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1 UVOD

Ackoli maji rostlinné hormony (fytohormony) charakter nizkomolekularnich latek
(disponuji molekulovou hmotnosti do 1000 Da), podileji se ptesto zcela neodmyslitelnym
zpusobem na regulaci ristu a vyvoje rostlin. Klicovou roli hraji v oblasti komunikace mezi
bunikami, pletivy a organy v prabéhu Zzivotniho cyklu rostlin. Do jist¢ miry mohou byt
oznacovany jako integratory vnéjsich a vnitinich signald. Obecné funguji u rostlin jako
endogenni signalni molekuly, jejichz efekt je bud’ stimulujici, nebo inhibujici v zavislosti
na koncentraci a misté u€inku. V rostlindch se navic kromé fytohormonta vyskytuji i jiné
latky, které se rovnéz vyznacujici regulacni aktivitou, ale od fytohormont se zasadn¢ lisi
zejména vySS$imi koncentracemi a mén¢ obecnymi ucinky.

Gibereliny (GAS) tvofi jednu zdeviti v souéasnosti znamych skupin rostlinnych
hormonti. Jde o latky terpenoidniho charakteru mezi jejichZ hlavni fyziologické ucinky se
fadi navozeni kveteni a kliceni, stimulace prodlouzovani stonku a zpozdéni senescence v
listech a citrusovych plodech. Cast skupiny vice nez 136 dnes znamych giberelind tvofi
gibereliny vykazujici biologickou aktivitu, ¢ast odpovida jejich katabolickym produktiim a
¢ast tvoti prekurzory giberelinli bioaktivnich.

Charakteristickym znakem giberelint, stejné jako dalsich signalnich molekul
hormonalni povahy je, 7e pisobi pii velmi malych koncentracich (10° — 10 mol /g
Cerstvé hmoty, v zavislosti na typu pletiva). Z tohoto divodu je nutné zvolit takovou
metodu izolace a stanoveni, kterd umozni takto nizké koncentrace tispé$né detekovat. Pro
izolaci GAs se zejména pouzivaji ruzné druhy extrakce, jejiz ucinnost V piipadé
rostlinnych pletiv nezavisi pouze na subcelularni lokalizaci GA, ale také na polarité jeho
molekuly a mife v jaké je asociovan s ostatnimi molekulami v matrici (fenolické latky,
lipidy, pigmenty apod.). Pro analytické instrumentalni metody stanoveni GAs plati hlavné
pozadavek na vysokou citlivost a selektivitu umoziujici detekci stopovych mnozstvi GAs
(ppq a nizsi) v obrovském nadbytku interferujicich latek béZné se vyskytujicich

Vv rostlinnych pletivech (matrice).



2 CILE PRACE

Cilem piedlozené diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma biosyntéza
giberelinti v rostlinach se zaméfenim na biosyntetické enzymy typu dioxygenaz, jejich
funkce a moznosti inhibice. Dal$im cilem pak bylo izolovat jeden GA biosynteticky enzym
typu dioxygenazy, 3f-hydroxylazu (GA30x), z jednoho ze znamych rostlinnych druhti a
pouzit ji pro in vitro reakci vedouci k tvorbé bioaktivnich giberelini. Poslednim cilem
predlozené diplomové prace pak bylo kvantifikovat biosyntetické prekurzory a produkty
GA3ox Vv semenaccich fefichy seté kultivované in vitro za piitomnosti vybranych zastupci

inhibitort GA3ox.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Historie giberelini

Na rozdil od Zivocichil se u rostlin vyvinul V jejich vyvoji vysoky stupel proménlivosti.
Kazda rostlinnd bunka je tdajné "kmenovou buiikou" schopnou se vyvinout v Sirokém
spektru vyvojovych stadii v odpovédi na pritomnost rostlinnych hormoni. RovnéZz na
rozdil od Zivo€ichti, nemaji rostliny jasné uréeny zdroj a cilovy organ ptisobeni hormont.
Kazda signalni draha fytohormonu se skladd ze dvou nezbytnych ¢asti, kontroly
nashromazdéni hormonu a vnimavosti jeho signalu. Prvnimi identifikovanymi rostlinnymi
hormony byly gibereliny, jejichz objev byl zapocat uz koncem 19. stoleti. Tehdy bylo
v Japonsku a na celém Dalném Vychodé uz od roku 1809 velmi rozsifeno onemocnéni
ryze (Oryza sativa), které bylo znamé jako "posetila sazenice" nebo bakanae (v
japonsting€). Onemocnéni se projevovalo nadmérnym prodluzovani stonkl ryze vedouci k
nedostate¢né tvorbé mechanickych pletiv u napadené rostliny vedouci k lamavosti stonk
(Obr. 1), dale k Zloutnuti listd, vadnuti a nakonec thynu rostliny. To zptsobovalo
zemé&délclim obrovské Skody (pfisli az 0 40 % vynosu) a méli tudiZ enormni zajem zjistit,
co nemoc zpusobuje a jak ji zabranit. Prvni védecky popis této nemoci byl publikovan
vroce 1898 japonskym védcem Shotaro Horim, ktery ukazal, ze nemoc zpisobuje
patogenni houba Gibberella fujikuroi (dnes Fusarium moliniforme) napadajici rostliny ryze
(Hori, 1898). V roce 1926 Eiichi Kurosawa ukazal, ze sekret houby ma stejny rastové
stimulacni u¢inek 1 bez infekce rostliny houbou, tj. Ze houbovy patogen napadajici tyto
rostliny produkuje latku, ktera by mohla stimulovat extrémni prodluzovani vyhonku ryze
(Kurosawa, 1926). Zaroven konstatoval, ze tento ucinek neni zpisoben plsobenim

enzymu, ale spiSe néjakou ,,chemikalii®.

Obr. 1. Projevy bakanae nemoci u ryZe infikované Gibberella fujikuroi zptisobujici prodlouzeni a zakrnéni

rostlin (pfevzato a upraveno z www.agriskmanagementforum.org).
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Po Kurosawové védeckém clanku zacalo mnoho rostlinnych patologli izolovat ze sekretu
houby aktivni substanci, o ¢emz svéd¢i vice nez 50 védeckych praci publikovanych mezi
lety 1927 a 1940, a to hlavné v Japonsku. V roce 1934 dostala sloucenina nazev ,kyselina
podle nazvu houby, ktera ji produkovala (Yabuta, 1935). V roce 1938 se pak podatilo
ziskat dvé krystalické substance oznacené jako ,giberelin A® a ,giberelin B (Yabata a
Sumiki, 1938). Druha svétova valka experimenty zastavila a po jejim skonceni se vyzkum
V tomto sméru znovu rozbehl, tentokrat uz i v jinych zemich. Ve Spojenych statech byla
vyvinuta fermentacni technika pro masivni produkci giberelini a izolovany dvé latky
oznacené¢ jako ,giberelin A‘ a ,giberelin X° (Stodola a kol., 1955). Nezéavisle na
vyzkumech v USA byla ve Velké Britanii ziskana nova aktivni substance, ,kyselina
giberelova‘, s podobnymi biologickymi, ale riznymi chemickymi a fyzikdlnimi
vlastnostmi (Curtis a Cross, 1954). V Japonsku bylo po valce piezkoumano slozeni
,giberelinu A‘, pfiCemz bylo zjisténo, ze obsahuje tii slouceniny, které pojmenovali
giberelin A;, A, a Az (Takahashi a kol., 1955). Postupem c¢asu se ukazalo, Ze GAj
odpovida ,giberelinu X* a ,kyselin€ giberelové‘, a Ze giberelin A; je tentyz jako ,giberelin
A‘ nalezeny v tomtéz roce v USA. Dodnes ale ziistalo zdhadou, co je Yabutiv ,giberelin
B¢. Takahashiho systém znaceni GAs se vZzil pro vSechny ostatni gibereliny, které byly
pozdéji izolovany (Cisluji se v poradi jejich objevu), a pouziva se dodnes. Posledni z nich
ma oznaceni GA13 (Hedden a Thomas, 2012).

Prvni objevenym giberelinem a zaroven jednim ze zastupcii giberelinli s
biologickou aktivitou vyskytujici se pfirozené V rostlinach, je jiz zminéna kyselina
giberelova GA3 (Obr. 2). Ta, stejné jako ostatni gibereliny, ma vliv na dlouzivy rist bunék,
a to jak u stonku, tak i u kofene rostliny (Taiz a Zeiger, 2010). Krom tohoto G¢inku se GAs
dale podili na pteruseni dormance semen, ¢imz Ize docilit kli¢eni semen rostlin, které jinak
vyzaduji dormanci za chladu, aby nésledné kli¢ily. Z neopomenutelnych G¢inklt GAs je
jesté dale potieba se zminit o podpofe tvorby pylu a rustu pylové lac¢ky a indukci kveteni.
Proto mutantni rostliny, které maji ovlivnénu biosyntézu nebo signaling GAs, vykazuji
zmény Vv kliceni a ve stddiu dospélosti jsou zakrslé, tmave zelené a maji opozdéné kveteni
(Daviere a Achard, 2013). Pfestoze jich v riznych pfirodnich zdrojich (cévnaté rostliny,
houby, bakterie) bylo k dnesnimu dni identifikovano vice nez 130, biologickou aktivitou se
vyznacuje pouze nékolik z nich (Yamaguchi, 2008). Jsou to zejména GAs nesouci v poloze
C3 hydroxylovou skupinu (GA1, GAs, GA4, GAs, GA;). Bioaktivni GAs mohou byt
v rostliné inaktivovany rtznymi mechanismy zaloZenymi na strukturni modifikaci

YV wew

bioaktivni molekuly (metylace, hydroxylace). Nejbéznéjsi deaktivacni reakci je pak
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hydroxylace GA Vv poloze C2 pomoci GA 2-oxidazy probihajici v cytosolu rostlinnych
bun¢k (Urbanova a kol., 2011). BioSyntéza biaktivnich GAs piedstavuje z hlediska
bunéénych kompartmentti tfistupniovy proces zahrnujici: a) tvorbu ent-kaurenu
z geranylgeranl difosfatu (GGPP) odehravajici se v proplastidu bun¢k za ucasti kauren
syntazy (KS), b) naslednou tvorbu GA1,/s3 z ent-kaurenové kyseliny v endoplazmatickém
retikulu pomoci kaurenoxidazy (KAO) a nakonec tvorbu aktivnich GAs v cytosolu
postupnymi oxida¢nimi kroky, jichz se ucastni hlavné GA 20-oxiddza a GA 3-oxidaza

(Urbanova a kol., 2011) — viz kapitola 2.3.1.

Obr. 2. Struktura kyseliny giberelové GA;3

3.2 Soucasnost giberelint

Gibereliny ptedstavuji skupinu hormont obsahujici biologicky aktivni slouceniny, jejichZ
distribuce je zaznamenana V Sirokém spektru rostlin, v plisnich ba dokonce 1
Vv bakterialnich druzich (Urbanova a kol., 2011). Strukturné ptedstavuji gibereliny skupinu
tetracyklickych (kruhy A, B, C, D) diterpenoidnich karboxylovych kyselin obsahujici ent-
giberelanovy (obsahuje 20 atomy uhliku) nebo 20-nor-ent-giberelanovy skelet (obsahuje
jen 19 uhlikovych atomil), tzn., Ze ve smyslu poctu uhliki mohou byt GA rozdéleny do
dvou skupin: Cio-GA (napt. GAg) a C-GA (napi. GAjp) - Obr. 3. Piedpona ent se
vztahuje k faktu, ze skelet GA je odvozen od ent-kaurenu (Obr. 3), tetracyklického
uhlovodiku, ktery je enantiomerem k pfirozené se vyskytujici slouceniné kaurenu

(Podlesakova a kol., 2012).

ent-kauren GAl2

Obr. 3. Struktura ent-kaurenu, C-19 (GAy,) a C-20 (GAy)
13



Gibereliny jsou slabé organické kyseliny malo rozpustné ve vodé (pKa =~ 4.0). Navzajem
se li§i pritomnosti laktonového kruhu a zéroven poctem a polohou hydroxylovych a
karboxylovych skupin. VétSina z nich predstavuje prekurzory aktivnich giberelini nebo
produkty jejich inaktivace, nékteré jsou pouze moznymi artefakty ziskanych pii
chemickych analyzach (Setlik a kol., 2004). C1o-GAs zahrnuji biologicky aktivni formy,
které obsahuji hydroxylové skupiny na C-3f, y-lakton mezi C-4 a C-10 a soucasné volnou
karboxylovou skupinu v pozici C-6 z divodu optimalniho navazani k GID1 receptoru,
zatimco hydroxylace na C-2f zplsobi ztrdtu vazby a zarovenn ztratu jejich biologické
aktivity (Murase a kol., 2008, Shimada a kol., 2008). Klicové mechanismy pro inaktivaci
GAs nezbytné pro regulaci velikosti zasob aktivniho hormonu, dale zahrnuji metylaci a
glukosylaci karboxylové skupiny, a epoxidaci na C-16, C-17 za vzniku 16¢,17-epoxidul
(Hedden a Thomas, 2012). Charakteristickym rysem biologicky aktivnich GAs jsou
hydroxylové skupiny na C-3 a karboxylova skupina na C-6, jejichZ nepiitomnost vede ke
ztraté aktivity (Harberd a kol., 2008). Tyto skupiny jsou schopny zvysit vazbu na receptor
prostfednictvim interakce s polarnimi zbytky aminokyseliny, zatimco hydroxyskupina na
C-2 zplsobi, ze se GAs do receptoru nevaze. Tato reakce tvoii dillezity mechanismus
v regulaci koncentrace GAs u krytosemennych rostlin (v kvétu).

Gibereliny tvofené v nadzemni casti rostliny jsou do kofenii transportovany
floémem, zatimco xylémem jsou GAs tvofené v kofenech transportovany do nadzemni
¢asti rostliny (Pavlova 2005). Fyziologické ucinky GAs jsou rtzné a casto druhové
specifické. Jak jiZ bylo feeno vySe, mezi zdkladni projevy patii stimulace rstu stonku,
kli¢eni semen, prekonavani dormance, nahrazeni jarovizace (obdobi nizkych teplot, pfii
kterém se rostliny stavaji citlivé k fotoperiodé a zacinaji kvést), stimulace pfechodu z
juvenilni faze rostliny do faze reprodukénia hlavné maji 1 druhové specificky vliv na
pohlavi kvétu (Pavlova, Fischer 2011).

GAs spolecné s auxiny (IAA) vyrazné stimuluji prodluzovaci rist rostlin. Na rozdil
od auxini, které pisobi elongacné na celou rostlinu a zaroven stimuluji rlst 1 u segmentl
rostlin, plsobi gibereliny pouze v nadzemni ¢asti rostliny, ¢imZ aktivuji prodluZovaci rust
stonku zptsobeny rozvolnénim bunécné stény u intaktnich rostlin (Prochazka, Machackova
a kol., 2003). Stimulace prodluZzovaciho rustu u rostlin je spojena s aktivitou enzymu
xyloglukanendotransglykolazy (XET), ktery je schopen hydrolyzovat xyloglukan, ménit
orientaci molekul v bunéénych sténach a umoznovat penetraci expanzinu (strukturni
proteiny bunécné stény, klicové pro zvétsovani bunék, narusujici vodikové mistky mezi
celuloznimi mikrofibrilami a hemicelul6zami) do bunécné stény. Pii této regulaci

spolupracuji IAA a GAs za piedpokladu, Ze IAA reguluje nékteré pozdéjsi kroky
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v biosyntéze GAs (Setlik a kol., 2004). Pomoci zakrslych mutantii (hrachu a ryZze) mizeme
Vv prodluzovacim riistu rostliny dokazat ucast nékterych GAs v jejich regulaci tim, ze se u
téchto rostlin vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich a jejich zakrsly vzrist lze
kompenzovat aplikaci exogennich giberelint (Machackova, 1998). Bylo dokazano, ze
nejaktivnéjsim GA ve stimulaci dlouzivého rastu je GAj, ktery ovliviiuje bunééné déleni v
ptechodu z faze Gl do faze S, jenz je obvykle zkracend, takze diky tomuto pusobeni
dochazi ke zvétseni velikosti a poétu bunék (Prochazka, Sebanek 1997).

