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1 ÚVOD 

 

Ačkoli mají rostlinné hormony (fytohormony) charakter nízkomolekulárních látek 

(disponují molekulovou hmotností do 1000 Da), podílejí se přesto zcela neodmyslitelným 

způsobem na regulaci růstu a vývoje rostlin. Klíčovou roli hrají v oblasti komunikace mezi 

buňkami, pletivy a orgány v průběhu životního cyklu rostlin. Do jisté míry mohou být 

označovány jako integrátory vnějších a vnitřních signálů. Obecně fungují u rostlin jako 

endogenní signální molekuly, jejichž efekt je buď stimulující, nebo inhibující v závislosti 

na koncentraci a místě účinku. V rostlinách se navíc kromě fytohormonů vyskytují i jiné 

látky, které se rovněž vyznačující regulační aktivitou, ale od fytohormonů se zásadně liší 

zejména vyššími koncentracemi a méně obecnými účinky.  

Gibereliny (GAs) tvoří jednu z devíti v současnosti známých skupin rostlinných 

hormonů. Jde o látky terpenoidního charakteru mezi jejichž hlavní fyziologické účinky se 

řadí navození kvetení a klíčení, stimulace prodloužování stonku a zpoždění senescence v 

listech a citrusových plodech. Část skupiny více než 136 dnes známých giberelinů tvoří 

gibereliny vykazující biologickou aktivitu, část odpovídá jejich katabolickým produktům a 

část tvoří prekurzory giberelinů bioaktivních. 

Charakteristickým znakem giberelinů, stejně jako dalších signálních molekul 

hormonální povahy je, že působí při velmi malých koncentracích (10
-9

 – 10
-15

 mol /g 

čerstvé hmoty, v závislosti na typu pletiva). Z tohoto důvodu je nutné zvolit takovou 

metodu izolace a stanovení, která umožní takto nízké koncentrace úspěšně detekovat. Pro 

izolaci GAs se zejména používají různé druhy extrakce, jejíž účinnost v případě 

rostlinných pletiv nezávisí pouze na subcelulární lokalizaci GA, ale také na polaritě jeho 

molekuly a míře v jaké je asociován s ostatními molekulami v matrici (fenolické látky, 

lipidy, pigmenty apod.). Pro analytické instrumentální metody stanovení GAs platí hlavně 

požadavek na vysokou citlivost a selektivitu umožňující detekci stopových množství GAs 

(ppq a nižší) v obrovském nadbytku interferujících látek běžně se vyskytujících 

v rostlinných pletivech (matrice).  
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2 CÍLE PRÁCE 

 

Cílem předložené diplomové práce bylo vypracování literární rešerše na téma biosyntéza 

giberelinů v rostlinách se zaměřením na biosyntetické enzymy typu dioxygenáz, jejich 

funkce a možnosti inhibice. Dalším cílem pak bylo izolovat jeden GA biosyntetický enzym 

typu dioxygenázy, 3β-hydroxylázu (GA3ox), z jednoho ze známých rostlinných druhů a 

použít ji pro in vitro reakci vedoucí k tvorbě bioaktivních giberelinů. Posledním cílem 

předložené diplomové práce pak bylo kvantifikovat biosyntetické prekurzory a produkty 

GA3ox v semenáčcích řeřichy seté kultivované in vitro za přítomnosti vybraných zástupců 

inhibitorů GA3ox.  
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Historie giberelinů 

 

Na rozdíl od živočichů se u rostlin vyvinul v jejich vývoji vysoký stupeň proměnlivosti. 

Každá rostlinná buňka je údajně "kmenovou buňkou" schopnou se vyvinout v širokém 

spektru vývojových stádií v odpovědi na přítomnost rostlinných hormonů. Rovněž na 

rozdíl od živočichů, nemají rostliny jasně určený zdroj a cílový orgán působení hormonů. 

Každá signální dráha fytohormonu se skládá ze dvou nezbytných částí, kontroly 

nashromáždění hormonu a vnímavosti jeho signálu. Prvními identifikovanými rostlinnými 

hormony byly gibereliny, jejichž objev byl započat už koncem 19. století. Tehdy bylo 

v Japonsku a na celém Dálném Východě už od roku 1809 velmi rozšířeno onemocnění 

rýže (Oryza sativa), které bylo známé jako "pošetilá sazenice" nebo bakanae (v 

japonštině). Onemocnění se projevovalo nadměrným prodlužování stonků rýže vedoucí k 

nedostatečné tvorbě mechanických pletiv u napadené rostliny vedoucí k lámavosti stonků 

(Obr. 1), dále k žloutnutí listů, vadnutí a nakonec úhynu rostliny. To způsobovalo 

zemědělcům obrovské škody (přišli až o 40 % výnosu) a měli tudíž enormní zájem zjistit, 

co nemoc způsobuje a jak ji zabránit. První vědecký popis této nemoci byl publikován 

v roce 1898 japonským vědcem Shotaro Horim, který ukázal, že nemoc způsobuje 

patogenní houba Gibberella fujikuroi (dnes Fusarium moliniforme) napadající rostliny rýže 

(Hori, 1898). V roce 1926 Eiichi Kurosawa ukázal, že sekret houby má stejný růstově 

stimulační účinek i bez infekce rostliny houbou, tj. že houbový patogen napadající tyto 

rostliny produkuje látku, která by mohla stimulovat extrémní prodlužování výhonků rýže 

