalyzovana zeatin reduktasou proto muize mit vyrazny vliv
na udrzeni aktivity cytokininti. U cytokinind zeatinového typu mtize dale dochazet diky
pfitomnosti  hydroxyskupiny v postrannim fetézci k jeji glukosylaci pomoci
O-glukosyltransferasy. Vznikly O-glukosid mize byt zpétné hydrolyzovan
B-glukosidasou za vzniku volného aktivniho cytokininu, coZz vede k udrZzovani
rovnovazného stavu (tzv. cytokininové homeostazy). U nékterych rostlinnych druht je
znama také xylosylace pomoci O-xylosyltransferasy (Mok a Mok, 2001).

Degradace cytokinini probiha jejich oxidaci pomoci CKX. Touto reakci dochazi
ireverzibilné k inaktivaci cytokininu vlivem oxidace na exocyklickém dusiku za vzniku
adeninu a aldehydu, ktery odpovidajida postrannimu fetézci. Pivodné se piedpokladalo,
ze jde o0 enzym ze skupiny oxidas, teprve pted né€kolika lety bylo dokazano, ze se jedna
0 dehydrogenacéni enzym s flavinovym kofaktorem (Galuszka et al., 2001). Jako substrat
mohou vystupovat jak samotné volné cytokininy, tak i jejich ribosidy. CK nukleotidové
derivaty vsak této enzymatické reakci nepodléhaji, stejné tak jako DHZ-typy (cytokininy
s redukovanou dvojnou vazbou V postrannim isoprenoidnim fetézci) (Davies, 2010).
Také aromatické cytokininy jsou ve srovnani s jejich isoprenoidnimi formami horSimi

substraty (Frébortova et al., 2004).
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2.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) byla objevena nezavisle n¢kolika skupinami v 60. letech 20.
stoleti. Piivodné byla jednou ze skupin nazvana jako abscisin II, druhou skupinou jako
dormin, podle jejich domnélého vlivu na abscisi a dormanci. Jako kompromis byl
nasledné navrzen nazev kyselina abscisova (Addicott et al., 1968). Skelet molekuly je
odvozen od seskviterpenu a diky dvojnym vazbam a jednomu centru asymetrie se mize
vyskytovat v nékolika stereoisomerech, z nichz je vSak aktivni pouze jeden (Obr. 1)
(Yuetal., 2006).

Diky své vyznamné roli v reakci na biotické 1 abiotické (nedostatek vody, nizka
teplota, osmoticky stres) stresové podminky je ABA zafazovana do skupiny stresovych
hormont (Zhang et al., 2014). Vyznamné se podili na zavirani praducht pfi nedostatku
vody, na Gtlumu rdstu nadzemni casti. Indukuje také syntézu zasobnich proteint
Vv semenech a brani syntéze a-amylasy blokovanim vlivu giberelind na tento dgj
v kli¢icich zrnech obili. Ovliviiuje také navozeni a udrZeni dormance, zde se vSak nejedna

o rozhodujici efekt (Davies, 2010).

2.4.1 Biosyntéza

Biosyntéza ABA miiZze probihat z nékolika riznych vychozich latek. Jakozto latka
isoprenoidni povahy muze byt pies isopentenyl difosfat (IDP) syntetizovana
z mevalonatu (MVA). Byla jiz vSak objevena i alternativni draha syntézy IDP
z D-glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu skrze vznik 2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatu
(Lichtenthaler, 1999). Syntéza molekuly ABA obsahujici 15 atomt uhliku probiha tedy
hlavné z B-karotenu pochazejiciho z MVA drahy (Obr. 4, str. 18). B-karoten je pfeménén
na zeaxanthin, ktery je dale metabolizovan na violaxanthin pomoci enzymu
zeaxanthinepoxidasy. Ten mulZe byt nasledné¢ neoxanthinsynthasou pifeménén
na neoxanthin. Neoxanthin i violaxanthin jsou poté isomerovany na své 9’-cis formy
pomoci isomeras. Ty jsou 9’-cis-epoxykarotenoid dioxygenasou prevedeny na xanthoxin,
ktery je pfeménén xanthtoxin dehydrogenasou na ABA aldehyd, ktery je nasledné
oxidovan abscisicaldehyd oxygenasou na samotnou kyselin  abscisovou
(Vishwakarma et al., 2017). Geny kodujici tyto enzymy jsou exprimovany predev§im pii

abiotickém stresu, ¢cimz dochazi ke zvysSené syntéze kyseliny abscisové (Tuteja, 2007).
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Obr. 4 Schéma biosyntézy ABA (dle Vishwakarma et al., 2017).

2.4.2 Metabolismus

K atlumu u¢inku ABA je kromé potlaceni jeji biosyntézy vyuzivana rostlinou také jeji

degradace, kterd mize probihat dvéma hlavnimi drdhami (Obr. 5, str. 19). Pti degradaci

na kyselinu fazeovou (PA) je pocatecnim krokem hydroxylace na pozici 8' pomoci

8'-hydroxylasy. Nestabilni 8’-hydroxy-ABA se nasledné miuze spontanné ménit na PA,
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Obr. 5 Schéma metabolismu ABA (kyselina abscisova, ABA; kyselina 7-hydroxyabscisova,
7-OH-ABA; kyselina 8-hydroxyabscisova, 8-OH-ABA,; kyselina 9-hydroxyabscisova,
9-OH-ABA,; kyselina neofazeova, neoPA; kyselina fazeova, PA; kyselina dihydrofazeova,
DPA; glukosylester kyseliny abscisové, ABA-Glu) (dle Schwartz a Zeevaart, 2010).

Vv rostlinach vSak tato reakce probiha pravdépodobné enzymaticky. Kyselina fazeova
muze byt redukovana na kyselinu dihydrofazeovou (DPA), ktera mize byt na pozici
4' konjugovana s glukosou. Druhou degrada¢ni drahou je hydroxylace na pozici
7' zavzniku 7'-hydroxy-ABA (7'-OH-ABA) nebo pozici 9', kdy vznika kyselina
neofazeova (neoPA) (Schwartz a Zeevaart, 2010).

Pro inaktivace kyseliny abscisové muze byt pouzita také konjugace s glukosou
katalyzovana ABA-glukosyltransferasou (Davies, 2010). Tento esterovy konjugat mize
byt skladovan ve vakuolach a rychle rozkladan B-glukosidasami za G¢elem rychlého zisku
volné ABA, ktera je klicova pfi adaptaci na abiotické stresové podminky (Xu et al.,
2014).

2.5 Kyselina salicylova
Utinky kyseliny salicylové (SA, Obr. 1) byly lidstvu znamé jiz v pravéku, kdy byla kiira
vrby pouzivana k zmirnéni bolesti a proti horecce. Teprve v 20. letech 19. stoleti byla

identifikovana u¢inna latka, kterd byla podle zdroje pojmenovana jako salicin,
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pozdéji byla vSak pfejmenovana na kyselinu salicylovou. V roce 1852 doSlo poprvé
kumélé syntéze kyseliny salicylové a byl také odvozen jeji strukturni vzorec,
systematicky se jedna o 2-hydroxybenzoovou Kkyselinu. V dne$ni dobé je
ve farmaceutickém pramyslu pouzivan jeji derivat (kyselina acetylsalicylova).

V rostlinach se jednd o slouceninu vyznamné se podilejici na ochrané pted patogeny.
Dale je znam téZ inhibi¢ni vliv na biosyntézu ethylenu a kli¢eni semen, blokuje také
ucinek kyselina abscisové (Davies, 2010). Podili se také na regulaci termogeneze

a regulaci rustu rostliny (Dempsey a Klessig, 2017).

2.5.1 Biosyntéza

K syntéze SA dochézi v rostliné dvéma metabolickymi drahami, ani jedna z nich vSak
neni zcela objasnéna (Obr. 6, str. 21). V prvni draze dochazi k pfeméné fenylalaninu
na kyselinu trans-skoficovou pomoci fenylalanin-amoniaklyasy (PAL). Ta je dale
u riznych rostlinnych druhit metabolizovana na kyselinu salicylovou pfes 0-kumarovou
kyselinu nebo pies benzoovou kyselinu (Dempsey a Klessig, 2017).

Druha drdha vychdzi z kyseliny chorismové, kterd je za katalyzy isochorismat
synthasy pfeménovana na isochorismat. Pfedpoklada se, ze tato draha je analogicka jako
u nékterych bakterii (Wildermuth et al., 2001), u rostlin vSak nebyl zatim objeven
odpovidajici gen kodujici isochorismat pyruvatlyasu, diky které dochéazi k pfeméné

isochorismatu na samotnou SA (Dempsey a Klessig, 2017).

2.5.2 Metabolismus
Glykosylaci SA na hydroxylové skupiné dochazi ke vzniku 2-O-B-D-glukosidu (Obr. 6).
Ten je nasledné transportovan do vakuoly a v ptipad¢ potteby pii obranné reakci vyvolané
pfitomnosti patogenu muze dochdzet k hydrolyze na aktivni kyselinu salicylovou.
Pokud je glukosa konjugovana na karboxylovou skupinu, tvoii se glukosové estery.
Dal$i moznosti konjugace je methylace za tvorby kyseliny methylsalicylové.
Ta je floémem transportovana do ostatnich pletiv, kde zpétny rozklad na kyselinu
salicylovou indukuje ochranu proti infekcim (Park et al., 2007). Patogenem napadené
rostliny také hydroxylaci kyseliny salicylové syntetizuji 2,3-dihydroxybenzoovou
kyselinu, diky némuz zabranuji nadmérnému hromadéni SA (Zhang et al., 2013). Dale
muze dochazet ke konjugaci SA napf. s aspartatem, coz vede k jeji degradaci

(Dempsey et al., 2011).
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Obr. 6 Schéma biosyntézy a metabolismu SA (fenylalanin-amoniaklyasa, PAL) (dle Dempsey
a Klessig, 2017).

2.6 Jasmonaty

Tato skupina hormont dostala svlj nazev podle rostliny jasminu velkokvétého
(Jasminum grandiflorum), u né&jz je methylester kyseliny jasmonové (JA-Me) jednou
z vyznamnych vonnych slozek. Z této rostliny byl také poprvé v roce 1962 izolovan
(Demole et al., 1962). Nejvyznamnéj$imi zastupci této skupiny jsou kyselina jasmonova
(JA, Obr.1,), systematickym nazvem Kkyselina (1R,2R)-3-Oxo0-2-(2Z)-pent-2-en-1-
ylcyklopentenyloctova. Jedna se o latku s dvéma chiralnimi centry na atomech uhliku C3
a C7, z ¢ehoz vypliva existence ¢tyf moznych isomerd, pfirozené se vSak u rostlin
vyskytuji pouze isomery (-)-JA (3R, 7R) a (+)-7-is0-JA (3R, 7S) (Holbrook et al., 1997).
Jak bylo potvrzeno nedavno, nejvyssi biologickou aktivitu vykazuje konjugat isoleucinu
S (+)-7-i1s0-JA (JA-lle, (+)-7-iso-jasmonoyl-L-isoleucine), ktery hraje dilezitou tlohu
Vv signalni draze jasmonatu (Fonseca et al., 2009; Sheard et al., 2010).

Vyznamnou roli kyseliny jasmonové je ochrana rostliny pfed patogeny. Tckavy

methylester zaji$t'uje navic zprostfedkovani této informace Kk rostlinam v okoli (Farmer
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a Ryan, 1990). Vliv jasmonati mizeme nalézt také pfi inhibici ristu rostliny nebo také
kliceni semen. Naopak pozitivni regulac¢ni u¢inek maji na senescenci, opad listd, zrani

plodd, tvorbu pigmenti, staceni vyhonku a dalsi (Davies, 2010).