Gibereliny spolecné se svétlem a dalSimi hormony (ABA, etylen) reguluji kliceni

(Obr. 4) a s tim souvisejici dormanci semen (Leubner-Metzger, 2001).

Obr. 4. Kli¢eni semene

(pfevzato z http://www.salviaparadise.cz/clanky-rady-navody-kliceni-semen-vysev-c-254255.html)

Gibereliny se vembryu nachazeji ve vazané formé€. Po nabobtnani semene tyto
fytohormony uvolni a embryo syntetizuje gibereliny de novo. Takto syntetizované
gibereliny se poté dostavaji do aleuronové vrstvy, kde indukuji tvorbu enzymu a-amylazy.
O délce dormance rozhoduje zejména vzijemny pomér koncentraci vySe zminénych
hormont (Machackova, 1998).

Mezi nejkriti¢téjsi obdobi v zivotnim cyklu rostlin patii pravdépodobné piechod
z vegetativni do reprodukc¢ni faze. Z tohoto divodu je prechod ke kveteni regulovén na
nékolika trovnich. U vétsiny rostlin je kveteni ovliviiovano riiznymi environmentalnimi
signaly, nejcastéji teplotou a délkou dne. Mezi vnitini faktory se pak fadi vyvojovy stav
rostliny, jeji stafi a velikost (Amasino, 2004). S timto faktem dale souvisi jev zvany
,jarovizace. Pro fadu rostlin je nezbytné, aby byly po néjakou dobu vystaveny nizkym
teplotdm. Tim se stanou citlivé k samotné fotoperiod€ a za¢nou kvést (Machackova, 1998).
Procesem jarovizace oznacujeme vystavovani rostliny nizkym teplotam (0 az 4 °C) po
dobu nejméné 21 dni. Tento parametr zajiSt'uje, Ze rostliny nevykvetou pied zacatkem

zimy, naptiklad v pfechodn¢ vyhodnych podminkach teplého podzimu (Cetkovska, 2006).
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U dlouhodennich rostlin (kveteni urychlovano fotoperiodou del$i nez hrani¢ni - kriticka-
délka dne, tj. 10 az 14 hodin) indukuji GAs kveteni, které ve vegetativnim stavu vytvari
ptizemni ruzici. Na druhou stranu u nékterych dlouhodennich, kratkodennich (kveteni
urychlovano fotoperiodou krat$i nez hrani¢ni délka dne), ale i neutralnich rostlin (nejsou
zéavislé na fotoperiod¢) GAs tento Ucinek nemaji. Z tohoto diivodu ptevladal nazor, ze
indukce kveteni vyvoland GAs je spjata se stimulaci dlouzivého rastu (Machackova,
1998). Na modelovém organizmu husenicku rolniho Arabidopsis thaliana (dlouhodenni
rostlina) bylo ale dokazano, ze pokud dojde k naruSeni biosyntézy GAs, pak tyto rostliny
kvetou za podminek kratkého dne velmi pozdé€, z ¢cehoz vyplyva, ze funkce GAs je
nezbytna pro indukci kveteni za podminek kratkého dne a zaroven pifimo nesouvisi se
stimulaci dlouzivého rastu (Moon a kol., 2003). K dal§im u¢inkim GAs patii ovlivnéni
pohlavi kvéti, kdy zvysena aplikace GAS potlacuje vznik samicich kvétl (napf. u Spenatu).

Zaroven mohou GAS inhibovat opadavani listi.
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3.3 Metabolismus giberelini

Znalost biosyntetickych a metabolickych drah a jejich ovlivnéni riznymi faktory je
nezbytna pro studium riznych fyziologickych procest a vyvoje rostliny. Do metabolismu
giberelinti, se stejné jako u ostatnich skupin fytohormoni, zafazuji procesy biosyntézy,
degradace a konjugace. Jednotlivé kroky biosyntézy a metabolismu GAS jsou ovliviiovany
vngjsimi signaly (svétlo, fotoperioda, teplota - Setlik a kol., 2004). Gibereliny obsahujici
odlisnou chemickou strukturu maji rizné ucinky, z ¢ehoz vyplyva, ze jejich regulacni
funkce zavisi nejen na jejich biosyntéze, ale i inaktivaci (konjugaci nebo degradaci).
Hlavnimi enzymy v biosyntéze GAs jsou GA 20-oxidazy (GA20ox), 3f-hydroxylazy
(GA3ox) pfeménujici GAs prekurzory na biologicky aktivni hormony a 2f-hydroxylazy
(GA20x) produkujici inaktivni metabolity (Urbanova a kol., 2011).

3.3.1 Biosyntéza giberelini

Biosyntéza giberelini probiha piedev§im v oblastech aktivniho rtstu rostlin (pupeny,
mlad¢ listy, semena), odkud jsou transportovany do celé rostliny floémem Vv aktivni form¢,
neaktivni formé nebo ve formé konjugované (Salas, 2003). Syntéza miize probihat nejen
vV nadzemnich ¢astech rostliny, ale i v kofenech, kdy je jimi vlastni riist kofenli minimalné
ovlivnén. Tato skupina giberelini je poté transportovana xylémem do nadzemnich ¢asti
biosyntézy izoprenoidnich latek byla vyvracena v roce 2002, kdy japonsti védci pomoci
izotopov€ znacenych prekurzori ukdzali, Ze vétSina izoprenoidnich jednotek pro stavbu
GAs vznika methylerytritol fosfatovou drahou v plastidech (Kasahara a kol., 2002). Jak
bylo uvedeno vySe, podle mista pribéhu se biosyntéza giberelinii rozdéluje do tii etap
(Obr. 5), pticemz prvni dvé jsou spolecné pro vSechny typy giberelini (Hedden a Thomas,
2012).
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Obr. 5. Biosyntéza giberelinl (upraveno a pievzato z Hedden a Thomas, 2012)
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1) Cyklizace az po ent-kauren probihajici v chloroplastech a proplastidech

Biosyntézy GAs se vV kazdém ze tfi bunéénych kompartmenta ucastni enzymy nalezejici do
tii vyznamnych skupin: terpen cyklazy (plastidy), cytochrom P450 dependentni
monooxygendzy (endoplasmatické retikulum) a 2-oXoglutarat dependentni dioxygenazy
(cytosol) - (Yamaguchi a Kamiya, 2000), jenz predstavuji kli¢ové komponenty pro
pfeménu ent-kaurenu na bioaktivni formy téchto fytohormonu. Terpen cyklazy (KS a CPS
— ent-copalyl difosfat syntaza, Obr. 5) se podileji na cyklizaci tetraterpenu geranylgerenyl
difosfatu (GGPP) za vzniku prvniho prekurzoru GA, ent-kaurenu ve dvou krocich, kdy je
nejprve GGPP pfeméném pomoci CPS na copalyl difosfat (CDP) a ten je nasledné
pfeménén na ent-kauren pomoci KS. GGPP je pfimym produktem isopentenyl difosfatu
(IPP), ktery byl ptivodné povazovan za produkt mevalonatu, nicméné nyni se predpoklada,
ze vznika z glyceraldehyd-3-fosfatu (GAP) a pyruvatu v methylerytritol fosfatové draze
(Lichtenthaler a kol., 1997).

U Arabidopsis jsou CPS a KS kdédovany na zéklad¢ jednotlivych genli nebo ztraty
funkce GA, které maji za nasledek fenotypy projevujici se extrémni zakrslosti, sterilitou a
ztratou klic¢ivosti semen (Koornneef a van der Veen, 1980). Tyto reakce probihaji
v proplastidu  z meristematické tkan¢, zceho vyplyva, ze neprobihaji ve zralych

chloroplastech, jak bylo prokazano u hrachu a pSenice (Lange, 1998).

2) Biosyntetickad drdaha od ent-kaurenové kyseliny pies GA1, aldehyd (prekurzor

GA12 po pusobeni GA T-oxiddzy) aZ po GAs3 probihad v endoplazmatickém retikulu

Tvorba GA12, ktery je povazovan za spolecny prekurzor vSech GA v rostlinach (Hedden a
Phillips, 2000), vyzaduje ¢tyfi oxidacni kroky, které jsou katalyzované dvéma na
membrané vazanymi monooxygenazami: ent-kauren oxidazou (KO) a ent-kaurenoic acid
oxidazou (KAO). KO je lokalizovana na membran¢ plastidd, zatimco KAO se nachazi na
membrané endoplazmatického retikula (Hedden a Kamiya, 1997). Oxidace vysoce
hydrofobniho ent-kaurenu na kyselinu ent-kaurenovou ptedstavuje tfistupnovou reakci, pii
niz je ent-kauren oxidovan nejdfive na ent-kaurenol, nasledné na ent-kaurenal a nakonec
na piislusnou kyselinu. U Arabidopsis je KO kodovana jedinym genem, zatimco ryze
obsahuje shluk péti KO-gent, napt. gen OsKO2, ktery v kvasinkach zptsobuje heterologni
expresi. Mutace tohoto genu muize vést az k zavaznému nedostatku GAS a nasledné k
zakrslosti, coz nepochybné potvrzuje jeho tcast v biosyntéze GAs (Sakamoto a kol., 2004).

Koxidaci kyseliny ent-kaurenonové na GAj, dochazi opét ve tifech krocich
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prostiednictvim meziprodukta ent-7a-hydroxykaurenové kyseliny a GA;, aldehydu, coz
vyZaduje po sob¢ jdouci oxidace na C-78, C-6f a C-7 (Hedden a Kamiya, 1997).

3) Piemény giberelinii probihajici v cytozolu

Piemén GAs v cytosolu se ucCastni 2-oxoglutarat dependentni dioxygenazy (ODDs) -
GAT70x, GA200x, GA3ox a GA20x. GA12 a GAs3 se pusobenim enzymu GA20o0x oxiduji
na C-20, ODD pak tyto substraty pfeménuje paralelné do forem GAg a GAg. V této fadé
reakci se C-20 methylova skupina oxiduje na alkohol a nésledn¢ aldehyd, ze kterého
methylova skupina zanikne s tvorbou y-laktonu mezi C-19 a C-10. Zejména pii nizkém pH
se C-20 skupina alkoholu snadno kooperuje se skupinou C-19 karboxylové kyseliny, aby
se zabranilo dalsi oxidaci pomoci GA200x. O mechanismu, kterym je C-20 ztracen, je
znamo malo. Oxidac¢ni ztrata na C-20 v houbach G. fujikuroi a Sphaceloma manihoticola
je katalyzovana pomoci P450 castéji nez ODD (Bomke a kol., 2008; Tudzynski a kol.,
2002). Substrat GA14 (tj. 3-hydroxy derivat GA;, aldehydu, Obr. 6) a soucasné Cyo-GA
meziprodukty (GAs; a GAsg) se zde podileji na tvorbé bioaktivni GA4 (Cio-giberelin). Na
rozdil od hub vznikda GA4 u vyssich rostlin z GA;, ve dvou krocich pomoci GA200x a

GA3ox (Obr. 6), které jsou obé& 2-oxoglutarat dependentnimi dioxygendzami (Yamaguchi,
2008).

GGDP
CPSKS :
—>» Drahy u hub
(Gibberella fujikuroi)
> KO (P450-4) s §
ent-Kaurene —» —» —» ent-Kaurenoic acid Drihy u rostlin

KAO

mﬁmi
=
-

Coom eoom

GA, GA

Obr. 6. Biosyntéza giberelint v houbach a rostlinach (upraveno a ptevzato z Urbanova a kol., 2011)
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Kone¢nym krokem v tvorbé biologicky aktivnich hormonu je 34-hydroxylace produkti
predchozi oxidace na C-20, tj. GAg a GAz na GA,; a GA; katalyzovana dependentnimi
dioxygenazami, konkrétn¢ GA3ox. Ve vyhoncich dvoudéloznych rostlin mé tato reakce
vysokou specificitu, zatimco u né¢kolika jednodéloznych rostlin vznika diky pisobeni
GA3ox z GAy krom¢ GA; také GA3 a to pies meziprodukt GAs (Obr. 6; Appleford a kol.,
2006; Itoh a kol., 2001; Spray a kol., 1996). Semena nékterych dvoud€loznych rostlin
obsahuji GA3ox relativné nizké specifity, ktera ma vlastnosti také 2f-hydroxylazy (Itoh a
kol., 2001, Lange a kol., 1997, Smith a Hilton, 1980).

Na regulaci biosyntézy se podili né€kolik mechanismt. Prvnim znich je
mechanismus zpétné vazby, kterd spociva v tom, Ze pii nadmérné koncentraci giberelinii
dochazi k zastaveni jejich syntézy. Druhy mechanismus je regulovan piisobenim svétla a
tieti pak zménou teploty, kdy je kli¢eni semen a kveteni indukovano nizkymi teplotami

(Hedden a Kamiya, 1997).

3.3.2 Konjugace giberelini

Esterové a etherové GA konjugaty byly identifikovany u fady rostlinnych druht, pfi¢emz u
vétsiny piipadi je v konjugatech obsaZzena glukoza, tj. jedna se o glukozidy ¢i glukdzestery
riznych giberelinti. Prvni nalezenou vazanou formu u giberelini byl GAs-glukozid
(Harada a Yokota, 1970). U téchto latek je typické, ze se tvofi relativné rychle, proto se
uvazuje o jejich vlivu pfi regulaci metabolismu giberelind. Diky jeho vyskytu ve floému se
da predpokladat jeho role v transportni funkci, naopak u nezralych semen souvisi s jejich
funkci pfi dozravani a kli¢eni semen (Machéackova a kol., 1998). Nedavné studie zjistili, ze
ektopickd exprese f-glukosidazy v tabdku vede ke zvySeni vyskyti né€kolika rostlinnych
hormonu vcetné GA; (Kaneko a kol., 2003), coz naznacuje potencialni roli plastidu jako

zasobarny pro hormondlni konjugaty.

3.3.3 Degradace giberelinii

Aby bylo umoZznéno rostlin€ efektivné regulovat koncentraci bioaktivniho hormonu, je
zapotiebi, aby m¢la mechanismus jakym to provést. V ptipadé GAs je téchto mechanisml
znamo né&kolik. Jak uz bylo uvedeno vyse (kapitola 2.1), nejbéznéjsi drahou je 2 /-

hydroxylace bioaktivnich GAs v poloze C-2 za vzniku neaktivnich 2-hydroxy GAs pomoci
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GAZ2ox (Elliot a kol., 2001; Schomburk a kol., 2003; Lee a Zeevart, 2002). Alternativni
mechanismus pro deaktivaci GAs byl nalezen u rostlin ryze, kde dochazi k epoxidaci 16,
17- dvojné vazby u 13-nehydroxylovanych GAs (Zhu a kol., 2006). Enzym akceptuje GA4,
GAg a GAy,, pii¢emz ostatni 13-desoxy GAs nebyly testovany, a pro 13-hydroxylované
GAs byla pfeména méné efektivni. Rostliny s overexprimovanym genem pro tvorbu
pfislusnych 16a,17-epoxidl vykazuji extrémni zakrslost a vyrazné snizenou hladinu GA4
V nejvysSim internodiu, coz potvrzuje, ze epoxidace je deaktivacni reakci. Zajimavosti ale
je, ze pritomnost 16a,17-epoxidli nebyla u téchto rostlin prokdzéna. Misto nich byly
nalezeny 16a,17-dihydrodioly, coz vede k zavéru, ze epoxidy jsou in planta enzymaticky
¢i neenzymaticky hydratovany kysele katalyzovanou reakci.