(Kurosawa, 1926). Zároveň konstatoval, že tento účinek není způsoben působením 

enzymu, ale spíše nějakou „chemikálií“. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Projevy bakanae nemoci u rýže infikované Gibberella fujikuroi způsobující prodloužení a zakrnění 

rostlin (převzato a upraveno z www.agriskmanagementforum.org). 
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Po Kurosawově vědeckém článku začalo mnoho rostlinných patologů izolovat ze sekretu 

houby aktivní substanci, o čemž svědčí více než 50 vědeckých prací publikovaných mezi 

lety 1927 a 1940, a to hlavně v Japonsku. V roce 1934 dostala sloučenina název ‚kyselina 

fusarová‘ (Yabuta a kol., 1934), ale už o rok později ji byl název změněn na ‚giberelin‘ 

podle názvu houby, která ji produkovala (Yabuta, 1935). V roce 1938 se pak podařilo 

získat dvě krystalické substance označené jako ‚giberelin A‘ a ‚giberelin B‘ (Yabata a 

Sumiki, 1938). Druhá světová válka experimenty zastavila a po jejím skončení se výzkum 

v tomto směru znovu rozběhl, tentokrát už i v jiných zemích. Ve Spojených státech byla 

vyvinuta fermentační technika pro masivní produkci giberelinů a izolovány dvě látky 

označené jako ‚giberelin A‘ a ‚giberelin X‘ (Stodola a kol., 1955). Nezávisle na 

výzkumech v USA byla ve Velké Británii získána nová aktivní substance, ‚kyselina 

giberelová‘, s podobnými biologickými, ale různými chemickými a fyzikálními 

vlastnostmi (Curtis a Cross, 1954). V Japonsku bylo po válce přezkoumáno složení 

‚giberelinu A‘, přičemž bylo zjištěno, že obsahuje tři sloučeniny, které pojmenovali 

giberelin A1, A2 a A3 (Takahashi a kol., 1955). Postupem času se ukázalo, že GA3 

odpovídá ‚giberelinu X‘ a ‚kyselině giberelové‘, a že giberelin A1 je tentýž jako ‚giberelin 

A‘ nalezený v tomtéž roce v USA. Dodnes ale zůstalo záhadou, co je Yabutův ‚giberelin 

B‘. Takahashiho systém značení GAs se vžil pro všechny ostatní gibereliny, které byly 

později izolovány (číslují se v pořadí jejich objevu), a používá se dodnes. Poslední z nich 

má označení GA136 (Hedden a Thomas, 2012). 

První objeveným giberelinem a zároveň jedním ze zástupců giberelinů s 

biologickou aktivitou vyskytující se přirozeně v rostlinách, je již zmíněná kyselina 

giberelová GA3 (Obr. 2). Ta, stejně jako ostatní gibereliny, má vliv na dlouživý růst buněk, 

a to jak u stonku, tak i u kořene rostliny (Taiz a Zeiger, 2010). Krom tohoto účinku se GAs 

dále podílí na přerušení dormance semen, čímž lze docílit klíčení semen rostlin, které jinak 

vyžadují dormanci za chladu, aby následně klíčily. Z neopomenutelných účinků GAs je 

ještě dále potřeba se zmínit o podpoře tvorby pylu a růstu pylové láčky a indukci kvetení.  

Proto mutantní rostliny, které mají ovlivněnu biosyntézu nebo signaling GAs, vykazují 

změny v klíčení a ve stádiu dospělosti jsou zakrslé, tmavě zelené a mají opožděné kvetení 

(Davière a Achard, 2013). Přestože jich v různých přírodních zdrojích (cévnaté rostliny, 

houby, bakterie) bylo k dnešnímu dni identifikováno více než 130, biologickou aktivitou se 

vyznačuje pouze několik z nich (Yamaguchi, 2008). Jsou to zejména GAs nesoucí v poloze 

C3 hydroxylovou skupinu (GA1, GA3, GA4, GA5, GA7). Bioaktivní GAs mohou být 

v rostlině inaktivovány různými mechanismy založenými na strukturní modifikaci 

bioaktivní molekuly (metylace, hydroxylace). Nejběžnější deaktivační reakcí je pak 
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hydroxylace GA v poloze C2 pomocí GA 2-oxidázy probíhající v cytosolu rostlinných 

buněk (Urbanová a kol., 2011). Biosyntéza biaktivních GAs představuje z hlediska 

buněčných kompartmentů třístupňový proces zahrnující: a) tvorbu ent-kaurenu 

z geranylgeranl difosfátu (GGPP) odehrávající se v proplastidu buněk za účasti kauren 

syntázy (KS), b) následnou tvorbu GA12/53 z ent-kaurenové kyseliny v endoplazmatickém 

retikulu pomocí kaurenoxidázy (KAO) a nakonec tvorbu aktivních GAs v cytosolu 

postupnými oxidačními kroky, jichž se účastní hlavně GA 20-oxidáza a GA 3-oxidáza 

(Urbanová a kol., 2011) – viz kapitola 2.3.1. 

 

 

 

Obr. 2. Struktura kyseliny giberelové GA3 

 

3.2 Současnost giberelinů 

 

Gibereliny představují skupinu hormonů obsahující biologicky aktivní sloučeniny, jejichž 

distribuce je zaznamenána v širokém spektru rostlin, v plísních ba dokonce i 

v bakteriálních druzích (Urbanová a kol., 2011). Strukturně představují gibereliny skupinu 

tetracyklických (kruhy A, B, C, D) diterpenoidních karboxylových kyselin obsahující ent-

giberelanový (obsahuje 20 atomy uhlíku) nebo 20-nor-ent-giberelanový skelet (obsahuje 

jen 19 uhlíkových atomů), tzn., že ve smyslu počtu uhlíků mohou být GA rozděleny do 

dvou skupin: C19-GA (např. GA9) a C20-GA (např. GA12) - Obr. 3. Předpona ent se 

vztahuje k faktu, že skelet GA je odvozen od ent-kaurenu (Obr. 3), tetracyklického 

uhlovodíku, který je enantiomerem k přirozeně se vyskytující sloučenině kaurenu 

(Podlešáková a kol., 2012). 

