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Prvnim  objevenym auxinem byla  kyselina
indol-3-(yl)-octova (IAA), jejiz hladina je v rostlinném
pletivu udrzovana de novo biosyntézou, transportem,
tvorbou  neaktivnich  konjugati a  degradaci.
Metabolismus rostlinnych hormont auxint je velmi
komplexni. Jednim ze zasadnich metabolickych
procestt kontrolujicich hladinu aktivni [AA je
glukosylace. IAA mize byt konjugovana s glukozou za
vzniku glukosylesteru IAA (IAA-Glc) ¢&i za vzniku
N-glukosidu IAA (IAA-N-Glc). Druhy zminény
metabolit byl  dosud  identifikovan  pouze
V jednodé€loznych a nahosemennych rostlinach. V této
praci byla testovana navratnost metod extrakce na
pevné fazi a optimalizovana a validovana analyticka
metoda  pro  stanoveni IAA-N-Glc  pomoci
HPLC-MS/MS v Pisum sativum L. a Arabidopsis
thaliana L. N-glukosid IAA byl nasledné detekovan
a kvantifikovan v kotyledonu hrachu, ¢imz byla
potvrzena jeho zdsobni funkce béhem kliceni semene.
Exogenni aplikaci IAA byla potvrzena katabolicka
funkce 1AA-N-GIc v kofeni hrachu. Ziskané vysledky
poprvé  potvrdily  vyskyt  N-glukosidu  IAA
u dvoud€loznych  rostlin  apovedou Kk hlubsimu
porozuméni druhové zavislého metabolismu IAA.
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The first auxin discovered was indole-3-(yl)-acetic acid
(IAA), the level of which is maintained in the plant
tissue by de novo biosynthesis, transport, formation of
inactive conjugates and degradation. The metabolism of
plant hormones auxins is very complex. One of the
essential metabolic processes controlling the level of
active IAA is glucosylation. IAA can be conjugated with
glucose to form I1AA-glucosyl ester (IAA-Glc) or
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of solid phase extraction methods was tested and
an analytical method for the determination of
IAA-N-Glc by HPLC-MS/MS in Pisum sativum L. and
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The IAA-N-Glc was quantified in cotyledon of pea,
confirming its storage function during seed germination.
The catabolic function of IAA-N-Glc in the pea root was
confirmed by exogenous application of IAA. The results
obtained for the first time confirmed the occurrence of
IAA-N-Glc in dicotyledonous plants and will lead to a
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SEZNAM ZKRATEK

uDSPE — mikro-disperzni extrakce na pevné fazi

USPE — mikroextrakce na pevné fazi

2,4-D — kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

4-CI-IAA — kyselina 4-chloro-indol-3-(yl)-octova

ABA — kyselina abscisova

ABCBs — ATP-binding cassette subfamily B transportéry
ABLs — ABP-like proteins

ABPs — auxin binding proteins

AChE — acetylcholinesteraza

AK —aminokyselina

ARF — auxin response factor

AUXL/LAX — ptenaSe¢ auxin-resistant 1/like AUX1
AuxREs — auxin response elements

C18 — oktadecyl (uhlikovy fetézec vazany na sorbentu pro SPE)
C8 — oktyl (uhlikovy fetézec vazany na sorbentu pro SPE)
CAMK - Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase

CK — cytokinin

CYP — enzymy monooxygendzové rodiny cytochromu P450
DAO - dioxygenase for auxin oxidation

DEDTCA — diethyldithiokarbamova kyselina

DiOXIAA — 3-hydroxy-2-oxindol-3-(yl)-octova kyselina
DiOxIAA-Asp — 3-hydroxy-2-oxindol-3-(yl)-acetylaspartat
DiOXIAA-Glu — 3-hydroxy-2-oxindol-3-(yl)-acetylglutamat
ESI — ionizace elektrosprejem

FW — fresh weight, ¢erstva hmota

GH3 — Gretchen Hagen 3, IAA-acyl-acid-amidosyntetaza
HLB — hydrofilné lipofilni sorbent

HPLC — vysoce G¢inna kapalinova chromatografie

IAA — kyselina indol-3-(yl)-octova

IAA-Asp — indol-3-(yl)-acetylaspartat



IAA-Asp-N-Glc — indol-3-(yl)-acetylaspartat-N-B-D-glukoza
IAA-Glc — indol-3-(yl)-acetyl-B-D-glukoza

IAA-Glu — indol-3-(yl)-acetylglutamat

IAAId — indol-3-(yl)-acetaldehyd

IAA-Leu — indol-3-(yl)-acetylleucin

IAA-N-Glc — N-B-D-glukopyranosyl kyseliny indol-3-(yl)-octové
IAA-Phe — indol-3-(yl)-acetylfenylalanin

IAM — indol-3-(yl)-acetamid

IAMT1 — methyltransferaza 1

IAN — indol-3-(yl)-acetonitril

IAOX — indol-3-(yl)-acetaldoxim

IAR3 — aminohydrolaza IAA-alanin resistant 3

IBA — kyselina indol-3-(yl)-maselna

IGP — indol-3-(yl)-glycerofosfat

ILL — aminohydrolaza ilr-like protein

ILR1 — aminohydrolaza I1AA-leucine resistant 1

INS — indolsyntetaza

IPyA — kyselina indol-3-(yl)-pyrohroznova

JA — kyselina jasmonova

LC — kapalinova chromatografie

LC-MS/MS — kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
LC-MS/MS — kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
MALDI — ionizace desorpci laserem v pfitomnosti matrice
MAPKSs — mitogen-activated protein kinases

MCX — polymer mixed-mode sorbent

MelAA — methylester kyseliny indol-3-(yl)-octové

MES17 — methyltransferaza 17

MeSA — methylester kyseliny salicylové

MRM — multiple reaction monitoring

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie



NAA — kyselina a-naftyloctova

NGT — N-glukosyltransferaza

NH: — aminopropy! (sorbent)

NIT — nitrilaza

Orbitrap — hmotnostni analyzator iontové pasti

OST - oligosacharyltransferaza

oxIAA — 2-oxoindol-3-(yl)-octova kyselina
oxIAA-Asp — 2-oxoindol-3-(yl)-acetylaspartat
oxIAA-Glc — 2-oxoindol-3-(yl)-acetyl-B-D-glukdza
PAA — kyselina fenyloctova

PID — PINOID AGC kinaza

PILs — PIN-like proteiny

PIN — pin-formed prenasece

PRS — propylsulfonova kyselina (sorbent)

QqQ — trojity kvadrupo6lovy hmotnostni spektrometr
Q-TOF — kvadrupolovy spektrometr doby letu
ROPs — RHO-like GTPases from plants

SA —kyselina salicylova

SA-Glc — glukosid kyseliny salicylové

SCFTR! _ ubikvitinova ligaza E3 s receptorem TIR1
SCX — benzensulfonova kyselina (sorbent)

SIM —ssingle ion monitoring

SPE — solid phase extraction, extrakce na pevné fazi
SRM - selected reaction monitoring

TA — kyselina tuberonova

TAAL — Tryptophan-aminotransferase of Arabidopsis 1
TARs — TAAl-related proteins

TIR1 — transport inhibitor response 1

TIR1/AFBs-AUX/IAA-ARFs — signalni draha transport inhibitor responsel/auxin signaling
F-box proteins-auxin/IAA-auxin response factors

TOF — pruletovy analyzator

10



TGWS6 — thousand-grain weight 6

UDP — uridindifosfat

UDP-Glc, UDPG — uridindifosfatglukédza

UGT - uridindifosfatglukosyltransferaza

UHPLC — ultra vysoce U¢inna kapalinova chromatografie
UVB — ultrafialové zafeni typu B

WAT1 — vakuolarni pfenase¢ walls are thin 1

YUCCA - rodina flavin-monooxygenaz

TMKSs — transmembranové kinazy
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1 UVOD

Auxiny patfi mezi zakladni rostlinné hormony. Maji vliv na Siroké spektrum vyvojovych
procest, od embryogeneze, elongaci kofenl, po rust vyhonku za svétlem. NejznaméjSim
pfirodnim auxinem je kyselina indol-3-(yl)-octova (IAA), jejiz homeostdza je v rostling

udrzovana de novo biosyntézou, transportem, tvorbou neaktivnich metaboliti a degradaci.

Glukosylace je jednim ze zdsadnich metabolickych procest kontrolujicich hladinu
aktivniho fytohormonu v rostlinném pletivu. Ke glukosylaci miize dochazet v ptipadé IAA na
karboxylové skupiné, nebo na atomu dusiku. Glukosylester IAA (IAA-Glc) je jiz dlouho
znamou zasobni formou TAA semenackl v rané fazi embryogeneze. V ptipadé N-glukosidu

IAA (IAA-N-Glc) se piedpoklada podobna funkce.

Ackoliv IAA-N-Glc byl jiz detekovan v semenech nékolika druht rostlin, dosud nebyl
kvantifikovan. Cilem této prace je zvoleni vhodné metody extrakce a purifikace IAA-N-Glc,
optimalizace a validace analytické metody pro stanoveni této latky pomoci hmotnostni
spektrometrie a nasledné prokazani pfitomnosti a kvantifikace IAA-N-GIc v rtiznych druzich

rostlin. Jednim z cild préce je taktéZ vypracovani literarni reSersSe na téma metabolismu auxinil.

12



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rostlinné hormony

Biologické procesy v rostlinach jsou stejné¢ jako u zivoCichli fizeny hormony. Jedna se
0 fytohormony neboli rostlinné signalni molekuly ovlivitujici ve velmi nizkych koncentracich
rust a vyvoj rostlin, organogenezi, reprodukci a odolnost rostlin vici stresu. Biosyntéza
fytohormonti se v jednotlivych pletivech 1i§i a cCasto byva specificky lokalizovana. Pro
optimalni ptisobeni hormonu V rostliné je kli¢ové udrzovani jeho homeostazy, tedy regulace
hladiny aktivniho hormonu. Jelikoz se jedna o signalni molekuly, je pro jejich uc¢inek nutna
ptitomnost receptoru ¢i sekundarniho pienasece. Ten umoziluje pienos signalu ¢i aktivaci

regulacni drahy, coz mlize zahrnovat spusténi ¢i zastaveni transkripce odpovédnych genti.

Mezi zakladni rostlinné hormony fadime auxiny, brassinosteroidy, cytokininy, ethylen,
gibereliny, kyselinu abscisovou, kyselinu jasmonovou a strigolaktony. Jedna se o latky
ptirozené se v rostlinach vyskytujici. Jejich obsah v rostlinach je druhové zavisly. Taktéz byly
syntetizovany jejich analogy se stejnymi fyziologickymi ucinky a vyssi stabilitou. Prave pro
vyssi stabilitu a schopnost odolavat degradaénim procesim rostlinného metabolismu jsou

hojné vyuzivany v zeméd¢€lstvi jako herbicidni latky.

2.2 Auxiny

Vétsina auxini jsou kyseliny s indolovym kruhem a vedlej$im fetézcem obsahujicim
karboxylovou skupinu. Vyjimkou je napfiklad kyselina fenyloctovda (PAA), kterd je
karboxylovou kyselinou obsahujici fenylovou funkéni skupinu (Obr. 1). Mezi pfirozené se
vyskytujici auxiny fadime piedev§im kyselinu indol-3-(yl)-octovou (IAA), prvni objeveny
auxin z 30. let 20. stoleti (Went a Thimann, 1937), dale kyselinu 4-chlor-indol-3-(yl)-octovou
(4-CI-1AA), kyselinu indol-3-(yl)-maselnou (IBA) a PAA (Obr. 1). Syntetické auxiny jsou
strukturnimi analogy téch pfirodnich. Patii zde kyselina a-naftyloctovd (NAA), kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), Kyselina 3,6-dichloro-2-methoxybenzoova (dicamba)

a kyselina 4-amino-3,5,6-trichloropikolinova (picloram).
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IAA PAA 4-CI-IAA IBA
Oj/OH
o] Cl o] [a]
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~ OCH; N
0 Cl cl NHo
oH NAA 2,4-D dicamba picloram

Obr. 1: Vzorce prirodnich (IAA, PAA, 4-Cl-IAA, IBA) a syntetickych (NAA, 2,4-D, dicamba, picloram)

auxini.

Auxiny ovliviiuji apikalni dominanci, embryogenezi, inhibici rastu apikalniho kotene,
iniciaci kofenového meristému, ristové pohyby (tropismy), prodluZzovani bunék koleoptili
a internodii, tvorbu adventivnich a postrannich kofenti a déleni bunék kalusu za spole¢ného
pusobeni cytokininu (Pavlova a Fischer, 2011, Olatunji et al., 2017). Pasobeni auxinu
na rostlinné bunky je silné¢ ovlivnéno jeho koncentraci a lokalizaci (Leyser, 2006).
Homeostaza auxind je v rostlindich formovana jejich de novo biosyntézou, mezibunéénym
i vnitrobuné¢nym transportem a metanbolickou deaktivaci aktivni molekuly, pfipadné jejim
uvoliiovanim  z neaktivnich konjugati (Ludwig-Miiller, 2011). Jednou z moznych
metabolickych drah velmi vyznamné se podilejici na homeostaze auxinu je glukosylace

(Tognetti et al., 2010, Jin et al., 2013).

2.3 Biosyntéza IAA
2.3.1 Trp-zavislé drahy

IAA je majoritné syntetizovana drahou zavislou na tryptofanu v apikalnim meristému stonku,
meristému kofene a rychle se délicich buitkach mladych listd. Jeji prekurzor L-tryptofan je

syntetizovan Shikimatovou drahou Vv chloroplastech (Maeda a Dudareva, 2012). U raznych
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rostlinnych Celedi se mohou meziprodukty drahy lisit. Ve vétsiné rostlin je tryptofan nejprve
deaminovan  na  kyselinu  indol-3-(yl)-pyrohroznovou  (IPyA) za  katalyzy
TRYPTOFAN-AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAAL)
¢i TAAL-RELATED PROTEINS (TARs) (Kasahara, 2016). Finalnim krokem je oxidace na
IAA za katalyzy monooxygenaz z rodiny YUCCA (Mashiguchi et al., 2011, Stepanova et al.,
2011, Won et al.,, 2011). U ryze seté bylo zjisténo, Ze auxin negativné reguluje své
biosyntetické geny OSYUCCA1L, OsYUCCA2, OsYUCCA8 a OsYUCCA11 (Yamamoto et al.,
2007).