Dalsim druhem deaktivace GAs je pieména jejich C-6 karboxylovych skupin na
biologicky neaktivni metyl ester, jak bylo ukazano na experimentu s vyvijejicimi se
semeny Arabidopsis, u nichz byly nalezeny GA-specifické metyltransferazy (GAMT)
zodpovédné za tento proces (Varbanova a kol., 2007). Substraty pro GAMT jsou C19-GAS,
pricemz nadprodukce metylesterti téchto GAs vede opét k vytvotreni zakrslého fenotypu
rostliny. Dal$im vyznamnym, pravdépodobné reverzibilnim, zptisobem deaktivace GAs je
tvorba konjugatd s glukoézou, které maji bud’ charakter étert, nebo esteri (Schneider a
Schliemann, 1994). GA-O-glucosyl éter (GA-O-Glc) vznika konjugaci ke glukdze pies
hydroxy skupinu, zatimco GA-glukosyl ester je produktem konjugace ptes 7-karboxylovou
skupinu. Nejbéznéjsimi misty pro -O-Glc konjugaci jsou uhliky C-2, C-3 and C-13 v
molekule GA. Ma se za to, ze biologicky neaktivni glukosylované GAs jsou zasobni
formou téchto hormont, tj. jsou hydrolyzovany zpét na aktivni formu, napt. v pro stimulaci
kli¢eni semen (Schneider a kol., 1992). N&které experimenty naznacuji, zZe zasobarnou

konjugath by mohly byt plastidy (Jin a kol., 2011).

3.3.4 Regulace homeostazy a signalingu giberelini

Biochemicky zaméfené studie GA biosyntetickych a ,,response® mutantd na nékolika
rostlinnych druzich ukézaly, ze hladiny GAs jsou kontrolovany ,,feedback regulacnim
procesem (Thomas a kol., 2005). Nasledné klonovani geni kodujicich biosyntetické
enzymy GAs vedlo ke zjisténi, ze tato regulace je zprostiedkovana transkripéni kontrolou
specifickych ODDs (GA200x, GA30x, GA20x). Na zakladé téchto poznatkt se zda byt
patrné, ze giberelinem zprostiedkované transkripéni zmény v ODD genech puisobi zmény

Vv hladinach metabolickych enzymt, které je koduji. To v kone¢ném disledku vede ke
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zménam v toku GAS skrz tuto drahu, ktera je nutna pro kontrolu hladin bioaktivnich GAs.
Transkripénimi regulatory pisobeni GAs jsou tzv. DELLA proteiny (DELLAs). Néazev je
odvozen ze zkratek sekvence péti aminokyselin vyskytujicich se na N-koncové doméné
proteinil: asparagova kyselina (D), kyselina glutamova (E), leucin (L), leucin (L), a alanin
(A) - Urbanova a kol., 2011. DELLASs interaguji s transkripénimi faktory (latky, jako je
naptiklad protein, ktery reguluje transkripce genu). Naptiklad, DELLAs v Arabidopsis
potlacuje piisobenim svétla regulované transkripcnimi faktory PIF3 a PIF4, které podporuji
rust hypokotylu. DELLAS se ucastni udrzovani homeostazy GA a Vv n¢kterych ptipadech
pusobi jako body sblizujici GA a ostatni signalni dradhy. Jsou pfimymi ucastniky
vzajemného pusobeni GA a nékterych ostatnich fytohormond, napt. auxinid. GAs spoustéji
degradaci DELLA proteinti pomoci 26S proteasomu (obrovsky proteinovy komplex uvnitt
jédra a cytosolu vSech eukaryotickych bunék, jehoz hlavni funkci je odbouravat nepotiebné
nebo poskozené proteiny). Mechanismus tohoto procesu je takovy, ze GA doseda do kapsy
svého receptoru, kterym je GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1). Ten je
znam od roku 2008, kdy byla publikovana krystalova struktura jeho komplexu s DELLA
hned dvéma skupinami védcl najednou v tomtéz cisle ¢asopisu Nature (Murase a kol.,
2008; Shimada a kol., 2008). Navazanim GA na GID1 dojde ke konformaéni zméné GID1,
jez se nasledné vaze na proteiny DELLA za vzniku komplexu GA-GID1-DELLA (Obr.
7a). Takto vznikly komplex je ubikvitovan a nasledné degradovan. Sled popsanych dé&ja
predstavuje molekularni mechanismus umoznujici rostlindm reagovat na GA signaly a tim
meénit jejich rist a vyvoj v reakci na zmény v zivotnim prostiedi (Ubeda-Tomas a kol.,
2008) - (Obr. 7b)
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GA, A Zamdue GA, (CAlandme GA g GA < """""" — GA. >

/ prodlouzeni prodlouZeni

stonku stonku
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Obr. 7a. Signaling giberelint a mechanismus zpétnovazebné regulace (upraveno a prevzato z Urbanova a
kol., 2011).
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3.4 Mono- a dioxygenazy v biosyntéze giberelint

Monooxygenazy a dioxygenazy katalyzuji stejné typy reakci: hydroxylaci, denaturaci,
oxidaci alkoholu a aldehydu, které jsou v nekterych piipadech spojeny s piesmykem a
Stépenim C-C vazby. KliCcovym rozdilem mezi t€émito skupinami enzymu je ptivod jejich
substrati. Monooxygenazy obecné pusobi na substraty nizké polarity, které jsou soucasti
membran, zatimco dioxygenazy pouzivaji polarné€jsi, hydrofilni intermedidty. Hlavnimi
dioxygenadzami v biosyntéze GAs jsou GA 20-oxiddzy (GA200x), 3p-hydroxylazy
(GA30x) a 2f-hydroxylazy (GA2ox,Yamaguchi a Kamiya, 2000). GAZ200x jsou
zodpovédné za oxidaci hydroxy skupiny vazané na uhliku C-20 nejprve na aldehyd (GA24,
GAuo) a nasledné na karboxyl, ktery dekarboxyluje za vzniku laktonu (GAg, GAz). Tyto tfi
nasledné reakce jsou prvnimi tfemi kroky biosyntézy GA odehravajici se v cytosolu
rostlinnych bun¢k. GA3ox, jak znamo, pfeménuji GAs prekurzory na biologicky aktivni
hormony a GA2ox produkuji jejich inaktivni metabolity. Nékteré z ODDs jsou enzymy
polyfunkénimi, tzn. ze jsou schopny katalyzovat vice reakci. Na druhou stranu existuji i
polygenni enzymy, diky kterym neni stejny enzym produkovén stejnym genem, ale

dokonce skupinou gentl, z nichz mize byt kazdy jinak regulovan.

3.4.1 2-oxoglutarat dependentni dioxygenazy v biosyntéze giberelini

Enzymy, podilejici se na tfeti f4zi biosyntetické drahy vedouci k tvorbé giberelinli o niz$i
hydrofobicité, jsou rozpustné oxidazy, které katalyzuji oxidani reakce rlUznych
organickych sloucenin. Dioxygenazy jsou enzymy katalyzujici reakce, ve kterych jsou oba
atomy molekularniho kysliku zaclenény do substratu. Jak nazev napovida, tyto enzymy
vyuzivaji 2-oxoglutarat jako kosubstrat a navic vyzaduji piitomnost Fe" a askorbatu pro
maximalni enzymatickou aktivitu (Obr. 8). Vyjimku tvoii 1-aminocyklopropan-1-
karboxylat (ACC) oxidaza, ktera katalyzuje zavérecny krok v biosyntéze etylenu za pouziti

askorbatu jako ko-substratu (Dong a kol., 1992).

2-oxoglutarat + substrat (GA9)+ 02

Fe}: askorbat dioxyvgenasa (GA3ox)

sukcinat + co2 + produkt (GA4)

Obr. 8. Obecny mechanismus reakce katalyzovany ODD
25



V reakci je pouzit molekularni kyslik, aby byl 2-oxoglutarat preveden na sukcinat a zaroven doslo ke vzniku
vysoce valencni ferrylové slouceniny (Fe''=0). Ta poté reaguje s giberelinovym substrdtem za vzniku

prislusného produktu. Reakci Ize vyuzit ke studiu potencialnich inhibitorii biosyntézy bioaktivnich GAs.

2-oxoglutarat predstavuje klicovou molekulu v cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA)
slouzici jako nezbytny substrat pro ODDs (Lancien a kol, 2000; Scheible a kol., 2000).
Tyto enzymy jsou V ptirodé Siroce rozSifené a jsou zapojeny do fady dulezitych
biochemickych procest. Byly identifikovany v mnoha organismech od prokaryotnich po
eukaryotni a zaroven predstavuji diilezité metabolity na rozhrani uhlikového/dusikového
metabolismu (Hodges, 2002). Nékteré ztéchto enzymt jsou schopny provadét
posttranslaéni modifikace proteini; ukazkovym ptikladem je prolyl 4-hydroxylaza, ktera se
podili na syntéze kolagenu (Roach a kol., 1995, 1997).

2-oxoglutarat dependentni dioxygenazy 2o " 12
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Obr. 9. Tteti faze biosyntézy GAs katalyzovana ODD enzymy

Jak bylo uvedeno vySe, oxidace giberelinu v poloze C-7, z aldehydu na karboxylovou
kyselinu, mize byt katalyzovana bud’ dioxygenazami nebo monooxygenazami (Obr. 9).
Bylo prokazano, ze aktivita dioxygenaz je vétsi pfi velmi nizkém pH (optimum), zatimco u
monooxygenaz pii pH neutralnim, tj. pH ~ 7 (Lange a kol., 1994). Syntéza rlstové
aktivnich giberelinli GA1, GA3, GA4 a GA; Z jejich pfislusnych prekurzori je katalyzovana
rozpustnymi oxidazami, které pouzivaji 2-oxoglutarat jako ko-substrat a jsou znamy jako
3p-hydroxylazy (Hedden a Kamiya, 1997). Tyto aktivni GAs jsou deaktivovany
hydroxylaci C-2f, katalyzovanou dalSim souborem dioxygendz, tentokrat 2/-

hydroxylazami (Hedden a Thomas, 2012).
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GA 20-oxidazy byly prvnimi oxygenazami v biosyntéze GA, pro které byly k dispozici
cDNA a genomové klony (Lange a kol., 1994). Nasledn¢ byly pro né€kolik druhti popsany
cDNA klony kodujici tyto enzymy (Garcia-Martinez a kol., 1997). Multifunk¢énost enzymi
GA 20-oxidaz spociva vtom, ze katalyzuji postupnou oxidaci C-20 ptes alkohol na
aldehyd, diky kterému dochazi k vytvoreni C-19 skeletu tim, ze vytvaii 4,10 - laktonovy
kruh. Meziprodukty alkoholu (GA15 a GAs7) musi byt ve své oteviené form¢ laktonu (bez
alkoholu) katalyzovany enzymem. Tyto GAs jsou extrahovany z rostlin v jejich uzaviené
o-formé laktonu (GA1s uzaviend laktonova forma, GAs; uzaviena laktonova forma), ktery
jiz neni oxidovan GA 20-oxidazou. I kdyz neni objasnéno, zda se tato forma pfirozen¢
v rostlinach vyskytuje, je zajimavé podotknout, ze bezbunééné extrakty Spenatu obsahuji
enzym schopny katalyzovat pifeménu d-laktonu do urcitych volnych forem alkoholu (Ward
a kol., 1997).

Kromé¢ toho probiha i1 vedlejsi reakce oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu.
S vyjimkou enzymu z nezralych dynovych semen, karboxylové kyseliny, které jsou
biologicky inaktivni a nemohou byt metabolizovany na C-19 GAs, jsou minoritnimi
produkty. Zajimavosti je, Ze toto pomérné zastoupeni produktl je pozménéno enzymem,
ktery sam produkuje zejména karboxylové kyseliny (Lange, 1994). Tento enzym je
zodpovédny za vznik trikarboxylovych kyselin GAs, jako jsou GA13 a GAgs, které jsou ve
vysokych koncentracich pfitomny ve vyvijejicich (dozrévajicich) semenech dyné, ale
nemaji zde Zadnou funkci.

GA oxidazy se ukazuji byti velmi zajimavé jako regulacni enzymy v biosyntéze
GA. Bylo prokazano, ze exprese geni GA 20-oxidazy, ktera je dana obsahem transkriptu,
je silné potlacovana GA ve smyslu zpétné regulace (Phillips a kol., 1995; Toyomasu a kol.
1997; Xu a kol., 1995) a mize byt regulovana po dlouhé dny v Arabidopsis (Xu a kol.,
1995) a Spenatu (Wu a kol., 1996). Postupné oxidace C-20 z metylu na aldehyd mize byt
povazovana za postupné hydroxylace na tomto atomu, stejn¢ tak jako néaslednd oxidace
aldehydu na karboxylovou kyselinu. AvSak mechanismus, kterym se ztraci uhlik C-20 za
soucasného vzniku y-laktonu stale neni objasnén.

Po vytvoreni C-19 skeletu enzym 3f-hydroxylaza katalyzuje hydroxylaci na C-3
uhliku u GA1; nebo GAsz. Tyto enzymy maji obecné Siroké spektrum substratt a tedy
nespecificky katalyzuji ¢asnou C-3 hydroxylaci, ale také 3f-hydroxylaci v pozdnich C-3
hydroxylovanych drahach. Naptf. jedna dyné¢ kdédovand enzymem GA3o0x3 specificky
katalyzuje pozdni hydroxylaci GAg a GA4. V endospermu dyné se pak chovaji zcela
odli$n¢ oproti enzymum vyskytujicich se u hrachu a u Arabidopsis (Lange a kol., 1997).

Krok, ve kterém je GAj; pfeménén na neaktivhi GAg je charakterizovan jako 13-
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nehydroxylovana drdha. Naopak u GAss, ktery je konvertovan pres GAy4 Na neaktivni
GAy se oznacuje drahou 13-hydroxylovanou (Sponsel, 1995). GA30x hydroxyluji Cyo-
GAs stejné efektivné jako Ci9-GA. Kromé toho maji i 24-hydroxylazovou aktivitu, jez se
vyskytuje pouze u trikarboxylovych kyselin GAs. Dochazi k tomu, Zze GAys je enzymem
3p-hydroxylazou preveden na GAi13 a nasledné 2p-hydroxylazou na GA4s. 13-
nehydroxylovany substrdit GAg davd u semen ptednost 13-hydroxylované GAyy. Dalsi
konverze nenasycenych produktd probiha diky 2,3-didehydro-GAg, ktery je pfeveden na
GA:s, ze kterého nakonec vznika bioaktivni GA3 (Obr. 15) — viz kapitola 5.4. Reakce se
iniciuje odstranénim 14-H, na ktery navazuje pfesmyk dvojné vazby z C-2,3 na C-1,2 a
hydroxylace na Cp-3. Pfima hydroxylace z GAs v 15- poloze a tvorba 2,3 epoxidu byly
pozorovany jako vedlejsi reakce (Albone a kol., 1990).
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3.5 Inhibitory biosyntézy giberelini

S ohledem na funkci inhibitoru a misto jeho plsobeni v biosyntéze GAs se inhibitory déli
do zakladnich 4 skupin: ,,onium‘ slouceniny, slou¢eniny s heterocyklem obsahujicim atom
dusiku, latky strukturné napodobujici 2-oxoglutarat a 16,17-dihydroderivaty GAs
(Rademacher, 2000). Piehled mist, kde tyto inhibitory interaguji s biosyntézou GAs je
uveden v Obr. 10.

Geranylgeranyl difosfat (GGPP) e
| Onionové slouceniny

- chlormequatchlond
- mepiquat-chlorid
Copalyl dfosfat (CPP) - A.\«IO 1618
terpenové cvklazy
ent- Kamen
_N-heterocvklus k]us ]
monooxygenizy - ancymidol |
- inabenfide
ent- Kaurma kyselina pnc]ohutrazol J
1 R
GAS3 | Acvlcvclohexanedion
dioxygenazy - prohexadion- Ca
GAL9 - trinexapac-etyl (Primo)
20-exidasa
GA20D
3P -hydroxylasa f (" 16.17-Dibydro-GAs
GAl |
~ - 16,17-dihydro-GAS-
2f- hydroxylasa | 13-acetit |
GASB L__ . __.___"______J

Obr. 10. Schéma pulsobeni inhibitortt GA biosyntézy (upraveno a ptevzato z Rademacher, 2000).