 

ent-kauren 

 

 

 

 

 

Obr. 3. Struktura ent-kaurenu, C-19 (GA12) a C-20 (GA9) 
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Gibereliny jsou slabé organické kyseliny málo rozpustné ve vodě (pKa ≈ 4.0). Navzájem 

se liší přítomností laktonového kruhu a zároveň počtem a polohou hydroxylových a 

karboxylových skupin. Většina z nich představuje prekurzory aktivních giberelinů nebo 

produkty jejich inaktivace, některé jsou pouze možnými artefakty získaných při 

chemických analýzách (Šetlík a kol., 2004). C19-GAs zahrnují biologicky aktivní formy, 

které obsahují hydroxylové skupiny na C-3β, γ-lakton mezi C-4 a C-10 a současně volnou 

karboxylovou skupinu v pozici C-6 z důvodu optimálního navázání k GID1 receptoru, 

zatímco hydroxylace na C-2β způsobí ztrátu vazby a zároveň ztrátu jejich biologické 

aktivity (Murase a kol., 2008, Shimada a kol., 2008). Klíčové mechanismy pro inaktivaci 

GAs nezbytné pro regulaci velikosti zásob aktivního hormonu, dále zahrnují metylaci a 

glukosylaci karboxylové skupiny, a epoxidaci na C-16, C-17 za vzniku 16,17-epoxidů 

(Hedden a Thomas, 2012). Charakteristickým rysem biologicky aktivních GAs jsou 

hydroxylové skupiny na C-3 a karboxylová skupina na C-6, jejichž nepřítomnost vede ke 

ztrátě aktivity (Harberd a kol., 2008). Tyto skupiny jsou schopny zvýšit vazbu na receptor 

prostřednictvím interakce s polárními zbytky aminokyseliny, zatímco hydroxyskupina na 

C-2 způsobí, že se  GAs do receptoru neváže. Tato reakce tvoří důležitý mechanismus 

v regulaci koncentrace GAs u krytosemenných rostlin (v květu).  

Gibereliny tvořené v nadzemní části rostliny jsou do kořenů transportovány 

floémem, zatímco xylémem jsou GAs tvořené v kořenech transportovány do nadzemní 

části rostliny (Pavlová 2005). Fyziologické účinky GAs jsou různé a často druhově 

specifické. Jak již bylo řečeno výše, mezi základní projevy patří stimulace růstu stonku, 

klíčení semen, překonávání dormance, nahrazení jarovizace (období nízkých teplot, při 

kterém se rostliny stávají citlivé k fotoperiodě a začínají kvést), stimulace přechodu z 

juvenilní fáze rostliny do fáze reprodukčnía hlavně mají i druhově specifický vliv na 

pohlaví květu (Pavlová, Fischer 2011).  

GAs společně s auxiny (IAA) výrazně stimulují prodlužovací růst rostlin. Na rozdíl 

od auxinů, které působí elongačně na celou rostlinu a zároveň stimulují růst i u segmentů 

rostlin, působí gibereliny pouze v nadzemní části rostliny, čímž aktivují prodlužovací růst 

stonku způsobený rozvolněním buněčné stěny u intaktních rostlin (Procházka, Macháčková 

a kol., 2003). Stimulace prodlužovacího růstu u rostlin je spojena s aktivitou enzymu 

xyloglukanendotransglykolázy (XET), který je schopen hydrolyzovat xyloglukan, měnit 

orientaci molekul v buněčných stěnách a umožňovat penetraci expanzinů (strukturní 

proteiny buněčné stěny, klíčové pro zvětšování buněk, narušující vodíkové můstky mezi 

celulózními mikrofibrilami a hemicelulózami) do buněčné stěny. Při této regulaci 

spolupracují IAA a GAs za předpokladu, že IAA reguluje některé pozdější kroky 
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v biosyntéze GAs (Šetlík a kol., 2004). Pomocí zakrslých mutantů (hrachu a rýže) můžeme 

v prodlužovacím růstu rostliny dokázat účast některých GAs v jejich regulaci tím, že se u 

těchto rostlin vyskytují ve velmi nízkých koncentracích a jejich zakrslý vzrůst lze 

kompenzovat aplikací exogenních giberelinů (Macháčková, 1998). Bylo dokázáno, že 

nejaktivnějším GA ve stimulaci dlouživého růstu je GA1, který ovlivňuje buněčné dělení v 

přechodu z fáze G1 do fáze S, jenž je obvykle zkrácená, takže díky tomuto působení 

dochází ke zvětšení velikosti a počtu buněk (Procházka, Šebánek 1997).  

Gibereliny společně se světlem a dalšími hormony (ABA, etylen) regulují klíčení 

(Obr. 4) a s tím související dormanci semen (Leubner-Metzger, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4. Klíčení semene 

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

 

Gibereliny se v embryu nacházejí ve vázané formě. Po nabobtnání semene tyto 

fytohormony  uvolní a embryo syntetizuje gibereliny de novo. Takto syntetizované 

gibereliny se poté dostávají do aleuronové vrstvy, kde indukují tvorbu enzymu α-amylázy. 