2.6.1 Biosyntéza
Kyselina jasmonova je v rostliné syntetizovana z a-linolenové kyseliny (Obr. 7, str. 23).
Ta je vplastidech uvolnéna pomoci fosfolipazy Al z galaktolipidi. Za katalyzy
13-lipoxygenasy dochazi k oxidaci za vzniku 13-hydroperoxylinolenové kyseliny.
Nésledné dochdzi pomoci enzymt allendioxidsynthasy a allenoxidcyklasy ke vzniku
cis-(+)-12-oxofytodienové kyseliny (Cis-OPDA), ktera je transportovana do peroxisomt,
kde je cis-OPDA reduktasou3 redukovana. Vznikly produkt nasledné podléha tiikrat
B-oxidaci, ¢imZ vznika (+)-7-iso-jasmonova kyselina (Wasternack a Strnad, 2018).
Kromé této majoritni drahy byla u mutant s absenci aktivity OPDA reduktasy3
objevena také vedlej$i biosyntetickd drdha. U této drahy dochazi v chloroplastech
ke vzniku dinor-OPDA, ktera mize vznikat také z Cis-OPDA vytvofeného v majoritni
draze v peroxisomu. Tam také dochazi k pfeméné na tetranor-OPDA a nakonec
na-4,5-didehydrojasmonovou kyselinu. Ta je transportovana do cytosolu, kde dochazi

k jeji redukci na kyselinu jasmonovou. (Wasternack a Strnad, 2018).

2.6.2 Metabolismus
Je znamo velké mnozstvi derivata kyseliny jasmonové (Obr. 7), které vykazuji riznou
miru biologické aktivity (Wasternack a Strnad, 2018).

Reakci s aminokyselinami dochéazi ke vzniku konjugatii, z nichZ nejvyznamnéj$im je
JA-Ile vznikly za katalyzy jasmonyl-isoleucin synthasou. Jedna se o latku s nejvyssi
biologickou aktivitou z jasmonati (Fonsecaetal., 2009). Dalsi biologicky aktivni
konjugaty jsou tvofeny napiiklad s alaninem, valinem, leucinem a methioninem
(Yan et al., 2016).

Dal$i mozZnosti je hydroxylace, ktera miZe probihat jak na samotné kyseliné
jasmonové (katalyzovano jasmonatoxidasou2 nebo jasmonate induced oxidasou 1,2,3,4)
zavzniku 12-hydroxy-JA (12-OH-JA), tak i na JA-lle (katalyzovano cytochromy z rodiny
CYP94) za vzniku 12-hydroxy-JA-lle. V obou piipadech dochazi touto rekci ke ztraté
biologické aktivity. 12-hydroxy-JA mize byt ziskdna i pfi amidohydrolasové reakci
hydroxylovaného konjugatu JA-Ile. Tento produkt mize byt dale sulfatovan nebo
O-glykosylovan. (Wasternack a Strnad, 2018).
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Obr. 7 Prehled vybranych reakci biosyntézy a metabolismu JA(a-linolenova kyselina, LeA;
kyselina 13-hydroperoxylinolenova, 13-HPLeA; kyselina cis-(+)-12-oxofytodienova,
cis-(+)-OPDA,; kyselina 3-oxo-2-(2-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanova, OPC-8; kyselina
(+)-7-iso-jasmonova, (+)-7-1s0-JA; methylester kyseliny jasmonové, JA-Me; kyselina
12-hydroxyjasmonova, 12-OH-JA; jasmonoyl-isoleucin, Ja-lle; 12-hydroxyjasmonoyl-
isoleucin, 12-OH-JA-Ile; 12-karboxyjasmonoyl-isoleucin, 12-karboxy-JA-lle)
(dle Wasternack a Strnad, 2018).
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Oxidace 12-hydroxy-JA-lle cytochromy z rodiny CYP94 vede ke vzniku
12-karboxy-JA-Ile, ¢imz spole¢né s ostatnimi reakcemi katalyzovanymi touto rodinou
cytochromi a jiz zminénou amidohydrolasou tlumi signal JA (Koo et al., 2014).

Dekarboxylaci JA vznika tékavy cis-jasmon, ktery se u kvetoucich rostlin podili
na prilakani opylovaci. Cis-jasmon mize také vznikat isomeraci Ccis-(+)-OPDA
na iso-OPDA, naslednou trojnasobnou B-oxidaci a dekarboxylaci (Wasternack a Strnad,
2018).

JA-Me vznikly pilsobenim enzymu JA methyl transferasy, dualezity pro Sifeni
informace o napadeni rostliny patogenem k ostatnim rostlinam v okoli (Farmer a Ryan,
1990), je sam biologicky neaktivni. Pro vyvolani fyziologické odpovédi je nutny jeho

zpétny rozklad esterasami a nasledna konverze na JA-lle (Wasternack a Strnad, 2018).

2.7 Transport fytohormonii a jejich signalni drahy

Pro pteziti nepiiznivych podminek je pro rostliny kli¢ova pfitomnost efektivni koordinace
ristu. Ta je zprostiedkovana pravé rostlinnymi hormony a jejich transportem mezi
jednotlivymi organy rostlin. PfenaSeny jsou jak samotné fytohormony, tak i jejich
prekurzory nebo konjugaty. U vétSiny fytohormont je nejvyznamnéjsi transport cévnimi
svazky. Pro pfenos fytohormonli mezi buiikami a cévnimi svazky je vyuzivan
mezibunécény radialni transportni systém. Ten je zaloZzen na dvou procesech
dle koncentra¢niho gradientu. Smérem do cévnich svazkil se jednd o aktivni transport
proti koncentraénimu gradientu. Pomoci xylemu dochézi k transportu predevSim vody
a Zivin z kotenti do prytl, floem pak zajist'uje prevazné transport asimilati ze zdrojovych
fotosyntetizujicich pletiv (hlavné listy) do mist spotieby v kofenech i prytech (Lacombe
a Achard, 2016). Napiiklad auxiny jsou vSak kromé rychlého floémového transportu
pfenaSeny 1 tzv. ,,polarnim auxinovym transportem“. Tento pomaly transport mezi
jednotlivymi buinikami je kli€ovy pro lokalni hromadéni auxinii ve vyvijejicich se
pletivech (Adamowski a Friml, 2015).

Pro zajisténi UCinku fytohormonl je nutnd jejich vazba na pfislusny receptor,
ktery zprostfedkovava ptenos informace do buiiky. Dale je pak signél pfedavan riznymi
signalnimi kaskadami. Signdl auxini, jasmonatl a giberelinl je v bufice zprostfedkovan
ubikvitinaci negativnich regulatorii vazajicich transkripcni faktory. Dochdzi k uvolnéni
transkripcnich faktorii, ¢imz dochazi k expresi danych gent. Ubikvitinované regulatory

jsou nasledné proteolyticky rozstépeny pomoci proteasomu 26S (Rogg a Bartel, 2001;
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Shan et al., 2012). U cytokininti dochazi po navazani hormonu na receptor k fosforylaci
jeho intracelularnich domén. Tim je aktivovdna kinasova doména, ktera reverzibilné
fosforyluje traskripcni faktory v jadre, které opét umozni expresi piislusnych genti
(Hutchison a Kieber, 2002; Shan et al., 2012). U ABA jsou znamé tfi signaliza¢ni drahy.
V prvni draze dochazi po navazani ABA k inhibici fosfatasy. Tim dochédzi ke hromadéni
aktivni formy kinasy, coz vede k aktivaci transkripcnich faktort fosforylaci a expresi
gentl. Dalsi draha je zalozena na regulaci genové exprese pies G protein. Mechanismus
této signalni drahy v8ak neni zcela objasnén (Shan et al., 2012). Tteti ABA signalni draha
je zalozend na ptenosu transkripcniho represoru z jadra do cytoplazmy a na snizeni jeho

exprese, coz vede K aktivaci exprese transkripénich faktort (Shang et al., 2010).

2.8 Metody analyzy fytohormoni

Stanoveni fytohormonid je zna¢né¢ komplikovano jejich velmi nizkou koncentraci
v rostlinném materialu. Navic se musime pfi jejich stanoveni potykat také
s interferujicimi latkami, které se v rostlindch nachazeji ve vyrazné€ vyssich koncentracich
(napf. chlorofyl). Proto je nutné pfed samotnou analyzou zvolit vhodné postupy k extrakci
cilovych latek ze zkoumaného materialu a jejich nasledné izolace od interferujicich latek
(Tarkowska et al., 2014). Béhem celého procesu je také nutno dbat na to,
aby nedochazelo k nezadouci degradaci stanovovanych latek. Rostlinny material pro

analyzu musi byt tedy skladovan pti nizké teploté (-80 °C). (Bai et al., 2010)

2.8.1 Extrakéni postupy

Ptfed zahajenim extrakce je nutné homogenizaci zajistit rozruseni bunétné stény a tim
i vyliti intracelularnich latek do extracelularniho prostiedi. Toho muze byt docileno
rozetfenim rostlinného materialu ve tfeci misce s kapalnym dusikem (Tarkowska et al.,
2014). Nasledné je k vzorku pfidano vybrané extrakéni ¢inidlo. Dalsi moznosti je pouziti
vibra¢niho kulového mlynku, kde dochazi vlivem kmitani o vysoké frekvenci k rozetfeni
pomoci mlecich kuli¢ek ptidanych do vzorku s extrak¢nim ¢inidlem (Novak et al., 2014).
Touto technikou je mozno ziskat aZ mikrometrové Castice. Extrakéni ucinnost je mozné
zvysit pouzitim ultrazvuku. Pro dikladné promichani vzorku je nasledné pouzit
mechanicky rotdtor. Nakonec je nutné docilit oddéleni zbytk rostlinnych pletiv
ze ziskané suspenze. To se provadi pomoci centrifugy s thlovym rotorem a vnitinim

prostorem klimatizovanym na teplotu 4 °C. I u ostatnich krokl je z divodi zamezeni
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degradace vzorku nutna prace pii nizSich teplotach (ultrazvukova lazen vychlazena
pomoci chladicich bloki, vychlazené bloky kulového mlynku, rotator umistény v lednici
(Novakova a VIckova, 2009).

Klicovym parametrem extrakce je volba vhodného extrakcniho ¢inidla. Zékladnim
interferujicich. Znacnou vyhodou je také pfipadnd inhibice degradacnich reakci
fytohormonti, napi. inhibice fosfataz pii uziti ¢inidla podle Bieleského (Laloue et al.,
1974). Pro omezeni degradace nékterych hormonu (napf. auxiny) je mozno piidat
do extrak¢niho Cinidla latky s antioxida¢ni aktivitou, napf. butylhydroxytoulen nebo
diethyldithiokarbamat (Fu et al., 2011). Jako extrak¢ni ¢inidlo muize byt pouzit naptiklad
methanol, voda, ethylacetat nebo také Bieleského ¢inidlo (MeOH:CHCl3:HCOOH:H20
=12:5:1:2, v/v/v/v), ptipadné jeho modifikovana podoba (MeOH:HCOOH:H20 = 15:1:4,
v/viv) (Bieleski, 1964; Hoyerova et al., 2006; Bai et al., 2010).

2.8.2 lzolace fytohormonu

Cilem izolacnich postupi je oddéleni latek interferujicich pfi analyze od latek
stanovovanych. Kvili nizkym hladindm fytohormonii oproti jinym rostlinnym
metabolitim se jedna o kli¢ovy krok pfi jejich stanoveni (Novak et al., 2017). V idealnim
ptipad¢ by tento postup mél vést k zisku vzorku s obsahem pouze stanovovanych latek,
ptipadné latek neovliviiujicich analyzu. Vybér vhodné metody purifikace zavisi vedle co
nejvyssi navratnosti pro studované latky také na potiebach zvolené analytické techniky,

ale i na Casové a materialni naro¢nosti postupu (Ljung et al., 2004; Fu et al., 2011).

2.8.2.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina je zaloZzena na rozdé€leni extrahovanych latek mezi dvé
nemisitelné kapaliny dle Nernstova distribu¢niho zédkona. Aby doslo k rozdéleni, musi se
latky lisit distribu¢ni konstantou. Pro jednoduchost extrakce je tedy Zadouci, aby vSechny
stanovované latky pifechézely do jednoho rozpoustédla, zatimco interferujici latky
do rozpoustédla druhého. Casto se mizeme setkat s kombinaci vody a organického
rozpoustédla, kterym miize byt naptiklad diethylether, ethylacetat nebo dichlormethan.
Klasicka extrakce kapalina-kapalina dosahuje pro purifikaci fytohormonii pomérné
nizkych navratnosti. V pfipad¢ opakované extrakce je tato metoda také narocna na cas

I mnozstvi pouzitych rozpoustédel. Nevyhodou této metody je také mozna tvorba emulzi
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snizujici navratnost ve vodé¢ rozpustnych fytohormont. Klasickd extrakce
kapalina-kapalina je proto vyuzivana stale méné (Fu et al., 2011).