Dalsi moznou Trp-zavislou drahou biosyntézy IAA je pfeména tryptofanu
na indol-3-(yl)-acetaldoxim (IAOx) za katalyzy enzymu z cytochrom P450 monooxygenazové
rodiny (CYP) (Zhao et al., 2002). Nasleduje pfeména na indol-3-(yl)-acetonitril (IAN),
jejiz enzym neni znam, a poté pfemeéna na vyslednou IAA za katalyzy nitrilazy (NIT) u celedi

Brassicaceae (Sugawara et al., 2009, Korasick et al., 2013).

Nékteré patogenni bakterie napadajici rostliny také dokazi syntetizovat IAA. Bakterie
Pseudomonas savastanoi a Agrobacterium tumefaciens syntetizuji IAA ztryptofanu

pieménou pfes indol-3-(yl)-acetamid (IAM) (Patten et al., 2012, Aragon et al., 2014).

2.3.2 Trp-nezavislé drahy

Mutanti pozbyvajici syntézu tryptofanu jsou schopni syntézy IAA, coz dokazuje ptitomnost
alternativni biosyntetické drahy nezavislé na tryptofanu (Wright et al., 1991, Normanly et al.,
1993). Tato alternativni draha zahrnuje pfeménu indol-3-(yl)-glycerolfosfatu (IGP) na IPyA.
Dalsi variantou je pfeména IGP na IAN a poté na IAA. Draha nezavisla na tryptofanu mize
také vychazet z indolu, ktery miize byt nasledné preménén na [AN nebo na IPyA (Pavlova
a Fischer, 2011). Dalsi kroky biosyntézy TAA z téchto meziproduktd jsou totozné s kroky

biosyntézy zavislé na tryptofanu uvedenymi vyse.

2.4 Transport a lokalizace IAA

Primarni transport auxinu na buné¢né Grovni je zavisly na chemickych vlastnostech a aktivité
IAA, potazmo jeji disociované formy IAA™ (Chua et al., 1998, Petrasek et al., 2006).
Na zaklad¢ jeji formy mtze dojit k vstupu (influxu) do buriky ¢&i vystupu (effluxu) z buiiky
ven. Disociovana forma IAA™ pfevazuje v cytoplazmé bunky, kde se pH blizi neutralnimu,
a IAA jako slaba kyselina odstépuje vodikovy proton. Apoplast je kyselejsi, pH se pohybuje

mezi 4,5a5,5, a IAA se zde z ¢asti vyskytuje v nedisociované formé (Barbez et al., 2017).
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Plazmaticka membrana je prichozi pouze pro IAA, pro disociovanou IAA" je az 1 000x méné
propustnd (Raven, 1975). Disociovana IAA" je tedy po odstépeni H' drzena v bunce.
Uplatnénim koncentra¢niho spadu influx nedisociované IAA pokracuje do vyrovnani
koncentraci v apoplastu a buiice (Rubery a Sheldrake, 1974). K influxu auxinu do buiiky je
nutny protonovy gradient pfes plazmatickou membranu. Influx probiha bud’ diftizi spojenou
s vstupem jednoho protonu, nebo kotransportem sdvéma protony pomoci pienasece
AUXIN-RESISTANTI1/LIKE AUX1 (AUXI1/LAX) lokalizovaném v membran¢ polarn¢
(Friml, 2010).

Efflux auxinu z buniky do apoplastu je zprostfedkovan pomoci PIN-FORMED (PIN)
prenasecli a ATP-BINDING CASSETTE subfamily B transportéri (ABCBs) (Petrasek
a Friml, 2009). Lokalizace PINU na bunééné membrané vykazuje vyraznou polarizaci, zatimco
ABCBs maji apolarni lokalizaci. Lokalizace PINU je ovlivnéna fosforylacné kinazami
(Ca**/CALMODULIN-DEPENDENT PROTEIN kindza - CAMK,
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN kinazy — MAPKS, PINOID AGC kinaza - PID) (shrnuto
v Bassukas et al., 2022). Transportéry ABCBs se mohou také podilet na importu IAA do
buiky (Kamimoto et al., 2012, Kubes et al., 2012). Transportéry PIN pienaseji disociovanou
IAA". Je brano v tvahu, Ze PINy mohou slouzit zaroven jako kotransportéry jinych iontt a pro
IAA" slouzi pouze jako facilitatory diftize. A to na zakladé¢ podobnosti se zlucovym
acid-Na* symportérem, ktery vyuziva na ptenos kyseliny energii z Na* gradientu (Ung et al.,
2022).

Na membrané endoplazmatického retikula se nachazi transportéry PIN a PIN-like proteins
(PILs) umoznujici transport IAA a ovliviiyjici jeji signalizaci (Mravec et al., 2009, Feraru et
al., 2022). Endoplazmatické retikulum zprostiedkovava influx IAA do jadra (Middleton et al.,
2018). V endoplazmatickém retikulu je zvySeny podil aktivni IAA vuéi neaktivnim formam
hormonu, na rozdil od zbytku buniky (V¢elafova et al., 2021). K ptenosu IAA ven z vakuoly
jsou vyuzivany vakuolarni pfenase¢e WALLS ARE THIN 1 (WAT1) (Ranocha et al., 2013).

2.5 Signalizace auxint

Auxin, fytohormon s Sirokym spektrem piisobeni, vykazuje své ucinky prostfednictvim vazby
na receptor, ktery zprostfedkovava prenos signalu. Vzhledem k tomu, ze u¢inky auxinu se lisi
v zavislosti na konkrétnim rostlinném orgéanu, je pro spravny uc¢inek zasadni jeho specificky
lokalizovana ptitomnost. V kofenech dochéazi plisobenim auxinu k inhibici rdstu, zatimco

vV nadzemni ¢asti auxin podporuje prodluzovani bunék.
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IAA je zpétnovazebny hormon, ktery reaguje na svou vlastni hladinu transkripci
auxin-responsive genl. Touto interakci spousti v ptipadé vysoké hladiny svou deaktivaci.
Katabolity auxin maji taktéz zpétnovazebnou odpoveéd’, kdy mohou aktivovat ¢i utlumovat
jiné drahy degradace nebo aktivace metabolitd auxinti. Dulezitou signalni drahou je
TIR1/AFBs-AUX/IAA-ARFs (transport inhibitor response 1/auxin signaling F-box
proteins-auxin/lAA-auxin response factors), ktera vede k zméné transkripce téchto genti. IAA
muze aktivovat svij transkripéni faktor RHO-LIKE GTPases FROM PLANTS (ROPs)

zodpovédny za piepis genti spojenych s vyvojem a morfogenezi rostliny (Enders et al., 2017).

Casné geny regulované auxinem s velmi rychlou odpovédi obsahuji v promotoru auxin
response elements (AuxREs), na které jsou vazany trans-faktory ARFs. Nejcastéji se vazou
jako dimery. ARFs jsou vV inaktivovaném stavu vazany na regulacni proteiny neboli
transkripéni represory AUX/TAA. Jejich uvolnéni k vazbé s AuxRE je umoznéno degradaci
AUXI/IAA v proteasomu 26S. Degradace je zapocata diky vazb&é IAA na TIR1 receptor
ubikvitinové ligazy E3 (SCF™R'), ktera po navazani IAA uvolni ubikvitin oznacujici
AUX/IAA pro degradaci (Pavlova a Fischer 2011). Exprese auxinovych genti mize byt taktéz

ovlivnéna stresem (Jain a Khurana, 2009).

K extracelularni percepci auxinu v apoplastu jsou vyuzivany receptory auxin binding
proteins (ABPs; ABL1 a ABL2), které zprostiedkovavaji fosforylaci substratu uvnitt buniky
diky interakci s transmembranovymi kindzami (TMKs) (Yu et al., 2023).

Byl navrzen model regulace rostlinného ristu a vyvoje koordinaci IAA a PAA
(Mashiguchi et al., 2019). PAA i IAA reguluje expresi nékolika auxin-responsive gent pies
TIR1/AFBs-AUX/IAA drahu (Sugawara et al., 2015, Shimizu-Mitao a Kakimoto, 2014).

2.6 Metabolismus auxinua

Hladina volné TAA je v rostliné regulovana, kromé de novo biosyntézy, prostfednictvim
nevratného oxidativniho katabolismu a reverzibilni konjugace s cukry nebo aminokyselinami.
Hladiny jednotlivych metabolitd se u riznych rostlinnych druhti velmi lisi. Riizné rostlinné
druhy upfednostiuji jinou strategii k udrzeni homeostazy IAA. U jednod€loznych rostlin maji
majoritni zastoupeni estery IAA (Ludwig-Miiller, 2011). Amidy IAA jsou hlavnimi metabolity
u vétSiny dvoudéloznych rostlin (Tam et al., 2000, Bajguz a Piotrowska, 2009, Hladik et al,
2023).
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2.6.1 Amidové konjugaty auxinii

Syntéza amidi IAA sriznymi aminokyselinami je katalyzovana enzymy z rodiny
GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) (Staswick et al., 2005). Jejich z&sobni funkce byla potvrzena
aplikaci amidokonjugatt rostling, ktera méla za nasledek fenotyp zptsobeny IAA (LeClere et
al., 2002). Amidova vazba je Stépena amidohydrolazami IAA-LEUCIN RESISTANT 1
(ILR1), ILR1-LIKE PROTEINs (ILLs) a IAA-ALANIN RESISTANT (IAR3). Posledni
jmenovana hydroléza je vyuzivana béhem osmotického stresu u husenicku rolniho, kdy svou
hydrolytickou aktivitou umoznuje morfologické zmény kotene (Kinoshita et al., 2012). GH3
je aktivni i viici PAA (Staswick et al., 2005, Sugawara et al., 2015). Aktivita GH3 moduluje
pomér IAA a PAA v husenicku rolnim (Aoi et al., 2020b). Rodina GH3 amidosyntetaz
konjuguje i dalsi fytohormony, jako je kyselina jasmonova (Staswick et al., 2005).

U husenicku rolniho tvoii amidové konjugaty az 90 % z celkového IAA poolu (Tam et
al., 2000). Z toho IAA-Asp a IAA-Glu tvoii pouze 2 %, zbytek tvoii IAA vazana amidovou
vazbou na peptidy ¢i proteiny. V ryzi a smrku byly nejcastéji zastoupenymi amidovymi
konjugaty IAA-Asp a IAA-Glu (Ostin et al., 1998, Matsuda et al., 2005, Brunoni et al., 2020).
V husenicku rolnim byly zaznamenany konjugity TAA také s dalSimi aminokyselinami:
alaninem, leucinem a tryptofanem (Kowalczyk a Sandberg, 2001, Staswick, 2009). Konjugaty
IAA s fenylalaninem, glycinem a valinem byly objeveny v ¢emefici Cerné (Péncik et al.,
2009). K tvorbé IAA-AK konjugatl, zejména IAA-Asp, dochazi v piipadé nutnosti rychlé
inaktivace IAA po exogenni aplikaci (Ostin et al., 1998). IAA-peptidy jsou majoritnim

amidovym konjugatem u fazole (Bialek a Cohen, 1986).

2.6.2 Oxidativni katabolismus IAA

Dalsi formou deaktivace IAA je oxidace za nutné piitomnosti molekularniho kysliku. Oxidace
je katalyzovana enzymem DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAO) (Zhao et al.,
2013). Oxidaci IAA v poloze C2 vzniké ireverzibilni metabolit oxIAA (Ostin et al., 1998,
Péncik et al., 2013), jehoz aktivita je nutnd pro tvorbu fertilniho pylu, nasledny rozpad
prasniku a iniciaci kliceni semene u ryze (Zhao et al., 2013). Oxidovana IAA muze byt déale
konjugovana s glukozou za katalyzy glukosyltransferazy UGT74D1 (Tanaka et al., 2014).
Znacné zastoupeni OXIAA-GIc mezi metabolity IAA bylo prokazano v semenaccich husenicku
(Kai et al., 2007a, Hladik et al 2023). Velmi ¢asto byvaji oxidovany amidové konjugaty IAA
(Kai et al., 2007a), ke kterym ma DAO vyssi substratovou afinitu (Hayashi et al., 2021, Miiller
et al., 2021). Z amidovych konjugati mohou byt oxidovany IAA-Asp, IAA-Glu, IAA-Leu
a IAA-Phe (Hladik et al., 2023). Vznikly produkt mtze byt hydrolyzovan pomoci ILR1/ILL
na inaktivni oxIAA (Hayashi et al., 2021). Dal§im oxidovanym metabolitem je DiOXIAA,
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neaktivni a ireverzibilni forma, jejiz mechanismus tvorby je neznamy (Isobe a Miyagawa,
2022). Jednim z predpokladii je, ze DiOx metabolity IAA vznikaji z aminokyselinovych
konjugatt IAA (Ostin et al., 1992).

Hlavnim oxida¢nim metabolitem byl v hrachu zaznamenan oxIAA-Asp a v husenicku

(Y4

0XIAA-Glc, a druhym nejhojnéj$im metabolitem byla u obou druhii oxIAA. Déle byla také

zkoumana psenice, u které byla nejhojnéj$im oxidovanym metabolitem ve vyhoncich oxIAA.

V psenici béhem vyvoje doslo k akumulaci oxIAA-Glc v kofenech (Hladik et al., 2023).