O délce dormance rozhoduje zejména vzájemný poměr koncentrací výše zmíněných 

hormonů (Macháčková, 1998).  

Mezi nejkritičtější období v životním cyklu rostlin patří pravděpodobně přechod 

z vegetativní do reprodukční fáze. Z tohoto důvodu je přechod ke kvetení regulován na 

několika úrovních. U většiny rostlin je kvetení ovlivňováno různými environmentálními 

signály, nejčastěji teplotou a délkou dne. Mezi vnitřní faktory se pak řadí vývojový stav 

rostliny, její stáří a velikost (Amasino, 2004). S tímto faktem dále souvisí jev zvaný 

„jarovizace“. Pro řadu rostlin je nezbytné, aby byly po nějakou dobu vystaveny nízkým 

teplotám. Tím se stanou citlivé k samotné fotoperiodě a začnou kvést (Macháčková, 1998). 

Procesem jarovizace označujeme vystavování rostliny nízkým teplotám (0 až 4 °C) po 

dobu nejméně 21 dní. Tento parametr zajišťuje, že rostliny nevykvetou před začátkem 

zimy, například v přechodně výhodných podmínkách teplého podzimu (Cetkovská, 2006). 
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U dlouhodenních rostlin (kvetení urychlováno fotoperiodou delší než hraniční - kritická- 

délka dne, tj. 10 až 14 hodin) indukují GAs kvetení, které ve vegetativním stavu vytváří 

přízemní růžici. Na druhou stranu u některých dlouhodenních, krátkodenních (kvetení 

urychlováno fotoperiodou kratší než hraniční délka dne), ale i neutrálních rostlin (nejsou 

závislé na fotoperiodě) GAs tento účinek nemají. Z tohoto důvodu převládal názor, že 

indukce kvetení vyvolaná GAs je spjata se stimulací dlouživého růstu (Macháčková, 

1998). Na modelovém organizmu huseníčku rolního Arabidopsis thaliana (dlouhodenní 

rostlina) bylo ale dokázáno, že pokud dojde k narušení biosyntézy GAs, pak tyto rostliny 

kvetou za podmínek krátkého dne velmi pozdě, z čehož vyplývá, že funkce GAs je 

nezbytná pro indukci kvetení za podmínek krátkého dne a zároveň přímo nesouvisí se 

stimulací dlouživého růstu (Moon a kol., 2003). K dalším účinkům GAs patří ovlivnění 

pohlaví květů, kdy zvýšená aplikace GAs potlačuje vznik samičích květů (např. u špenátu). 

Zároveň mohou GAs inhibovat opadávání listů. 
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3.3 Metabolismus giberelinů 

 

Znalost biosyntetických a metabolických drah a jejich ovlivnění různými faktory je 

nezbytná pro studium různých fyziologických procesů a vývoje rostliny. Do metabolismu 

giberelinů, se stejně jako u ostatních skupin fytohormonů, zařazují procesy biosyntézy, 

degradace a konjugace. Jednotlivé kroky biosyntézy a metabolismu GAs jsou ovlivňovány 

vnějšími signály (světlo, fotoperioda, teplota - Šetlík a kol., 2004). Gibereliny obsahující 

odlišnou chemickou strukturu mají různé účinky, z čehož vyplývá, že jejich regulační 

funkce závisí nejen na jejich biosyntéze, ale i inaktivaci (konjugaci nebo degradaci).  

Hlavními enzymy v biosyntéze GAs jsou GA 20-oxidázy (GA20ox), 3β-hydroxylázy 

(GA3ox) přeměňující GAs prekurzory na biologicky aktivní hormony a 2β-hydroxylázy 

(GA2ox) produkující inaktivní metabolity (Urbanová a kol., 2011).  

 

3.3.1 Biosyntéza giberelinů 

 

Biosyntéza giberelinů probíhá především v oblastech aktivního růstu rostlin (pupeny, 

mladé listy, semena), odkud jsou transportovány do celé rostliny floémem v aktivní formě, 

neaktivní formě nebo ve formě konjugované (Salaš, 2003). Syntéza může probíhat nejen 

v nadzemních částech rostliny, ale i v kořenech, kdy je jimi vlastní růst kořenů minimálně 

ovlivněn. Tato skupina giberelinů je poté transportována xylémem do nadzemních částí 

rostliny. Dřívější teorie, že celý proces biosyntézy GAs probíhá tzv. mevalonátovou drahou 

biosyntézy izoprenoidních látek byla vyvrácena v roce 2002, kdy japonští vědci pomocí 

izotopově značených prekurzorů ukázali, že většina izoprenoidních jednotek pro stavbu 

GAs vzniká methylerytritol fosfátovou drahou v plastidech (Kasahara a kol., 2002). Jak 

bylo uvedeno výše, podle místa průběhu se biosyntéza giberelinů rozděluje do tří etap 

(Obr. 5), přičemž první dvě jsou společné pro všechny typy giberelinů (Hedden a Thomas, 

2012).  
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Obr. 5. Biosyntéza giberelinů (upraveno a převzato z Hedden a Thomas, 2012) 

Dráha 13-nehydroxylovaných GAs Dráha 13-hydroxylovaných GAs 
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1) Cyklizace až po ent-kauren probíhající v chloroplastech a proplastidech 

Biosyntézy GAs se v každém ze tří buněčných kompartmentů účastní enzymy náležející do 

tří významných skupin: terpen cyklázy (plastidy), cytochrom P450 dependentní 

monooxygenázy (endoplasmatické retikulum) a 2-oxoglutarát dependentní dioxygenázy 