Modifikaci této techniky byla vyvinuta metoda mikroextrakce zalozena na systému ti
kapalin pouzita pro soucasnou purifikaci IAA, ABA, SA a JA z kokosové stavy (Wu
a Hu, 2009). Analyt je v tomto uspotadani extrahovan z vodné faze, ptes organickou fazi
do vodné faze o jiném pH. Pro spravnou funkci by rozpustnost analytu v organické fazi
méla byt vyssi nez v prvni vodné fazi, avSak nizs§i nez ve druhé vodné fazi. Jedna se
o rychlou metodu s malou spotiebou rozpoustédel, ani zde vSak neni dosahovana

pozadovana efektivita (Fu et al., 2011).

2.8.2.2 Extrakce na pevné fazi

Pti izolaci za pouziti SPE dochazi k zachyceni latek v sorbentu kolony na zéakladé
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Nésledné je mozné pouzitim vhodného C¢inidla
dosahnout uvolnéni téchto latek zpevné faze (Ljungetal., 2004). V zavislosti
na pouzitém sorbentu a povaze latek mohou byt zachyceny analyty a interferujici latky
prochazi v kapalné fazi, nebo obracené. Kli¢ovym je pro tuto metodu vybér vhodného
sorbentu na zaklad¢ afinity jednotlivych latek k tomuto sorbentu.

V dnesni dobé je komercné dostupné velké mnozstvi kolon riznych velikosti i typt
sorbentll. Setkat se mizeme s interakcemi na bazi Van der Waalsovych sil, s iontovymi
interakcemi, ale také na zakladé adsorpce nebo vodikovych vazeb (Novak et al., 2014).
Nejpouzivangjsimi jsou sorbenty s reverzni fazi, iontoménicové, sorbenty s vyvazenymi
hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi a také sorbenty kombinujici reverzni fazi
a iontomeénice. V praxi muze byt pouzito i vice sorbentl k zajisténi co nejdokonalejsiho
oddéleni analytd.

SPE se stala ovéfenou metodou pro purifikaci fytohormonalnich vzorki
(Tarkowska et al., 2014). Oproti extrakci kapalina-kapalina se jedna o ¢asové méné
naro¢nou metodu s niz§imi naroky na mnozstvi pouzitych rozpoustédel (Fu et al., 2011).
Izolace fytohormonil probihd Casto pomoci riznych typl sorbentl, které mohou byt
postupné kombinovany v nékolika krocich, napf. pro izolaci CK nebo giberelini (Dobrev
a Kaminek, 2002; Sva¢inova et al., 2012; Urbanova et al., 2013; Simura et al., 2018).
Zakladem mnoha purifikacnich protokolid byva sorbent C18, ktery je slozen
ze silikagelového nosi¢e s navazanymi oktadecylovymi uhlovodikovymi zbytky. Tento
typ sorbentu poskytuje efekt reverzni faze bez dalSich interakci a slouzi tak

k jednoduchému odstranéni pigmenti z rostlinnych extrakti (Novak etal., 2014).
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Modernéjsimi typy SPE fazi jsou sorbenty vyuzivajici polymerni typy nosicl.
Napf. sorbent HLB je kopolymerem s vyvazenymi hydrofilnimi a hydrofobnimi
vlastnostmi. Sklada se z jednotek divinylbenzenu poskytujici efekt reverzni faze
a N-vinylpyrrolidonu, ktery umoznuje zachyceni polarnich latek pomoci n-n interakei.
Tento typ sorbentu byl nékolikrat tspésné pouzit pro izolaci fytohormont (Novak et al.,
2012; Flokova et al., 2014; Simuraetal., 2018). Podobnou interakci vykazuje také
sorbent SDB-XC, ktery je kopolymerem skladajicim se =z jednotek styrenu
a divinylbenzenu. Tato faze je vhodna pro soucasné zachyceni nepolarnich molekul
I ve vod¢é rozpustnych mirn¢€ polarnich latek a v miniaturizovaném uspotadani byla

pouzita pro izolaci auxini (Péncik et al., 2018).

2.8.2.3 Imunoafinitni extrakce
Imunoafinitni chromatografie je vysoce selektivni technikou, kterd je zalozenou
na specifické vazbé mezi antigenem a protilatkou navazanou na nosié¢i (napi. agarosovy
gel) (Porfirio et al., 2016). Latka se specifickymi vazebnymi misty pro dané protilatky je
zachycena na imunoafinitni gelu, zatimco ostatni jsou z n&j vymyty. Nasledn¢ dochazi
K uvolnéni zadrzené latky vhodnym ¢inidlem, napi. methaholem (Fu et al., 2011).
Fytohormony jsou hapteny a pro jejich spravnou vazbu na protilatku je tedy nutna
konjugace s makromolekularnimi latkami za tvorby antigenu (napf. konjugace s hovézim
sérovym albuminem) (Ulvskov et al., 1987). Tento metodicky pfistup se vyznacuje velmi
vysokou selektivitou vedouci k maximalnimu odstranéni komplexni rostlinné matrice
(Fuetal., 2011). Dosud byly pouzity protilatky napiiklad pro izolaci auxind
(Péncik et al., 2009), cytokinini (Novak et al., 2003; Hauserova et al., 2005), kyseliny
abscisové (Hradecka et al., 2007), ale i dalsich rostlinnych hormonti jako jsou naptiklad
brassinosteroidy (Oklestkova et al., 2017).

2.8.3 Metody stanoveni rostlinnych hormont

Chromatografické metody sriznymi principy detekce jsou nejpouzivanéjSimi
analytickymi technikami pro stanoveni fytohormonl. Tyto metody jsou zalozené
na interakci latek rozpusténych v mobilni fazi s fazi stacionarni. Podle miry této interakce
dochazi k zadrzovani latek s vysokou afinitou ke stacionarni fazi. Mobilni fazi mtze byt
plyn (plynova chromatografic - GC) nebo kapalina (kapalinova chromatografie - LC),
jako stacionarni faze pak muze vystupovat velké mnozstvi riznych pevnych materiala
I imobilizovanych kapalin (Fuetal., 2011). Pouziti GC je u fytohormonti vhodné
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pfedevSim pii analyze t€kavych latek (napt. JA-Me), u netékavych sloucenin je tieba
jejich derivatizace pro zvyseni té€kavosti a zlepSeni teplotni stability, naproti tomu LC je
vhodna pro pouziti u polarnich fytohormont bez nutnosti pfedupravy (Pan a Wang,
2009).

Ve spojeni s chromatografii je mozné pouzit rizné detektory. UV detektor pracuje
na principu mefeni absorbance v UV oblasti spektra. Vyraznou nevyhodou tohoto
detektoru je nizka citlivost a také nedostate¢na selektivita pro analyzu biologickych
vzorku (Fu et al., 2011). Tento problém muze feSit pouziti fluorescenéniho detektoru,
ktery dosahuje lepsi citlivosti (Eshita, 2001). Tyto detektory pracuji na principu méteni
sekundarniho (emisniho) zafeni vzniklého ve vzorku navratem z vysSich energetickych
stavli po absorpci primarniho (excitaéniho) zafeni. UV detektor je mozné pouzit naptiklad
pro kvantifikaci auxind a cytokinina (Diopanetal.,, 2009), ale také ABA
(Novakova et al., 2005), fluorescencni detektor byl pouzit napiiklad pii stanovovani SA
(Rozhon et al., 2005) nebo IAA (Novakova et al., 2005). Avsak u obou téchto detektort
je problémem piesna identifikace pouze podle reten¢niho ¢asu, proto nejsou v dnesni
dob¢ pro stanovovani fytohormont ¢asto pouzivany (Fu et al., 2011).

V dnesni dobé¢ je pro detekci fytohormonti nejpouzivanéjsi spojeni chromatografické
metody s hmotnostnim spektrometrem (MS). Ten mé&fi pomér mezi hmotnosti a nabojem
iontl. Pro tento ucel musi byt nejdiive latka ionizovana. U GC-MS jsou nejcastéjSimi
ioniza¢nimi technikami chemicka a elektronova ionizace, u LC-MS je to ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Fuetal., 2011).
U pfistroji s jednim kvadrupoélem je analyza zaloZena na sledovani vybranych iontd
prekursorti. U tandemovych pfistroji (napt. trojity kvadrupol) dochazi k fragmentaci
iontlh v kolizni cele a naslednému sledovani vybranych produktovych ionti.
Na analyzator tak dopadaji pouze ionty s definovanym hmotnostnim piechodem a je tak
dosazeno vétsi selektivity (Pan a Wang, 2009).

Kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je dnes casto
vyuzivanou metodou pro stanovovani fytohormoni (Novak etal., 2014). Bézné je
pouzivana pro stanovovani napt. auxini (Péncik etal., 2009; Novak etal., 2012),
cytokinin  (Novak et al., 2008; Tarkowski etal., 2010; Svacinovaetal., 2012),
jasmonatu (Liu et al., 2010), kyseliny abscisové (Xiong et al., 2014), kyseliny salicylové
(Zhang et al., 2013), i pro soubézné stanoveni vice skupin fytohormont (Kojima et al.,
2009; Simura et al., 2018).
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Elektrochemické analytické techniky jsou charakteristické jednoduchosti a nizkou
cenou. Stanoveni je vSak siln¢ ovlivnéno pH a matrici, proto neni tato technika pro
stanoveni béZné pouzivana (Fuetal.,, 2011). Byly vyvinuty pfistupy pro stanoveni
napi. pro IAA (Wu et al., 2003; Toledo a Vaz, 2007). Elektrochemické metody vSak
nasly své uplatnéni v biosenzorech podavajicich aktualni informaci o hladinach
fytohormonti. Elektrochemické biosenzory pracuji na principu méteni proudu elektronti
z enzymatickych redoxnich reakci. Castym meziproduktem mezi kofaktorem enzymu
a elektrodou je peroxid vodiku (Novéak et al., 2017).

Mimo vyse jmenované techniky lze provadét i imunologické stanoveni. Stejné jako
u imunoextrakce se i zde setkavame s vysoce specifickou vazbou mezi protilatkou
a antigenem, jedna z téchto slozek je zde vSak znaéena. RozliSujeme znaceni radioaktivni
(radioimunoanalyza), nebo enzymové (ELISA) (Duetal., 2012). Koncentrace
fytohormonti ve vzorku je spocitana z naméiené radioaktivity, pfipadné¢ enzymové
aktivity. Vyhodou imunologickych metod je nizky detekéni limit a vysoka citlivost pfi
stanoveni fytohormonu (Porfirio et al., 2016). Avsak specifita vazby mtize byt snizena
vlivem nutné konjugace s makromolekuldrnim nosi¢em. Navic nékteré latky strukturné
podobné fytohormonim mohou byt také rozpoznany protilatkou, ¢imz dochézi
k nezadoucim ktizovym reakcim (Fu et al., 2011). Pomoci této metody byly stanoveny
naptiklad koncentrace PAA, TAA, ABA a kyseliny giberelinové (Patel a Thaker, 2007),
a nebo soucasné cytokininy, auxiny, jasmonaty, ABA i gibbereliny (Zhang et al., 2009).
Stejn¢ jako elektrochemické metody i imunoanalytické metody naSly své vyuziti

pii konstrukei biosenzord (Novak et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pouzivané vybaveni

3.1.1 Chemikalie a pouzity material

Methanol (99,9%), acetonitril (99,9%) a amoniak (25%) pochézely od firmy Merck

(Darmstadt, Némecko). Od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko) byla potizena

kyselina mravenci (98%), kyselina octova (99,8%) a Tween® 20. Ethanol (96%) a aceton

(99,9%) byly dodany firmou Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika). Rostlinny agar

a Murashige & Skoog médium byly ziskany od firmy Duchefa Biochemie B.V. (Haarlem,

Nizozemsko). Sacharosa byla dodana firmou PENTA (Praha, Ceska republika). Uhligitan

hoteénaty byl zakoupen od firmy Lachema (Brno, Ceska republika). K piipravé

deionizované vody byl pouzit piistroj Direct-Q® 3UV water purification system (Merck,

Darmstadt, Némecko). Pouzivané chemikélie spliuji kritéria Cistoty p.a., chemikalie

pouzivané pro kapalinovou chromatografii spliuji parametry ,,HPLC gradient grade®.