Z praktického (agronomického) hlediska jsou tyto komeréné piipravované latky vyuzivany

hlavné pti ochrané obilnin proti poléhani a podpoie odnozovani (Rademacher, 1991).

3.5.1 Onium slouceniny

Do této skupiny se fadi n€kolik latek nesoucich kladné nabité amoniové, fosfoniové nebo
sulfoniové skupiny, které jsou schopny blokovat biosyntézu GA jeste¢ pred vznikem ent-

kaurenu. Nejvyznaénéjsimi zastupci této skupiny jsou chlormekvat chlorid (Tolbert, 1960)
a mepikvat chlorid (Zeeh a kol., 1974). Chlormekvat chlorid inhibuje CPP syntazu jak
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v Gibberelle fujikuroi, tak i ve vyS8ich rostlinich. ent-Kauren syntdza je touto latkou
rovnéz inhibovana, ale jen v malé mife. V dasledku aplikace tohoto inhibitoru byly
nalezeny vyznamné redukované hladiny GA; ve stoncich i zrnech pSenice Triticum
aestivum (Lenton a kol., 1987). SniZzené hladiny GA1z, GAs3, GA4, GA1g, GAy, GA; a
GAg byly detekovany rovnéz u dvou druhu ¢iroku Sorghum bicolor (Lee a kol., 1998) a
u eukalyptu zpisobil tento inhibitor redukci hladin GAy a opét GA; (William a kol.,
1999).

3.5.2 Slouceniny s heterocyklem obsahujicim atom dusiku

V soucasnosti je znama nepieberna fada syntetickych slou¢enin s heterocyklem
obsahujicim atomu dusiku (vétSinou pyrimidinové nebo triazolové derivaty), z nichz kazda
pusobi vétsinou efektivné jen u urcitého(tych) druhu(li) rostlin. Obecné jde o latky, které
jsou schopny inhibovat v biosyntéze GAs enzymy typu monooxygenaz, tj. hlavné
oxidativni kroky od ent-kaurenu ke kyselin¢ ent-kaurenové (Graebe, 1987; Miki a kol.,
1990). Dalsi biosyntetické kroky, jichZz se monooxygenazy rovnéz ucastni, se zdaji byt
timto typem inhibitoru nedotéeny. Monooxygenazy cytochromu P450 spadaji do skupiny
metaloproteint, jelikoz obsahuji slou¢eninu hem, jejimz hlavnim tkolem je pfeneseni
hydroxylové skupiny z molekularniho kysliku na uhlik (Sponsel, 1995). Dusikovy atom
V heterocyklu inhibitoru je kliCovym mistem pro inhibici, nebot’ jeho volny elektronovy
par nahrazuje pravé kyslik ve vazebném misté a k pfenosu na uhlik (ent-kauren) pak
nedochazi (Coolbaugh a kol., 1976, 1978; Luster a kol., 1993). Nejb&znéji pouzivanymi
zastupci inhibitort z této skupiny jsou paklobutrazol a unikonazol-P (Rademacher, 2000).

3.5.3 Latky strukturné napodobujici 2-oxoglutarat

Slouceniny z této skupiny inhibitori GAs interferuji s pozdné&js$imi kroky v jejich
biosyntéze (Rademacher, 2000). Jde o reakce, kde je 2-oxoglutarat ko-substratem
dioxygendz. Inhibice GA biosyntézy a metabolismu je zaloZena na strukturni podobnosti 2-
oxoglutaratu, pfirozené¢ho ko-substratu dioxygenazy, a inhibitoru. Inhibovéany jsou hlavné
hydroxylace v poloze 34 (napt. tvorba bioaktivni GA; z prekurzoru GAz) a pak
hydroxylace v poloze 2/ (konverze bioaktivni GA; na jeji inaktivni katabolit GAsg).

Vyznamnou skupinu syntetickych latek s témito inhibi¢nimi vlastnostmi tvofi
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acylcyklohexandiony a z nich pak zejména prohexadion-kalcium a trinexapac-etyl (Griggs
a kol., 1991; Brown a kol., 1998). Retardace riistu zptsobena acylcyklohexandiony miize
byt zvracena pouze gibereliny, které jsou aktivni samy o sob¢ a nepotiebuji byt aktivovany
metabolicky. Inhibice prohexadionem nebo trinexapak-ctylem pak paradoxné vede ke
zvySeni prodluzovani stonku, protoze v pletivu je inhibovana degradace bioaktivnich GAs,
které se zde nahromadily. Prohexadion ma velké uplatnéni v oblasti sadafstvi, kde se
uplatiiuje v modulaci ovocnych stromt, déale snizuje vyskyt plisiovych a bakterialnich
onemocnéni zejména u ryze (Kim a kol., 2007) a dokonce se podili pfi péstovani arasidu
na snizeni jejich vegetativniho ristu, ¢imz dopomaha lepsi sklizni (Mitchem a kol., 1996).
Trinexapak-etyl je po aplikaci pfijiman vSemi (zelenymi) ¢astmi rostlin, které
zapricini jeho rychly rozvod po meristému, zaroven se jeho ucinek projevi zpomalenim
prodluzovaciho ristu, zesilenim stén stébla s ndslednym minimalnim rizikem polehavéani
rostliny (Espindula a kol., 2009), poklesem evapotranspirace (vydej vody v podobé vodni
pary z rostlin), zvySuje koncentraci chlorofylu v listech (Ervin a Koski 2001), efektivnost
vyuziti zivin (McCann a Huang, 2008), dokonce zvysuje odolnost rostliny vii¢i vysokym

teplotam (Zhang a kol., 2003).

3.5.4 16,17-dihydro-derivity GAs

16,17-dihydro-GAs derivaty, znamé jako 16,17-dihydro-GAs, ptedstavuji nejnovéjsi typ
inhibitord GA biosyntézy. Jde o latky, které podobné jako acylcyklohexandieny, inhibuji
dioxygenazy ucastnici se pozdnich reakci v biosyntéze GAs, zejména 3/-hydroxylaci
(Juntilla a kol., 1997; Takagi a kol., 1994). Ptirozené se tyto sloueniny vyskytuji u
vyssich rostlin v GA-produkujicich houbach, nejvétsi vyskyt je ale zaznamenan u
lipnicovitych rostlin (Rademacher, 2000), kde rovnéz inhibuji 34-hydroxylaci a tim
soucasnou preménu GAz na rastové bioaktivni GAj;. U lipnicovitych rostlin
(jednod€lozné, v cestiné obecné oznacované jako travy) plsobi jako silné rhstoveé
zpomalovace, malo efektivni jsou u rostlin dvoudé€loznych. Nedavné studie ukazaly, ze
osetieni rostlin 16,17-dihydro-GAs vede ke zménam hladin GAs podobnym uéinku
acylcyklohexandioni, tj. ke sniZzeni hladin bioaktivni GA1 zatimco jeji neaktivni prekurzor
GAz se Vv pletivu signifikantné akumuluje (Junttila a kol., 1997; Foster a kol., 1997).
Nejaktivnéj$im rustovym retardantem z této skupiny je 13-O-acetat-exo-16,17-dihydro-
GAs, pomoci n¢hoz byly prokdzany u¢inky na pSenici a jeCmeni rostoucimi ve skleniku uz

pii pouziti 500 mg na hektar osevni plochy (Rademacher a kol., 1999). Nicméné, u
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ostatnich rostlin se uc¢inek 13-O-acetat-exo-16,17-dihydro-GAs a jeho derivatd na
zkracovani stonku rostlin viibec neprojevil. Zaroven bylo povrzeno, ze i jiné 16,17-dihydro
GAs, napt. 16,17-GAj9, GA2 a GA1, nemaji na délku stonku zadny vliv (Olsen a Junttila,
1997). Lze tudiz soudit, ze 16,17-dihydro GAs, zejména 16,17-dihydro GAs, interaguji
s tvorbou bioaktivnich GAs specificky pouze u trav, kde svou strukturou kompetuji
S pfirozenymi GA substraty, napf. GAzp, 0 vazebna mista pfislusnych enzymu (Takagi a
kol., 1994). Endo forma 13-O-acetat-16,17-dihydro-GAs je méné aktivni nez diive
zminéna exo forma této slou¢eniny (Rademacher a kol., 1999). Podobné je tomu u 17-alkyl
derivata 16,17-dihydro GAs (Mander a kol., 1998). RovnéZz zaména substituentu na C-13
za ester nebo éter jiné délky fetézce nez je acetyl nevedla k vyssi aktivité, naopak aktivita
piislusného derivatu byla vzdy nizs§i nez 13-O-acetyl derivatu 16,17-dihydro GAs.
Relativné vysokou aktivitu srovnatelnou s 13-O-acetyl derivatem vykazoval také 13-n-

propoinyl a 13-O-etyléter derivat (Rademacher a kol., 1999).
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3.6 Metody chemické analyzy giberelini

Gibereliny (GASs) se chovaji jako slabé organické kyseliny s pKa = 4.0 s tetracyklickym
skeletem obsahujicim 19 nebo 20 uhlikovych atomii (Obr. 3; Urbanova a kol., 2011).
Nevykazuji zadné spektralni charakteristiky jako je absorpce v UV oblasti (pouze pod 220
nm) nebo fluorescence, diky kterym by se mohly snadno odlisit od jinych organickych
kyselin. Ne¢které GAS jsou vysoce oxidujici molekuly s mnoha funkénimi skupinami, jez
mohou byt pomérné nestabilni, zejména ve vodnych roztocich pii extrémnim pH a pfi
zvySenych teplotach. Pti teploté nad 100 °C muze ve vodnych roztocich dojit az K jejich
uplné degradaci. Z toho divodu by mély byt extrakéni a purifikacni postupy provadény v
rozmezi pH 2.5-8.5 a pfi teplotach do 40 °C. Stejné tak jako je to typické u ostatnich
rostlinnych hormonti, i GAS se vyskytuji Vv rostlinnych pletivech ve velmi nizkych
koncentracich (pg-ng/g Cerstvé hmoty, FW), a to zejména ve vegetativnich organech
rostliny (kofeny, stonky, listy). Naopak reprodukéni organy (napiiklad semena, kvéty)
obsahuji ¢asto az 1000-nasobné vyssi hladiny téchto hormont (Tarkowska a kol., 2014).
Pro samotnou detekci jsou proto zapotiebi velice citlivé instrumentalni metody.
V disledku nizkych koncentraci GAS v pienosu signalu a ve zpétnovazebné regulaci
rostlinnych pletiv se ¢asto pouzivaji velmi zdlouhavé a na praci naroéné prekoncentracni
kroky, diky kterym dochézi k odstranéni rusivych latek (napft. lipidy, proteiny, pigmenty) z
hrubych rostlinnych extraktd, s cilem zajistit dostate¢né Cisty vytézek GAs pro koncovou

analyzu.

3.6.1 Priprava vzorki

Klicovym krokem v jakékoliv chemické analyze je ptiprava vzorkil a to zeyména u analyta
pfitomnych ve stopovém (ppm) nebo ultrastopovém mnozstvi (ppt az ppq) ve slozitych
matricich (Tarkowski a kol.,, 2009). Cely pracovni postup zahrnuje 3 hlavni casti:

homogenizace vzorku, extrakce a purifikace.
1. Homogenizace rostlinného materialu

Hlavni kol homogenizace spoc¢iva v rozbiti stén bunck tvofticich pletivo, coz je klicova
operace stézejni pro naslednou extrakci latek obsazenych uvnité bunék. Rada latek totiZ
vznika a je pfeménovana pouze uvnitt bunck a nikoliv v mezibunécnych prostorech pletiv.
V posledni dobé homogenizaci za pomoci tekutého dusiku v tieci misce pomoci tloucku
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nahrazuji kulové mlynky (Tarkowska a kol., 2014). Aby se zabranilo enzymatické nebo

chemické degradaci GAS, probihd proces homogenizace pii nizké teploté (4 °C).
2. Extrakce

Po homogenizaci vzorku obvykle nasleduje proces extrakce, pfi které je vhodné pouzit
miniméln¢ desetindsobek vhodného organického rozpoustédla z divodu dosazeni
kvantitativni extrakce ptirodnich latek z rostlinného vzorku. Nejcastéji pouzivanymi
extrakénimi rozpoustédly je vychlazeny 100 % metanol, vodny metanol (80 % Vv/v), vodny
metanol okyseleny kyselinou mravenci (0.05 %, v/v), nebo smés isopropanolu:ledové
kyseliny octové (Urbanova a kol., 2013). Nezbytnou soucasti postupu je také pridani
odpovidajicich wvnitfnich standardid (obvykle stabilnim izotopem znacenych GAS) ke
sledovani moznych ztrat pfi samotném cisténi. Aby doSlo k vyextrahovani GAs do
extrakéniho média a vytvorila se tak rovnovaha mezi izotopoveé znaCenymi GAs a jejich
endogennimi analogy, probihd obvykle extrakce nékolik hodin. Dal§im moznym krokem,
kterym lze podpofit poruseni bunéénych stén a docilit tak vyssich vytézkl extrakce GAs, je
pouziti ultrazvuku, tzv. sonifikace. Pfi té se vyuziva akustického vInéni, jehoz frekvence
lezi nad hranici slySitelnosti lidského ucha, tj. nad 20 kHz. Postupné dochazi ke zvysené
rozpustnosti bunéénych stén s néaslednou kavitaci. Proces kavitace piedstavuje stav, pii
némz se vytvoii malé bubliny, uvnitf kterych vznikne vakuum. Ty s jejich naslednym
zanikem vyvolavaji proudéni kapaliny spojené se zvySenou teplotou a tlakem. Dalsi
moznou metodou extrakce by mohla byt extrakce kapalinou v superkritickém stavu
(zahfivanim za soucasného zvyseni tlaku kapaliny nad jeji kriticky bod), ktera vSak pro
extrakci GAs zatim nebyla pouzita. Superkriticka kapalinova extrakce (SFE) je metoda
zalozena na solvatacnich vlastnostech superkritické kapaliny. Nejcastéji je pro tento ucel
pouzivan oxid uhli¢ity CO; pro své vyborné fyzikalni vlastnosti a svou bezpecnost (Handa
a kol., 2008). Jednou z hlavnich vyhod tohoto postupu je, Ze v priabéhu extrakce nedochazi

k vzniku odpadu ve formé organickych rozpoustédel.
3. Purifikace

Precisténi rostlinnych extraktl je obvykle dosazeno jednou ze dvou hlavnich metod.

e Extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction, LLE)

e Extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE)
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matrix /) analyty

Obr. 11. Schéma purifikace za pomoci SPE

(obrazek prejat a upraven z http://www.biotage.co.jp/isolutemyco)

Princip extrakce kapalina-kapalina (LLE) je zalozen na rozdilné rozpustnosti analytu ve
dvou nemisitelnych rozpoustédlech (Novakova a VIckova, 2009). V piipadé GAs se
pouziva nejcastéji déleni mezi metanol a etylacetat (Coles a kol., 1999; Peng a kol., 1999).
Alternativné a Vv posledni dobé ¢im dal Castéji se extrakce kapalina-kapalina nahrazuje
extrakci na pevné fazi (SPE). U extrakce na pevné fazi obsahuji SPE kolony pevné
sorbenty rdznych chemickych vlastnosti, ke kterym jsou GAS vazany na zakladé
chemickych interakci. Naslednym promytim vhodnym rozpoustédlem dojde k odstranéni
rusivych latek ze sorbentu kolony a gibereliny se z né&j poté eluuji za pouziti rozpoustédla,
které zpusobi poruseni vazeb mezi sorbentem a analytem. SPE je z hlediska tspory a
efektivity na spotiebu organického rozpoustédla mnohem vyhodnéjsi nez LLE (Stulik a
kol., 2004). Nejcastéji pouzivanymi sorbenty pro SPE giberelini je reverzni faze C18
(Moritz a kol., 1995; Coles a kol., 1999) a jeji kombinace s aniontové-vyménnym

sorbentem s ohledem na fakt, Ze intaktni GAs jsou kyselinami (Urbanova a kol., 2013).