(cytosol) - (Yamaguchi a Kamiya, 2000), jenž představují klíčové komponenty pro 

přeměnu ent-kaurenu na bioaktivní formy těchto fytohormonů. Terpen cyklázy (KS a CPS 

– ent-copalyl difosfát syntáza, Obr. 5) se podílejí na cyklizaci tetraterpenu geranylgerenyl 

difosfátu (GGPP)  za vzniku prvního prekurzoru GA, ent-kaurenu ve dvou krocích, kdy je 

nejprve GGPP přeměněm pomocí CPS na copalyl difosfát (CDP) a ten je následně 

přeměněn na ent-kauren pomocí KS. GGPP je přímým produktem isopentenyl difosfátu 

(IPP), který byl původně považován za produkt mevalonátu, nicméně nyní se předpokládá, 

že vzniká z glyceraldehyd-3-fosfátu (GAP) a pyruvátu v methylerytritol fosfátové dráze 

(Lichtenthaler a kol., 1997).  

U Arabidopsis jsou CPS a KS kódovány na základě jednotlivých genů nebo ztráty 

funkce GA, které mají za následek fenotypy projevující se extrémní zakrslostí, sterilitou a 

ztrátou klíčivosti semen (Koornneef a van der Veen, 1980). Tyto reakce probíhají 

v proplastidu z meristematické tkáně, z čeho vyplývá, že neprobíhají ve zralých 

chloroplastech, jak bylo prokázáno u hrachu a pšenice (Lange, 1998).  

 

2) Biosyntetická dráha od ent-kaurenové kyseliny přes GA12 aldehyd (prekurzor 

GA12 po působení GA 7-oxidázy) až po GA53 probíhá v endoplazmatickém retikulu  

Tvorba GA12, který je považován za společný prekurzor všech GA v rostlinách (Hedden a 

Phillips, 2000), vyžaduje čtyři oxidační kroky, které jsou katalyzované dvěma na 

membráně vázanými monooxygenázami: ent-kauren oxidázou (KO) a ent-kaurenoic acid 

oxidázou (KAO). KO je lokalizována na membráně plastidů, zatímco KAO se nachází na 

membráně endoplazmatického retikula (Hedden a Kamiya, 1997). Oxidace vysoce 

hydrofobního ent-kaurenu na kyselinu ent-kaurenovou představuje třístupňovou reakci, při 

níž je ent-kauren oxidován nejdříve na ent-kaurenol, následně na ent-kaurenal a nakonec 

na příslušnou kyselinu. U Arabidopsis je KO kódována jediným genem, zatímco rýže 

obsahuje shluk pěti KO-genů, např. gen OsKO2, který v kvasinkách způsobuje heterologní 

expresi. Mutace tohoto genu může vést až k závažnému nedostatku GAs a následně k 

zakrslosti, což nepochybně potvrzuje jeho účast v biosyntéze GAs (Sakamoto a kol., 2004). 

K oxidaci kyseliny ent-kaurenonové na GA12 dochází opět ve třech krocích 
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prostřednictvím meziproduktů ent-7α-hydroxykaurenové kyseliny a GA12 aldehydu, což 

vyžaduje po sobě jdoucí oxidace na C-7β, C-6β a C-7 (Hedden a Kamiya, 1997).  

 

3) Přeměny giberelinů probíhající v cytozolu 

Přeměn GAs v cytosolu se účastní 2-oxoglutarát dependentní dioxygenázy (ODDs) - 

GA7ox, GA20ox, GA3ox a GA2ox. GA12 a GA53 se působením enzymu GA20ox oxidují 

na C-20, ODD pak tyto substráty přeměňuje paralelně do forem GA9 a GA20. V této řadě 

reakcí se C-20 methylová skupina oxiduje na alkohol a následně aldehyd, ze kterého 

methylová skupina zanikne s tvorbou γ-laktonu mezi C-19 a C-10. Zejména při nízkém pH 

se C-20 skupina alkoholu snadno kooperuje se skupinou C-19 karboxylové kyseliny, aby 

se zabránilo další oxidaci pomocí GA20ox. O mechanismu, kterým je C-20 ztrácen, je 

známo málo. Oxidační ztráta na C-20 v houbách G. fujikuroi a Sphaceloma manihoticola 

je katalyzována pomocí P450 častěji než ODD (Bömke a kol., 2008; Tudzynski a kol., 

2002). Substrát GA14 (tj. 3-hydroxy derivát GA12 aldehydu, Obr. 6) a současně C20-GA 

meziprodukty (GA37 a GA36) se zde podílejí na tvorbě bioaktivní GA4 (C19-giberelin). Na 

rozdíl od hub vzniká GA4 u vyšších rostlin z GA12 ve dvou krocích pomocí GA20ox a 

GA3ox (Obr. 6), které jsou obě 2-oxoglutarát dependentními dioxygenázami (Yamaguchi, 

2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6. Biosyntéza giberelinů v houbách a rostlinách (upraveno a převzato z Urbanová a kol., 2011) 
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Konečným krokem v tvorbě biologicky aktivních hormonů je 3β-hydroxylace produktů 

předchozí oxidace na C-20, tj. GA9 a GA20 na GA4 a GA1 katalyzována dependentními 

dioxygenázami, konkrétně GA3ox. Ve výhoncích dvouděložných rostlin má tato reakce 

vysokou specificitu, zatímco u několika jednoděložných rostlin vzniká díky působení 

GA3ox z GA20 kromě GA1 také GA3 a to přes meziprodukt GA5 (Obr. 6; Appleford a kol., 

2006; Itoh a kol., 2001; Spray a kol., 1996). Semena některých dvouděložných rostlin 

obsahují GA3ox relativně nízké specifity, která má vlastnosti také 2β-hydroxylázy (Itoh a 

kol., 2001, Lange a kol., 1997, Smith a Hilton, 1980).  