2.6.3 Draha GH3-DAO-ILR1

Dtive bylo metabolické ptisobeni enzymit GH3, DAO a ILR1 povaZovano za na sob¢ nezavislé
a oddélené ve vice riznych drahach. Nedavna studie prokazala, ze u husenicku se GH3, DAO
a ILR1 podileji na jedné linearni draze inaktivace IAA (Hayashi et al., 2021) (Obr. 2). Rodina
GH3 se vyskytuje napfi¢ celou rostlinnou tisi (Okrent a Wildermuth, 2011). Dioxygenaza
DAO je pritomna pouze u krytosemennych rostlin, ¢imz je ptitomnost GH3-DAO-ILR1 drahy
omezena jen na oddéleni krytosemennych rostlin (Hayashi et al., 2021, Brunoni et al., 2023).
Méné casto dochazi k opaénému postupu, kdy GH3 enzym konjuguje oxIAA
s aminokyselinami. Tento postup je ale velmi druhové zavisly (Brunoni et al., 2023). Inhibici
GH3 pomoci selektivniho inhibitoru kakeimidu byla dokazana schopnost GH3 katalyzovat
konjugaci aminokyselin s IAA a oxIAA u smrku (Fukui et al., 2022, Brunoni, et al. 2023).
Dutlezitost role DAO byla potvrzena u semenacki huseni¢ku exogenni aplikaci [AA-AK, ktery
byl dale metabolizovan pievazné na oxIAA-AK (Hayashi et al. 2021).

2.6.4 Methylace

Methylester IAA (melAA) je pouze zasobni latkou a je intaktni v auxinové signalizaci
(Lietal. 2008). Methylace TAA hraje dualezitou roli v gravitropickém ristu endodermis
hypokotylu (Abbas et al., 2018). Methylace probiha za katalyzy I[AA karboxyl
methyltransferazy 1 (IAMT1), jejiz katalyticka aktivita ma také vliv na vyvoj listu (Qin et al.,
2005, Korasick et al., 2013). IAMT1 dokaze také konvertovat PAA (Takubo et al., 2020).
Methylesteraza 17 (MES17) uvoliiuje z methylesteru aktivni IAA (Yang et al., 2008).
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Obr. 2: Schéma metabolismu I4A v Arabidopsis thaliana. Plnou carou vyznaceny reakce katalyzované

znamym enzymem. Prerusovanou carou vyznacemny reakce katalyzované neznamym enzymem. (dle

Hayashi et al., 2021)

DiOxIAA — kyselina 3-hydroxy-2-oxindol-3-(yl)-octovd, 144 — kyselina indol-(3)-yl-octovad,
melAA — methylester 1AA, oxIAA — Kkyselina 2-oxo-indol-3-(yl)-octovd, AK — aminokyselina,
Glc — glukdza, DAO — DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION, GH3 — GRETCHEN HAGEN 3,
IAMT1 — 1AA karboxyl methyltransferaza 1, 1AR3 — IAA-ALANIN RESISTANT 3, ILL — ILR1-LIKE
PROTEIN, ILR1 — IAA-LEUCIN RESISTANT 1, MESL7 — methylesterdza 17,
UGT - UDP-glukosyl-transferdza
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2.7 Glukosylace auxint

Glukosylace je velmi dulezitou modifikaci vyskytujici se u vSech eukaryotickych organismi
(Meech a Mackenzie, 1997). V metabolismu auxini je taktéz vyznamnou reakci regulujici
homeostazu IAA (Ostrowski a Jakubowska, 2014). IAA muze byt glukosylovana na atomu
dusiku nebo kysliku karboxylové skupiny. Konjugaci s cukrem ziskd IAA vétsi stabilitu
arozpustnost ve vode, coz ulehCuje jeji transport a uchovani (Jones a Vogt, 2001).
Predpoklada se, ze N-glukosid IAA (IAA-N-Glc) je stabilngjsi nez O-glukosylester I1AA
(IAA-Glc) (Yin et al., 2021). K aktivaci IAA z konjugatu s glukézou je nutnd syntéza
hydrolytickych enzyma béhem vyvoje a dozravani semene (Kai et al., 2007b). Hydrolazy
glukosidii IAA nebyly dosud zcela identifikovany. Jedinou identifikovanou hydrolazou je
TGWS6 (thousand-grain weight 6 gen) z ryze (Ishimaru et al., 2013).

2.7.1 Estery IAA

Estery IAA maji prevazné zasobni funkci. Vznikaji nejCastéji esterifikaci kysliku karboxylové
skupiny IAA katalyzovanou specifickymi UDP-glukosyl-transferazami (UGT) (Szerszen et
al., 1994). Pomoci hydrolaz dochéazi k uvolnéni aktivni IAA z esterového metabolitu
(Jakubowska a Kowalczyk, 2005).

Bylo zjisténo, ze estery IAA jsou hlavni konjugovanou formou auxinu v semenech celé
fady hospodaisky vyznamnych plodin, vCetné kukufice, ryze, nebo pSenice (Bandurski
a Schulze, 1977), kde slouzi jako hlavni zdroj aktivni IAA pii kli¢eni. Endogenni pfitomnost
IAA-Glc a oxIAA-Glc byla opakované potvrzena v huseni¢ku rolnim, kde oxIAA-Glc
predstavuje majoritni konjugat ze vSech dosud identifikovanych nizkomolekularnich
metabolitd IAA (Porco et al., 2016, Péncik et al., 2018, Hladik et al, 2023). IAA-GIc je
v semenacku huseni¢ku akumulovana pievazné v kotenovém pletivu (Ljung et al., 2001).
Kromé huseni¢ku byl IAA-Glc stanoven ve vegetativnich ¢astech hrachu setého, naopak
v kukufici a pSenici detekovan nebyl (Hladik et al., 2023). V semenech kukufice byl
identifikovan esterovy konjugat IAA-myo-inositol, ktery slouZi jako dulezity zdroj IAA béhem
kliceni (Hall, 1980, LeClere et al., 2002). Dale byly v rostlindch zaznamenany metabolity
IAA-glykany a IAA-glykoproteiny, jejichz funkce ale zstava nedolozena (Korasick et al.,
2013).

2.7.2 N-glukosidy I1AA

Jelikoz indolovy kruh obecné mtize podléhat acylaci, glukosylaci, halogenaci a prenylaci, byla

velmi pravdépodobna existence N-glukosylované TAA. Tento predpoklad vedl k objevu
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IAA-N-Glc a jejiho amidového konjugatu TAA-Asp-N-GIc v borovici lesni (Ljung et al.,
2001). Objev byl nasledovan detekci N-B-D-glucopyranosylu IAA v hydrolyzatu ryze (Kai
et al., 2007b). Pomoci hmotnostni spektrometrie je mozné rozeznat IAA-Glc a IAA-N-Glc,
prestoze se jedna o latky o stejné molekularni hmotnosti, a to na zakladé rozdilného reten¢niho
Casu a vzniklych fragment molekul. Pro potvrzeni, Ze se skuteéné jedna o modifikaci
indolového kruhu, byla vyuzita metoda alkalické hydrolyzy, kdy dochazi k odstépeni glukozy
konjugované na karboxylovou skupinu IAA. Produkty hydrolyzy byly podrobeny analyze na
hmotnostnim spektrometru s predpokladem, Ze kterykoliv metabolit IAA da chinolinovy iont
(8tép indol-3-(yl)-acetylu) s m/z 130. Nasledné byly identifikovany ostatni fragmenty a urcen
prekurzorovy iont. Byla zaznamenana fragmentacni stopa patfici glukosidu [AA;
m/z 338 — 218 — 176 — 130. Moznost, Ze by se jednalo o IAA-Glc, byla ale vylouéena z divodu
provedeni silné alkalické hydrolyzy, ktera by glukosylester IAA s glukézou navédzanou
ptes C3 rozstépila. Navic O-glukosylester IAA ma charakteristické fragmenty m/z 218 a 248.
Piedpoklada se tedy, ze se jednalo o glukozu vazanou pies N1 atom IAA (Kai et al., 2007b,
Yinetal., 2021).

N-glukosid IAA byl dale detekovan v kukufici (Kai et al., 2007b). V kotfenech ryze byly
objeveny jeho konjugované formy s aminokyselinami aspartatem a glutamatem
(IAA-Asp-N-Glc, IAA-Glu-N-Glc), zatimco volny IAA-N-Glc byl detekovan pouze
v semenech. Béhem vegetativniho rustu semenacku ryze dochazelo k nartstu hladiny
konjugat TAA-N-Glc, zatimco hladina konjugatt TAA-Asp a IAA-Glu klesala. Po celou
sledovanou dobu vyvoje ryze byly hladiny IAA-AK-N-Glc vyrazné vyssi nez IAA-AK.
V obou ptipadech pievazovaly konjugaty s Asp nad konjugaty s Glu (Kai et al., 2007b).

Aminokyselinové konjugaty N-glukosidu IAA jsou testovany pro mozné vyuziti ve

rrrrrr

Zasobni a katabolicka forma IAA-N-Glc

Zasobni funkce IAA-N-Glc a vyuziti v raném stadiu embrya se usuzuje na zaklad¢é jeho
pfitomnosti v semenech. Pravdépodobné IAA-N-Glc dopliiuje nebo nahrazuje zasobni funkci

esteru IAA béhem kliceni.

Béhem raného vyvoje embrya, ryhovani, dochazi k déleni bun¢k, které se nasledné
prodluzuji, a jsou zakladem inicial semenackd (Sandberg et al., 1987). S témito zménami
koreluje metabolismus IAA, ktery zprosttedkovava prave elongaci bunék. Byl proveden pokus
s kli¢icimi semeny borovice lesni, které byly testovany na pfitomnost IAA a jejich metabolitd
Vv jednotlivych fazich vyvoje semenacku (Ljung et al., 2001). Béhem prvnich 48 hodin
od zac¢atku bobtnani doslo k zvySovani hladiny volné TAA az k 100 ng/g FW. Tento nartst
koreloval s poklesem hladiny IAA-N-Glc a IAA-Asp-N-Glc, které byly majoritnimi konjugaty
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obsazenymi V semeni. Lze tedy konstatovat, Ze aktivni IAA byla uvolnéna hydrolyticky
z téchto konjugatt a v raném stadiu neni potieba de novo syntézy IAA. Po 48 hodinach zacala
hladina volné TAA Kklesat, ¢cimz se iniciovala elongace kofene a indukce tvorby hypokotylu.
Po ¢tvrtém dni byla zapocata de novo biosyntéza IAA z tryptofanu, ¢imz byl aktivovan
katabolismus. Mezi ¢tvrtym a Sestym dnem byla vSechna zasobni konjugovana IAA
spotiebovana a zacaly se objevovat prvni produkty metabolismu IAA jako amidové konjugaty.
Ty byly ale velmi rychle glukosylovany za vzniku TIAA-AK-N-Glc, ktery uz neslouzi jako
zasobni forma, nybrz jako ireverzibilni katabolit. Pokus potvrdil dvoji funkci IAA-N-Glc,
zasobni funkci v embryu, kdy je pro semeno vyhodné&jsi a rychlejsi brat potiebné latky ze
zasoby, a katabolickou funkci ve vegetativnim pletivu. U dalsiho zastupce nahosemennych
rostlin, jinanu dvoulalo¢ného, dochazi také k hyperakumulaci IAA-N-Glc v semenech (Yin et
al., 2021). N-glukosid TAA byl také detekovan u zastupce hub — pavucince hnédého
(Cortinarius brunneu) (Teichert et al., 2008).

U jinanu dvoulalo¢ného bylo prokazano, ze tvorba IAA-AK-N-Glc je mozna dvéma
zpusoby, a to prvné tvorbou amidokonjugatu a naslednou glukosylaci, kde se predpoklada
zapojeni enzymi GbGH3.5 a GbNGT1 (Yin et al., 2021), nebo prvné glukosylaci a naslednym
pfipojenim aminokyseliny. Vznik 1AA-AK-N-Glc glukosylaci z IAA-AK byl potvrzen
pridavkem exogenni deuteriem znafené TAA-AK vryzi seté (Kai et al., 2007b). Testem
s mutanty jinanu dvoulalo¢ného s utlumenym genem pro GbNGT1 bylo dokazano,
ze N-glukosyltransferaza GbNGT1 umoznuje glukosylaci konjugatu IAA-AK na pozici
dusiku (Yin et al., 2021). Lze tedy konstatovat, Ze N-glukosylace konjugati TAA-AK je

inaktivacnim procesem.

2.7.3 Glukosyltransferazy
Prvnim objevenym genem kodujicim UGT byla ZmIAAGLU (IAGLU) v kukufici seté,

nasledné v husenicku rolnim, kvétaku, okiehku, rajceti, ryzi, sdji a tabaku (Szerszen et al.,

1994). IAGLU ovlivituje morfologii listu a vyvoj kvétu.

Pro identifikaci gentt UGTS byly vyuzity modelové rostliny husenicek rolni a ryze seta.
V husenicku rolnim bylo identifikovano celkem 115 a v ryzi 200 gent kodujicich UGTs (Yu
et al., 2017), z toho v pfipadé ryze bylo 12 Cisté auxinovych. Jednim z nich je OsIAGT1
kodujici UGT, kterd ma nejvétsi aktivitu pii pH 8 ama vyssi substratovou afinitu vici
pfirodnim auxinim IAA a IBA. Exprese tohoto genu je vyvolana auxinem a je lokalizovana
v dospélych listech a stonku, kde jiz pfitomnost aktivni IAA ve vysokych koncentracich neni
vyzadovana. V mladych listech je OSIAGT1 exprimovan v mnohem mensi mite. Nadprodukei

genu OsIAGT1 doslo k redukovanému rustu ryze (Liu et al., 2019). Overexprese genl pro
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UGTs zaroven zvySovala hladinu aktivni IAA, coZ poukazuje na moZnost existence hydrolaz

Stépicich IAA-Glc (Jackson et al., 2002).