3.6.2 Instrumentalni metody analyzy giberelini

Metody plynové nebo kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
(GC-MS, LC-MS) tvoii hlavni pilife instrumentalni analyzy GAs, nebot’ pomoci nich lze
dosahnout velice nizkych detek¢nich limitti potiebnych k detekci téchto latek vyskytujicich
se ve stopovych az ultrastopovych mnozstvich. Prvni zminky o analyze GAS pochazi jiz
z 60tych let 20. stoleti, kdy byly GAs analyzovany za pomoci GC-MS (Pryce a kol., 1967;

MacMillan a Pryce, 1968; Binks a kol., 1969). Dodnes je tato metoda Siroce pouzivanou
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jak pro identifikaci, tak pro kvantifikaci GAs ve form¢ tékavych
metylestertrimetylsilyleterd. Kvantitativni analyza GA je obvykle dosazena metodou
izotopového fedéni, ktera poskytuje vysokou piesnost (Urbanova a kol., 2013). Pro ziskani
dostatecné selektivity detekce se vyuziva tzv. multiple reaction monitoring (MRM), tj.
monitorovani  hmotnostnich  ptfechodli  prekurzorového a produktového iontu
charakteristickych pro dany GA. Tato metoda rovnéz pomaha fesit problémy

s interferujicimi slouceninami.

3.6.3 Kapalinova chromatografie (LC)

Pro mens$i naro¢nost pii pfipravé vzorku (odpada nutnost derivatizace vzorku) jsou v
dnesni dobé pro analyzu GAS nejvice pouzivany zejména metody kapalinové
chromatografie ve spojeni s MS (Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol., 2010; Urbanova a
kol., 2013) - viz nize. Metoda kapalinova chromatografie (zejména vysoce U¢inna
kapalinova chromatografie — HPLC) zaujima v dnesni dobé jednu z nejvice rozsifenych
metod vyuzivanych obecné k separaci a kvantifikaci netékavych latek. Princip je zalozen
na rozdilnych interakcich sloucenin obsazenych ve vzorku unaSeného mobilni fazi s fazi
stacionarni, ktera je umisténa v chromatografické kolon¢. Analyty, které opousti kolonu
nejrychleji, atrahuji k mobilni fazi, nebot’ jejich vlastnosti se spiSe podobaji vlastnostem
faze mobilni nez faze stacionarni. Na druhou stranu analyty, které jsou na zakladé riznych
fyzikalné-chemickych vlastnosti zpomalovany, jsou k sorbentu v koloné pfitahovany vice
¢i méné silné, proto dochazi k jejich rozdé€leni v Case, ktery je charakteristicky pro kazdou
slouceninu za nastavenych podminek. Byvd oznacovan jako ¢as retencni, tj. Cas, ktery
stravi latka v chromatografické koloné (http://www.waters.com/waters/nav.htm?locale=en-
CZ&cid=10048919). Klasicka sloupcova chromatografie dokaze spomoci vakua a
gravitace odd¢lit ¢astice o praméru vétSich 50 um, zatimco u mensich ¢astic (< 5 um) je
k vytvotfeni pozadovaného prutoku rozpoustédla zapotfebi vytvoreni mnohem vétSiho
tlaku. Tato metoda byla oznacena jako vysoce U¢inna kapalinova chromatografie (angl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC) a umoziiuje pouziti tlakt az 400 bar (6
000 psi) oproti ptivodnim 35 bar (500 psi). Pro analyzu GAs byla HPLC vyuzita vétSinou
tam, kde u analyzovanych vzorkli dochédzelo k nadprodukci GAs, jako tomu je napi. u hub
rodu Fusarium (Bhalla a kol., 2010). HPLC je dale pouzivana jako frakcionacni krok pred
derivatizaci a naslednou analyzou pomoci GC-MS (Jones a kol., 1980; Mauriat a Moritz,
2009; Magome a kol., 2013).
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V poslednim desetileti se vyuzivd nového formatu HPLC, tzv. ultra G¢inné kapalinové
chromatografie (angl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC), ktera
vyuziva sorbentd o velikosti ¢astic mensich nez 2 pm a dokaze tak pracovat pii hodnotach
tlaku az 1000 bar (15 000 psi). Tim je dosazeno vysoké ucinnosti separace v dusledku
narGstu poctu teoretickych pater, coz ma dale za nasledek docileni vétSiho rozliSeni,
citlivosti a vyssi rychlosti separace. Tohoto formatu kapalinové chromatografie bylo
pouzito pro separaci 14 GAs po naroéné pétikrokové purifikaci rostlinného vzorku
v mnozstvi 200 mg lyofilizovaného pletiva (DW, Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol.,
2010). Dale pak byla UHPLC pouzita a pii separaci 20 GAs zahrnujicich biosyntetické
prekurzory, bioaktivni GAs 1 jejich katabolity ve 100 mg FW rostlinného vzorku
odpovidajici zhruba 10 mg DW (Urbanova a kol., 2013). UHPLC hraje rovnéz hlavni roli
u analytickych metod zaloZenych na simultdlni analyze nékolika rostlinnych hormoni
V jednom chromatografickém kroku, tzv. ,hormone profiling* (Kojima a kol., 2009; Van
Meulebroek a kol., 2012).
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Obr. 12. Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie
1-Mobilni faze, 2- degaser, 3- Pumpa, 4- Nastiikovy port, 5- Kolona, 6- Detektor, 7- Odpad, 8- Data
(obr. pfevzat a upraven z www.mpipmainz.mpg.de/3250439/HPLC)

3.6.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Jedna znejvice vyuzivanych detekénich metod v analytické chemii, hmotnostni
spektrometrie (MS), byva zejména vyuzivana pro své vyhodné online spojeni se
separa¢nimi technikami GC nebo LC, ¢imz lze ziskat o daném analytu jak kvalitativni, tak
kvantitativni informace. Princip této instrumentalni techniky spoc¢iva v ptevedeni molekul

analytu na ionty, které jsou separovany na zakladé¢ pomeéru jejich hmotnosti k naboji (m/z)
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a nasledné¢ detekovany V hmotnostnim analyzatoru. Vystupem detektoru je pak signal
pfimo Umérny mnozstvi dopadajicich iontl. Proces ionizace probihd v ¢asti MS
nazyvaném iontovy zdroj. K béznym technikam ionizace se fadi napt. chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) ¢i ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI),
ionizace narazem elektront (El), chemicka ionizace (Cl), ionizace fotony (PI) a nej¢astéji
pouzivanad ionizace elektrosprejem (ESI). Nedilnou soucast spektrometru ptedstavuje
hmotnostni analyzator, ktery svou funkci umoziuje rozd¢€lit smés iontd podle hodnoty m/z,
Vv ptipad¢ analyzatort doby letu (TOF) je pak vyhodnocovan cas, za ktery urazi ion dané
hmotnosti drédhu urcenou definovanou délkou letové trubice k detektoru. Nejcastéji
pouzivanym analyzatorem pro uUcely kvantitativni analyzy je kvadrupdlovy hmotnostni
analyzator. Ten je sloZen ze Ctyf rovnobéznych kovovych ty¢i rozmisténych kolem stfedu
osy, kolem které se pohybuji samotné ionty. Ke dvéma protilehlym ty¢im je ptivedeno
kladné jednosmérné napéti, naopak na zbylé dvé tyCe zaporné jednosmérné napéti.
Oscilace nastane v dobé¢, kdyz se ionty dostanou do stiedu osy. K postupnému propousténi
iontli do detektoru dochazi v ptipadé¢ pravidelné zmény hodnot stejnosmérného napéti.
Zatazenim tii kvadrupoll za sebou vzniké tzv. trojity kvadrupol (MS/MS), jehoz funkce
spoc¢iva ve fragmentaci prekurzorovych iontu selektovanych prvnim kvadrupolem v kolizni
cele (druhy kvadrupdl) a nésledné detekci produktovych ionti tfetim kvadropdlem.
Fragmentace Vv kolizni cele je zajiSténa pifivodem kolizniho plynu (nejcastéji helia).
Vysledkem je hmotnostni spektrum vyjadiujici vztah prekurzorového iontu s jeho
specifickymi produktovymi ionty (Willoughby a kol., 1998). Metody analyzy GAs s MS
detekci vyuzivaji rizné druhy hmotnostnich analyzatori i rtizné ioniza¢ni techniky.
Zatimco u MS detekce po predchozi separaci GAs na plynovéchromatografické koloné se
vyuziva téméf vyhradé ionizace proudem leticich elektroni (angl. electron impact
ionisation; Moritz a Olssen, 1995; King a kol., 2001), u MS analyzy spojené s LC se
nejCastéji setkdvame s ionizaci pomoci elektrospreje (Varbanova a kol., 2007; Kojima a
kol., 2009; Urbanova a kol., 2013). Ruzni autofi voli i rizné metody MS detekce GAS.
Nejcastéji jde o analyzatory pracujici na principu trojitého kvadrupolu (Kojima a kol.,
2009; Urbanova a kol.,, 2013), kombinace kvadrupélu a TOF analyzitoru (QTOF,
Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol., 2010) a nov¢ také Orbitrapu (Van Meulebroek a kol.,
2012). Hlavni vyhodou tohoto analyzatoru je, Ze nevyuziva magnetické pole k zachyceni
iontl, ale méfi zavislost proudu indukovaného oscilaci iontli na ¢ase. Tato zavislost je
pfeménéna naslednou Fourierovou transformaci, ktera umozni uréit pomér m/z souvisejici

s frekvenci oscilace ionti (Lange a kol., 2014).

38



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material

Pro studium role GA3ox inhibitori byla pouzita semena fefichy seté Lepidium sativum z

hobby série proddvané v bézné prodejni siti (Nohel Garden a.s., CR).
4.2 Chemikalie

Tween 20 (Merck, Némecko)

Etanol (Merck, Némecko)

Hydroxid draselny p.a. (LachNer, Ceska republika)

Deionizovana voda (Milli-Q, Millipore, USA)

Sacharéza p.a. (LachNer , Ceska republika)

Murashige & Skoog médium vcetné vitamint (Duchefa Biochemie B. V., Nizozemsko)
LB médium Lauria-Broth (Sigma-Aldrich, Némecko)

Plant agar (Duchefa Biochemie B. V., Nizozemsko)

expresni buiiky T7express (New England Biolabs)

Metanol LC grade (Merck KGaA, Némecko)

Amoniak — 25% vodny roztok (Merck KGaA, Némecko)

Kyselina octova p.a. (98%, Sigma Aldrich, Némecko)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

TRIS hydrochlorid (>99%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina a-ketoglutarova, sodna stl (>98%, Sigma-Aldrich, Némecko)
Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (>98%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Siran zeleznaty heptahydrat (ACS reagent, >99%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Katalaza izolovana z hovézich jater (lyofilizovana, 2 000 - 5 000 jednotek/mg proteinu,
Sigma-Aldrich, Némecko)

Standardy giberelint GA;, GA3, GA4, GAs, GAs, GA7, GAg, GAg, GA12 a GA,-aldehyd,
GA13, GA15, GAlg, GAzo, GA24, GAzg, GA34, GA44, GA51 a GA53 ajejich OdeVidajiCi
[?H,] znacena analoga (OlchemIm, Ceska republika)
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4.3 Pracovni material

Pipety a $pi¢ky — Eppendorf (Eppendorf, Cesk4 Republika), Hamilton (Hamilton Bonaduz
AG, Svycarsko), ThermoScientific (ThermoFisher Scientific, Ceska Republika)
SPE kolony: Bond Elut Plexa, 60mg/1lmL (Agilent Technologies, USA)
Bond Elut C18, 100mg/1 mL (Agilent Technologies, USA)
Oasis® HLB, 30 mg/1 ml (Waters, Irsko)
Oasis® MAX, 30 mg/1 ml (Waters, Irsko)
Plastové Petriho misky pro vysev Lepidivum sativum in vitro (rozmér 12x12 cm, Greiner
Bio-One, Rakousko)
Homogeniza¢ni kulicky o praméru 2 mm z ZrO, (Next Advance Inc., USA)
Zkumavky z borosilikdtového skla 12x75 mm (FisherBrand, USA)
Porcelanova tieci miska s tlouckem
Erlenmayerovy banky
LC vialky 2 ml, 9 mm ID (Sigma-Aldrich, USA)
Inserty s konickym dnem (200 pl, Supelco, USA)
Mikrozkumavky typu eppendorf 2 ml (Brand, Némecko)
Nylonové filtry 25 mm o velikosti porti 0,45 pum (Labicom, Ceska republika)

4.4 Pristrojové vybaveni

Millipore Simplicity 185 — zafizeni na ptipravu ultradisté vody (Millipore, USA)
Transsonic 310 — ultrazvukova lazen (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

Infrared Vortex Mixer - WIZARD - ptistroj pro michani vzorkd (VELP Scientifica, Italie)
SPE manifold Visiprep™ — zatizeni pro solid-phase extrakci (Supelco, USA)

Sartorius CPA225D — analytické vahy (Sartorius Weighing Technology, Némecko)
Acquity UPLC™ — yltra-u¢inny kapalinovy chromatograf (Waters, USA)

Acquity CSH® Cjg; 2.1x50 mm, 1.7um — chromatograficka kolona (Waters, Irsko)
Xevo® TQ MS - tandemovy hmotnostni spektrometr (Waters MS Technologies, Velka
Britanie)

Avanti™ 30 — centrifuga (Beckman, USA)

Heraeus Biofuge Stratos — centrifuga (ThermoScientific, Némecko)

Oakton® pH 700 Benchtop Meter — pH metr (Cole — Parmer, USA)

ThermoShaker TS 100 — termostatovana tfepacka (Biosan, Lotyssko)

Sanyo — autoklav (Sanyo Electric Co., Japonsko)
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Holten-Lamin Air — laminarni box (Thermo Scientific, USA)

MM301 — kulovy mlynek (Retsch, Némecko)

TurboVap® LV — evaporacni systém (Caliper Life Sciences, USA)

STUART® SB3 stolni laboratorni rotator (Bibby Scientific, Velka Britanie)

Acid Resistant Centrivap — vakuovy koncentrator (Labconco, USA) MassLynx™ verze 4.1
— software pro sbér a analyzu LC-MS dat (Waters, USA)

4.5 Pracovni postupy

4.5.1 Exprese GA30x2, jeho extrakce a purifikace

Plasmidy nesouci gen GA30x2 byty transformovany do expresnich bunck T7express.
Nasledné byla piipravena prekultura bakterii E. coli ve sterilnich tubach v 10 ml LB media
s1 % glukosou, ampicilinem a ptisluSnym klonem. Takto piipravené prekultury byly
inkubovany pii 37 °C a 200 rpm pies noc. Na druhy den byly pfipraveny LB média s
ampicilinem do 500 ml Erlenmayerovych ban¢k. Prekultury byly centrifugovany (5 min,
4000 g, 20 °C) a pelety resuspendovany v 10 ml LB média s ampicilinem. Potom byly
takto rozsuspendované pelety piidany ke zbytku LB média a inkubovany pii 30 °C a 180
rpm do doby, nez se opticka densita pii vinové délce 600 nm piiblizila hodnoté 0.6. Takto
ptipravené kultury byly indukovéany pfidavkem 0.5 mM IPTG a ponechany na tiepacce 5
hodin pfi 25 °C a 200 rpm. Poté byla kultura centrifugovana pii 4000 g po dobu 20 minut a
10 °C a pelety byly zmrazeny pii -20 °C. Cely postup byl pozdé€ji opakovan, piicemz
vysledné pelety byly uskladnény pii -80 °C (dalsi zpracovani viz odst. 4.5.4).