Na regulaci biosyntézy se podílí několik mechanismů. Prvním z nich je 

mechanismus zpětné vazby, která spočívá v tom, že při nadměrné koncentraci giberelinů 

dochází k zastavení jejich syntézy. Druhý mechanismus je regulován působením světla a 

třetí pak změnou teploty, kdy je klíčení semen a kvetení indukováno nízkými teplotami 

(Hedden a Kamiya, 1997).  

 

3.3.2 Konjugace giberelinů 

 

Esterové a etherové GA konjugáty byly identifikovány u řady rostlinných druhů, přičemž u 

většiny případů je v konjugátech obsažena glukóza, tj. jedná se o glukozidy či glukózestery 

různých giberelinů. První nalezenou vázanou formu u giberelinů byl GA8-glukozid 

(Harada a Yokota, 1970). U těchto látek je typické, že se tvoří relativně rychle, proto se 

uvažuje o jejich vlivu při regulaci metabolismu giberelinů. Díky jeho výskytu ve floému se 

dá předpokládat jeho role v transportní funkci, naopak u nezralých semen souvisí s jejich 

funkcí při dozrávání a klíčení semen (Macháčková a kol., 1998). Nedávné studie zjistili, že 

ektopická exprese -glukosidázy v tabáku vede ke zvýšení výskytů několika rostlinných 

hormonů včetně GA1 (Kaneko a kol., 2003), což naznačuje potenciální roli plastidu jako 

zásobárny pro hormonální konjugáty.  

 

3.3.3 Degradace giberelinů 

 

Aby bylo umožněno rostlině efektivně regulovat koncentraci bioaktivního hormonu, je 

zapotřebí, aby měla mechanismus jakým to provést. V případě GAs je těchto mechanismů 

známo několik. Jak už bylo uvedeno výše (kapitola 2.1), nejběžnější drahou je 2-

hydroxylace bioaktivních GAs v poloze C-2 za vzniku neaktivních 2-hydroxy GAs pomocí 
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GA2ox (Elliot a kol., 2001; Schomburk a kol., 2003; Lee a Zeevart, 2002). Alternativní 

mechanismus pro deaktivaci GAs byl nalezen u rostlin rýže, kde dochází k epoxidaci 16, 

17- dvojné vazby u 13-nehydroxylovaných GAs (Zhu a kol., 2006). Enzym akceptuje GA4, 

GA9 a GA12, přičemž ostatní 13-desoxy GAs nebyly testovány, a pro 13-hydroxylované 

GAs byla přeměna méně efektivní. Rostliny s overexprimovaným genem pro tvorbu 

příslušných 16α,17-epoxidů vykazují extrémní zakrslost a výrazně sníženou hladinu GA4 

v nejvyšším internodiu, což potvrzuje, že epoxidace je deaktivační reakcí. Zajímavostí ale 

je, že přítomnost 16α,17-epoxidů nebyla u těchto rostlin prokázána. Místo nich byly 

nalezeny 16α,17-dihydrodioly, což vede k závěru, že epoxidy jsou in planta enzymaticky 

či neenzymaticky hydratovány kysele katalyzovanou reakcí. 

Dalším druhem deaktivace GAs je přeměna jejich C-6 karboxylových skupin na 

biologicky neaktivní metyl ester, jak bylo ukázáno na experimentu s vyvíjejícími se 

semeny Arabidopsis, u nichž byly nalezeny GA-specifické metyltransferázy (GAMT) 

zodpovědné za tento proces (Varbanova a kol., 2007). Substráty pro GAMT jsou C19-GAs, 

přičemž nadprodukce metylesterů těchto GAs vede opět k vytvoření zakrslého fenotypu 

rostliny. Dalším významným, pravděpodobně reverzibilním, způsobem deaktivace GAs je 

tvorba konjugátů s glukózou, které mají buď charakter éterů, nebo esterů (Schneider a 

Schliemann, 1994). GA-O-glucosyl éter (GA-O-Glc) vzniká konjugací ke glukóze přes 

hydroxy skupinu, zatímco GA-glukosyl ester je produktem konjugace přes 7-karboxylovou 

skupinu. Nejběžnějšími místy pro -O-Glc konjugaci jsou uhlíky C-2, C-3 and C-13 v 

molekule GA. Má se za to, že biologicky neaktivní glukosylované GAs jsou zásobní 

formou těchto hormonů, tj. jsou hydrolyzovány zpět na aktivní formu, např. v pro stimulaci 

klíčení semen (Schneider a kol., 1992). Některé experimenty naznačují, že zásobárnou 

konjugátů by mohly být plastidy (Jin a kol., 2011). 

 

3.3.4 Regulace homeostázy a signalingu giberelinů 

 

Biochemicky zaměřené studie GA biosyntetických a „response“ mutantů na několika 

rostlinných druzích ukázaly, že hladiny GAs jsou kontrolovány „feedback regulačním“ 

procesem (Thomas a kol., 2005). Následné klonování genů kódujících biosyntetické 

enzymy GAs vedlo ke zjištění, že tato regulace je zprostředkována transkripční kontrolou 

specifických ODDs (GA20ox, GA3ox, GA2ox). Na základě těchto poznatků se zdá být 

patrné, že giberelinem zprostředkované transkripční změny v ODD genech působí změny 

v hladinách metabolických enzymů, které je kódují. To v konečném důsledku vede ke 
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změnám v toku GAs skrz tuto dráhu, která je nutná pro kontrolu hladin bioaktivních GAs. 