Existuje Siroké spektrum UGTs s velmi rozmanitou substratovou specifitou (Obr. 3).
Glukosyltransferazy UGT84B1, UGT84B2, UGT75B1, UGT75B2 a UGT74D1 jsou schopny
glukosylovat IAA a dalsi jak pfirodni, tak i syntetické auxiny (Jackson et al., 2001, Jin et al.,
2013). Bylo zjisténo, ze UGT84B1 je schopna glukosylace PAA in vitro (Aoi et al., 2020a).
UGT74D1 katalyzuje glukosylaci IAA i oxIAA a ma vyssi expresi ve vegetativnich pletivech
(Jin et al, 2013, Tanaka et al., 2014). AtUGT72B1 ma dualni funkci jako
O- a N- glukosyltransferaza (Brazier-Hicks et al., 2007). Nejaktivn&j§imi enzymy jsou
u vétsiny rostlinnych druht UGT74D1 a UGT84B1, u husenicku rolniho to je UGT84B1
(Jackson et al., 2001, Jackson et al., 2002, Jin et al., 2013). UGT76FL1 je zapojena do regulace
biosyntézy IAA v hypokotylu inaktivaci jejiho prekurzoru indol-3-(yl)-pyruvatu (Chen et al.,
2020). UGT74E2 katalyzuje glukosylaci IBA (Jin et al., 2013). Poruchy ve funkcnosti téchto
enzymu zpusobovaly poskozeni architektury vyhonku a naruseni odpovédi na stres (Liu et al.,
2019).

Doposud byla identifikovana jedina vyhradni N-glukosyltransferaza GbNGT]1 v jinanu
dvoulalo¢ném. Overexpresi GONGT1 vneseného do huseni¢ku rolniho byl zjistén vliv tvorby
IAA-N-Glc na rist kotene, kdy byly zaznamenany delsi kofeny ziejmé diky zprostiedkovani
distribuce IAA az do kofenové CcCepicky. GbNGT1 obsahuje genetickou informaci
rekombinantnich proteini z genu glukosyltransferazy GbUGTS, ktera je schopna glukosylace
IAA-Asp s UDP-gluk6zou. Dale mohou byt glukosylovany amidové konjugaty IAA
s glutamatem, glycinem a leucinem, avSak pouze na pozici dusiku indolového cyklu. NGT1 je
velmi citlivd na volné elektronové pary a v nadbyte¢né piitomnosti donort ¢i akceptorti
elektront se stava neaktivni. To nastava v pfipade, ze v blizkosti glukosylovaného dusikového
atomu se nachazi hydroxylova skupina, ethyl ¢i methyl. To je zfejmé nésledkem ¢i disledkem
toho, Zze se jedna o Cisté N-glukosyltransferazu, ktera nekatalyzuje glukosylaci na jinych
atomech. Nedokaze glukosylovat analogy IAA - IBA, IPA, NAA a indolové derivaty. Jeji
enzymaticka aktivita rovnéz velmi zavisi na jeji sterické stabilité. pH optimum ma v rozmezi

5az7 (Yinetal., 2021).

Podobnou funkci u eukaryot ma oligosacharyltransferaza (OST), ktera ale neni s NGT
ptibuzna. OST katalyzuje vznik vazby mezi amidem Kyseliny asparagové na vedlejsim fetézci

proteinu a C1 uhliku redukujiciho konce cukru (Naegeli et al., 2014).
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Obr. 3: Schéma gQlukosylacnich drah IAA, jejich metabolitii a prekurzorii. Plnou carou vyznaceny

reakce katalyzované znamym enzymem. Prerusovanou carou vyznaceny reakce katalyzované neznamym

enzymem. (dle Jackson et al., 2001, Ljung et al., 2001, Jin et al., 2013, Chen et al., 2020, Yin et al.,

2021)
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IAA — kyselina indol-(3)-yl-octovd, I4A-N-Glc — N-glukosid 1AA, IBA — kyselina indol-3-(yl)mdselnd,
IPyA
YUCCA — indol-3-(yl)-acetaldehydoxiddza, AK — aminokyselina, Glc - glukoza,
DAO - DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION, GH3- GRETCHEN HAGEN 3,
NGT — N-glukosylitransferaza, UGT — UDP-glukosyl-transferdza

kyselina  indol-3-(yl)-pyrohroznovd, — oxIAA —  kyselina 2-oxo-indol-3-(yl)-octovd,

2.8 Glukosylace ostatnich fytohormoni

Glukosylace je velmi rozsitenym zpisobem deaktivace fytohormonti. Dochazi k ni u vSech
znamych fytohormont a ztrata jeji funkce vede K silnému ovlivnéni fenotypu rostliny
(Ostrowski a Jakubowska, 2014). Mezi cukerné donory se fadi glukdza, riboza, galaktoza,
xyléza, ramnoza a glukuronat. UGTSs obsahuji reziduum His19/20, které odpovida za odtrzeni
protonu z karboxylové skupiny fytohormonu, ¢imz dochazi k formaci oxyaniontu, ktery
umoziuje nukleofilni atak uhliku C1 glukézy na hydroxylovou skupinu (Wang, 2009).
Glukosylace ma celkové u v8ech fytohormont piedev§im ochrannou funkci vii¢i degradaci,
zvySuje polaritu a rozpustnost fytohormonu, a tedy umoziiuje jeho snazsi transport a ukladani
do vakuol.

Cytokininy (CK) vykazuji fytohormonalni aktivitu diky purinovému jadru (Bajguz
a Piotrowska, 2009). Bylo zjisténo, Ze u cytokinint konjugace s glukosidem je zodpovédna za
ochranu pied oxidacni degradaci (Ostrowski a Jakubowska, 2014). Cytokininové UGTs maji
substratovou stereospecifitu. Prvni cytokininova UGT se substratovou specifitou vuci
trans-zeatinu byla izolovana z Phaseolus lunatus (Bajguz a Piotrowska, 2009). Dale byly
identifikovany cisZOG1 a cisZOG2 u Phaseolus lunatus a ZOX1 u Phaseolus vulgaris. Mezi
potencialnimi GTs jsou enzymy vysoce homologni k vy$e uvedenym. Jedna se o GmGT1
a GmGT?2 nalezené u Glycine max, PIGT2 a PIGT3 u Phaseolus lunatus a PVGT2 u Phaseolus
vulgaris (Ostrowski a Jakubowska, 2014). Pokles hladiny aktivniho cytokininu zptisobeny
tvorbou glukosylovanych metabolitti ma za nasledek mensi apikalni meristém, ten¢i vyhonky,
Sipovité listy a silné koteny (Veach et al., 2003). U husenic¢ku rolniho byly popsany tii NGTs
UGT76C1, UGT76C2 a UGT85A1 (Smehilova et al., 2016). CK glukosylované v poloze
N7 aN9 jsou ireverzibilnimi metabolity (Dwivedi et al., 2010). UGT76C1 a UGT76C2
katalyzuji glukosylaci CK prevazné v poloze N7, méne v N9 a N6. Cytokininy glukosylované

na atomu kysliku jsou reverzibilni (Hou et al. 2004).

V piipadé fytohormonu kyseliny abscisové (ABA) byly objeveny specifické UGTs
uvigny hranaté (Vigna angularis), které obsahovaly dokonce tfi reakéni mista pro
N-glukosylaci. Preferované pH ptisobeni téchto enzymi je v rozmezi 6 az 7,4. V husenicku

rolnim bylo identifikovano Sest UGTs s O-glukosyla¢ni aktivitou vi¢i ABA: UGT84BI,

26



UGT75B1, UGT84B2, UGT71B6, UGT75B2 a UGT73B1 (Ostrowski a Jakubowska, 2014).
Dale byla identifikovana UGT71B6 (Priest et al., 2006). Jejich aktivita mize byt vyhranéna
vici stereoizomerim (Lim et al., 2005). Vyssi aktivitu vykazovaly tyto UGTs vuci
syntetickym derivatim ABA. Glukosylace ABA hraje dulezitou roli béhem vyvoje
kotyledonu. Exprese genti UGTs je fizena specifickymi tkaniovymi promotory (Ostrowski

a Jakubowska, 2014).

2.9 Vliv stresu na metabolismus auxinu

Na obsah TAA a jejich metabolitd v rostliné ma vliv také abioticky stres, kde lze zafadit
zasoleni, které zpusobuje jak vyluCovani IAA a jejich konjugati z rostliny ven, tak jejich
akumulaci v rostlinném pletivu. Mezi vyluc¢ovanymi konjugaty z ryze seté byly detekovany
oxidované metabolity oxIAA, DIiOXIAA, DiOxIAA-Asp a DIOXIAA-Glu. Ve stonku se
hromadily oxidované metabolity OxIAA a DiOxIAA, které tvotily 54 % auxinového poolu.
V kofeni byly akumulovany konjugaty s aminokyselinami a glukozou a také N-glukosidovy
konjugat IAA-Asp-N-Glc. Zatimco v médiu, ve kterém byly pokusné rostliny péstovany, doslo
k zvySeni hladiny volné IAA 39x (Isobe a Miyagawa, 2022).

Stres zvySuje expresi enzymu GH3, ktery ve stonku ryze inaktivuje IAA konjugaci se
stresovym markerem rostlin glutamatem (Isobe a Miyagawa, 2022). Dale je zvySovana
exprese IAA biosyntetického genu YUCCAY (Lee et al., 2012). ZvySena tolerance viici suchu
byla potvrzena exogennim dodanim IAA (Isobe a Miyagawa, 2022).

2.10 Modelové rostliny
2.10.1 Husenicéek rolni

Huseni¢ek rolni, Arabidopsis thaliana L., je dvoudélozna rostlina z Celedi brukvovité
(Brassicaceae). Jedna se o druh s kosmopolitnim rozsifenim, ve sttedni Evropé je jeho vyskyt
puvodni. Husenicek je jednoletou bylinu dortstajici velikosti 5 az 30 cm. Listy mé jednoduché
sttidavé a v prizemni ruzici. Béhem dubna a kvétna kvete bilymi kvéty uspotfaddanymi
V hroznovitém kvétenstvi. Po opyleni hmyzem ¢i autogamicky vznikd plod typu Sesule
s drobnymi hnédo-oranzovymi semeny. Optimalnim stanovi§tém husenicku rolniho jsou

suché piscité travniky.

Ackoliv husenicek je mnoha lidmi povazovan za plevel, nasel své vyuziti v molekularni

biologii a rostlinné fyziologii jako modelovy organismus. To pfedev§im z diivodu malého
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jaderného genomu, ktery byl prvnim kompletné osekvenovanym rostlinnym genomem. Dale

diky velmi jednoduchému a rychlému péstovani v laboratornich podminkach.

2.10.2 Hrach sety

Hrach sety, Pisum sativum L., je dvoudé&lozna rostlina ¢eledi bobovité (Fabaceae). Jedna se
0 kulturni jednoletou bylinu ptivodem ze Stfedomoii. Dorista velikosti 30 az 150 cm. Listy
jsou sudozpetené a stfidavé. Je to popinava rostlina s iponky a palisty. Kvete od Cervna do zafi
bilymi nebo fialovymi kvéty v hroznovitém kvétenstvi. Plodem je lusk obsahujici svétle hnéda
semena. K zisku zakladni ziviny, dusiku, vyuziva symbidzy s bakteriemi rodu Rhizobium
Vv hlizkach kotenti. Genom mendelovské modelové rostliny byl kompletn€ osekvenovan v roce

2019 (Kreplak et al., 2019).

2.11 Analyza fytohormont

K detekei a kvantifikaci fytohormont je nutno pouzit vhodny postup ptipravy biologického
materialu. Jedna se o nejpomalejsi, ale zaroven velmi dtlezity krok analyzy (Chen et al.,
2008). Zahrnuje odbér a tpravu vzorku, uvolnéni analytu z matrice, precisténi a odstranéni
interferujicich latek a nasledné zakoncentrovani analytu, jelikoz ndmi stanovované
fytohormony jsou Vv rostlinném pletivu obsazeny ve velmi malych koncentracich (Du et al.,
2012).

2.11.1 Extrakce a purifikace

Prvnim krokem k uspésné analyze biologického materialu je jeho homogenizace, ktera slouzi
k uvolnéni tekutého obsahu bunék do extrakéniho roztoku. K rozruSeni bunéénych stén se
vyuziva hlubokého zmrazeni v tekutém dusiku, nadrceni homogeniza¢nimi kuli¢kami z oxidu
zirkonicitého v kulovém mlynu ¢i homogenizace v tfeci misce pomoci tlou¢ku (Harrison,
2011). Je nutné udrZet rostlinny vzorek ve stabilnim stavu tak, aby nedo$lo k aktivaci
degradac¢nich enzymi. To zajiStujeme chlazenim a pouzitim vhodného extrakéniho ¢inidla.
Cinidlo musi byt zvoleno tak, aby poskytovalo vysoky vytézek analytu a v idealnim pripadé
minimalni vytézek ostatnich latek pfitomnych v rostliné (Porfirio et al, 2016). Mezi nejcastéji
pouzivané Cinidla fadime acetonitril, methanol ¢i jeho smés s vodnymi roztoky kyseliny
mraven¢i nebo octové. Dale mohou byt vyuzity pufry: fosfatovy, sodnofosfatovy nebo

Bieleského cinidlo (Bieleski, 1964). Z divodu zabranéni oxidace rostlinného materidlu,

28



pfedevSim analytu, je do extrakéniho ¢inidla pfidavano antioxidaéni ¢inidlo DEDTCA

(diethyldithiokarbamova kyselina) (Ernsten et al., 1986).

Purifikace extraktu slouzi k pfedev§im k separaci nami analyzované latky od matrice
(McDougall a Hillman, 1978). Zakladnimi purifika¢nimi metodami jsou LLE (liquid liquid
extraction) a SPE (extrakce na pevné fazi, solid phase extraction). Pro purifikaci auxind je
nejcastéji vyuzivano SPE metody, kdy dochézi k selektivnimu zadrZeni analytu na pevné fazi
(Porfirio et al., 2016). VétSina fytohormond, vCetné auxint, je kyselé povahy. Praveé okyseleni

prostiedi umoziuje vazbu IAA v nedisociované formé na stacionarni fazi (Fu et al., 2011).