4.5.2 Sterilizace semen Ferichy seté

Semena L. sativum byla odebrana do ¢isté zkumavky a sterilizovana dvéma zpusoby: 1.
metodou povrchové sterilizace, kdy byl k sementim L. sativum ptidan 70 % roztok etanolu
obsahujici Tween20 bez nasledného oplachu sterilni vodou a 2. metodou povrchové
sterilizace pomoci 70 % EtOH snaslednym oplachem povrchu semen sterilni
deionizovanou vodou. Po 5 minutovém tfepani byl v obou piipadech za sterilnich
podminek v laminarnim boxu roztok odebran pipetou se sterilni $pickou. Cely postup byl

opakovan tfikrat.
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4.5.3 Priprava kultiva¢niho média dle Murashige & Skooga

PIlné MS médium pro kultivaci L. sativum in vitro bylo pfipraveno o slozeni 4.4 g/100 ml
MS soli v¢etné vitaminti, 5 g/l rostlinného agaru a 3 % sachardzy s finalni upravou jeho pH

na hodnotu 5.6 pomoci nasyceného roztoku KOH.

4.5.4 Priprava mobilni faize pro UHPLC

Pro UHPLC analyzu giberelind byla pouzita 10 mM HCOOH (FA) ve vodé (v/v) -
mobilni faze B, ktera byla ptipravena v 500 ml odmérné bance rozpusténim 192.5 pul 98 %
HCOOH v deionizované vodé (Milli-Q). Mobilni fazi A tvotil 100 % metanol (MeOH).

4.5.5 Test aktivity GA3ox enzymu in vitro — reakce dle MacMillan a kol., 1997

Enzym GA3ox byla pfipraven dle postupu v odstavci 4.5.1 a jeho piitomnost byla
potvrzena gelovou elektroforézou (viz Obr. 13). Lyzat GA3ox byl purifikovan dvéma
postupy vedoucimi k izolaci enzymu oznaéeného jako GA3ox lyzer a GA3ox sonic (Dr.

Kope¢ny a Dr. Kope¢na, uskladnéno pfi - 20 °C) - Obr. 13a.

GA3ox
25°C cell lyzer
40 KPSI Purification

before insoluble soluble  F-T elu elu dialysis

55h

Obr. 13a. Gelova elektroforéza GA30x enzymu uskladnéného pti - 20°C (Dr. Kopeény, Dr. Kope¢na,
Oddélené biochemie proteint a proteomiky, CR Hana, Olomouc.
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Prvni krok provedeni in vitro enzymatické reakce, tj. reakce izolovaného enzymu GA3ox
S vybranymi giberelinovymi substraty GAg a GAyo spocival v inkubaci 100 pl reakéni
smési piipravené smichanim 50 pl enzymu, 42 ul 100 mM Tris pufru o pH 7.5, 5 pl smési
kofaktori (4 mM 2-oxoglutarat, 5 mM Fe", 4 mM askorbatu, 2 mg/ml BSA) a 3 ul
substratu obsahujiciho 45 ng GAg po dobu 60 minut pii 30 °C a stdlém tfepani o frekvenci
450 rpm (termostatovana tfepacka). Nasledovalo zastaveni reakce pomoci pridavku 10 pl
98 % kyseliny octové, které bylo zaroven spojeno s precipitaci proteinu. Ten byl z reakéni
smési odstranén centrifugaci pfi 5500 rpm po 3 minuty. Vznikly supernatant byl nasledné
nafedén piidavkem 900 pL Milli-Q vody na celkovy objem 1 ml a purifikovan za pouziti
extrakce na pevné fazi (SPE). Purifikace byla optimalizovana s ohledem na vlastnosti
pouzitého SPE sorbentu, tj. pro zjiSténi nejvyssi navratnosti giberelinl byly testovany dva
sorbenty typu Cig (polymerni sorbent Bond Elut Plexa a klasicky sorbent na silikagelovém
zéaklad¢ Bond Elut Cig) a jeden smésny sorbent na bazi polymerni Cig s pfimési silného
katexu (Oasis MAX). Po odpateni vzorku do sucha pii 37 °C bud’ pod proudem dusiku
nebo pomoci vakuového koncentratoru, nasledovala jeho rekonstrukce v 50 pl mobilni
faze (10 % MeOH, 90 % 10 mM kyseliny mravenéi) a nastiik na UHPLC-MS/MS v
objemu 15 pl. Cely postup byl stejnym zplsobem rovnéZz zopakovan pro substrat GAyg
pfidavany do reakce ve stejném mnoZstvi, tj. 45 ng. V dalSim kroku byl selektovan GA3ox
lyzer jako aktivngjsi z dvojice enzymu ten byl nasledné pfipraven ve tfech opakovanich
oznacenych jako GA30x2, GA30x3B a GA30x4A (Dr. Kopec¢ny, uskladnéno pti - 80 °C,

Obr. 13b).
GA3ox2 GA30x3B GA3ox4A

Obr. 13b. Gelova elektroforéza GA30x enzymu uskladnéného pti -80°C (Dr. Kopeény, Oddélené biochemie
proteint a proteomiky, CR Hand, Olomouc.
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Nejvyssi vytézek predpokladaného produktu poskytoval GA30x2, tudiz snim byl
proveden rovnéz experiment ovéiujici navratnost substratu a identitu ptedpoklddaného
produktu, kdy byla reakce GA30x2 provedena s piidavkem D,-GAg, GA4 1 bez substratu,
pricemz D,-GAg a GA4 (oba 45 ng) byly piidany do reakéni smési tésné pred zastavenim
reakce pomoci kyseliny octové. Reakce s GA30x2 byla dale optimalizovana s ohledem na
délku inkubac¢ni doby (60, 120 a 180 min) a stejné tak mnozstvi vlastniho enzymu

vkladaného do reakce bylo vybrano po pfedchozim testovani (10, 30, 50 a 70 ul).

4.5.6 Test aktivity GA30x enzymu in vitro - reakce navrzena dle McNeil a kol.,
2005

Smés substrat/kofaktor tvofena 1 mM DTT, 0.6 mg/ml katalazy, 4 mM 2-oxoglutaratu,
substratu (45 ng) a 50 mM-Tris pufru pH 7.5 v celkovém objemu 44 pl byla zahfivana na
teplotu 37 °C po dobu 5 min. Mezitim byla stranou pfipravena smés enzym/Fe' tvofena
enzymem (GA30x2) a Fe' (ptipraven jako 500 mM zésobni roztok siranu Zeleznatého ve
20 mM HCI a fedény vodou na 50 ul) pti laboratorni teploté a tato smés byla michana po
dobu 3 min. Enzymaticka reakce byla iniciovana ptidavkem 6 pl smési enzym/Fe'" ke
smési substrat/kofaktor. Zastaveni reakce bylo provedeno po 5 min ptidavkem 100 pl 0.5
M HCI. Vzorek byl nasledné centrifugovan pfi rychlosti 2 773 g po 3 minuty. Supernatant
byl napipetovan do Cisté zkumavky a odpafen pod proudem dusiku do sucha, popf. na
vakuové odparce pii 37 °C. Déle nésledovalo jeho rozpusténi v 50 pl mobilni faze (10%

MeOH, 90 % 10 mM kyseliny mravenéi) a nastiik na UHPLC-MS/MS v objemu 15 pl.

4.5.7 Kultivace rostlin Fefichy seté in vitro

MS médium s agarem a 3% sachar6zy ptipravené dle postupu vyse (kap. 4.5.3) bylo po
sterilizaci v autoklavu jesté v horkém stavu rozlito v laminarnim boxu v objemu 70 ml do
kazdé z ptipravenych ctvercovych Petriho misek o rozmérul2x12 cm (dal jen vertikalni
desky). Béhem chladnuti a tuhnuti kultiva¢niho média v deskach byla rovnéz v laminarnim
boxu, provedena sterilizace semen fefichy (postup viz vySe). Semena byla vyseta na
vertikalni desky ve dvou fadach, jarovizovana po dobu 3 dnl (4 °C, tma) a nasledné
kultivovéna v riistové komote pfti teplot¢ 22 °C po dobu 4 dnli za svételnych podminek
odpovidajicich kratkému dni, tj. 8 h svétlo/ 16 h tma, aby nebylo u rostlin indukovano
kveteni (fefich setd je dlouhodenni rostlinou, u niz je kveteni urychlovano fotoperiodou

delsi nez hrani¢ni délka dne, tj. 10 - 14 h, a naopak bylo dosazeno takového vyvoje, pfi
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némz je zajistén zisk co nejveétsi listové plochy a zarovenn maximalni denni obrat zasob
uhliku ve vSech rastovych fazich listd - Berenfaller a kol., 2015). Paralelni kultivace
stejnym zplisobem vysetych semen probihala za tmy pfi teploté 19 °C. Po uplynuti 4 dnti
byly u vSech semenacki fefichy zméteny délky kofene a nadzemni ¢asti pomoci aplikace
ImageJ (vice viz kapitola 4.5.8). Ctyidenni semenacky fefichy Lepidium sativum byly
pomoci pinzety odebrany z vertikalnich desek do pfipravenych plastovych zkumavek,
hluboce zmrazeny pomoci tekutého dusiku a uskladnény pii - 80 °C do doby nasledné
extrakce a purifikace. V experimentu s inhibitory GA3ox (13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-
GAs, GAs a prohexadionu) byl do 70 ml sterilniho kultivaéniho MS média pfidan vzdy
jeden testovany inhibitor v mnozstvi 25 pg a to pak bylo nasledné¢ nalito do pripravené

vertikalni desky.

4.5.8 Stanoveni prumérné délky kofene a nadzemni ¢asti semenacki Fefichy
seté L. sativum pomoci programu ImageJ

ImageJ je program, ktery umoziuje analyzu obrazu, tj. analyzu bitmapové grafiky. Jde o

volné pristupnou aplikaci, ktera je k dispozici na adrese http://imagej.nih.gov/ij/. V

prostiedi programu je mozné upravovat 6-bitové, 16-bitové i 32-bitové obrazky ve
formatu TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS a RAW. Pomoci tohoto programu byly
analyzovany fotografie 4-dennich semenacki fefichy seté Lepidium sativum za tGcelem
presného vyhodnoceni jejich velikosti, tj. méfeni délky jeji nadzemni 1 kotfenové Casti.
Postup prace spocival nejprve ve vyznaceni oblasti, jejiz parametry byly znamé (velikost
pravitka) pomoci ikony Straight line. Dale byla zadana hodnota znamého rozméru do
kolonky Known distance (konkrétné 3 cm z vyfoceného pravitka) jejiz jednotky byly
nasledné pievedeny z centimetrd na milimetry. V dal§im kroku byl oznacen kazdy kofen
rostliny, resp. jeji nadzemni ¢asti pomoci funkce Segment line a zméten pomoci funkce
Measure. VSechny tyto tkony byly provedeny u: (a) semenacku fefichy kultivovanych po
dobu 4 dnti za svételnych podminek v rezimu 8/16h (svétlo/tma) pii 22 °C a b) semenackil
fefichy kultivovanych za tmy po dobu 4 dnu pii teplot¢ 19 °C. Ziskané hodnoty byly
nasledné zprocesovany pomoci programu MS Excel, kde byla vypocitana praimérna délka
kofenti a nadzemni ¢asti rostliny véetné smérodatnych odchylek vsech ziskanych hodnot za

pouziti vzdy tii biologickych replikati.
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4.5.9 Priprava biologického materiilu pro analyzu giberelinii pomoci UHPLC-
MS/MS

Kvantifikace giberelinii byla provedena dle Urbanova a kol., 2013 s urcitymi modifikacemi
(Schéma viz Obr. 14). Rostlinny material kultivovany za vySe uvedenych podminek
(kapitola 3.5.7) byl zhomogenizovan v tfeci misce pomoci tlou¢ku a tekutého dusiku,
navazen do 2 ml mikrozkumavek v triplikatech po 10, 20 a 30 mg FW. Po pfidani 1 ml
vychlazeného 80 % ACN obsahujiciho 5 % kyseliny mravenéi (FA) jako extrakéniho
¢inidla a smési 19 vnitinich standardd v mnozstvi 50 pmol/vzorek byly do kazdé
mikrozkumavky pfidany dvé 2-mm kulicky z ZrO,. Za pouziti a vibraéniho mlynku
MM301 pracujiciho pii frekvenci 27 Hz po dobu 3 minut bylo rostlinné pletivo rozemleto
do jemné konzistence a extrahovano pfes noc pii teploté¢ 4 °C a frekvenci 17 ot/min za
pouziti laboratorniho rotatoru Stuart SB3. Druhy den byly hrubé extrakty zcentrifugovany
po dobu 10 min pii 4 °C a 36 670 ¢g. Supernatanty byly odpipetovany do cistych
borosilikatovych zkumavek, k peletu byl pfidan 1 ml extrakéniho ¢inidla a po promichéani
smési na vortexu byly vzorky jesté¢ reextrahovany po 60 minut pii 4 °C. Po reextrakci byly
vzorky centrifugovany a supernatanty pfidany k prvnimu extrakénimu podilu. Spojené
extrakty byly odpafeny k suchu ve vakuu, nasledné rekonstruovany v 300 pl 100 %
MeOH, sonikovany, nafedény 2.7 ml Milli-Q vody a nakonec pteciStény nejprve pies
Oasis HLB SPE kolony a nasledn¢ ptes Oasis MAX SPE kolony (oboji 60 mg/3ml). Pro
SPE purifikaci byla pouzZita souprava Visiprep ™ Solid Phase Extraction Vacuum
Manifold. Kolonky HLB byly aktivovany 3 ml 100 % MeOH a ekvilibrovany 3 ml 10 %
MeOH. Poté na né¢ byly naneseny extrakty jednotlivych vzorkd o rychlosti pritoku 0.75
ml/min. Nasledovalo promyti 3 ml 10 % MeOH a eluce 3 ml 100 % MeOH. Vzorky byly
poté odpafeny do sucha ve vakuovém koncentratoru. Pfed purifikaci na MAX kolonkéach
bylo k odpafenym vzorkim pfidano 300 ul 100 % MeOH, ktery byl nasledn¢ doplnén
na2.7 ml 25 mM-NH4HCO3;. Sorbent MAX kolonek byl aktivovan 3 ml 100% MeOH a
ekvilibrovan 3 ml 25 mM-NH4HCOs. Posléze byly naneseny extrakty vzorki, nasledovalo
promyti 3 ml 10% MeOH a zavérec¢na eluce 3 ml 0.2M FA v ACN do ¢istych zkumavek.
Eluaty byly odpafeny do sucha pod proudem dusiku pomoci odpatovaciho systému
TurboVap. Odpatené vzorky byly skladovany v mrazaku pfi teploté - 20 °C az do analyzy
pomoci UHPLC-MS/MS (Obr. 14).

K odpatenym vzorktim bylo pfidano 50 pl 10 % MeOH, vzorky byly sonifikovany,
prefiltrovany ptes nylonovy filtr, pfevedeny do inzerti v LC vialkdch a nastfiknuty na
UHPLC-MS/MS v objemu 15 pl.
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Obr. 14. Schéma purifikaéniho protokol pro izolaci giberelinti z rostlinnych pletiv.
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4.5.10 Stanoveni giberelini metodou UHPLC-MS/MS

K separaci a kvantifikaci giberelinii byla vyuzita ultra-¢innd kapalinova chromatografie
(UHPLC) ve spojeni standemovym hmotnostnim spektrometrem (MS/MS) na bazi
trojitého kvadrupdlu. Ionizace giberelinii (GAs) jako intaktnich karboxylovych kyselin
probihala za pomoci elektrospreje pracujiciho v negativnim moédu  ((-)-ESI).
Optimalizované podminky pro jednotlivé giberelinové analyty jsou uvedeny v Tabulce 1.
Pro samotnou separaci byla pouzita chromatograficka kolona Acquity UPLC® CSH Cyg 0

rozmérech 2.1 x 50 mm a velikosti ¢astic sorbentu 1.7 pm.