Transkripčními regulátory působení GAs jsou tzv. DELLA proteiny (DELLAs). Název je 

odvozen ze zkratek sekvence pěti aminokyselin vyskytujících se na N-koncové doméně 

proteinů: asparagová kyselina (D), kyselina glutamová (E), leucin (L), leucin (L), a alanin 

(A) - Urbanová a kol., 2011. DELLAs interagují s transkripčními faktory (látky, jako je 

například protein, který reguluje transkripce genu). Například, DELLAs v Arabidopsis 

potlačuje působením světla regulované transkripčními faktory PIF3 a PIF4, které podporují 

růst hypokotylu. DELLAs se účastní udržování homeostázy GA a v některých případech 

působí jako body sbližující GA a ostatní signální dráhy. Jsou přímými účastníky 

vzájemného působení GA a některých ostatních fytohormonů, např. auxinů. GAs spouštějí 

degradaci DELLA proteinů pomocí 26S proteasomu (obrovský proteinový komplex uvnitř 

jádra a cytosolu všech eukaryotických buněk, jehož hlavní funkcí je odbourávat nepotřebné 

nebo poškozené proteiny). Mechanismus tohoto procesu je takový, že GA dosedá do kapsy 

svého receptoru, kterým je GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1). Ten je 

znám od roku 2008, kdy byla publikována krystalová struktura jeho komplexu s DELLA 

hned dvěma skupinami vědců najednou v tomtéž čísle časopisu Nature (Murase a kol., 

2008; Shimada a kol., 2008). Navázáním GA na GID1 dojde ke konformační změně GID1, 

jež se následně váže na proteiny DELLA za vzniku komplexu GA-GID1-DELLA (Obr. 

7a). Takto vzniklý komplex je ubikvitován a následně degradován. Sled popsaných dějů 

představuje molekulární mechanismus umožňující rostlinám reagovat na GA signály a tím 

měnit jejich růst a vývoj v reakci na změny v  životním prostředí (Ubeda-Tomas a kol., 

2008) - (Obr. 7b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7a. Signaling giberelinů a mechanismus zpětnovazebné regulace (upraveno a převzato z Urbanová a 

kol., 2011). 
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Obr. 7b. Regulace homeostázy biosyntézy GA (upraveno a převzato z Yamaguchi a Kamiya, 2000). 
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3.4 Mono- a dioxygenázy v biosyntéze giberelinů 

 

Monooxygenázy a dioxygenázy katalyzují stejné typy reakcí: hydroxylaci, denaturaci, 

oxidaci alkoholu a aldehydu, které jsou v některých případech spojeny s přesmykem a 

štěpením C-C vazby. Klíčovým rozdílem mezi těmito skupinami enzymů je původ jejich 

substrátů. Monooxygenázy obecně působí na substráty nízké polarity, které jsou součástí 

membrán, zatímco dioxygenázy používají polárnější, hydrofilní intermediáty. Hlavními 

dioxygenázami v biosyntéze GAs jsou GA 20-oxidázy (GA20ox), 3β-hydroxylázy 

(GA3ox) a 2β-hydroxylázy (GA2ox,Yamaguchi a Kamiya, 2000). GA20ox jsou 

zodpovědné za oxidaci hydroxy skupiny vázané na uhlíku C-20 nejprve na aldehyd (GA24, 

GA19) a následně na karboxyl, který dekarboxyluje za vzniku laktonu (GA9, GA20). Tyto tři 

následné reakce jsou prvními třemi kroky biosyntézy GA odehrávající se v cytosolu 

rostlinných buněk. GA3ox, jak známo, přeměňují GAs prekurzory na biologicky aktivní 

hormony a GA2ox produkují jejich inaktivní metabolity. Některé z ODDs jsou enzymy 

polyfunkčními, tzn. že jsou schopny katalyzovat více reakcí. Na druhou stranu existují i 

polygenní enzymy, díky kterým není stejný enzym produkován stejným genem, ale 

dokonce skupinou genů, z nichž může být každý jinak regulován.  

 

3.4.1 2-oxoglutarát dependentní dioxygenázy v biosyntéze giberelinů  

 

Enzymy, podílející se na třetí fázi biosyntetické dráhy vedoucí k tvorbě giberelinů o nižší 

hydrofobicitě, jsou rozpustné oxidázy, které katalyzují oxidační reakce různých 

organických sloučenin. Dioxygenázy jsou enzymy katalyzující reakce, ve kterých jsou oba 

atomy molekulárního kyslíku začleněny do substrátu. Jak název napovídá, tyto enzymy 

využívají 2-oxoglutarát jako kosubstrát a navíc vyžadují přítomnost Fe
II
 a askorbátu pro 

maximální enzymatickou aktivitu (Obr. 8). Výjimku tvoří 1-aminocyklopropan-1-

karboxylát (ACC) oxidáza, která katalyzuje závěrečný krok v biosyntéze etylenu za použití 

askorbátu jako ko-substrátu (Dong a kol., 1992). 

 

 

 

 

Obr. 8. Obecný mechanismus reakce katalyzovaný ODD 
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V reakci je použit molekulární kyslík, aby byl 2-oxoglutarát převeden na sukcinát a zároveň došlo ke vzniku 

vysoce valenční ferrylové sloučeniny (Fe
IV

=O). Ta poté reaguje s giberelinovým substrátem za vzniku 

příslušného produktu. Reakci lze využít ke studiu potenciálních inhibitorů biosyntézy bioaktivních GAs. 