Metoda SPE byla pro auxiny vyvinuta v nékolika variantach: SPE v kolonkach (Novak
et al., 2012), miniaturizovana purifika¢ni metoda in-tip uSPE vyuzitelna pro velmi malé
mnozstvi, 1 az5 mg FW, rostlinného materialu (Pénéik et al., 2018, Siroka et al., 2022),
magnetické molekularné vtisténé polymery (Zhang et al., 2010), imunoafinitni SPE (Péncik et
al., 2009) a disperzni SPE (Petiik et al., nepublikovano). Jelikoz stabilita stacionarni faze
zavisi na pH prostfedi, je vyhodné jako rozpoustédlo vzorku vtomto ptipadé pouzit
sodnofosfatovy pufr (Sundberg, 1990). Pii nizkém pH dochazi k hydrolyze faze vazané na
silikagelu a pti vysokém pH dochazi k rozpousténi silikagelu. Eluce se provadi zvySenim sily

mobilni faze (Fu et al., 2011).

Stacionarni faze (sorbent) se voli dle polarity analytu. NejlepSich vysledki dosahuje
staciondrni faze o stejné polarité jako analyt. Hydrofobnich interakci se vyuziva u nepolarnich
(reverznich) fazi, kdy vznikaji indukované dipoly (pritazlivé a odpudivé sily). Mezi nepolarni
sorbenty se fadi kopolymer polystyrendivinylbenzenu (SBD-XC), nepolarné modifikovany
silikagel s navazanymi fetézci oktadecylu (C18), oktylu (C8), ¢i s cyklohexyly, fenyly nebo
kyanopropyly. Pro analyzu fytohormonti je z nepolarnich sorbentll nejcastéji pouzivany
sorbent C18 (Izumi et al., 2009). Polarni (normalni) faze se vyuzivaji pro siln¢ elektronegativni
latky. Voli se ze sorbentt: silikagel s hydroxylovymi skupinami, oxid hlinity nebo fosforyl.
Dalsim typem stacionarnich fazi jsou ty, které vyuzivaji elektrostatickych interakci mezi
opacné¢ nabitymi skupinami iontoménice a analytu. Sorbenty jsou bud’ typu anex (silikagel
s navazanou kladn¢ nabitou slouceninou) nebo katex (silikagel se zaporné nabitou
slouceninou) ¢asto kombinované s nepolarni fazi, na které¢ dochazi k sekundarni interakci.
Radi se zde benzensulfonova kyselina (SCX), propylsulfonova kyselina (PRS) a aminopropyl
(NHy). Nejnoveéjsimi sorbenty jsou smésné kombinujici vétSinou dva typy materialti, ¢imz
dochazi k snizeni poctu purifikacnich krok (Tarkowska et al., 2014). Pro purifikaci auxintl se
osveédcil hydrofilng lipofilni sorbent (Oasis® HLB) (Novak et al., 2012). Jedna se o kopolymer
hydrofilniho N-vinylpyrrolidonu a lipofilniho divinylbenzenu. Ma vyssi retenci pro polarni

latky, je velmi stabilni a jeho pfipadné vyschnuti nema vliv na vytéznost analytu. Pro purifikaci
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auxind byla vyvinuta in-tip uSPE, ktera vyuziva smésny sorbent: SDB-XC a C18 (Péncik
etal., 2018). Dale byla vyvinuta metoda disperzni uSPE pro izolaci auxinii, cytokinin
a kyseliny abscisové (Petiik et al., nepublikovano). Ta vyuziva disperznich Castic sorbentd
Oasis® HLB a MCX (polymerni mixed-mode sorbent s kationtovyménnymi skupinami:

polystyren-divinylbenzenem a aromatickymi sulfonovymi kyselinami).

2.11.2 ldentifikace a kvantifikace pomoci LC-MS/MS

Pro stanoveni IAA a jejich metabolitl, jejichz hladina je v rostliné velmi nizka (typicky
Vv fadech desitek az stovek pmol na gram Cerstvé hmoty), je nejéastéji vyuzivanou metodou
kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
(Tarkowska et al., 2014). Kapalinova chromatografie je separacni metoda zalozena na principu
rozdilné distribuce latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi, mobilni a stacionarni fazi.
rozdélovanim, iontovyménou ¢i stereochemickymi interakcemi s ¢asticemi kolony. Na
zakladé velikosti Castic stacionarni faze kolony a vyuzivaného tlaku délime kapalinovou
chromatografii na HPLC (high performance liquid chromatography) a UHPLC (ultra high
performance liquid chromatography). Uvedenim UHPLC metody pracujici s vys§im tlakem
a mensimi casticemi nez HPLC se doba potiebna k analyze jednoho vzorku snizila z fadu

minut do ¥adu sekund. Cimz byla zvysena ¢innost a citlivost analyzy (Fu et al., 2011).

Staciondrni fazi v kapalinové chromatografii pfedstavuji castice kolony. Nejcastéji je
vyuzivana reverzni faze, ktera se skladd z chemicky modifikovaného silikagelu, polymeru
nebo porézniho grafitu v kombinaci s polarni mobilni fazi. Reverzni faze byvaji typicky
stabilni v rozsahu pH od 2 do 7,5 vhodném pro separaci fytohormoni kyselé povahy (Fu et
al., 2011).

Nejcastéji vyuzivanym detektorem kapalinové chromatografie pro analyzu auxind je
hmotnostni spektrometr (Porfirio et al., 2016). Ten nam dava jak kvantitativni tak kvalitativni
informace o slozeni vzorku. Vystupem analyzy je podil hmotnosti a naboje analytu (m/z).

Detekeni schopnosti MS sahaji do fadt pmol az amol (Svacinova et al., 2012).

Pro analyzu v hmotnostnim spektrometru je nutné pievést kapalny analyt do plynného
skupenstvi. Pii kombinaci LC-MS tento krok probiha na jejich rozhrani. Prvné je odpateno
rozpoustédlo a poté analyt vstupuje do iontového zdroje, kde je ionizovan bud narazem
elektronu nebo urychlenym neutralnim atomem, chemicky, desorpci laserem v piitomnosti
matrice (MALDI) nebo termosprejem. Na podobném principu je zaloZena ionizace

elektrosprejem (ESI), kdy je ale analyt v kapalném stavu veden kovovou kapilarou do proudu
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inertniho plynu v iontovém zdroji, kde po vloZeni napéti na kapilaru dojde k vzniku aerosolu
analytu a jeho desolvataci. Pouziti ESI dosahuje vysoké G¢innosti pro kvantitativni stanoveni

fytohormont (Svacinova et al., 2012).

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) umoziiuje analyzu vzorku v riiznych
Casech a prostorech, a to diky zapojeni vice hmotnostnich spektrometrti za sebou (Pan a Wang,
2009). Které umoziiuji vicenasobnou fragmentaci iontd v kolizni cele nebo zménou velikosti
vklddaného napéti koriguji propousténi jednotlivych fragmentli o stanovené hmotnosti.
Existuji dva zakladni typy MS/MS: trojity kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr (QqQ)
a kvadrupdlovy spektrometr doby letu (Q-TOF). Trojity kvadrupdl se sklada, jak nazev
vypovida, ze tfi za sebou uspofadanych kvadrupdélii. Z ¢ehoz prvni funguje jako separacni filtr.
Druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela, kde dochdzi k dalsi fragmentaci iontu pfi kolizi
s molekulami kolizniho plynu. Tteti kvadrupdl funguje jako selektivni filtr iont pro detekci
(Pan a Wang, 2009).

Pro kvantifikaci analytu je vhodné vyuzit pridavku izotopicky znacCeného IS ke
kompenzaci jeho ztraty béhem piipravy vzorku a ionizaci v iontovém zdroji hmotnostniho
spektrometru (Pan a Wang, 2009). Jako IS se voli strutkurni analog analytu, ¢imz se zajistuje
velmi podobné chovani standardu béhem analyzy. Nejspolehlivéjsimi IS jsou izotopicky
znacené, které maji stejnou strukturu jako analyt ale odlisSny podil m/z. Znaci se nejméné
zastoupenym izotopem prvku v pfirode€. Pro stanoveni IAA byl nejvhodnéjSim izotopem pro

IS IAA zvolen uhlik *Cg (Porfirio et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Biologicky material
Arabidopsis thaliana L., husenicek rolni, ekotyp Columbia (Col-0)

Pisum sativum L. var. arvense, hrach sety - peluska, odruda Arvika

3.2 Pristroje

Analytické vahy Sartorius — Weighing Technology GmbH (Némecko)

Autoklav Labo MLS-3781 — Sanyo (Japonsko)

Centrifuga Avanti™ 30 — Beckman (Brea, USA)

Centrifuga MIKRO 220R — Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen, Némecko)
Laminarni box Heraguard™ ECO — Thermo Fisher Scientific (USA)

Magneticka michacka — Velp Scientifica (Usmate, Italie)

Michacka zkumavek rotaéni SB3 STUART® - Keison Products (Chelmsford, VB)
Mlyn kulovy MM 400 Retsch® & Co. KG — Retsch GmbH (Haan, Némecko)

Orbitalni tfepacka Standard 1000 — VWR® (Radnor, USA)

pH metr Eutech Instruments pH 700 MM 2a — Thermo Scientific™ (Vernon Hills, USA)

Systém HPLC-MS/MS - 1260 Infinity LC systém a 6495 Triple Quadrupole MS/MS— Agilent
Technologies (CA, USA)

Ultrazvukova lazen Transsonic 310 — Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. (Singen,

Némecko)
Vakuové komiirka pro SPE Visiprep™ — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
Vakuova rotacni odparka Rotavapor® R-200 — Buchi Labortechnik AG (Postfach, Némecko)

WIZARD IR Infrared Vortex Mixer — Velp Scientifica (Italie)

Zatizeni na tpravu vody Direct-Q® 3 UV — Millipore Corp. (Billerica, USA)
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3.3 Pomiicky

Automatické pipety a Spicky — Eppendorf (Hamburk, Némecko)

Ctvercové Petriho misky — Greiner bio-one (Kremsmuenster, Rakousko)

Extrakéni disky: C18 Empore™ — 3M™ a SDB-XC Empore™ — 3M™ (Minneapolis, USA)
Konické zkumavky 50 ml — VWR International (USA)

Hydroponicky systém — nekomer¢ni, vyroben svépomoci v Laboratofi ristovych regulatori
Chromatograficka kolona KINETEX 1,7 um C18, 50 x 2,1 mm — Phenomenex (Torrance,
USA)

Keramické homogenizacni kulicky — Retsch (Haan, Némecko)

Laboratorni sklo — Fisherbrand (USA)

Mikrozkumavky — Eppendorf (Némecko)

Sorbenty pro SPE: Oasis® MCX a Oasis® HLB (uDSPE) — Waters (Milford, USA)

SPE kolonky Waters Oasis® HLB, 30 mg/1 | — Waters (Milford, USA)

Vakuové komiirka Visiprep™ — Supelco — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

3.4 Chemikalie

Aceton — Lach-Ner s.r.0. (Neratovice, CR)

Agar — Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Nizozemsko)

Diethyldithiokarbamova kyselina (DEDTCA) — Merck (Darmstadt, Némecko)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat (99,6%) — Lach-Ner s. r. o. (Neratovice, CR)
Ethanol — VWR International s.r.o. (St¥ibrna Skalice, CR)

Hydrogenfosforenan disodny dodekahydrat (98,5%) — Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)
Hydroxid amonny (25% vodny roztok) — Merck (Darmstadt, Némecko)

Hydroxid sodny (> 98%) - Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)

Kyselina chlorovodikova (37%) — Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)

Kyselina mraven¢i — Merck (Darmstadt, Némecko)
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Kyselina octova (> 99,9%) — Merck (Darmstadt, Némecko)

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

Murashige & Skoog médium — Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Nizozemsko)
Sacharéza — Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)

Tween — Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)

Standardy:

IAA, [©*Cs]IAA — Merck (Darmstadt, Némecko)

IAA-Asp, [RCs]IAA-Asp — OlchemIm (Olomouc, CR)

IAA-Glu, [®Ce]IAA-Glu — OlchemIm (Olomouc, CR)

IAA-GIc, [BCs]IAA-GIc — Laboratof ristovych regulatorti (Olomouc, CR)
IAA-N-GIc — Laboratof riistovych regulatorti (Olomouc, CR)

oxIAA, [©*Ce]oxIAA — OlchemIm (Olomouc, CR)

oxIAA-Glc, [*CeJoxIAA-Glc — Laboratof riistovych regulatort (Olomouc, CR)

3.5 Priprava roztoki
0,1% Kkyselina octova (100 ml): Roztok byl pfipraven z 99,9 ml deionizované vody a 0,1 ml

kyseliny octoveé.

0,1M kyselina chlorovodikova (100 ml): Roztok byl ptipraven ziedénim 10 ml 1M kyseliny

chlorovodikové 90 ml deionizované vody.

0,35M hydroxid amonny (250 ml): Roztok byl ptipraven z 243,75 ml deionizované vody
a 6,25 ml 25% hydroxidu amonného.

0,35M hydroxid amonny v 60% methanolu (250 ml): Roztok byl pfipraven ze 150 ml

methanolu, 93,75 ml deionizované vody a 6,25 ml 25% hydroxidu amonného.

0,5M dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (100 ml): Roztok byl pfipraven rozpusténim
7,8 g dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného v deionizované vodé¢ a doplnénim objemu na

100 ml.
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0,5M hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat (100 ml): Roztok byl pfipraven
rozpuSténim 17,9 g dodekahydrat hydrogenfosforecnanu disodného v deionizované vodé

a doplnénim objemu na 100 ml.
10% methanol (100 ml): Roztok byl pfipraven z 90 ml deionizované vody a 10 ml methanolu.

1M kyselina chlorovodikova (100 ml): Roztok byl ptipraven z 91,3 ml deionizované vody
a 8,7 ml 37% kyseliny chlorovodikové.

1M kyselina mraven¢i (250 ml): Roztok byl pfipraven z 240,37 ml deionizované vody
a 9,625 ml 100% kyseliny mravenci.

1M Kkyselina mravenc¢i v methanolu (250 ml): Roztok byl ptipraven z 240,37 ml methanolu
a 9,625 ml 100% kyseliny mravenci.