Tabulka 1 — Optimalizované podminky UHPLC-(-)ESI)MS/MS metody pro jednotlivé analyty (pfevzato z
Urbanova a kol., 2013)

Analyt MRM Napéti na koné Kolizni energie
prechod V] [V]
GAsg 363 > 275 25 18
GA29 347 > 259 30 15
GA; 345 > 239 25 14
GA: 347 > 259 32 18
GAs 329> 119 30 26
GAs 329 > 145 28 24
GA2 331 > 287 32 19
GAu 345 > 301 32 21
GAu1g 361 > 273 32 23
GAsz4 347 > 259 30 27
GAs1 331 > 287 33 17
GA; 331 > 257 25 18
GA4 347 > 329 33 18
GAs;3 347 > 329 35 24
GA24 345 > 257 35 26
GAy 315> 271 32 23
GAss 329 > 257 37 22
GA1 331> 313 35 23

Purifikované extrakty rostlinnych pletiv rekonstruované v 50 ul mobilni faze (10 %
MeOH, 90 % 10 mM FA) byly ptevedeny do 2 ml LC vialek s 0.2 ml konickym inzertem a
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nastfiknuty v objemu 15 ul na kolonu s reverzni fazi temperovanou na 40 °C. Gibereliny
byly separovany v linearnim gradientu tvofeném pomoci MeOH (mobilni faze A) a 10 mM
FA (mobilni faze B) v poméru od 10:90 (v/v) do 60:40 (v/v) za 15 min. pfi prutoku
mobilni faze 0.25 ml/min. Kolona byla nasledné¢ promyta 100 % MeOH (0.75 ml) a
ekvilibrovana na poc¢ate¢ni podminky (10:90, A:B) (v/v) po dobu 2.5 min.

MS data byla zaznamenana v MRM moédu s nasledujicimi parametry MS: Kapilarni
napéti 1.5 kV; teplota zdroje 150 °C; napéti na koéné 30 V; teplota desolvataéniho plynu
(dusik) 650 °C a jeho prutok byl 650 I/hod. Doba prodlevy (dwell time) pro kazdy MRM
kanal byla vypoctena na 16 skenovacich bodl na pik s mezikanalovym zpozdénim 0.1 s.

Vsechna data byla posléze zpracovana pomoci programu MassLynx™, ver. 4.1.

49



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Detekce giberelini po reakcich s enzymem GA3ox in vitro

V téchto experimentech bylo cilem zjistit, zdali dochazi k detekci GAs, tj. produkti reakce
GA30x s danym substratem (GAg, GAy). Reakce in vitro byla navrZzena s cilem vytvofit
enzymaticky systém, ktery by byl zakladem pro budouci testovani synteticky piipravenych
inhibitorti téchto vyznamnych biosyntetickych enzymu giberelinti (GAs). Nejprve byla
reakce provedena dle MacMillan a kol., 1997 (kapitola 4.5.5). Z vysledkii experimenti
bylo zjiSténo, Ze az na vyjimky (GA3ox sonic, kde bylo nalezeno 8.5 % GA4 v piipadé
pouziti 30 pl enzymu v in vitro reakci — Graf 1) k detekci téchto fytohormoni, které by
mely byt predpoklddanymi produkty reakce GA3ox se substritem (GAg—>GAy,
GA2—GA; — viz schéma biosyntézy, Obr. 5), nedochazi. Byla zji§tovana pfi¢ina tohoto
stavu zahrnujici optimalizaci mnoZzstvi enzymu v reakci, mnoZzstvi substritu, zda s
precipitaci proteinu pfi purifikaci vzorku nedochéazi k adsorpci reakénich produktt ¢i zda
ke ztratam analytti nedochazi pti samotné purifikaci pomoci SPE. Ukézalo se, Ze mnozstvi
enzymu (testovano 10, 30, 50 a 70 pl lyzatu, viz kapitola 4.5.5) pouzitého v reakci nema
zasadni vliv na priubéeh reakce, purifikace rovnéz neovliviiuje dosazeny vysledek (Graf 1),
stejné jako centrifugace nema zadny zasadni vliv na obsah GAS ve smési po in vitro reakci

s GA3ox (Graf 2).
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Graf 1. Zavislost obsahu GAs na mnozstvi enzymu, purifikovano ptes Cyg, centrifugovano.
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Graf 2. Zavislost obsahu GA (substrat GAg a produkt GA,) na centrifugaci enzymu.

Vzhledem k tomu, ze design experimentu dle MacMillan a kol., 1997 (kapitola 4.5.5),

neposkytl optimalni a uspokojivé vysledky (tvorba produktu min. 80 %), bylo cilem

pokusit se o jiny zptusob provedeni reakce. U reakce dle MacMillan a kol., 1997 byly

smichany substrat, kofaktory i enzym v jednom kroku, tudiz bylo testovano zda k Gspésné

preméné substratu na produkt pomoci GA3ox dojde, kdyz se smichaji nejdiive enzym a

Fe'' a az nasledns se k této smési prida smés substrat/kofaktor (provedeni podle McNeil a

kol., 2005; kapitola 4.5.6). Vysledky méfeni vSak ukazaly, ze ani pfi pouziti tohoto

pracovniho postupu nedochazi k pozadované tvorbé produktu (GA4 nebo GA, viz schéma

1). Na zakladé téchto poznatkd, kdy ani v jednom ze dvou zpisobt provedeni enzymatické

reakce in vitro nedoslo k pozitivni detekci jejich produktd, byly vysledky konzultovany

s prof. Peterem Heddenem, ktery objasnil, ze ze tii lyzath oznacenych jako GA30x2,
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GA30x3B a GA30x4A ma pouze GA30x2 opravdu funkci 3-hydroxylazy, zatimco ostatni
dva enzymy vykazuji funkci 14-hydroxylazy. Produktem reakce tohoto enzymu s GAg by
tedy neméla byt GA4, nybrz GAg, tj. 1-hydroxy izomer GA4. Tato latka neni v pouZité
UHPLC-MS/MS metod¢ pro detekci a kvantifikaci zahrnuta, tudiz nebyla tato skute¢nost
zjisténa diive. Ani v piipadé€ in vitro reakce s pridavkem 45 ng D,-GAg a GA4 (tésné pied
pridavkem 98 % kyseliny octové, kapitola 4.5.5) nebyly tyto slouceniny detekovany

Vv takovém mnozstvi v jakém do reakce vstoupily (Graf 3).

Reakce s GA30ox 2
3,00%

Vzorek Vzorek Vzorek
GA9 D2-GA9 GA4

Testovany vzorek

Graf 3. Test navratnosti a produkce GAs in vitro reakci s GA30x vzorku
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Obr. 15. Schéma biosyntézy giberelint.
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5.2 Vliv délky reakéni doby na obsah giberelint v reakéni smési

V dal$ich experimentech byl testovan vliv reakéni doby na preménu GA substrati GA3ox
in vitro. Byla testovana reakéni doba 60 min, 120 min a 180 min pii zachovani dfive
pouzité teploty 30 °C a frekvence michéni reakéni smési 450 rpm po celou dobu pribéhu

reakce, ktera byla zastavena ptidavkem 98 % kyseliny octové.
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S
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O]
< 0,40% EGA4 K
o]
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Doba inkubace enzymu

Graf 4. Zavislost obsahu GAs na dobé kultivace

Jak je parno z Grafu 4, obsah GA roste s prodluzujici se dobou inkubace reakéni smési,
vyjma kontrolniho vzorku GA; (reakce s GA30x2 bez substratu), u kterého byl
zaznamenan nejvyssi vytézek uz po 120 min (0.88 %) v porovnani s ostatnimi testovanymi
reakénimi dobami. Ze ziskanych vysledk vyplyva, ze ve vétSiné¢ piipadii plasobenim
enzymu typu 3p-hydroxylazy (GA30x2) nedochdzi za testovanych in vitro podminek k
preméné GAg ani GAy za tvorby bioaktivnich GAs, tj. GA4, resp. GA;. Je s podivem, Ze
mnozstvi GAg roste vlivem prodluzujici se inkubaéni doby. Po 60 min bylo detekovano
2.20 % z pavodniho mnozstvi GAg pfidavaného do reakce s enzymem, po 120 min pak
bylo nalezeno 4.07 % a po 180 min. 5.30 %, ackoliv jeho obsah by m¢l v pribéhu ¢asu
naopak klesat v disledku jeho pfemény enzymem na piislusny produkt (GAa).

Vzhledem k negativnim vysledkiim ziskanym pfi in vitro experimentech s GA30x
enzymem, bylo rozhodnuto ovéfit vliv vybranych inhibitorti 3 f-hydroxylaz Gc€astnicich se

produkce bioaktivnich giberelinti pfimo na rostlinach, tj. sledovat vliv inhibice pfirozené
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GA3ox na hladiny bioaktivnich GAs vcetné jejich biosyntetickych prekurzorti a nasledné 1
na hladiny jejich neaktivnich metaboliti. Zaroven byl sledovan vliv inhibitort GA30x na
délku nadzemni casti (vCetné délky kotene), nebot’ GAs maji zasadni vliv, kromé jin¢ho,

pravé na délku stonku (Cosgrove a Sovonick-Dunford, 1989).

5.3 Optimalizace postupu povrchové sterilizace semen Fefichy seté
Lepidium sativum s ohledem na vliv endogennich hladin sledovanych
giberelini

Semena fefichy seté Lepidium sativum o navazkach 10, 20, 30 mg (vzdy ve tfech
technickych replikatech) byla sterilizovana dvéma zptuisoby metodou povrchové sterilizace
pomoci 70 % EtOH s 0.1 % Tween 20 bez nasledného oplachu sterilni vodou a s oplachem
povrchu semen sterilni vodou (pracovni postup viz kapitola 4.5.2). V tomto experimentu
byl sledovan vliv sterilizace na endogenni hladiny 13-hydroxylovanych a 13-
nehydroxylovanych GAs v semenech fetichy L. sativum. Cilem bylo zjistit, zda povrchova
sterilizace pomoci 70 % EtOH neni moc drastickou metodou sterilizace s ohledem na
tloustku osemeni semen fefichy a neovliviiuje tak vyznamné piipadné fyziologické
procesy spojené s biosyntézou giberelinii. Bez néasledného oplachu vody by pak semena
rychle schla v proudu vzduchu v laminarnim boxu a mohla se bud’ ihned pouzit k vysevu

na vertikéalni desky, nebo uschovat pro dalsi pouziti. S oplachem semen sterilni vodou se
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Graf 5. Vliv druhu sterilizace semen L. sativum na hladiny 13-nehydroxylovanych giberelinti. A — sterilizace
70% etanolem bez oplachu sterilni vodou, B — sterilizace etanolem s naslednym oplachem sterilni vodou.
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Graf 6. Vliv druhu sterilizace semen L. sativum na hladiny 13-hydroxylovanych giberelint. A — sterilizace
70% etanolem bez nasledného oplachu sterilni vodou, B — sterilizace etanolem s naslednym oplachem sterilni
vodou.

55



Vysledky ukazaly, Ze postup sterilizace nema zasadni vliv ani na endogenni hladiny 13-
hydroxylovanych GAs, ani na hladiny jejich 13-nehydroxylovanych analog v semenech
fetichy seté (Graf 5 a 6). Pro sterilizaci pak byl proto pouzit postup sterilizace pomoci 70%
EtOH bez nasledného oplachu sterilni vodou, ¢imz bylo dosazeno rychlejsiho schnuti
semen pred jejich dalsim pouzitim, pfip. uskladnénim. Z grafi rovnéz vyplyva, Zze
optimalni navazka semen fefichy je 10 mg FW, kdy je ziskan nejlepsi signal pro vétSinu
sledovanych GAs, nebot' je zde v nejmensi mife pozorovan tzv. matriéni efekt. Pfi
sterilizaci semen byly detekovany relativné vysoké hladiny GAsg, coZ je v souladu s diive

publikovanymi vysledky (Oracz a kol., 2012).

5.4 Studium role GA3ox inhibitori na endogenni hladiny giberelint

Semena L. sativum sterilizovana 70 % EtOH s0.1 % Tween 20 byla kultivovana na
¢tyfech rtznych vertikalnich deskach obsahujicich MS médium, kdy tii z nich obsahovaly
piislusny inhibitor (13-O-ex0-16,17-dihydro-GAs, GAs a proxexadion) a posledni byla
prosta inhibitoru (kontrola). Semena byla kultivovana nejdiive za tmy pti 19 °C a nasledné
za kratkého dne (8h svétlo/16 h tma) pii 22 °C s cilem najit korelaci mezi svételnymi
podminkami, pouZzitém inhibitoru GA3ox a hladinami GAs u téchto rostlin. Ackoli bylo
diive zjisténo, Ze navazka 10 mg FW je vhodna pro analyzy giberelinii v semenaécich
fefichy, byla v tom experimentu jesté testovana navazka 5 mg FW, aby bylo zjiSténo, zda i
tato je jesté dostatecna pro UspéSnou detekci GAs a zaroven se jeSté pripadné sniZi matri¢ni

efekt.
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B - Semenacky kultivované ve tmé (5 mg)
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Graf 7. Hladiny giberelinti v semenaccich Lepidium sativum kultivovanych za tmy pfi teploté 19 °C

(navazka 5 mg - A, B a 10 mg FW - C, D).
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Jak vyplyva z grafu 7, navazka 5 mg se ukdzala byt optimalni pro vyssi odezvu GAs v
pouzit¢ UHPLC-MS/MS metodé ve srovnani s odezvami GAs nalezenymi pii pouziti
navazky 10 mg FW. Rozdily v odezvach GAs pro navazku 5 a 10 mg FW jsou az
16tindsobné konkrétné u zastupct 13-nehydroxylovanych GAs (Graf 7A a 7C), zatimco u
jejich analog s hydroxy skupinou Vv poloze 13 jsou rozdily v priméru zhruba trojnasobné
(Graf 7 B, D). Navazka 10 mg tedy umoziuje detekci sledovanych latek, ale hladiny GAs
se zde diky matricnimu efektu mnohdy blizi limitu detekce metody (LOD), coz se

projevuje zejména vysokymi hodnotami smérodatnych odchylek stanoveni.

Co se tyka vlivu jednotlivych inhibitort na biosyntézu giberelinti (Obr. 15) bylo
zjiSténo, Zze mnohem vice je jimi ovlivnéna drdha 13-nehydroxylovanych GAs, tj.
GA15>GA2—>GAg (GA13)>GAs—>GA34(GAs1) — Graf 7 A,C, nez draha 13-hydroxy
GAs, 1. GAs3>GA—>GA19—>GAx—>GA; (GAs, GAs, GAg) ->GAg - Graf 7 B, D.
Vsechny pouzité inhibitory jsou latkami, které blokuji 3S-hydroxylaci (GA3ox), tj.
klicovou reakci vedouci k tvorbé bioaktivnich GAs (Rademacher, 2000). To vede
k nahromadéni téch GAs, které jsou substraty GA3ox. Jedna se zejména o akumulaci GAy4
(Graf 7C). NejpotentnéjSim se v tomto ohledu zdd byt prohexadion, ktery zptsobuje
nahromadéni tohoto GA ve dvojndsobku oproti kontrole. Ostatni tfi inhibitory neplsobi
VvV tomto smyslu signifikantné, tj. hladiny GAy4 jsou ve vzorcich fefichy péstované za jejich
pfitomnosti srovnatelné s hladinami GAz4 ve vzorcich kontrolnich. Zvlastni situace nastava
v piipad¢ 13-hydroxy GAs, kdy jsou pozorovany relativné vysoké hladiny GAs a GA3
(Graf 7B) bez ohledu na pfitomnost jakéhokoli inhibitoru GA3ox, coz vede k zavéru, Ze u
této biosyntetické drahy z néjakého dtivodu nedochazi k uplné inhibici GA3ox. Ukazuje se
zde zaroven, ze inhibitor 13-O-acetyl-exo0-16,17-dihydro-GAs nema na inhibici GA3ox
vdraze 13-hydroxy GAs vV iefiSe vubec zadny vliv, nebot hladiny produktd 3p-
hydroxylace dosahuji hodnot srovnatelnych s kontrolou. Tim se potvrzuje, Ze tento typ
inhibitoru je ucinny pouze u nékterych rostlinnych druhtt (lipnicovité) jak uvadi

Rademacher (2000).
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KAOQ - cytochrom P450 monooxygenaza (P450)

GA200x, GA30x, GAZox - 2-oxoglutarat-dependentni dioxygenazy (20DDs)

;5
CHO

a"//DDOH

GA.-aldehyde

GA200x

GA,;, GA
GA200x R=H R=0H

R=0H

GA200x katalyzuje sekvenéni oxidaci C-20 vCetné jeho ztraty C-20 ve formé CO, a tvorby

y-lactone. GA200x je tudiZ odpovédna za produkci C.,-GAs za pouZiti C,-GAs jako substratd.
GA3ox pfeméfiuje neaktivni prekurzory (GA,,,) na bioaktivni GA,,, GA, a GA; z GA,, pfes GA,
GAZox zodpovédny za inaktivaci bioaktivnich GAs tvorbou jejich 2-hydroxy metaolit

Obr 15. Schéma biosyntézy giberelinli véetné biosyntetickych enzymi (pfevzato a upraveno z Urbanova a
kol., 2013) .