Kolony Oasis® HLB, 30 mg/l ml byly dodany firmou Waters (Milford,
Massachusetts, USA) a kolony ISOLUTE® Multimode, 100 mg/1 mL firmou Biotage
(Uppsala, Svédsko). Sorbenty SDB-XC a C18 byly zakoupeny od firmy 3M (St. Paul,
Minnesota, USA). Sorbent AttractSPE™ Disks HLB byl dodan firmou Affinisep (Petit
Couronne, Francie). Centrifugaéni filtry Nanosep (Pall Corporation) s pory o velikosti
0,2 um dodala firma VWR International (Ceské republika).

Pouzité interni standardy (IS) zna¢ené pomoci stabilnich izotopt (°H, *C a *°N) byly
syntetizovany piimo v Laboratofi riistovych regulatorti (Olomouc, Ceska republika) nebo
ve firmach OlchemIm, s.r.o. (Ceska republika) a Cambridge Isotope Laboratories
(Tewksbury, MA, USA). Pro jednotlivé skupiny fytohormont byly pfipraveny smeési
obsahujici jednotlivé standardy v rozdilnych koncentracich:

Mix | — Cytokininy: [?Hs]2MeStZ, [°Hs]2MeStZR, [*Hs]2MeSiP, [*Hs]2MeSiPR
(1-108 mol-I'Y); [B3Cs]tZ, [PHs]tZR, [*Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G, [®Cs]cZ, [**N4]cZ7G,
[?H3s]DHZ, [?H3]DHZR, [?Hs]DHZ9G, [*He]iP, [?He]iPR, [*He]iP7G, [?He]iP9G
(2*10°8 mol-I'Y); [?Hs]tZOG, [?Hs]tZROG, [?Hs]tZRMP, [?H]iPRMP (5*%10° mol-I%).

Mix 1l — Auxiny: [BCe]IAA, [Cs]oxIAA, [BCs]IAAsp, [BCe]IAGIU, [*Hs]IAM,
[H4ANT, [*Hs,®N]JIAVal, [?Hs,®N]IALeu, [*Hs,°N]JIAPhe, [*Hs,°N]IATrp
(1*10° mol-I"h).
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Mix Il — Abscisaty: [*Hs]ABA (1*10° mol-I?)
Mix IV — Jasmondty: [2HeJJA, cis-OPDA (1*10° mol-I"Y); [2Hz]A-le (1*1077 mol 1)
Mix V — Kyselina salicylova: [?Hg]SA (1*10° mol-I)

3.1.2 Pristroje

Pro navazovani vzorkii byly pouzity vahy Sartorius CPA225D-0CE (Sartorius,
Goettingen, Némecko). Pfi extrakci byl vyuzivan kulovy mlynek Retsch® MM301
(Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Némecko), Vortex mixer ZXClassic (VELP Scientifica,
Usmate, Italie), ultrazvukova lazenn Bandelin Sonorex RK 102 H (Bandelin, Berlin,
Némecko), laboratorni rotator Stuart SB3 (Bibby Scientific Ltd./Cole-Parmer Ltd., Stone,
Velka Britanie), centrifuga Avanti™ 30 Centrifuge (Beckman, Chelmsford, Velka
Britanie) a vyrobnik ledu Scotsman AF 200 (Scotsman, Vernon Hills, Illinois, USA).
Pti purifikaci byla pouzivdna centrifuga Mikro 220R (Hettich, Tuttlingen, Némecko),
SPE manifold Visiprep™ (Supelco, Bellefonte, Pensylvanie, USA), membranova vyvéva
Mini Laboport Vacuum Pump (KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Némecko). Chlorofyl
byl stanovovan pomoci spektrofotometru UV mini-1240 (Shimadzu, Kjéto, Japonsko).
Slozky kultivaéniho média byly navazovany pomoci vah Vibra AJ-420CE (Shinko
Denshi Co. Ltd., Tokio, Japonsko). Sterilizace kultivaéniho média 1 ostatnich potieb byla
provadéna pomoci autoklavu Labo Autoclave MLS-3781L (Sanyo, Osaka, Japonsko).
Vysev biologického materialu za sterilnich podminek byl provadén v laminarnim boxu
Heraguard™ ECO (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Obrazky
rostlin byly pofizovany pomoci skeneru Perfection V550 Photo (Epson, Suwa, Japonsko).
Dale byly vyuZivany pipety Eppendorf Reference (200 pl), Eppendorf Research plus
(1000 pul) (Eppendorf, Hamburg, Némecko) a Nichipet EX (10 ul) (Nichyrio, Koshigaya,
Japonsko). Analyza fytohormont byla provadéna pomoci UHPLC MS/MS systému
slozeného z Acquity UPLC® I-Class systému vybaveného kolonou Acquity UPLC®
CSH™ C18 RP (150 x 2,1 mm, velikost ¢astic: 1,7 pm) (Waters, Milford, MA, USA)
a trojitého kvadrup6lu Xevo® TQ-S MS (Waters, Manchester, Spojené kralovstvi).

3.1.3 Biologicky material

Pro experimenty byly jako biologicky materidl pouzivany mladé rostliny divokého typu

husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Seminka byla sterilizovana 2 minuty

70% EtOH s 0,1 % detergentu Tween. Pomoci pipety nebo paratka byla seminka
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za sterilnich podminek pfendsena na desky se sterilnim pevnym médiem dle Murashigeho
& Skooga (2,2 g média, 10 g sacharosy a 7 g agaru v 1 1 H2O; pH 5,7 upraveno pomoci
0,1% roztoku NaOH) (Murashige a Skoog, 1962). Desky byly uzavieny a utésnény
pomoci pasky Softpore. Desky byly nasledné zabaleny do hlinikové folie a ponechany
V lednici 3 dny. Poté byly desky pfeneseny do fytotronu, kde byly rostliny péstovany
za podminek dlouhého dne (16 h svétlo (100 uEms?), 24 °C / 8 h tma, 18 °C).
Rostliny staré 21 dnti péstované na jate 2018 byly pouzity pro stanoveni rostlinnych
pigmenti. Dvou tydenni rostliny byly pouzity pro optimalizaci izolacnich metod.
Pro finalni experiment byly pouzity rostliny staré 4, 7, 10 a 14 dnt (Obr. 8) péstované
Vv pribéhu prosince roku 2018. Rostliny byly vzdy po sklizeni okamzit¢ zmraZzeny
v kapalném dusiku, nasledné ve tfeci misce s kapalnym dusikem pomoci tloucku
homogenizovany, rozvazeny po potiebnych mnozstvich pro jednotlivé experimenty

a ulozeny pii -70 °C.

Obr. 8 Srovnani rostlin huseni¢ku rolniho o rizném stafi (A — 4 denni, B -7 denni, C — 10 denni,
D — 14 denni).
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3.2 Metody

3.2.1 Extrakce fytohormoni

K 10 mg rostlinného materidlu bylo pfidano 500 pl vychlazeného extrak¢éniho ¢inidla
a 3 homogenizacni keramické kulicky (Retsch, Haan, Némecko). Po promichani
na vortexu byly vzorky umistény na 5 minut do kulového mlynku (27 Hz, 4 °C) a nésledné
na 5 minut do vychlazené ultrazvukové lazn€. Po 30 minutich promichdvani pomoci
laboratorniho rotatoru (4 °C) byly vzorky 15 minut centrifugovany (36 670 g, 4 °C).

Supernatant byl poté odebran do novych mikrozkumavek.

3.2.1.1 Extrak¢ni experiment I

V tomto experimentu byla jako extrakéni ¢inidla pouzita H20, vodny roztok acetontrilu
(ACN) (10%, 30%, 50% a 70%), vodny roztok methanolu (MeOH) (10%, 30%, 50%
a70%) a modifikované Bieleského c¢inidlo (MeOH/H.O/HCOOH - 15:4:1). Bylo
ptidavano 10 pl smési internich standardd Mix I-1l @ 20 pl smési internich standardd
Mix 111-V. Po extrakci bylo k precipitatu piidano 400 pl extrakéniho ¢inidla a extrakce
byla opakovana ve stejnych krocich, bylo vSak vynechano promichavani pomoci
laboratorniho rotatoru. Supernatanty z extrakce i opakované extrakce byly spojeny
a odpafeny pomoci dusikové odparky.

Pro purifikaci byla pouzita jiz optimalizovana metoda vyuzivajici kolony Oasis® HLB
(Simura et al., 2018). Pfed nanesenim vzorku byly kolony promyty a aktivovany
1 ml MeOH, 1 ml H20 a 1 ml 60% ACN. Do mikrozkumavek s odpafenymi vzorky byl
pfidan 1 ml 60% ACN a roztok byl nanesen na HLB kolonu. Nasledné byla kolona
promyta 1 ml 30% ACN, jimz byla vyplachnuta mikrozkumavka po vzorku. Vytékajici
frakce po naneseni vzorku i1 promyti byly spojeny a vzorky byly odpafeny pomoci
dusikové odparky. Pifed LC-MS/MS analyzou byly odparky rozpustény
ve 20 ul 50% ACN. Promichané vzorky byly ponechany 3 minuty v ultrazvukové 1azni
a doplnény dalsimi 20 ul H20. Po filtraci byly filtraty pfeneseny do insertt (0,1 ml)
ve vialkéach a nasledné ulozeny v -20 °C az do analyzy. Experiment byl proveden ve tfech

opakovanich.
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3.2.1.2 Extrakéni experiment 11

Extrakce byla v tomto piipad¢ provadéna z 20 mg rostlinného materialu pomoci riznych
¢inidel: 10% MeOH, 10% MeOH + 5% HCOOH, MeOH + 5% CH3sCOOQOH. Supernatant
odebrany po centrifugaci byl rozdélen do dvou mikrozkumavek po 200 ul a odpaten
pomoci dusikové odparky. Vzorky byly poté rozpustény v 1 ml 60% ACN a na 5 minut
vlozeny do vychlazené ultrazvukové ldzné. Nasledn€ bylo pfidano 10 pl smési internich
standardd Mix 1-V a vzorky byly promichany pomoci vortexu. Purifikace vzorki
| ptiprava k analyze byla provedena stejné jako u piedchoziho experimentu. Tento

experiment byl proveden ve ¢tyfech opakovéanich.

3.2.2 Stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidi

Do testovanych extrakénich cinidel (50% ACN, H2O, 10% MeOH, 30% MeOH,
50% MeOH, 70% MeOH a 80% aceton) bylo pfidano pfiblizné¢ 5 mg MgCO3
pro zabranéni rozkladu chlorofylu. Experiment byl provadén ve tfech opakovénich.

Extrakce probihala ze 100 mg Cerstvé materidlu z homogenizovanych rostlin o stéaii
21 dnti pomoci 500 pul extrakéniho ¢inidla podle protokolu popsaného v kapitole 3.2.1.
450 pl supernatantu bylo odebrano do novych mikrozkumavek a odpatfeno na dusikové
odparce. Po odpafeni byly vzorky rozpustény v 500 pl 80% acetonu (5 minut
ve vychlazené ultrazvukové lazni), poté centrifugovany (15 min, 36,670 g, 4 °C)
a ziskany supernatant byl zfiltrovan pies Nanosep fitry.