5% kyselina mraven¢i v 10% methanolu (250 ml): Roztok byl pfipraven z212,5 ml

deionizované vody, 25 ml methanolu a 12,5 ml 100% kyseliny mravenci.
5% methanol (100 ml): Roztok byl pfipraven z 95 ml deionizované vody a 5 ml methanolu.

50mM sodnofosfatovy pufr s 0,1% DEDTCA (250 ml): Roztok byl ptipraven z 15,25 ml
0,5M Na;HPO4 a 9,75 ml 0,5M NaH,PO., které byly doplnény do 250 ml deionizovanou
vodou. Do roztoku bylo pfeneseno 250 mg DEDTCA.

60% methanol (100 ml): Roztok byl piipraven ze 40 ml deionizované vody a 60 ml

methanolu.
80% methanol (100 ml): Roztok byl pfipraven z 20 ml deionizované vody a 80 ml methanolu.

Hoaglandiiv roztok (cca 1 1): Roztok byl pfipraven z 1 1 roztoku A, 1 ml roztoku B, 100 ul
H2S04 a 5 ml FeEDTA. Roztok A byl pfipraven rozpusténim 0,94 g Ca(NOgz)2-4H20, 0,52 ¢
MgSOs4-7H20, 0,66 g KNOsz a 0,12 g NH4H2PO4 v 1 1 deionizované vody. Roztok B byl
pfipraven rozpusténim 2,8 mg HzBO3z, 3,4 mg MnSO4-H>0, 0,1 mg CuSO,-5H>0, 0,22 mg
ZnS04-7H,0 a 0,1 mg (NH4)sM07024:4H20 v 1 ml deionizované vody.

Médium Murashige & Skooga tekuté (1 1): Do kadinky bylo navaZzeno 4,4 g MS média
a 10 g sachar6zy. Navazka byla doplnéna 1 | deionizované vody a dikladné promichana

pomoci magnetické michacky. pH bylo upraveno na 5,7 pomoci 0,1M hydroxidu sodného.

Médium Murashige & Skooga tuhé (1 1): Do kadinky bylo navazeno 4,4 g MS médiaa 10 g
sachardzy. Navazka byla doplnéna 1 1 deionizované vody a dikladné promichana pomoci
magnetické michacky. pH bylo upraveno na 5,7 pomoci 0,1M hydroxidu sodného.
Do sklenéné lahve bylo navazeno 10 g agaru. Médium bylo pfeneseno z kddinky do sklenéné

lahve. Médium bylo vysterilizovano v autoklavu pii teploté 120 °C.
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Steriliza¢ni roztok (1 ml): Roztok byl pfipraven z 0,7 ml ethanolu, 1 pl Tweenu a 0,299 ml

deionizované vody.

3.6 Metody a pracovni postupy

3.6.1 Priprava biologického materialu
Kultivace huseni¢ku rolniho

Husenicek rolni byl pé€stovan na tuhém MS médiu ve ctvercovych Petriho miskach. Seminka
byla pfed vysevem umisténa do lednice na 48 hodin. Poté byla vysterilizovana 1 ml
steriliza¢niho roztoku po dobu 8 minut v mikrozkumavce v rotaéni michacce. Nasledné
V laminarnim boxu byl sterilizacni roztok pomoci pipety odstranén a seminka byla
proplachnuta 96% ethanolem. OdstfiZzenou pipetovaci Spickou byla seminka pfenesena na
filtra¢ni papir k odpateni ethanolu. Do ¢tvercové Petriho misky s tuhym MS médiem bylo
vyseto pfiblizn¢ 20 seminek ve dvou fadach. Okraje misek byly utésnény paskou. Misky byly
umistény ve vertikalni poloze do fytotronu na dobu 7 dni pti 22 °C v rezimu dlouhého dne
(16 hodin svétlo a 8 hodin tma). Semenacky byly navazeny po 10 mg do mikrozkumavek.

Nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku.

Kultivace hrachu setého

Hrach sety byl péstovan hydroponicky v Hoaglandové roztoku. Semena byla pfed vysevem
sterilizovana steriliza¢nim roztokem, oplachnuta deionizovanou vodou a pfenesena na vihkou
bunicitou vatu, kde byla ptikryta vatou a ponechana 2 dny pii laboratorni teploté klicit. Po
nakli¢eni byla semena pfenesena do hydroponického systému, ktery byl naplnén
Hoaglandovym roztokem. Hrach byl péstovan po dobu 7 dni pti 22 °C v rezimu dlouhého dne
(16 hodin svétlo a 8 hodin tma). Pomoci skalpelu byly semenacky rozdéleny na pryt,
kotyledon a kofen. Jednotlivé ¢asti byly zmrazeny v tekutém dusiku. Nasledné byly jednotlivé
Casti preneseny do tfeci misky, prevrstveny tekutym dusikem, zhomogenizovany a navazeny

po 10 mg do mikrozkumavek.

Inkubace semenac¢ki husenicku s exogenni [AA

Experiment byl proveden se sedmidennimi semena¢ky huseni¢ku vypéstovanymi zplisobem
uvedenym vySe. SemenaCky byly inkubovany v Petriho miskach v tekutém MS médiu
s pridavkem IAA v koncentraci 0,5 pM nebo 5 pM. Cisté MS médium bez IAA bylo pouZito
jako kontrola. Po pfeneseni semenacktl do jednotlivych misek pomoci pinzety byly misky
zakryty alobalem a inkubovany za stalého michani na orbitalni tfepacce po dobu 6 a 24 hodin.

Nasledn¢ v danych casovych bodech byly pinzetou vyjmuty z média, oplachnuty
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deionizovanou vodou, osuseny, navazeny po 10 mg do mikrozkumavek a zmrazeny v tekutém
dusiku.

Inkubace semenackii hrachu s exogenni IAA

Experiment byl proveden se sedmidennimi semenacky hrachu vypéstovanymi zplisobem
uvedenym vysSe. SemendCky byly inkubovany ve 100ml Erlenmeyerovych bankach
ve 40 ml Hoaglandova roztoku s piidavkem IAA v koncentraci 0,5 uM nebo 5 uM. Cisty
Hoaglandtv roztok bez IA A byl pouzit jako kontrola. Po pfeneseni semendckii do jednotlivych
banék byly baitiky obaleny alobalem a inkubovany za stalého michani na orbitalni tfepacce po
dobu 6 a 24 hodin. Nasledné v danych ¢asovych bodech byly vyjmuty z roztoku, oplachnuty
deionizovanou vodou a osuSeny bunicitou vatou. Pomoci skalpelu byly semenacky rozdéleny
na pryt, kotyledon a koten. Jednotlivé Casti byly zmrazeny v tekutém dusiku. Nasledné byly
jednotlivé ¢asti preneseny do tieci misky, prevrstveny tekutym dusikem, zhomogenizovany

a navazeny po 10 mg do mikrozkumavek.

3.6.2 Extrakce a purifikace

3.6.2.1 Extrakce a purifikace metodou pnDSPE
Extrakce a purifikace byla provedena dle uDSPE protokolu pro analyzu auxint, cytokinind

a kyseliny abscisové (dle Petiik et al., nepublikovano).

Ke vzorkim obsahujicim 10 mg rostlinného materialu bylo pfidano 0,5 ml vychlazené
5% kyseliny mraven¢i v 10% ethanolu, smés internich standardd (2,5 pmol
[13C]IAA/OXIAA/IAA-ASP/IAA-Glu, 5 pmol [*Cs]IAA-Glc/oxIAA-GIc) a 3 keramické
homogenizacni kulicky. Rostlinny material byl homogenizovan na kulovém mlynu pfi
frekvenci 27 Hz po dobu 10 minut pti 4 °C, poté v ultrazvukové lazni po dobu 3 minut pfi
4 °C. Nasledné byly vzorky pfeneseny do rota¢ni michacky zkumavek o otackach 15 rpm, kde
byly extrahovany po dobu 30 minut pti 4 °C a poté byly centrifugovany (20 000 rpm, 15 minut,
4 °C). Supernatant o objemu 0,5 ml byl pfenesen na aktivovany sorbent na ¢istém microspin

filtru (postup ptipravy viz nize).

Purifikace byla provedena na disperznich Casticich stacionarni faze Oasis® MCX
a Oasis® HLB. Jednotlivé faze byly pfipraveny oddélené stejnym postupem ze 100 mg
sorbentu ve 2ml mikrozkumavkach. Ke kondicionaci sorbentu byl pouzit 1 ml methanolu,
ktery byl ptidan k navazenému sorbentu. Smés byla dikladné promichana pomoci vortexu
a poté byl supernatant oddélen od sorbentu centrifugaci (14 000 rpm, 2 minuty, 4 °C). Po

odstranéni supernatantu byl tento krok opakovan s 1 ml deionizované vody. Po nasledném
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odstranéni supernatantu byl k sorbentu pfidan 1 ml 1M kyseliny mravenéi. Obé ptipravené

suspenze byly pieneseny na microspin filtr v objemu 50 pl.

Po pieneseni vzorku na sorbent byl obsah promichan na vortexu po dobu 30 sekund
a filtrovan pomoci centrifugace (8 000 rpm, 5 minut). Filtrat byl odstranén. K promyti bylo na
filtr pfeneseno 0,4 ml 1M kyseliny mravenci, obsah byl promichén na vortexu a filtrovan
pomoci centrifugace (8 000 rpm, 5 minut). Filtrat byl odstranén. Mikrospin filtr byl pfenesen
do ¢isté 2ml mikrozkumavky ke sbéru eluatu, ktery byl sbiran ve dvou krocich. Nejprve bylo
ptidano 0,4 ml 1M kyseliny mravenc¢i v methanolu a po promichéani na vortexu byly vzorky
centrifugovany (8 000 rpm, 5 minut). Eluat byl nasledné odpaten ve vakuové odparce. Filtr
byl pienesen do ¢isté mikrozkumavky a k sorbentu bylo ptidano 0,4 ml 0,35M hydroxidu
amonného (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). K sorbentu bylo nasledné pfidano 0,4 ml
0,35M hydroxidu amonného v 60% methanolu (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut).
Eluat byl nasledné odpaten ve vakuové odparce. Odpateny vzorek byl rozpustén v 50 pl

10% methanolu a ptenesen do vialek s inzerty.

3.6.2.2 Extrakce a purifikace metodou SPE v kolonkach
Extrakce a purifikace byla provedena dle SPE protokolu pro analyzu auxini (dle Novak et al.,
2012).

Ke vzorklim obsahujicim 10 mg rostlinného materialu byl ptfidan 1 ml vychlazeného
0,05M sodnofosfatového pufru, Smes internich standarda (2,5 pmol
[1*Cs]IAA/OXIAA/IAA-ASP/IAA-Glu, 5 pmol [*Cs]IAA-Glc/oxIAA-Glc) a 3 keramické
homogeniza¢ni kulicky. Rostlinny material byl homogenizovan na kulovém mlynu pfi
frekvenci 27 Hz po dobu 10 minut pfi 4 °C. Poté byly vzorky pfeneseny do rota¢ni michacky
zkumavek o otackach 15 rpm, kde byly extrahovany po dobu 15 minut pfi 4 °C. Nasledné byly
vzorky centrifugovany (14 000 rpm, 15 minut, 4 °C) a vysledny supernatant byl pfenesen do
¢isté mikrozkumavky, kde bylo upraveno jeho pH na 2,7 pomoci 1M HCI.

Purifikace byla provedena pomoci SPE kolonek Waters Oasis® HLB 30mg/lcc.
Kolonky byly kondiciovany 1 ml 100% methanolu, 1 ml deionizované vody a 0,5 ml
deionizované vody s 2,5 ul 1M HCI. Na aktivovanou kolonku byl nanesen okyseleny vzorek
a nasledné byla kolonka promyta 2 ml 5% methanolu. Eluce byla provedena pomoci 2 ml
80% methanolu. Eluat byl sbiran do ¢istych sklenénych zkumavek a nasledné byl odpaien
ve vakuové odparce. Odpateny vzorek byl rozpustén v 50 pl 10% methanolu a pfenesen do

vialek s inzerty.
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3.6.2.3 Extrakce a purifikace metodou in-tip uSPE
Extrakce a purifikace byla provedena dle protokolu pro analyzu auxind (dle Péncik et al.,
2018).

Ke vzorkiim obsahujicim 10 mg rostlinného materidlu byl pfidan 1 ml vychlazeného
0,05M  sodnofosfatového  pufiu, smes internich ~ standardd (2,5 pmol
[1Cs]IAA/OXIAA/IAA-ASP/IAA-Glu, 5 pmol [Ce]IAA Glc/oxIAA Glc) a 3 keramické
homogeniza¢ni kulicky. Rostlinny material byl homogenizovan na kulovém mlynu pfi
frekvenci 27 Hz po dobu 10 minut pti 4 °C. Poté byly vzorky pfeneseny do rotaéni michacky
zkumavek o otdckéach 15 rpm, kde byly extrahovany po dobu 15 minut pii 4 °C. Nasledné byly
vzorky centrifugovany (14 000 rpm, 15 minut, 4 °C). Supernatant o objemu 200 pl byl
prenesen do Cisté mikrozkumavky a bylo upraveno jeho pH na 2,7 ptidavkem 100 pl 1M HCI.

Purifikace byla provedena pomoci kolonek v pipetovacich Spickach. Kolonky byly
piipraveny vyfiznutim malého disku z komerénich extrakénich diski SDB-XC Empore™
a C18 Empore™ jehlou Hamiltonovy stiikacky, ze které byly nasledné vlozeny do pipetovaci
$picky o objemu 200 pl. Stacionarni faze byla sloZena z 3 diskd sorbentu SDB-XC, na které
byly navrstveny 3 disky sorbentu C18.