V dal$im experimentu byla semena L. sativum kultivovana za podminek kratkého dne (8h
svétlo/16 h tma) pfi teploteé 22 °C opét na Ctyfech riznych mediich, kdy tfi z nich opét
obsahovaly pfislusny inhibitor (13-O-acetyl-exo0-16,17-dihydro-GAs, GAs a proxexadion),

zatimco jedno médium inhibitor neobsahovalo (kontrola). Cilem experimentu bylo zjistit,
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zda svétlené podminky ovliviiuji hladiny obou sledovanych skupin GAs a zda ptipadné

dochdzi ke zméné poznatkii ziskanych v experimentu provedenym za nepfistupu svétla.
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D - Semenacky kultivované na svétle (10 mg)
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Graf 8. Hladiny giberelinil v semenadécich L. sativum Kkultivovanych za kratkého dne (8h svétlo/16h tma) pti
teploté 22 °C — navazka 5 — A, B; navazka 10 mg — C, D.

Co se tyka porovnani navazky 5 a 10 mg, i zde se potvrdilo, Ze navazka 5 mg umoznuje
vyssi odezvy GAs nez je tomu u navazky 10 mg FW (Graf 8 A vs. C, B vs. D). I za
kratkého dne bylo pozorovdno nahromadéni GAjs u semenackl kultivovanych na
inhibitoru, i kdyz jeho hladiny byly ve srovnéani s hladinami nalezenymi v semenéccich
péstovanych za tmy cca Sestkrat niz8i (Graf 8A). Vliv prohexadionu zde ovSem nebyl
tentokrat zadny, tj. hladiny GA,4 dosahovaly hodnot srovnatelnych s kontrolou. V draze
13-hydroxy GAs byly opét nalezeny relativné vysoké koncentrace GAs a GAs, popt. GAs
podobné jako v temnostnim experimentu, ale novinkou bylo nalezeni vysokych hladin GAg
(podobné jako u GA3), ktery je degrada¢nim produktem GAj. Protoze ani jeden z jejich
prekurzori se v analyzovanych pletivech nevyskytoval v takové mife, nebylo nalezeno

logické odiivodnéni tohoto stavu. V tomto misté by tedy ptisluSelo experiment zopakovat.

5.5 Stanoveni primérné délky kofene a nadzemni ¢asti semenacku
fefichy seté L. sativum

Na obrazcich 16, 17 a 18 jsou zobrazeny 4denni semenacky L. sativum, u nichz byla

zmefena prumérna délka kotfene a nasledn€ 1 primérna délka jeji nadzemni Casti pomoci

programu ImageJ. Namé&fené hodnoty jsou vneseny do grafii 9 a 10.
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Obr. 16. 4denni semenac¢ky fefichy seté L. sativum rostouci bez pfitomnosti inhibitoru (K) a v ptitomnosti 25
ng 13-O-acetyl-exo0-16,17-dihydro-GAs — inhibitoru biosyntézy giberelind. Kultivovano za sterilnich
podminek na 70 ml MS média s 3 % sachardzy, svételny rezim 8h svétlo/16 h tma, teplota 22 °C.
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Obr. 17. 4denni semenacky fefichy seté L. sativum rostouci bez ptitomnosti inhibitoru (K) a v pfitomnosti 25
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ng GAs — inhibitoru biosyntézy giberelini. Kultivovano za sterilnich podminek na 70 ml MS média s 3 %

sachardzy, svételny rezim 8h svétlo/16 h tma, teplota 22 °C.
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Obr. 18. 4denni semenacky fefichy seté L. sativum rostouci bez ptitomnosti inhibitoru (K) a v piitomnosti 25

ng prohexadion — inhibitoru biosyntézy giberelint. Kultivovano za sterilnich podminek na 70 ml MS média

s 3 % sachardzy, svételny rezim 8h svétlo/16 h tma, teplota 22 °C.
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Graf 9. Zavislost rtstu fefichy seté na druhu inhibitoru biosyntézy giberelint. Kultivace za svételného

rezimu 8h svétlo/16h tma.

U vSech semenacku L. sativum kultivovanych za svétla byla naméfena primérna délka

kofenové ¢asti vzdy vétsi nez pramérna délka ¢asti nadzemni (Graf 9). Délka nadzemni i

kotfenové Casti u semenackl rostoucich na médiu obsahujici prohexadion a GAs byla

srovnatelna s tymiz hodnotami u kontrolnich rostlin. Na médiu obsahujici inhibitor 13-O-
acetyl-ex0-16,17-dihydroGAs

semenackt L. sativum (24 mm, Graf 9), coz znamena, ze tyto rostliny mély kotfen

byla detekovana nejmensi
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V priméru cca o 40 % kratsi neZ rostliny kontrolni. Podobna situace byla pozorovéna i u
velikosti nadzemni ¢asti rostliny (19.07 mm), jejiz délka dosahovala zhruba 76 % délky
kontrolnich rostlin (Graf 9). U semenackt L. sativum rostoucich na médiu obsahujici
prohexadion a/nebo GAs cCinila primérna délka kofene téméf dvojnasobek velikosti
V porovnani s 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydroGAs. Prokazalo se tedy, Ze za zvolenych
podminek kultivace a pouzité koncentrace inhibitoru dochazi k inhibici rlstu rostlin
fetichy pouze v pfipadé pouziti 13-O-acetyl-ex0-16,17-dihydro-GAs. Ostatni inhibitory za
dobu 4 dnu rustu semenacku L. sativum podle ziskanych dat zpomaleni prodluzovaciho
ristu rostliny nezptsobuji. Tyto vysledky jsou v souladu s daty ziskanymi kvantifikaci
giberelini (kapitola 5.4). Zde se ukdazalo, ze klicovymi hraci biosyntézy GAs jsou 13-
nehydroxylované GAs, pricemz v disledku inhibice GA3ox dochazi k akumulaci GAy4
(Graf 8 A,C) a biosyntéza bioaktivnich GAs (GA1, GAy) je potlacena.

s « ¢ »

K 7

Obr. 19. 4denni semenacky tefichy seté L. sativum rostouci bez pfitomnosti inhibitoru biosyntézy giberelint
(K) a za jeho pfitomnosti: (1) 25 ng 13-O-acetyl-exo0-16,17dihydro-GAs, (2) 25 ng GAs a (3) 25 ng
prohexadionu. Kultivovano za sterilnich podminek na 70 ml MS média s 3 % sachardzy, 24 h tma, teplota 19
°C.
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Graf 10. Zavislost rustu fefichy seté na druhu inhibitoru biosyntézy giberelini. Kultivace za tmy.
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4-denni kultivace semenacku fefichy seté L. sativum kultivovanych za sterilnich podminek
za tmy pii teplot¢ 19 °C vedla Kk produkci rostlin majicich nadzemni i kotfenovou c¢ast
stejné¢ dlouhou (Graf 10, kontrola). Na rozdil od rostlin rostoucich za kratkého dne
s inhibitorem GA3o0x, kde byla namétena vétSinou délka koiene vétsi nez délka nadzemni
¢asti, u rostlin rostoucich za tmy pozorujeme opacny jev (vyjma semendckl rostoucich
s ptidavkem 13-0O-acetyl-ex0-16,17-dihydro-GAs). Mira inhibice rustu zde roste v poradi
13-O-acetyl-exo0-16,17-dihydro-GAs > GAs > prohexadion. Naposledy zminény inhibitor
GA3ox je schopen za tmy inhibovat rist nadzemni ¢asti semenacku L. sativum z cca 41 %,
zatimco rust kofene byl potlacen az ze 75 % (Graf 10). Tyto vysledky jsou v souladu
s kvantifika¢nimi daty, kde hladina bioaktivni GA7 dosahuje minimalni hodnoty pravé u
semenackl kultivovanych na médiu s prohexadionem a akumulace jeho prekurzoru GAz4
je zde nejvyssi (Graf 7 A).

Svétlo predstavuje jeden z hlavnich environmentalnich faktord, ktery ovliviiuje rist
a vyvoj rostliny. Soucasné studie naznauji, ze se svételné procesy neodmyslitelnym
zpusobem podileji na regulaci produkce rostlinnych hormont (Symons a Reid, 2003),
véetné zmén v koncentracich GAs béhem kliceni semen (Oh a kol., 2006; Seo a kol.,
2006). U nekterych rostlinnych druhti maji u¢inky svétla na kliceni semen inhibi¢ni u¢inek,
u jinych naopak dlouhodobé nebo kratkodobé vystaveni semene svétlu kliceni stimuluje
(Meeuse, 2011). Reficha patii mezi dlouhodenni rostliny, tj. takové, u nichZ je kveteni
urychlovano fotoperiodou del§i neZ hrani¢ni délka dne (10-14 h). Reficha podobné jako
huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) patii mezi rostliny =z celedi brukvovité
(Brassicaceae) s kratkou genera¢ni dobou (doba potiebna k vytvofeni 1 generace).

Zésadni vyznam pro kli¢eni semen u A. thaliana maji samotné gibereliny
(Debeaujon a kol., 2000). Jak uvedeno v kapitole 3.1, k dne$nimu dni je v pfirodé znamo
vice nez 130 riznych GAs, ale pouze nékolik z nich je bioaktivnich. Uginky svétla na
hladiny bioaktivnich GAs (GA;) Vv rostlinach byly poprvé zaznamenany v hlavkovém
salat¢ Lactuca sativa (Ait-Ali a kol., 1999; Toyomasu a kol., 1992; Gil a Garcia-Martinez,
2000; O'Neill a kol., 2000).

Kli¢eni semen za svétla nejvice ovliviuji 13-hydroxy GAs (GAs a GAs, popi.
GAgs), ale také GAg (podobné jako u GA3z), ktery je degrada¢nim produktem GA;. Pfi
kultivaci za tmy kli¢eni semen pozitivné ovliviiuji GAs a GAs, Tato data jsou v souladu
s vysledky Liu a kol. (2005), kde doslo ke kli¢eni semen pouze po aplikacich GA4 nebo
GAs. Vysledky nam soucasné potvrdili, ze za svétla inhibitory giberelinii prokazatelné
brzdi rist semenacki, zatimco za tmy byl jejich vliv naopak stimulujici (kromé 13-O-
acetyl-exo-16,17-dihydro-GAs). Podle Levitta (1980) rostliny kultivované za vysoké
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intenzity osvétleni dortistaji kratSich rozméra v dusledku interakce mezi fytochromovym
systémem a biosyntézou GAs. Snizeni vysky rostliny v diisledku zvysené intenzity svétla
je tedy vysledkem snizené hladiny GAS, coz potvrzuji i nami ziskané vysledky (kapitola

5.4).
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6 ZAVER

Hlavnim cilem této prace byla izolace a stanoveni aktivity 3f-hydroxylazy pfi in vitro
reakci vedouci k tvorbé bioaktivnich giberelinii za soucasného studia jejich inhibitord
pfimo v rostliné. Ke kvantifikaci giberelini bylo vyuzito metody UHPLC-(-)ESI-MS/MS.
Purifikace vzorkl byla provedena pomoci dvou SPE kroktli s pouzitim polymerni reverzni
faze (kolonky HLB) a kombinace reverzni faze S iontové-vyménnym sorbentem (MAX

kolonky).

V prvnich dvou experimentech tykajicich se prace s GA30x in vitro se ukazalo, Ze
mnozstvi enzymu GA3ox (testovano 10-70 pl lyzatu) pouzitého v in vitro reakci nema
zasadni vliv na jeji prib¢h, purifikace vzniklé smési rovnéZz neovliviiovala dosazeny
vysledek, a ani centrifugace neméla zadny zésadni vliv na obsah GAS ve smési po in vitro
reakci s GA3ox. Ackoli tedy byla provedena fada optimaliza¢nich experimentt, ziskani

produktli enzymatické reakce GA3ox s prislusnymi substraty nebylo Gspésné.

Ve tietim experimentu byl sledovan vliv sterilizace na endogenni hladiny 13-
hydroxylovanych a 13-nehydroxylovanych GAS v semenech fefichy seté L. sativum. Bylo
dosazeno zavéru, ze postup sterilizace nemél zasadni vliv na endogenni hladiny 13-
hydroxylovanych GAs, ani na hladiny 13-nehydroxylovanych GAs v semenech L. sativum.
Nejlepsi signdl umoznovala navazka 10 mg FW, jelikoZ byl v minimalnim procentu
zastoupen matri¢ni efekt a hladiny vSech sledovanych GAs byly dostatecné vzdaleny od

LOD.

Ve ¢tvrtém experimentu byl studovan vliv GA3ox inhibitori na endogenni hladiny
GAs ve 4dennich semenaccich L. sativum. Optimalni navazkou pro vyssi odezvu GAs
pouzitou UHPLC-MS/MS metodou se ukazalo byt 5 mg, oproti 10 mg FW. Bylo zjisténo,
7e draha 13-nehydroxylovanych GAs byla v tomto rostlinném pletivu ovlivnéna mnohem
vice nez drdha 13-hydroxylovanych GAs. Jednalo se predevS§im o akumulaci GAz4
v ptipad¢ 13-hydroxylovanych GAs pak GAs a GA3  Nejpotentnéjsim se v tomto ohledu
zdal byt prohexadion, ktery zptsoboval nahromadéni tohoto GA ve dvojnasobku oproti

kontrole.

V patém experimentu byla naméfena primeérnd délka kotenové Casti 4dennich
semenacku fefichy péstované za svétla vzdy vétsi nez primérna délka ¢asti nadzemni. Za
danych podminek kultivace, byla na médiu obsahujici inhibitor 13-O-acetyl-exo0-16,17-

dihydroGAs, detekovana nejmensi praimérna délka kotene (24 mm) semenacku L. sativum,
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coZ znamenalo, Ze tyto rostliny mély kofen v priméru cca o 40 % kratSi nez rostliny
kontrolni. Podobna situace byla pozorovana i u velikosti nadzemni ¢asti rostliny, jejiz
délka dosahovala zhruba 76 % délky kontrolnich rostlin. Déale se prokéazalo, ze za
zvolenych podminek kultivace a pouzité koncentrace inhibitoru dochazelo k inhibici rastu
rostlin L. sativum pouze v pfipad¢ pouziti 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GAs. Ostatni
inhibitory (GAs, prohexadion) za dobu 4 dnu ristu semenacku L. sativum podle ziskanych
dat zpomaleni prodluzovaciho rastu rostliny nezptusobovaly. Ukézalo se, ze kli¢ovymi
hraci biosyntézy GAs jsou 13-nehydroxylované GAs, pticemz v disledku inhibice GA30x
dochazelo k akumulaci GAy4 a biosyntéza bioaktivnich GAs (GA1, GA7) byla potlacena.

Vsechny dil¢i cile, az na prvni z nich, byly splnény. V dalSich experimentech by
bylo vhodné provést kultivace semen L. sativum po ruzny pocet dni a pfi rizné délce dne i
tmy a Vvneposledni tad¢ studovat vliv téchto inhibitord v riznych koncentracich na

biosyntézu giberelini u téchto experimentalnich rostlin.
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