Na spektrofotometru byly méteny absorbance pfi vinovych délkach 470 nm, 646,8 nm,
663,2 nm a 750 nm. V piipad¢, Ze absorbance vzorku byla pii vlnové délce 663,2 nm
vyssi nez 0,85, byl vzorek vhodné nafedén pomoci 80% acetonu. Pro zjiSténi obsahu
barviv byly pouzity nasledujici vztahy (Lichtenthaler a Buschmann, 2001):

Chlorofyl a: Ca=12,25 - (Aee32 — A7s0) — 2,79 - (Asssg — A750)

Chlorofyl b: Cb=21,5"- (Asss8 — A750) — 5,1 - (Ase3.2 — A750)

Chlorofyl a+b:  Ca+b = 7,15 - (Ase32— A7so) + 18,71 - (Aesss — Ars0)

Karotenoidy: Carx+c = [1000 - (As70 — Ars0) — 1,82 - Ca— 85,02 - Cp] / 198

3.2.3 Purifikace pomoci ISOLUTE® Multimode

Do 0,5 ml 10% MeOH bylo pfidano 10 pl smési neznacenych standardl zastupujicich
vSechny skupiny sledovanych fytohormonti obsahujici 0,05 pmol tZ; 0,1 pmol tZR;
0,2 pmol iP7G; 0,8 pmol JA-lle, JA-Phe a JA-Trp; 1 pmol cZROG; 5 pmol oxIAA;
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10 pmol 1AA, IAGIu, IAAsp, ABA, SA a cis-OPDA; 20 pmol JA a 9,10-dh-JA; 50 pmol
Trp a Tra. Purifikace probihala na kolonach ISOLUTE® Multimode, které byly pied
pouzitim promyty 1 ml 100% MeOH, 1 ml H20 a aktivovany 10% MeOH obsahujicim
CH3COOH o koncentraci 1 mol-I"t. Vzorky byly naneseny na kolonu, ktera byla poté
promyta 1 ml H20. Ob¢ frakce byly sbirany do stejnych zkumavek. Nasledné byly pro
eluci pouzity postupné roztoky NH4sOH o koncentraci 0,1 mol-I* v 30% ACN, H-0
a okyseleny 60% ACN (0,1 mol-I'* CH;COOH). Vzdy byl pouzit 1 ml elu¢niho ¢inidla
a frakce byly jimany do samostatnych zkumavek. Vzorky byly odpafeny na dusikové
odparce, ulozeny v -20 °C a ptfed LC-MS/MS analyzou rozpustény ve 40 pl 25% ACN.

Experiment byl provadén v péti opakovanich.

3.2.4 Purifikace pomoci pnSPE-PT

Ptiprava uSPE kolon v pipetovacich Spi¢kach byla zaloZena na technologii StageTips,
ktera byla publikovana pro izolaci proteinti (Rappsilberetal., 2003) a pozdégji
modifikovana pro stanoveni CK (Svacinova et al., 2012). Byly pfipraveny kombinace
multi-StageTips  kolon  slozenych  zrizného  poftu  vrstev  sorbenti:

C18 (3x)/SDB-XC (3x), C18 (6x)/SDB-XC (3x) a C18 (6X)/HLB (3x).

3.2.4.1 Purifikacni experiment StageTips I

Piipravené uSPE-PT kolony byly usazeny do vicek mikrozkumavek a sorbenty byly
postupné smoceny 50 pl acetonu a 50 ul MeOH pomoci centrifugace po dobu 10 minut
pti 380 g za chlazeni na 4 °C. Nasledn¢ byly sorbenty aktivovany 50 pl H20 a poté
50 pul 10% MeOH + 5% HCOOH (15 min, 465 g, 4 °C).

Extrakce probihala pomoci 1 ml 60% ACN z 10 mg homogenizovanych rostlin
sesbiranych po 17 dnech rGstu a ke kazdému vzorku bylo pfed extrakci ptidano
10 pl smési internich standardd  Mix 1-V. Cely experiment byl provadén
Vv Sesti opakovanich a extrakce byla provadéna dle postupu popsaného v kapitole 3.2.1.
Kazdy extrakt byl poté rozdélen 3 x 300 ul a jednotlivé nanesen na multi-StageTips
kolony obsahujici tfi vrstvy od sorbenti SDB-XC/C18. Vzorky byly centrifugovany
15 minut pii 865 g za chlazeni na 4 °C a proslé eluaty byly sbirany do novych
mikrozkumavek. U né€kterych kolon nedoslo béhem této doby k prichodu veskerého
vzorku pfes pevnou fazi a centrifugace musela byt v takovém ptipad¢ opakovana.

Nasledné bylo na kazdou kolonu za ucelem eluce naneseno 50 pl 30% ACN (15 min,
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865 g, 4 °C). Ziskané eluaty pro kazdy extrakt byly poté opét spojeny (3 x 350 pul) a dva
replikaty byly okamzité odpafeny pomoci dusikové odparky.

Z diivodi malého stupné preciSténi byly 4 ze 6 vzorkd opakované purifikovany
za pouziti multi-StageTips kolon obsahujicich sorbenty C18 (6x)/SDB-XC (3x%)
a C18 (6x)/HLB (3x%). Po opétovném rozde¢leni vzorka (3 x 350 pl) byly provedeny
jednotlivé kroky purifikace stejné jako v pfedchazejicim experimentu (Obr. 9). Ziskané
eluaty pro kazdy extrakt byly poté spojeny a odpafeny pomoci dusikové odparky.
Po odpateni bylo pfidano 60 ul 10% ACN, vzorky byly promichdny pomoci vortexu,
vlozeny na 5 minut do ultrazvukové lazné a zfiltrovany pomoci centrifugacnich filtrti

(3 min, 3460 g, 4 °C). Filtraty byl pfeneseny do insertt a pfed analyzou ulozeny v -20 °C.

Obr. 9 Porovnani stupné piecisténi u rostlinnych extraktll po zapojeni jednokrokového uSPE-PT
experimentu vyuzivajicitho multi-StageTips C18 (3x)/SDB-XC (3x) (vlevo) a druhého
kroku purifikace pomoci vyssiho poctu vrstev sorbentd: CI8 (6x)/SDB-XC (3%)
(uprostied) nebo C18 (6x)/HLB (3x) (vpravo).
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3.2.4.2 Purifikacni experiment Stagetips 11

Extrakce byla provedena 1 ml 10% MeOH obsahujicim 5 % HCOOH. Pied extrakci bylo
ke vzorktim ptidano 10 pl smési internich standardt Mix I-V. Extrakce dale probihala dle
postupu popsaného v kapitole 3.2.1. Promyti a aktivace purifikacnich kolon probihalo dle
postupu popsané¢ho v kapitole 3.2.4.1. Kazdy vzorek byl pro purifikaci rozdélen
(4 x 250 pl) a nanesen na ¢tyii multi-StageTips kolony. Pti eluci (865 g, 15 min, 4 °C)
byla frakce jimana do nové mikrozkumavky. Nasledné byly kolony promyty
50 pl extrakéniho €inidla (10% MeOH + 5% HCOOH) a centrifugovany taktéz 15 minut
pti 865 g a za chlazeni na 4 °C. Eluce byla provedena ptidanim 50 pl 80% MeOH (865 g,
15 min, 4 °C). Frakce z promyvani i eluce byly jimany do stejné mikrozkumavky jako
frakce po naneseni vzorku. Alikvoty vzorki byly spojeny a odpateny pomoci dusikové
odparky pifi 37 °C a tlaku do 5 psi. Po odpafeni byly vzorky rozpustény
ve 40 ul 10% ACN, promichany na vortexu a nasledné vloZzeny na 5 minut do vychlazené
ultrazvukové 1azn¢€. Poté byly vzorky 1 minutu centrifugovany (865 g, 4 °C) a nasledné
prefiltrovany ptes centrifugacni filtry umisténé v mikrozkumavkach (5 min, 2400 g,

4 °C). Filtrat byl ptepipetovan do insert a vialky pfed analyzou uloZeny v -20 °C.

3.2.5 Podminky UHPLC-ESI-MS/MS

Vzorky byly analyzovany pomoci dfive publikované metody (Simuraetal., 2018)
za pouziti Acquity UPLC® I-Class systému vybaveného kolonou Acquity UPLC® CSH™
C18 RP (150 x 2,1 mm, velikost &astic: 1,7 um) spojenou s trojitym kvadrupdlem Xevo®
TQ-S MS. Mobilni faze A byla tvoifena ACN s 0,01% (v/v) HCOOH a mobilni faze B
byl 0,01% (v/v) vodny roztok HCOOH. Velikost nastiiku v pribéhu vSech analyz byla
10 pl. Rychlost priitoku byla 0,5 ml-min’t a kolona byla termostatovéna na 50 °C. P¥istroj
byl ovladan pomoci programu MassLynx™ (verze 4.2, Waters, Milford, MA, USA),
stejny program byl také pouzit pro ziskani a zpracovani dat z hmotnostniho spektrometru.
V kladném moédu ionizace elektrosprejem (ESI(+)) byly analyty nejprve eluovany
izokraticky pomoci 5% mobilni faze A, poté byl podil A linearné zvysen
az na 80 % béhem 10 minut. Nésledn¢ byla kolona promyta 100% A (1 min) a poté
ekvilibrovana v pocate¢nich podminkach separace (2 min). V zaporném ioniza¢nim
modu (ESI(—)) byl pouzit stejny linearni gradient, ktery byl ukoncen ve 13. minuté,
kdy pomér A:B byl 65:35 (v/v). Nasledovalo promyti kolony 100% A a poté op&tovna

stabilizace pocatecnich podminek (celkové 3 min).
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Detekce analytli probihala na tandemovém hmotnostnim spektrometru ionizaci latek
v ESI(+) a ESI(-) za pouziti optimalizovanych MS podminek. Kapilara byla béhem
méieni pod napétim 2,1 kV pfi kladném ionizatnim moédu a 1,5 kV pii zaporném
ionizacnim modu. Napéti na vstupni Stérbin€ bylo 1040 V, pratok kolizniho plynu
(argon) bylo 0,21 mI-min™t. Teplota odpafovaciho bloku byla 125 °C, teplota susiciho
plynu 600 °C, pritok zmlzovaciho plynu byl 150 I-h™ a susiciho plynu 1000 1-h™%, kolizni
energie byla 12-30 eV. Kvantifikace metaboliti byla provadéna pomoci MRM piechodt
odpovidajicim endogennim, respektive znatenym metabolitim (Simura et al., 2018)

a vysledné koncentrace byly stanoveny pomoci izotopové zied’ovaci metody.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace extrakce

Pro optimalizaci podminek extrakce vybranych skupin fytohormont (cytokinind, auxint,
abscisatli, jasmonatii a kys. salycilové) byly porovnavany profily jejich endogennich
koncetra¢nich hladin v husenicku rolnim, které byly stanoveny pomoci publikované
hormonomické metody vyuzivajici kolony Oasis® HLB v kombinaci s UHPLC-ESI-
MS/MS detekei (Simura et al., 2018).

V prvnim experimentu byly testovany methanolické a acetonitrilové vodné roztoky
0 vzrustajicich koncentracich organické slozky. V druhé fazi byl testovan vliv okyseleni
u 10% MeOH vybraného na zakladé zavéra z experimentu stanoveni obsahu chlorofyla

a karotenoidl v rostlinnych extraktech.

4.1.1 Extrakéni experiment I
Vysledky experimentu pro stanoveni extrakéni uc¢innosti fytohormont na zakladé¢ slozeni
pouzitého extrakéniho ¢inidla ukazuji (Obr. 10, str. 41), ze se vzristajicim podilem ACN
I MeOH v extrak¢nim ¢inidle dochazi ke snizeni stanovenych koncentra¢nich hladin
cytokininli. Naméfené vysledky také ukazuji vyssi endogenni hladiny CK O-glukosidl
a CK ribosidi 1 jejich nekonjugovanych forem pii aplikaci methanolickych extrakénich
roztokll. Vysledné koncentracni hladiny IAA, ABA a JA byly v ptipad¢ vsech pouzitych
¢inidel témét konstantni. Extrahovatelnost SA se pfi extrakci riznymi methanolickymi
roztoky piili§ neméni, ale pfi aplikaci ¢inidel s vy$§im obsahem ACN narusta. Vyjimkou
je 30% ACN, kde bylo zjisténo niz§i mnozstvi SA oproti v§em ostatnim vzorkiim.