Kolonky byly kondiciovany nanesenim 50 pl acetonu (centrifugace 2 200 rpm, 10 min,
4 °C), 50 pl methanolu (centrifugace 2 200 rpm, 10 min, 4 °C) a 50 ul deionizované vody
(centrifugace 2 200 rpm, 15 min, 4 °C). Na aktivovanou kolonku bylo naneseno 300 pul
okyseleného supernatantu (centrifugace 4 000 rpm, 30 min, 4 °C). Kolonka byla promyta 50 pl
0,1% kyseliny octové (centrifugace 3 600 rpm, 20 min, 4 °C). Eluce byla provedena pomoci
50 ul 80% methanolu (centrifugace 3 600 rpm, 20 min, 4 °C). Eluat byl pfenesen do vialek
sinzerty a odpafen ve vakuové odparce. Odpafeny vzorek byl rozpustén v 50 ul 10%

methanolu.

3.6.3 Nastaveni HPLC-MS/MS metody
Analyza byla provedena s vyuzitim HPLC-MS/MS metody popsané v Péncik et al. (2018)

s drobnymi modifikacemi. Pro separaci analytii byla pouzita chromatografickd kolona
KINETEX 1,7 um C18, 50 x 2,1 mm (Phenomenex, Torrance — USA). Mobilni faze byla
tvofena deionizovanou vodou (A) a methanolem (B) s piidavkem 0,1% kyseliny octové. Cas
analyzy ¢inil 12 minut pfi pritoku 0,3 ml/min a s nasledujicim prabéhem gradientové eluce:
0 min — 10% B, 6,5 min — 36% B, 6,75 min — 100% B, 7,75 min — 100% B, 8 min — 10% B).
Vzorky byly ulozeny v autosampleru pii teploté 4 °C a kolona temperovana na 40 °C. Nastiik

vzorku ¢inil 10 ul. Analyty byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru v pozitivnim
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moédu ESI(+) za pouziti téchto optimalizovanych podminek: tlak zmlzovaciho plynu, 25 psi;
pratok a teplota ptrehiatého pomocného plynu, 12 I/min a 400 °C; pritok a teplota
protiproudého vyhratého susiciho plynu, 14 1/min a 130 °C; napéti na vystupnim Sroubeni
plynu, 0 V; napéti na vstupni kapilafe, 2,8 kV. Analyty byly detekovany pomoci
optimalizovanych MRM piechodt (kromé IAA-N-Glc dle Péncik et al., 2018).
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4 VYSLEDKY
4.1 Optimalizace MS/MS metody pro IAA-N-Glc

Analyzou standardu TAA-N-Glc v rezimu full scan byly zaznamenany vznikajici fragmenty
IAA-N-Glc, ze kterych byly nasledné vybrany ty nejvice zastoupené. Na jejich zakladé byly
sestaveny MRM piechody m/z 338 — 176 a 338 — 130 (Obr. 4). Dale byla optimalizovana
kolizni energie pro oba MRM piechody, pficemz m/z 338 — 130 poskytoval nejlepsi odezvu
pti kolizni energii 38 eV, zatimco pro m/z 338 — 176 ¢inilo optimum 16 eV. Jako vyhodng&jsi
byl na zaklad¢ lepsi odezvy vybran MRM ptechod 338 — 130, ktery byl vyuzit pro néslednou
kvantifikaci IAA-N-Glc.

Obr. 4: Schéma fragmentace IAA-N-Glc. U jednotlivych fragmentii je uveden podil jejich hmotnosti

a naboje (m/z).

4.2 Test navratnosti IAA-N-Glc metodami extrakce na

pevné fazi

Ke zvoleni vhodné metody extrakce IAA-N-GIc z rostlinného materialu byl proveden test
navratnosti pfidaného znadmého mnozstvi standardu IAA-N-Glc pomoci tfi metod extrakce na
pevné fazi (SPE). Jednotlivé metody byly vybrany na zaklad¢ jejich ovéfeného vyuziti pro
analyzu auxind. Navratnost byla testovana pomoci piidavku 5 pmol standardu IAA-N-Glc. Pro
posouzeni vlivu matrice na navratnost IAA-N-Glc byl standard ptidavan k extraktu
ptipraven¢ho z 10 mg (FW) sedmidennich rostlin huseni¢ku rolniho a také k samotnému
extrakénimu Cinidlu. Névratnost byla urCena na zdkladé porovnani plochy pikli mezi

purifikovanymi vzorky a standardem, a nasledné byla vyjadiena v procentech.
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Prvni zvolenou metodou byla in-tip uSPE pro analyzu auxind (dle Péncik et al., 2018).
Jako reverzni stacionarni faze byla vyuZita kombinace SDB-XC Empore™ a C18 Empore™
sorbentt. Procentudlni navratnost IAA-N-Glc extrahovaného spolu s rostlinnym materialem
¢inila 27,73 % (Obr. 5). V provedeni bez rostlinné matrice navratnost dosahla 75,60 %.
Druhou metodou byla konvencni SPE v kolonach dle protokolu pro analyzu IAA a jejich
konjugatti, kterd vyuziva hydrofilng lipofilniho sorbentu Waters Oasis® HLB (dle Novék et
al., 2012). Navratnost ptfidaného IAA-N-Glc po extrakci s rostlinnym materidlem Cinila
pouhych 3,64 %. Bez matrice navratnost dosahla 33,06 %. Posledni testovanou metodou byla
disperzni uSPE dle protokolu pro izolaci auxint, cytokininli a kyseliny abscisové pomoci
disperzniho smésného sorbentu Oasis® MCX a Oasis® HLB (dle Petiik et al., nepublikovano).

Navratnost extrakce s matrici dosahovala 6,20 %, bez matrice 19,09 %.

V experimentu se potvrdil silny matri¢ni efekt rostlinného materidlu, ktery se projevil
sniZzenim névratnosti u vSech testovanych protokolil. Jako nejvhodné€jsi metoda pro izolaci
IAA-N-Glc byla zvolena in-tip uSPE, jelikoz jeji navratnost bez rostlinné matrice dvojnasobné
prevysila navratnost SPE pomoci HLB kolonek a vice nez trojnasobné ptevysila navratnost

disperzni uSPE.

in-tip uSPE [ 1 75,6%
in-tip uSPE + matrice H 27,73%
SPE-HLB i 33,06 %

SPE-HLB + matrice ' 3.64%

uDSPE H 19,09 %

i 6,2%
uDSPE + matrice

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Navratnost IAA-N-Glc

Obr. 5: Navratnost IAA-N-Glc (5 pmol) u riiznych metod purifikace (in-tip uSPE, kolonova SPE-HLB,
uDSPE). Matrice predstavuje extrakt 10 mg FW husenicku rolnitho (Col-0). (Primér = SD; n = 3)

4.3 Validace analytické metody pro stanoveni IAA-N-Glc

Metoda pro stanoveni IAA-N-Glc byla validovana metodou standardniho piidavku.
K extraktim z 10 mg (FW) kotyledonu hrachu setého byl pfidan standard TAA-N-Glc
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vmnozstvi 5a20 pmol spolu se smési izotopicky znaCenych internich standardd
([BCIAA/IAA-Asp/IAA-GIc/IAA-Glu/oxIAA/oXIAA-GIc). Takto piipravené vzorky byly
purifikovany in-tip uSPE metodou vzdy ve tfech opakovanich a nasledné byly analyzovany
optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou. Pro kvantitativni stanoveni IAA-N-Glc byla
sestrojena pétibodova kalibraéni fada v rozsahu 4,5 fmol — 45 pmol, kde kazdy kalibra¢ni bod
obsahoval IAA-N-Glc a smés vyse zminénych izotopicky znac¢enych IS v mnozstvi 0,5 pmol.
Z duvodu nedostupnosti izotopicky znacené¢ho IAA-N-Glc bylo nutné zvolit jiny izotopicky
znaceny IS, ktery je vhodny ke kvantifikaci IAA-N-Glc metodou izotopového zied’'ovani. Po
odecteni endogenni hladiny TAA-N-Glc byla stanovena navratnost standardu a nasledné
vypocitana systematicka chyba (BIAS) a relativni smérodatna odchylka (RSD) s pouzitim
ruznych izotopicky znacenych IS (Tab. 1).

Nejhorsi analytické piesnosti bylo dosazeno pii kvantifikaci IAA-N-Glc pomoci
[1*C6]IAA. Systematicka chyba ¢inila 329 % v ptipadé piidavku 5 pmol a 214 % pro 20 pmol.
Naopak vysledky stanoveni pomoci [**Cs]IAA-Glu byly zatizeny nejmensi chybou: BIAS
i RSD pii piidavku 5 i 20 pmol nepiesahly 20 %. [**Cs]IAA-Glu byl proto pouZit pro

kvantitativni stanoveni IAA-N-GIc v nasledujicich analyzach.

Kvantifikace byla zalozena na logaritmicky transformované kalibra¢ni kiivce
zkonstruované vynesenim odezvy kalibra¢nich standardd (plocha analytu/plocha ISxmnozZstvi
IS) proti zndmym koncentracim analytu. Z kalibra¢ni kiivky byl stanoven limit detekce
IAA-N-Glc na 20 fmol (na nastiik) a linearni rozsah kalibrace, ktery se pohyboval v rozmezi

45 fmol az 45 pmol.

Tab. 1: Ndvratnost 5 a 20 pmol IAA-N-Glc, systematickd chyba (BIAS) a relativni smérodatna odchylka

(RSD) pri pouZiti riiznych izotopicky znacenych internich standardii. (Priimér £ SD; n = 3)

5 pmol 20 pmol

Interni standard pmol BIAS — RSD pmol BIAS = RSD

(%) (%) (%) (%)
[*3Ce]IAA 214 £ 57 329 26 628 + 134 214 21
[3Cs]IAA-Asp 64 + 02 28 4 228 + 28 14 12
[3Ce]IAA-Glu 53 + 09 6 17 175 + 23 -13 13
[*Cs]oxIAA 98 £ 25 96 25 36,2 £ 5,2 81 14
[3Cs]IAA-glc 53 + 14 5 26 149 + 31 -26 21
[3CsJoxIAA-glc 39 + 1,8 -22 47 165 + 26 -17 16
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4.4 Kvantitativni stanoveni IAA-N-GIc v hrachu setém

a huseni¢ku rolnim

Optimalizovanou a validovanou metodou byl stanoven endogenni obsah IAA-N-Glc v hrachu
setém a husenic¢ku rolnim. Rostliny hrachu setého byly rozdéleny na 3 ¢asti: koten, kotyledon
a pryt. V ptipadé husenic¢ku rolniho byly analyzovany celé rostliny. V hrachu byl N-glukosid
TAA kvantifikovan pouze v kotyledonu, kde jeho hladina dosahla hodnoty 650 + 67 pmol/g
FW (Tab. 2). Ve vegetativnich organech hrachu a v sedmidennich rostlinach husenicku byla

jeho endogenni hladina pod limitem detekce.

Tab. 2: Mnozstvi IAA-N-Glc v orgdnech hrachu setého a v husenicku rolnim [pmollg FW].

n. d., nedetekovdno; n. a., neanalyzovaino.

Pisum sativum L. A. thaliana (Col-0)
Pryt n. d. n. a.
Kotyledon 649,7 + 66,9 n. a.
Kofen n. d. n. a.
Pryt + kofen n. a. n.d.

Pro potvrzeni identity endogenniho IAA-N-Glc byly porovniny chromatografické
retenéni Casy v extraktu z kotyledonu hrachu setého, v extraktu s piidavkem standardu

IAA-N-Glc a samotného standardu (Obr. Pfiloha 1).

4.5 Tvorba IAA-N-Glc po exogenni aplikaci IAA

Hladina IAA-N-Glc v hrachu byla stanovena pouze v kotyledonu, kde se ptedpoklada jeho
zasobni funkce v dob¢ kliceni. Za ucelem potvrdit jeho moznou roli v metabolické regulaci
auxinové homeostazy béhem vegetativniho vyvoje rostliny byl analyzovan obsah auxinovych
metaboliti v huseni¢ku a hrachu po exogenni aplikaci IAA. Rostliny byly inkubovany
Vv tekutém médiu s 0,5uM a 5uM TAA po dobu 6 a 24 hodin.

U huseni¢ku rolniho doslo jiz po 6-hodinové inkubaci semenackd s 0,5uM TAA
k prudkému narGstu hladin IAA-Asp a IAA-Glu (Tab. 3). Hladina aminokyselinovych
konjugat pii vyssi koncentraci [AA (5 uM) vzrostla o dalsi tad. Stejnou mérou doslo
ke dvojnasobnému naristu hladin téchto metabolitd i po 24-hodinové inkubaci. Po inkubaci

ve vy$si koncentraci IAA byl detekovan také IAA-GIc jak po 6, tak po 24 hodinach. Doslo

44



také k nartstu hladiny oxIAA. Markantni nardst hladiny byl zaznamenan také u konjugatu
oxXIAA-Glc. Ackoliv IAA-N-Glc nebyl ani po 24-hodinové inkubaci v 5uM TAA detekovan,
nardst hladin ostatnich metaboliti znaci funkcénost experimentu. Z vysledkd vyplyva,
ze U husenicku rolniho pravdépodobné nehraje N-glukosylace vyznamnou roli v metabolické

regulaci fyziologické hladiny IAA.

Tab. 3: Hladiny IAA a jejich metabolitii v sedmidennich rostlinach husenicku rolniho po exogenni

aplikaci IAA [pmol/g FW]. n. d., nedetekovdno.

Arabidopsis thaliana (Col-0)

Kontrola 0,5uM TAA 5uM TIAA
IAA 153,0 + 17,1 581,2 + 52,2 47070 + 659,3
IAA-Asp 27,3 + 33 14 140,1 + 9015 2035238 + 23632,0
IAA-Glu 1350 + 129 37106 + 223,22 352774 + 3912,1
6 hod IAA-Glc n.d. n. d. 2120,8 + 3484
oXIAA 12209 + 62,9 2887,8 + 4938 42759 + 4649
oxIAA-GIc  8301,3 + 554,7 18613,7 + 26460 227536 + 3014,3
IAA-N-Glc n.d n. d. n. d.
IAA 1147 £ 3,9 260,1 + 20,0 13550 + 150,7
IAA-Asp 31,8 £ 9,3 477635 + 51349  415621,7 + 79499
IAA-Glu 116,8 + 9,8 112859 + 5634 73368,2 + 43393
24 hod IAA-Glc n.d. n. d. 12946 + 48,5
oxXIAA 814,3 + 70,6 41045 + 4641 5826,4 + 400,8
oxIAA-GIc 62229 + 2769 277120 + 11464 431979 + 11299
IAA-N-Glc n. d. n. d. n. d.