Srovndnim vysledkii pro extrakci do deionizované vody byla zjiSténa nejvyssi
koncentrace pro SA (Obr. 10B) spole¢né s CK bazemi i CK ribosidy (Obr. 10A).
Pii aplikaci modifikovaného extrakéniho Cinidla podle Bieleského (Hoyerova et al.,
2006) byly naméfené endogenni hladiny CK metaboliti srovnatelné s vysledky extrakci
do roztokt obsahujicich 50-70% organické slozky. Koncentrace SA byla v modifikované
Bieleského fixazi nejnizsi ze vSech Cinidel, naopak vSak byla po extrakci zjisténa nejvyssi
endogenni hladina pro volnou TAA.

Vysledky toho extrakéniho testu ukazuji na srovnatelnou G€innost extrakce pii pouZiti
¢inidel obsahujicich podil ACN nebo MeOH. Naznacuji také vliv riznych degradacnich

procest, které mohou pfispivat k celkovému zvySeni endogennich hladin fytohormont.
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Obr. 10 Endogenni hladiny vybranych fytohormonalnich skupin v Arabidopsis thaliana pti
pouziti riznych extrakénich ¢inidel — 10-70% acetonitrilu (ACN), 10-70% methanolu
(MeOH), deionizované vody (H20) a modifikového ¢inidla podle Bieleského. Sloupcové
grafy zobrazuji hodnoty praméru + smér. odchylka (n = 3).

4.1.2 Stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidu
Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 2.8, stanoveni fytohormonil negativné ovliviiuji rozli¢né
interferujici latky (napt. pigmenty). Jiz dfive bylo provedeno srovnani vlivu naristajici
koncentrace ACN vV extrakénim cinidle na mnozstvi obsahu pigmentd v rostlinném
extraktu (Simura et al., 2018). Sougasti predkladané price je optimalizace testovani
obsahu rostlinnych pigmenta pii pouziti riznych extrakénich Cinidel se zvySujicim se
obsahem methanolické slozky. Testovana byla rozpoustédla s riznym podilem organické
faze (10% MeOH, 30% MeOH, 50% MeOH, 70% MeOH) v porovnani s deionizovanou
vodou, 50% ACN a 80% aceton).

Z vysledkt (Obr. 11) je patrné, ze pii nizSich koncentracich MeOH do 50 % nedochézi

k narustu koncentrace u zadnych zkoumanych pigmentt oproti H20O. Pti 70% podilu

41



70

E
E 60 I
3 50
=
g 40
.20
2 30
[}
o
S 20
ey
[=
g 10 I
S ¢ =T —= o ._
\)\’L eo\’\ eO\(\ eo\(\ eo\(\ P\ 8\0“
&OO/ON\ O/QN\ 600/0N\ 10/ “\ 660/0 %0/ P\C

SloZeni extrakcniho cinidla

B Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy chlorofyl Karotenoidy

Obr. 11 Koncentrace rostlinnych pigmentd na zakladé pouzitych extrakénich ¢inidel. Sloupcové
grafy zobrazuji hodnoty priméru + smér. odchylka (n = 3).

MeOH v extrakénim ¢inidle dochazi jiz k nérGstu koncentrace vSech stanovovanych
pigmentl. JeSt¢ vy$$i hodnoty byly naméfeny pii 50% koncentraci ACN. Nejvyssi
koncentrace chlorofylt i karotenoidl byly dle ocekavani naméteny u 80% acetonu.

Tento test ukazal zfejmy trend, kdy se vzrustajicim podilem organického rozpoustédla
roste extrakéni G€innost u chlorofylt i karotenoidi (Urbanova et al., 2013). Vysledky
naznacuji vhodnost pouziti niz§iho obsahu organické slozky v extrakénim cinidle
z divodl snizeni obsahu mnozstvi ruSicich latek (pigmentt). Mezi skupinou
fytohormonil, které jsou studovany v této bakalatské praci, chybi nejvice nepolarni
skupina brassinosteroidd. Tato skupina je limitujicim faktorem pii soubézném stanoveni
fytohormonti (Simura et al., 2018). Proto mohlo byt dale testovano extrakéni Ginidlo
obsahujici pouhych 10% MeOH.

4.1.3 Extrakéni experiment 11

V predchazejicim extrakénim experimentu | byly nameéfeny zvySené koncentracni
hladiny u cytokininti pii extrakci do 10% a 30% MeOH (Obr. 10A). V porovnani
svysledky pfi pouziti modifikovaného Bieleského ¢inidla bylo toto zvySeni
pravdépodobné zplisobeno aktivitou CK metabolickych enzymii, které nejsou pii extrakci
inhibovany (Hoyerova et al., 2006).

Proto byl navrzen extrakéni test za pouziti 10% MeOH s piidavkem kyseliny mravenci

nebo octové (5%). Jak je patrné z Obr. 12, extrakce do neokyseleného 10% vodného
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Obr. 12 Endogenni hladiny vybranych fytohormonalnich skupin v Arabidopsis thaliana pii
pouziti riznych extrakénich cinidel. Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty
pruméru + smér. odchylka (n = 4).

roztoku MeOH zvysila endogenni hladiny CK ribosidd, IAA a jasmonatd. Tento trend
byl minimalizovan nejen pouzitim vy$§iho obsahu organické faze (60% ACN), ale také
snizenim vysledného pH u extrakéniho roztoku 10% MeOH. U ostatnich vybranych
fytohormonti (ABA, JA a SA) pii pouziti vSech testovanych extrakénich podminek
nebyly vyraznéjsi odlisnosti zjistény.

Zavérem lze konstatovat, Ze vysledky optimalizace extrakéniho postupu ukazaly
na vhodnost prace s 10% MeOH obsahujici 5% HCOOH. Navyseni obsahu vodné slozky
Vv extrakénim cinidle snizilo obsah pigmentl v rostlinném extraktu a uprava pH < 2,5

minimalizovala mozné degradacni procesy béhem extrakénich krokd.

4.2 Optimalizace purifikace

V dalsi casti bakalaiské prace byly srovnavany dva purifikaéni protokoly — jeden
vyuzivajici komeréni SPE kolony se smiSenym mechanismem zadrzovéani analytd
(ISOLUTE® Multimode) a druhy pracujici se sorbenty plnénymi do $picek pipet
(Svacinova et al., 2012; Péncik et al., 2018).

4.2.1 Purifikace pomoci ISOLUTE® Multimode
Kolony ISOLUTE® Multimode jsou plnény polymernim sorbentem se smiSenym

mechanismem retence, ktery v sobé kombinuje reverzni (C18) a silné iontoménicoveé
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retencni mechanismy (kationtové i aniontové). Volbou vhodnych SPE podminek tak mélo
byt dosazeno zachyceni fytohormoni kysel¢ i bazické povahy a jejich postupného
uvoliiovani pti aplikaci riznych eluc¢nich ¢inidel.

Na kolony obsahujici 100 mg kondicionovaného sorbentu byla nanesena smeés
standardii obsahujici rizné fytohormonalni zastupce (viz kapitola 3.2.3) a jednotlivé
posbirané frakce byly proméieny pomoci UHPLC-ESI-MS/MS. Poté byla spocitana
navratnost kazdého fytohormonu jako podil naméfenych ploch pikti daného analytu
po izolaci pomoci SPE vztazenych na plochy pikii testované standardni smési,
ktera nebyla precisténa pies SPE.

Z vysledku shrnutych v Tabulce 1 je patrné, Ze v prutokové frakci (spojeny nanaseci
i promyvaci frakce) nebyla vétSina analyti detekovana. Doslo tedy k zachyceni
vybranych fytohormoni na SPE sorbentu a k jejich eluci byly pouZity ¢inidla bazické
a kyselé povahy. Nejvétsi ¢ast analyti byla z kolony eluovana v prvnim kroku pomoci

roztoku NHsOH o koncentraci 0,1 mol-I"t v 30% ACN. Vyznamny podil byl pfedevsim

Tab. 1 Navratnosti vybranych analyti Vjednotlivych eluénich frakcich ziskanych bé&hem
purifikace pomoci kolon ISOLUTE® Multimode 100 mg/1 mL (hodnoty uvedeny v %;
praumér + smér. odchylka; n = 5).

Prittokova 30% ACN 60% ACN
Analyt frakce + NH,OH H.0 + CH;COOH
(0,1 mol-I%) (0,1 mol-IY)
tZ 0,1+0,0 119,0+ 16,5 2,1+04 1,3+0,6
tZR n.d. 111,1+£10,0 2,6+0,6 24+1,0
iP7G n.d. 113,9 £ 10,1 1,3+04 1,0+ 04
cZROG n.d. 1155+ 16,0 2,7+0,8 2,2+0,9
IAA 0,3+0,1 1194+ 94 2,2+0,6 1,3+0,8
oxIAA 0,3+£0,1 114,3+10,9 1,9+0,5 0,5+0,3
IAGIu n.d. 137,1 £19,7 292+11,3 29+35
IAAsp n.d. 99,0 £ 15,6 30,5+ 12,6 3,1+3,7
ABA n.d. 97,2 £ 15,7 34+1,0 2,8+ 1,2
JA n.d. 78,8 +£8,0 49+19 1,9+0,7
9,10-dh-JA n.d. 96,0 £ 12,0 7,8+ 1,0 3,1+1,1
JA-lle n.d. 10,3+ 15,1 4,1+04 0,8+0,6
cis-OPDA 0,4+0,2 0,4+0,6 1,3+0,6 0,2+0,2
JA-Phe n.d. 16,2 +21,4 4,7+0,6 0,7+0,6
JA-Trp n.d. 16,5+ 15,3 2,9+0,5 0,8+0,6
SA n.d. 97,1 £25,9 3,1+0,7 1,7+13

n.d. - nedetekovano
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u CK metabolitt, auxinli, ABA a SA. Aminokyselinové konjugaty IAA byly detekovany
také ve vodné frakci (cca 20 %). Pii eluci 60% ACN okyselenym CH3COOH
o koncentraci 0,1 mol-I* byly zjistény pouze velmi nizké navratnosti u viech analytd.
| kdyz JA byla vyeluovana z SPE kolony v prvnim elu¢nim kroku, jeji prekurzor
cis-OPDA a metabolity s aminokyselinami byly na sorbentu silné¢ zachyceny a nebyly
dodate¢né vymyty zadnym z aplikovanych cCinidel.

SPE sorbenty se smiSenym mechanismem retence jsou diky své multifunk¢nosti velmi
obliben¢ a bylo n€kolikrat ukazano, ze jejich pouzitelnost na poli fytohormonalni analyzy
je velmi Sirokd (Tarkowskaetal., 2014). V tomto experimentu se pii zvolenych
kondiciona¢nich podminkéch vybrané skupiny fytohormonti zadrzovaly podobné¢ jako pfi
praci s SPE kolonami plnénymi sorbentem Oasis® MCX (Dobrev a Kaminek, 2002).
Cast analytdl byla zachycena pomoci elektrostatickych sil a druha &ast vyuzila reverzni
vlastnosti sorbentu. Porovnani s pouzitim kolon Oasis® HLB, které byly pouzity pfi
soub&zném stanoveni stejnych skupin fytohormoni (Simura et al., 2018), ukazalo
podobny rozptyl navratnosti pro vSechny zastoupené skupiny kromeé jasmonatii. Celkové
Ize konstatovat, e vétSina analytli byla z ISOLUTE® Multimode sorbentu Gsp&iné
vymyta nepolarnim bazickym rozpoustédlem, avsak u JA-lle a cis-OPDA nebylo

dosaZeno uspokojivych vysledk.

4.2.2 Purifikace pomoci pSPE-PT

Druhé faze optimalizace purifika¢nich postupli byla zamétena na testovani technologie
StageTips (Rappsilber etal., 2003). Tento pfistup umozfuje vlastni pfipravu
multi-StageTips kolon, které mohou kombinovat rizné typy sorbentti. Byly publikovany
kombinace C18/SDB-RPS/Cation-SR pro CK (Svadinovaetal., 2012) nebo
C18/SDB-XC pro auxiny (Péncik et al., 2018). Pti pouziti uSPE-PT purifikace Ize
dosdhnout velmi vysokych navratnosti, napt. vice nez 80% navratnosti pro CK
metabolity bez ptitomnosti rostlinné matrice (Svacinova et al., 2012). Kapacita StageTips
kolon se da také navysit mnozstvi pfidanych vrstev sorbentti (optimalné 3 vrstvy). Lze tak
dosahnou celkové navratnosti kolem 50% v pfitomnosti 2,5 mg rostlinného pletiva
(Péncik et al., 2018).

Na zaklad¢ vySe uvedenych znalosti byl navrZzen experimentalni postup kombinujici
multi-StageTips kolony s riznym poctem vrstev sorbentii: C18 (3%)/SDB-XC (3x), C18
(6x)/SDB-XC (3x%) a C18 (6x)/HLB (3%). Bylo extrahovéno 10 mg rostlinného materidlu
v 1 ml okyselené¢ho 10% MeOH a vysledny rozdéleny extrakt (3 x 300 pl) byl jednotlivé
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Tab. 2 Navratnosti (%) internich standardd rostlinnych hormonti pfidanych v pribéhu extrakce
10 mg rostlinného materialu Arabidopsis v 1 ml 10% MeOH okyseleného 5% HCOOH
aizolovanych pomoci pSPE-PT. Jednokrokova purifikace - 3xC18/3xSDB-XC;
dvoukrokova purifikace 1 - 3xC18/ 3xSDB-XC + 6xC18/3xSDB-XC; dvoukrokova
purifikace 2 - 3xC18/3xSDB-XC + 6xC18/3xHLB (hodnoty uvedeny v %;
prumér + smér. odchylka; n = 2).

Analyt J ednqk_rokové Dvopl_qokové Dvoplfrokové
purifikace purifikace 1 purifikace 2

tZ 46,9+ 1,0 43,3+ 3,6 44,0 +0,7
tZR 49,7+ 3,7 46,8 + 0,6 47,4+0,9
tZOG 63,7 +3,3 60,1 £2,9 60,0+19
tZROG 63,4+6,0 60,1 +1,0 57,9+0,3
tZ7G 639+21 59,2 +0,6 61,0+1,0
tZ9G 54,824 49,5+0,9 50,1 +£1,4
cZ 454 +1,0 39,0+2,4 42,2 +0,2
DHZ 44,1 +£0,6 37,8 +3,2 455+1,5
DHZ9G 59,3 +£3,2 52,8+1,1 56,0 £0,2
iP 34,1 £0,5 29,7+1,5 30,9+0,6
iPR 42,1+0,5 374+23 334+0,2
iP9G 50,4+1,6 46,3 +£0,2 46,1 £0,2
iP7G 63,1+3,5 58,3+1,0 59,7+2,4
2MeStZ 219+04 21,0£5,5 24,1 +0,8
2MeStZR 40,8 +1,0 36,9 +2,2 32,7+0,4
2MeSiP 6,6 +1,8 47+0,2 57+18
2MeSiPR 22.8+0,2 20,0 + 0,6 19,1 +3,1
IAA 52,9 +3,8 454 £5,1 39,8 +0,8
oxIAA 61,0+14 549+0,8 55,6 1,2
IAGIu 23,1+£0,7 212+27 23.4+0,2
I1AAsp 17,5+3,5 15,1 +3,3 17,1 +£0,5
Trp 57,9 £6,2 46,9 +5,6 38,8+1,2
Tra 28,3+2,2 19,7+1,9 13,7+1,3
IAN 10,0+£0,2 7,1+1,3 12,9+ 3,0
ABA 534+27 48,3 +2,7 50,9+0,2
7-OH-ABA 49,5+20 42,7+4,8 38,9+29
PA 534+3,0 49,0+2,8 50,7+0,2
DPA 53,9+3,3 472 +25 49,3 +0,2
neoPA 574+14 48,9 +4,0 522+1,3
JA 46,9 + 8,1 41,9+ 3,3 49,4+1,6
JA-lle 51,3+0,1 469 +1,3 48,8 +1,8
cis-OPDA 44,5+ 3,3 39,7+ 0,1 43,1+14
SA 50,1 +5,6 452 +37 50,7+1,2
Median 49,7+ 15,6 45,2 £ 14,7 455+ 149
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nanesen na multi-StageTips kolony. Postupné byly extrakty ptecistény jednokrokovou
nebo dvoukrokovou purifikaci (viz kapitola 3.2.4.1) a vysledné vzorky opét analyzovany
pomoci UHPLC-ESI-MS/MS (Simuraetal.,, 2018). Byla spo¢itina navratnost
(Tabulka 2, str. 46) pfidanych internich standardti zna¢enych pomoci stabilnich izotopt,
které byly piidany na zacatku extrakce.

Celkova navratnost jednokrokové uSPE-PT purifikace se pohybovala v rozmezi
navratnost byla pro 2-methylthio-isopentenyladenin (2MeSiP), pravdépodobné z davodi
nizké eluéni sily pouzitého promyvaciho ¢inidla (30% ACN). Z téchto divodu bylo pii
stanoveni fytohormonalnich profili béhem vyvojovych stadii rostliny husenicku rolniho
pouzit 80% MeOH (kapitola 3.2.4.2). Vysledky navic ukazuji, Zze pfti vicekrokové
purifikaci za pomoci kombinace sorbenti C18/SDB-XC i C18/HLB dochazi k mirnému
snizeni navratnosti (asi 0 5%) u témét vSech studovanych latek. Piekvapivé se tedy
rozdilny stupen ptecisténi (Obr. 9) neprojevil na vysledné navratnosti a U vétSiny analytt

bylo dosazeno podobnych vysledkt nezavisle na po¢tu SPE krokua (Tabulka 2).

4.3 Profilovani rostlinnych hormont

Jako zéavérecny experiment piedlozené bakalaiské prace bylo provedeno stanoveni
celkového profilu vybranych skupin rostlinnych hormonli béhem vyvojovych stadii
Arabidopsis pomoci UHPLC-ESI-MS/MS. Byly aplikovany optimalizované podminky
extrakce za pouziti okyseleného 10% MeOH v kombinaci s uSPE-PT purifikaci pomoci
multi-StageTips kolon (C18/SDB-XC). Z celkového poctu 50 stanovovanych analyth
bylo detekovano 30 fytohormonalnich metabolitti. Vysledky jsou shrnuty v Piiloze 1.

U vybranych vyvojovych stadii husenic¢ku rolniho (4, 7, 10 a 14 denni rostliny) byl
pozorovan mirny pokles hladin CK bazi a 2MeSCKs (Obr. 13A). S vzristajicim stafim
rostlin byl vyraznéjsi pokles sledovan u CK ribosidl, coz by mohlo naznacovat velmi
dynamickou CK homeostazi v prvnich dnech vyvoje Arabidopsis. U produktid CK
metabolismu, CK O-glukosidti i CK N-glukosidi, nebyla pozorovana vyraznéjsi zména
hladin. Podle literatury lze jejich akumulaci piedpokladat v pozdéjsich stadiich vyvoje
rostliny (Smehilova et al., 2016).

Zatimco u IAA byl pozorovan mirny vzestup endogennich hladin, tak u oXIAA
i TAAGIu je mozné pozorovat slaby klesajici trend (Obr. 13B). I kdyZ je IAAsp dal$im
obvyklym aminokyselinovym konjugatem auxinu u Arabidopsis (Novak et al., 2012),
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Obr. 13 Endogenni hladiny vybranych skupin fytohormoni béhem vyvojovych stadii rostliny
Arabidopsis thaliana (A - cytokininy, B - auxiny, C - ostatni rostlinné hormony).
Sloupcové grafy zobrazuji hodnoty pruméru + smér. odchylka (pmol/g Cerstvé hmoty;
n=>5).

v naSich podminkach méfeni nebyl z divodi vys$s$iho matricniho efektu detekovan.
U ABA i SA byl pozorovan narust endogennich hladin u starSich rostlin oproti rostlinam
mlads$im. Naopak u jasmonatu, zastoupenych JA, JA-1le a 9,10-dh-JA, nebyla v hladinach

u studovanych vyvojovych stadii pozorovana témét zadna zména (Obr. 13).
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Vysledky naznacuji akumulaci nékterych fytohormonalnich metabolitl Vv priubéhu
ristu a vyvoje rostliny (Obr. 14, str. 50; Pfiloha 1). U metabolitd tZ je tento trend vidét
u prislusnych N-glukosidli (tZ7G a také u tZ9G) pfi porovnani rostlin rizného staii —
4 dny a 2 tydny (Obr. 14A, str. 50). Naopak pokles endogennich hladin je patrny
u samotného tZ i jeho ribosidu (tZR). Podobné trendy je mozné nalézt i u CK cZ-typt
(Obr. 14B), ukterych vSak dochazi k narustu hladin zasobnich O-glukosidovych
metaboliti cZOG a cZROG, naopak hladina cZ7G klesa. U hladiny ¢Z i ¢ZR je mozné
pozorovat stejn¢ jako u tZ klesajici trend. Metabolity iP nevykazovaly témét zadnou
zménu v poméru metabolith béhem zkoumanych vyvojovych stadii. Snizujici se
zastoupeni tZ, ¢Z a iP by mohlo indikovat zpomaleni ristu nadzemni ¢asti rostliny.
Zvysené hladiny zasobnich forem cytokininli by mohly byt disledkem snahy o udrzeni
homeostazy pii snizené potieb¢ aktivnich hormont (Mok a Mok, 2001). V porovnani
s diive publikovanymi hodnotami (Svacinova et al., 2012) byly namétené CK profily
a endogenni hladiny u 10dennich rostlin pro vétSinu CK analytt fadové stejné.

U auxini dochazi béhem zkoumanych pocateénich vyvojovych stadii K narustu
hladiny IAA (Obr. 14C), které by mohlo byt zptisobeno vyraznéjsim rozvojem kofent
za soucasného utlumu ristu nadzemni ¢asti vlivem poklesu hladin aktivnich cytokininli
(Ljung et al., 2001). Naopak se snizovaly endogenni hladina oxIAA, coz by mohlo
svédcit o utlumu degradace IAA. Podil IAGlu vedouciho taktéZ k degradaci IAA
nevykazoval vyrazngj§i zmény. Stanovené endogenni hladiny u 7 dennich rostlin
Arabidopsis ekotyp Col-0 pro IAA i oxIAA odpovidaji diive publikovanym hodnotam,
pro IAGlu byla zjisténa hodnota mirné vyssi (Péncik et al., 2018).

Podil JA ku jejim metabolitim byl ve studovanych vyvojovych stadiich obdobny
(Obr. 14D). Pii porovnani vysledk doslo vsak k dramatickému poklesu endogenni
hladiny nejvice biologicky aktivniho aminokonjugatu JA-lle, ktery byl kompenzovan
biosyntézou 9,10-dihydrojasmonové kyselina (9,10-dh-JA). SniZzeni hladin JA-lle
a celkova homeostaze JAs muize souviset s nedavno popsanym vztahem mezi auxinem,
jasmonaty a zakladanim adventivnich kofent (Guntierrez et al., 2012). Bylo dokazano,
ze isoleucinovy konjugat JA je negativnim reguldtorem adventivniho zakotfenovani
a snizeni jeho endogennich hladin spole¢né s nardstem hladin IAA mohl vést k podpoie
rustu a vyvoje kotenového systému (Obr. 9).

Nameétené koncentrace ABA ve studovanych vyvojovych staddiich mirné rostly
(Obr. 13; Priloha 1). Jeji metabolity vSak nebyly detekovany, coz mohlo byt zptisobeno

potlacenou biosyntézou ABA Vv prib&hu ranych vyvojovych stadii analyzovanych rostlin.
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mc¢Z =mcZR =cZOG = c¢ZROG = cZ7G = ¢Z9G

= JAA = oxIAA = 1AGlu

=JA = JA-lle =9,10-dh-JA

Obr. 14 Distribuce vybranych skupin fytohormond b&hem dvou vybranych vyvojovych stadii
rostliny Arabidopsis thaliana (4 dny a 2 tydny). VyseCové grafy zobrazuji hodnoty
priméru namétenych endogennich hladin pro jednotlivé fytohormonalni metabolity:
cytokininy (A —tZ-typy, B — cZ-typy), auxiny (C) a jasmonaty (D). Koncentra¢ni hladiny
jednotlivych metaboliti v pmol/g €. h. jsou uvedeny v Ptiloze 1 (n =5).
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5 ZAVER

Predlozena bakalafskd prace se v teoretické Casti zabyva zékladni problematikou
fytohormonti a latek jim vlastnostmi podobnym. Shrnut byl jejich vyskyt a funkce,
ale i biosyntetické a metabolické drahy. Dale jsou Vv teoretické ¢asti popsany metodické
ptistupy extrakce rostlinnych hormont z rostlinné matrice a principy nejpouzivanéjsich
metod pro izolaci pozadovanych latek z rostlinného extraktu a jejich nasledné stanoveni
pomoci spojenych chromatografickych a hmotnostné-spektrometrickych technik.