V ptipadé hrachu byl obsah metaboliti po exogenni aplikaci [AA stanovovan
v kotfenech a prytech zvlast. Zatimco v prytech byl v ramci rozdilnych experimentalnich
podminek zaznamenan pouze minimalni rozdil v koncentracich metabolitti, v kofenech hrachu
byl pozorovan znatelny nartist aminokonjugatt IAA-Asp a IAA-Glu po aplikaci IAA (Tab. 4).
Narust koncentrace oxIAA byl zjistén pouze u SuM koncentrace IAA. Na rozdil od huseni¢ku
nebyl ani v jednom z vegetativnich organti hrachu detekovan oxIAA-GIc. V kofenech nebyla

pozorovana syntéza IAA-GIc v reakci na aplikaci exogenni [AA.
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Tab. 4: Hladiny IAA a jejich metabolitii v sedmidennich rostlinach hrachu setého po exogenni

aplikaci IAA [pmol/g FW]. n. d., nedetekovdno.

Pisum sativum L.

Kontrola 0,5uM IAA 5uM 1AA
Pryt
1AA 835 + 159 106,4 + 7,4 972 + 4,6
IAA-Asp 329,7 + 13,2 573,0 + 101,7 523,3 £ 53
1AA-Glu 365 + 4,4 46,0 + 59 440 + 28
6 hod 1AA-Glc 179 = 15 234 + 33 233 + 0,9
oxIAA 37 £ 08 6,1 £ 2.2 59 = 15
oxIAA-Glc n. d. n. d. n. d.
IAA-N-Glc n. d. n. d. n. d.
IAA 80,6 + 12,7 1056 + 2,7 70,7 + 16,7
IAA-Asp 516,6 + 65,4 410,3 + 62,5 630,2 + 152,7
1IAA-Glu 433 + 14 395 + 25 379 + 6,3
24 hod IAA-Glc n. d. 144 + 1,0 198 + 1,5
oxIAA 51 £ 0,6 44 + 0,1 56 = 0,3
oxIAA-Glc n. d. n. d. n.d.
IAA-N-Glc n. d. n. d. n.d.
Koren
IAA 235 + 6,2 224 + 6,0 655 + 129
1AA-Asp 59,4 + 9,9 11144 + 2133 31220,7 + 5854,8
1AA-Glu 128,3 + 12,6 169,4 + 15,8 972,3 + 1450
6 hod 1AA-Glc n. d. n. d. n.d.
oxIAA 196 = 1,9 19,3 £ 1.2 86,7 + 7,6
oXIAA-Glc n. d. n. d. n. d.
IAA-N-Glc n. d. n.d. 941 + 4,9
1AA 490 = 111 70,2 + 20,1 119,3 + 11,9
IAA-Asp 916 + 18,3 5929 + 102,0 375104 + 30611
1AA-Glu 1325 + 59 226,4 + 46,6 1697,6 + 108,9
24 hod 1AA-Glc n.d n.d n.d.
oxIAA 16,8 = 3,2 184 + 04 548 + 5,1
oxIAA-Glc n.d n.d n.d.
IAA-N-Glc n.d 71,6 = 45 2529 + 21,3

V kofenech hrachu doSlo vreakci na exogenni aplikaci IAA k nardstu hladiny
IAA-N-Glc nad limit detekce. Po 6 hodinach byl detekovan pouze pti SuM IAA, kdy jeho
hladina ¢inila 94 pmol/g FW (Tab. 4). Po 24 hodinach inkubace byl N-glukosid detekovan
i pti aplikaci 0,5uM IAA, atov koncentraci 72 pmol/g FW. V piipadé¢ SuM IAA doslo
k narastu koncentrace IAA-N-Glc po 24 hodinach na 253 pmol/g FW (Obr. 6). V prytu nebyl

N-glukosid detekovéan za zddnych experimentalnich podminek.
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Obr. 6: Hladiny IAA-N-Glc v koreni hrachu setého po 6- a 24-hodinové inkubaci s IAA [pmol/g FW].

(Priumer + SD; n =3). n. d., nedetekovano.
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5 DISKUZE

Prvnim cilem této prace byla optimalizace MS/MS metody pro stanoveni IAA-N-Glc. Jelikoz
jiz diive byl TAA-N-Glc stanoven u zastupcti nahosemennych (jinanu dvoulalo¢ného
a borovice lesni) ajednod€loznych rostlin (ryze seté a kukufice seté), byla popsana jeho
MS/MS fragmentace (Ljung et al., 2001, Kai et al., 2007b, Yin et al., 2021). Na zaklad¢
poskytovanych fragmentd byly nastaveny MRM piechody, které byly dale optimalizovany.
Pro kvantifikaci IAA-N-Glc byl zvolen MRM piechod 338 — 130 (m/z), ktery poskytoval
nejvyssi odezvu (Obr. 4).

Druhym krokem experimentalni cCasti bylo vybrat vhodnou metodu extrakce
a purifikace, kterd bude poskytovat co mozZna nejvyssi navratnost pro uspésnou kvantifikaci
IAA-N-Glc v rostlinnych vzorcich. Byla testovana navratnost 5 pmol TAA-N-Glc tfemi
metodami extrakce na pevné fazi (SPE). Prvni z testovanych metod byla mikro-disperzni SPE
(wuDSPE) kombinujici dva typy stacionarnich fazi (Oasis® MCX a Oasis® HLB), ktera byla
vyvinuta pro analyzu auxini a cytokinini (Pettik et al., nepublikovano). Piestoze byla metoda
optimalizovana mimo jiné pro izolaci riznych typt konjugati IAA, v ptipadé IAA-N-Glc byla
dosazena navratnost metody v pfitomnosti matrice pouze piiblizné 6 % (Obr. 5). Dalsi
testovanou metodou byla konvenéni SPE v kolonich se sorbentem Waters Oasis® HLB
vyvinuta pro analyzu auxinu a jejich metabolitti (Novak et al., 2012). Navratnost s rostlinou
matrici dosahovala jes$t¢ nizSich hodnot ve srovnani s uDSPE, a to necelé¢ 4 %. Trteti
srovnavanou metodou byla in-tip pSPE umoziujici rychlou analyzu IAA a jejich metabolitii
Z malého mnozstvi rostlinného materialu pomoci stacionarni fazi slozené z C18 Empore™

a SDB-XC Empore™ (Péncik et al., 2018). Jeji navratnost s matrici 28 % vyrazné& piedcila

zbylé dvé metody a byla zvolena jako nejvhodnéjsi purifikaéni metoda pro izolaci IAA-N-GlIc.

Analyticka metoda pro stanoveni IAA-N-Glc byla validovana na vzorcich kotyledonu
hrachu setého metodou standardniho pfidavku neznaeného standardu TAA-N-Glc v mnozstvi
5 a 20 pmol. Jelikoz nebyl k dispozici izotopicky znaceny IAA-N-Glc, bylo jeho mnozstvi
stanoveno metodou izotopového ziedovani s pouzitim [“Ce]lAA-Glu, se kterym bylo
dosazeno nejlepsi analytické piesnosti ze vSech testovanych IS. Systematicka chyba (BIAS)
a relativni smérodatna odchylka (RSD) na obou koncentra¢nich hladinach nepiesahovala 20 %

(Tab. 1).

Validovanou metodou byl IAA-N-Glc kvantifikovan v sedmidennich rostlinach
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.; Col-0) a v kotfenech, prytech a kotyledonech
stejné starych rostlin hrachu setého (Pisum sativum L. ssp. arvense). Ptitomnost endogenniho

N-glukosidu IAA byla potvrzena pouze v kotyledonu hrachu, a to v mnozstvi 650 + 67 pmol/g
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FW (Tab. 2). Ve vegetativnich organech hrachu a v huseni¢ku byly jeho hladiny pod limitem

detekce.

VétSina  auxinového poolu v kotyledonech hrachu je pfitomna ve forme
aminokyselinovych konjugatli, pficemZz dominantné zastoupené jsou konjugaty oxIAA
(Hladik et al, 2023). Piekvapivé, glukosylestery IAA ani oxIAA nebyly v kotyledonech
detekovany. Stanovené koncentra¢ni zastoupeni IAA-N-GIc v kotyledonu fadové odpovida
urovni hladin amidokonjugatd TAA (Hladik et al, 2023). Pfitomnost IAA-N-Glc
V kotyledonech znaéi jeho zasobni funkci pii kli¢eni semene. Vyuziti IAA-N-Glc jako
reverzibilniho zasobniho metabolitu v semeni bylo testovano a potvrzeno v borovici lesni
(Ljungetal., 2001). V této studii byl zaznamenan postupny pokles hladiny IAA-N-Glc a narast
hladiny volné IAA piedev§im béhem prvnich dvou dnu kliceni. Pokles hladiny N-glukosidu
IAA pokracoval do ¢tvrtého az Sestého dne, kdy byly veskeré zdsoby pfeménény na aktivni
TAA. Pravé spotiebovanim zasobnich forem IAA dochazi k zapoceti de novo biosyntézy IAA
aspusténi metabolismu kontroluyjiciho hladinu volné TAA. Pritomnost TAA-N-Glc
v kotyledonech sedmidennich rostlin hrachu poukazuje na zna¢nou rdznorodost
metabolickych drah napfi¢ jednotlivymi rostlinnymi druhy a odliSnostmi v jejich vyvoji.
Zaroven je to poprvé, co byl IAA-N-Glc detekovan a kvantifikovan u zastupce dvoudéloznych

rostlin.

Pro ovéteni, zda N-glukosid IAA mitize mit kromé zasobni funkce v semenech také
inaktiva¢ni roli béhem vegetativniho vyvoje, byl proveden experiment, ve kterém byly rostliny
husenicku a hrachu inkubovany v médiu s pridanou IAA. Po 6 a 24 hodinach inkubace byla
sledovana zména koncentraci metaboliti IAA v reakci na exogenni suplementaci TAA.
V husenicku nebyl IAA-N-Glc detekovan pii zadné ze zvolenych experimentalnich podminek
(Tab. 3). Vyznam N-glukosylace jako nové inaktivacni drahy spoluutvarejici homeostazu IAA
tedy nebyl u huseni¢ku prokazan. K nejvétsimu naristu hladiny pii exogenni aplikaci I1AA
doslo v pripadé TAA-Asp, coz bylo pozorovano u obou zvolenych pokusnych rostlin.
Experiment potvrdil, ze tvorba amidovych konjugatd je majoritni inaktivacni drahou
U huseni¢ku rolniho a vétSiny dvoudéloznych rostlin (Tam et al., 2000, Bajguz a Piotrowska,
2009). V husenic¢ku rolnim bylo také potvrzeno vyznamné zastoupeni glukosylované oxIAA

(Kai et al., 2007a, Hladik et al, 2023).

V hrachu byl ndrist hladin auxinovych metabolit po inkubaci v médiu s IAA
pozorovan pouze v kofenech, v prytech k vyrazngjsim zménam nedoslo (Tab. 4). Exogenni
IAA byla nejspiSe po jejim piijeti z média efektivné metabolizovana piimo v kotenech, a tudiz

nebyla do nadzemnich ¢asti viibec transportovana, nebo pouze v minimalnim mnozstvi.
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Na rozdil od huseni¢ku, v hrachu byla po exogenni suplementaci IAA zji§téna tvorba
IAA-N-Glc (Tab. 4). Byl také pozorovan nariist jeho hladiny v zavislosti na rostouci
koncentraci IAA v médiu a také na ¢ase inkubace (Obr. 6), coz potvrzuje podil N-glukosylace
na inaktivaci exogenné aplikované IAA, a tedy zjevny vyznam této metabolické drahy

V utvareni auxinové homeostaze v této modelové rostliné.
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6 ZAVER
V této bakalatfské praci jsem se veénovala studiu metabolismu IAA v huseni¢ku rolnim
(Arabidopsis thaliana L.; Col-0) a hrachu setém (Pisum sativum L. ssp. arvense). Mym cilem

bylo optimalizovat analytickou metodu pro stanoveni N-glukosidu IAA a s jejim pouzitim

studovat vyskyt a tvorbu IAA-N-Glc ve zminénych modelovych rostlinach.

Nejprve byl zvolen vhodny MRM pirechod poskytujici nejvétsi signal a nasledné
optimalizovany parametry MS/MS metody. Déle byly testovany rizné metody extrakce na
pevné fazi a vybrana ta, ktera poskytovala nejvyssi navratnost IAA-N-Glc. Metoda byla

validovana metodou standardniho ptidavku.

Optimalizovanou a validovanou metodou HPLC-MS/MS byl kvantifikovan IAA N-Glc
v kotyledonu sedmidennich semenackll hrachu, ¢imz byla potvrzena jeho zasobni funkce pfi
kliceni. V husenicku rolnim nebyl N-glukosid IAA detekovan. Pomoci exogenni aplikace IAA
byla potvrzena inaktiva¢ni funkce IAA-N-Glc v koteni hrachu setého. V husenicku rolnim po
aplikaci IAA doslo k nartstu hladin predev§im amidovych a oxidovanych metabolitd [AA,

tvorba IAA-N-Glc vsak nebyla pozorovana.

Ziskané vysledky poprvé potvrdily vyskyt [AA-N-Glc u dvoudéloznych rostlin, tedy
novou metabolickou drahu IAA, ktera vede k hlub§imu porozuméni slozitého druhové

zavislého metabolismu IAA.
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PRILOHA
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Obr. priloha 1: MRM chromatogramy IAA-N-Glc v extraktu z kotyledonu hrachu (nahorve), z extraktu

s pridavkem standardu IAA-N-Glc (uprostied) a samotného standardu (dole).
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