V experimentalni ¢asti byly nejprve realizovany testy zamétené na vyvoj dil¢ich kroki
extrakce a purifikace pro soub&zné stanoveni vybranych skupin rostlinnych hormont
v malém mnozstvi rostlinného pletiva. Optimalizace extrakéniho postupu probihala
v n€kolika experimentech, kdy bylo zjistovano optimalni sloZeni extrakéni smési pro
vybrané zastupce fytohormond. Cilem bylo nalezeni extrakéniho ¢inidla, které by
dosahovalo dobré extrak¢éni ucinnosti analytli za soucasné nizké extrakce interferujicich
latek, predevsim chlorofylti. Z porovnavanych acetonitrilovych a methanolickych
roztoki byl vybran 10% MeOH, ktery soucasné extrahoval velmi malé mnozstvi
rostlinnych pigmentli. Nasledné bylo testovano okyseleni extrakéniho ¢inidla za icelem
inhibice degrada¢nich procest v pribéhu extrakce. Pro finalni experiment profilovani
rostlinnych hormoni byl vybran 10% MeOH okyseleny 5 % HCOOH, ktery dosahoval
pro vybrané fytohormony obdobnych extrahovatelnosti jako dfive publikovany
60% ACN (Simura et al., 2018) pii vyrazné nizi extrakci pigmenti.

Pro soubéznou purifikaci vybranych skupin fytohormont byly testovany 2 pfistupy:
kolony ISOLUTE® Multimode a multi-StageTips kolony. Kromé& né&kterych metabolitl
ze skupiny jasmonatli, ukazaly vysledky vysokou névratnost analyt na polymernim
sorbentu se smiSenym mechanismem retence. V testu purifikace pomoci pSPE-PT byl
optimalizovan protokol pro pouziti multi-StageTips kolon kombinujicich sorbent C18 se
sorbenty SDB-XC a HLB. Pfi porovnani dvoukrokové a jednokrokové purifikace nebyly
nalezeny vyrazngjsi rozdily.

Optimalizované dil¢i kroky extrakce a purifikace byly tedy zaclenény do finalniho
stanoveni profild rostlinnych hormont béhem vyvojovych stadii huseni¢ku rolniho.
Vysledky celkového fytohormondlniho profilovani potvrdily dynamicnost rostlinného

metabolismu a udrzovani hladin aktivnich metaboliti pomoci hormonélni homeostéaze.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

12-OH-JA kyselina 12-hydroxyjasmonova
2MeSCKs 2-methylthiocytokininy

2MeStZ 2-methylthio-trans-zeatin
2MeStZR 2-methylthio-trans-zeatin ribosid
2MeScZ 2-methylthio-cis-zeatin
2MeScZR 2-methylthio-cis-zeatin ribosid
2MeSiP 2-methylthioisopentenyladenin
2MeSiPR 2-methylthioisopentenyladenosin
7'-OH-ABA kyselina 7-hydroxyabscisova
9,10-dh-JA 9,10-dihydrojasmonova kyselina
uSPE-PT extrakce na pevné fazi s pouzitim $picek pipet plnénych sorbentem
ABA kyselina abscisova

ANT kyselina anthranilova

C18 SPE sorbent s oktadecylovymi zbytky vazanymi na silikagelovy nosic¢
cis-OPDA kyselina cis-(+)-12-oxofytodienova
CK cytokininy

CKX cytokininoxidasa/dehydrogenasa
cZ cis-zeatin

cZR cis-zeatin ribosid

cZ0G cis-zeatin-O-glukosid

cZROG cis-zeatin ribosid O-glukosid
cZiG cis-zeatin-7-glukosid

cZ9G cis-zeatin-9-glukosid

¢. h. Cerstva hmota

DHZ dihydrozeatin

DHZ7G dihydrozeatin-7-glukosid
DHZ9G dihydrozeatin-9-glukosid
DHZOG dihydrozeatin-O-glukosid

DHZR dihydrozeatin ribosid

DHZROG dihydrozeatin ribosid O-glukosid
DMAPP dimethylallylpyrofosfatu

DPA kyselina dihydrofazeova

ESI ionizace elektrosprejem

GC plynova chromatografie

HLB typ SPE sorbentu (kopolymer divinylbenzenu s N-vinylpyrolidonem)
IAA kyselina indol-3-yloctova

IAAla N-(indol-3-ylacetyl)alanin

IAASp N-(indol-3-ylacetyl)aspartat

IAD indol-3-ylacetaldehyd

IAGIu N-(indol-3-ylacetyl)glutamat
IAGly N-(indol-3-ylacetyl)glycin

IALeu N-(indol-3-ylacetyl)leucin

IAM indol-3-ylacetamid

IAN indol-3-ylacetonitril

IAOx indol-3-ylacetaldoxim

IAPhe N-(indol-3-ylacetyl)fenylalanin
IATrp N-(indol-3-ylacetyl)tryptofan
IAVal N-(indol-3-ylacetyl)valin

IBA kyselina indol-3-ylmaselna

IDP isopentenyl difosfat

iP Né-isopentenyladenin

iP9G isopentenyladenin-9-glukosid
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iP7G isopentenyladenin-7-glukosid

iPR isopentenyladenosin

iPRDP isopentenyladenosin-5'-difosfat
iPRMP isopentenyladenosin-5'-monofosfat
iPRTP isopentenyladenosin-5'-trifosfat
IPT isopentenyltransferasa

IPYA kyselina indol-3-ylpyrohroznova
JA kyselina jasmonova

JA-lle jasmonoyl-isoleucin

JA-Me methylester kyseliny jasmonové
JA-Phe jasmonoyl-fenylalanin

JA-Trp jasmonoyl-tryptofan

JA-Val jasmonoyl-valin

LC kapalinova chromatografie
MVA mevalonat

MS hmotnostni spektrometrie

NPA kyselina neofazeova

oxIAA kyselina 2-oxindol-3-yloctova
PA kyselina fazeova

PAA kyselina fenyloctova

PAL fenylalanin-amoniaklyasa

SA kyselina salicylova

SDB-XC kopolymerni SPE sorbent skladajici se z jednotek styrenu a divinylbenzenu
SPE extrakce na pevné fazi

StageTip STop And Go Extraction Tip
Tra tryptamin

tZ trans-zeatin

tZ7G trans-zeatin-7-glukosid

tZ9G trans-zeatin-9-glukosid

tZ0G trans-zeatin-O-glukosid

tZR trans-zeatin ribosid

tZRMP trans-zeatin ribosid 5'-monofosfat
tZROG trans-zeatin ribosid O-glukosid
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8 PRILOHY

Pfiloha 1 Endogenni hladiny rostlinnych hormont ve vybranych vyvojovych stadiich Arabidopsis

thaliana (pmol/g €. h.; primér + smér. odchylka; n = 5).

Analyt 4 denni 7 denni 10 denni 14 denni
1tz 0,98 + 0,07 0,64 = 0,04 0,40 = 0,04 0,38 = 0,06
2 tZR 3,11+£0,42 1,10+ 0,12 0,72 + 0,05 0,67 £ 0,04
3 tZOG 4,76 £0,38 7,25+ 1,20 4,91 +0,43 5,06 + 0,63
4 tZROG 0,74 + 0,07 1,77+ 0,10 0,81 £0,11 0,60 = 0,06
5 tZ7G 15,73 £ 1,15 27,53 +0,51 22,78 + 0,98 23,63 + 0,34
6 tZ9G 6,06 + 0,27 11,07 £ 0,65 10,37 +£ 0,50 9,46 + 0,57
7 ¢z 0,41 + 0,07 0,17 £ 0,05 0,21 0,03 0,27 = 0,06
8 cZR 0,98 +0,14 0,23 + 0,02 0,24 + 0,03 0,24 + 0,01
9 ¢Z0G n.d. 1,35 +0,08 0,93+ 0,10 1,92+ 0,10
10 c¢ZROG 0,76 £ 0,11 1,24 +£0,20 1,23+ 0,07 2,64 +0,17
11 ¢cZ7G 7,32 + 0,46 6,32 £0,75 4,79 + 0,20 5,54 +0,12
12 ¢Z9G 0,63 = 0,06 1,19+0,18 0,69 +0,15 0,53 £ 0,06
13 DHZ n.d. n.d. n.d. n.d.

14 DHZR 32,21 +5,71 3,94+ 125 1,76 + 0,63 1,28 + 0,28
15 DHZOG n.d. n.d. n.d. n.d.

16 DHZROG 0,55+0,15 0,75+ 0,10 0,33 + 0,08 0,37 £ 0,05
17 DHZ7G 428 +0,94 7,01 £1.25 731 +1,02 6,29 £ 0,41
18 DHZ9G 0,23 + 0,06 0,04 + 0,02 0,09 = 0,02 0,10 = 0,02
19 P 1,06 £ 0,33 0,75+0,14 0,69 +0,17 0,47 £0,10
20 iPR 0,64 +0,11 0,67 +0,12 0,36 = 0,04 0,37 = 0,06
21 iP9G 1,17+0,15 1,44 +0,10 1,43+£0,16 1,26 + 0,09
22 iP7G 28,04 £ 1,71 27,97 £ 1,53 19,09 +2,07 14,88 + 1,11
23 2MeScZ n.d. n.d. n.d. n.d.

24 2MeScZR 0,93 £ 0,06 0,36 £ 0,02 0,23 +0,03 0,29 £ 0,02
25 2MeSiP n.d. n.d. n.d. n.d.

26  2MeSiPR 0,20 + 0,04 0,12+ 0,02 0,05+0,01 0,05 + 0,01
27 1AA 106,48 £ 21,60 218,20+ 51,41 169,36 + 18,47 174,05 + 24,20
28 oxIAA 2802,59 £492,80 1750,46 28890 1042,03 +88,10 1082,06 + 258,23
29 1AAla n.d. n.d. n.d. n.d.

30 1AAsp n.d. n.d. n.d. n.d.

31 IAGlu 29,00 £ 4,46 35,84 +1,49 23,45+2,10 20,35+2,91
32 IAGly n.d. n.d. n.d. n.d.

33 IALeu n.d. n.d. n.d. n.d.

34 1APhe n.d. n.d. n.d. n.d.

35 1AVval n.d. n.d. n.d. n.d.

36 1ATrmp n.d. n.d. n.d. n.d.

37 IBA n.d. n.d. n.d. n.d.

38 ABA 0,14 + 0,04 0,12 £ 0,02 0,20 £ 0,05 0,53 +0,14
39 7'-OH-ABA n.d. n.d. n.d. n.d.

40 PA n.d. n.d. n.d. n.d.

41 DPA n.d. n.d. n.d. n.d.

42 neoPA n.d. n.d. n.d. n.d.

43 JA 8,57+ 0,31 8,21 +0,73 4,12 + 0,50 9,40 + 2,49
44  JA-lle 32,21 £5,71 3,94 £ 1,25 1,76 £ 0,63 1,28 £ 0,28
45 JA-Val n.d. n.d. n.d. n.d.

46 JA-Phe n.d. n.d. n.d. n.d.

47  JA-Trp n.d. n.d. n.d. n.d.

48 12-OH-JA n.d. n.d. n.d. n.d.

49 9,10-dh-JA 17,00 + 8,58 17,05 + 3,18 22,19 + 6,40 28,62 + 6,90
50 SA 14,33 £4,22 14,96 +£ 2,73 24,44 +£3,92 36,18 £ 4,69

n.d. - nedetekovano
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