 

2-oxoglutarát představuje klíčovou molekulu v cyklu trikarboxylových kyselin (TCA) 

sloužící jako nezbytný substrát pro ODDs (Lancien a kol, 2000; Scheible a kol., 2000). 

Tyto enzymy jsou v přírodě široce rozšířené a jsou zapojeny do řady důležitých 

biochemických procesů. Byly identifikovány v mnoha organismech od prokaryotních po 

eukaryotní a zároveň představují důležité metabolity na rozhraní uhlíkového/dusíkového 

metabolismu (Hodges, 2002). Některé z těchto enzymů jsou schopny provádět 

posttranslační modifikace proteinů; ukázkovým příkladem je prolyl 4-hydroxyláza, která se 

podílí na syntéze kolagenu (Roach a kol., 1995, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9. Třetí fáze biosyntézy GAs katalyzována ODD enzymy 

 

Jak bylo uvedeno výše, oxidace giberelinu v poloze C-7, z aldehydu na karboxylovou 

kyselinu, může být katalyzována buď dioxygenázami nebo monooxygenázami (Obr. 9). 

Bylo prokázáno, že aktivita dioxygenáz je větší při velmi nízkém pH (optimum), zatímco u 

monooxygenáz při pH neutrálním, tj. pH  7 (Lange a kol., 1994). Syntéza růstově 

aktivních giberelinů GA1, GA3, GA4 a GA7 z jejich příslušných prekurzorů je katalyzována 

rozpustnými oxidázami, které používají 2-oxoglutarát jako ko-substrát a jsou známy jako 

3β-hydroxylázy (Hedden a Kamiya, 1997). Tyto aktivní GAs jsou deaktivovány 

hydroxylací C-2β, katalyzovanou dalším souborem dioxygenáz, tentokrát 2β-

hydroxylázami (Hedden a Thomas, 2012). 
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GA 20-oxidázy byly prvními oxygenázami v biosyntéze GA, pro které byly k dispozici 

cDNA a genomové klony (Lange a kol., 1994). Následně byly pro několik druhů popsány 

cDNA klony kódující tyto enzymy (Garcia-Martinez a kol., 1997). Multifunkčnost enzymů 

GA 20-oxidáz spočívá v tom, že katalyzují postupnou oxidaci C-20 přes alkohol na 

aldehyd, díky kterému dochází k vytvoření C-19 skeletu tím, že vytváří 4,10 - laktonový 

kruh. Meziprodukty alkoholu (GA15 a GA37) musí být ve své otevřené formě laktonu (bez 

alkoholu) katalyzovány enzymem. Tyto GAs jsou extrahovány z rostlin v jejich uzavřené 

δ-formě laktonu (GA15 uzavřená laktonová forma, GA37 uzavřená laktonová forma), který 

již není oxidován GA 20-oxidázou. I když není objasněno, zda se tato forma přirozeně 

v rostlinách vyskytuje, je zajímavé podotknout, že bezbuněčné extrakty špenátu obsahují 

enzym schopný katalyzovat přeměnu δ-laktonu do určitých volných forem alkoholu (Ward 

a kol., 1997).  

Kromě toho probíhá i vedlejší reakce oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu. 

S výjimkou enzymu z nezralých dýňových semen, karboxylové kyseliny, které jsou 

biologicky inaktivní a nemohou být metabolizovány na C-19 GAs, jsou minoritními 

produkty. Zajímavostí je, že toto poměrné zastoupení produktů je pozměněno enzymem, 

který sám produkuje zejména karboxylové kyseliny (Lange, 1994). Tento enzym je 

zodpovědný za vznik trikarboxylových kyselin GAs, jako jsou GA13 a GA43, které jsou ve 

vysokých koncentracích přítomny ve vyvíjejících (dozrávajících) semenech dýně, ale 

nemají zde žádnou funkci.  

GA oxidázy se ukazují býti velmi zajímavé jako regulační enzymy v biosyntéze 

GA. Bylo prokázáno, že exprese genů GA 20-oxidázy, která je dána obsahem transkriptu, 

je silně potlačována GA ve smyslu zpětné regulace (Phillips a kol., 1995; Toyomasu a kol. 

1997; Xu a kol., 1995) a může být regulována po dlouhé dny v Arabidopsis (Xu a kol., 

1995) a špenátu (Wu a kol., 1996). Postupná oxidace C-20 z metylu na aldehyd může být 

považovaná za postupné hydroxylace na tomto atomu, stejně tak jako následná oxidace 

aldehydu na karboxylovou kyselinu. Avšak mechanismus, kterým se ztrácí uhlík C-20 za 

současného vzniku γ-laktonu stále není objasněn.       

 Po vytvoření C-19 skeletu enzym 3β-hydroxyláza katalyzuje hydroxylaci na C-3 

uhlíku u GA12 nebo GA53. Tyto enzymy mají obecně široké spektrum substrátů a tedy 

nespecificky katalyzují časnou C-3 hydroxylaci, ale také 3β-hydroxylaci v pozdních C-3 

hydroxylovaných drahách. Např. jedna dýně kódovaná enzymem GA3ox3 specificky 

katalyzuje pozdní hydroxylaci GA9 a GA4. V endospermu dýně se pak chovají zcela 

odlišně oproti enzymům vyskytujících se u hrachu a u Arabidopsis (Lange a kol., 1997). 

Krok, ve kterém je GA12 přeměněn na neaktivní GA9 je charakterizován jako 13-
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nehydroxylovaná dráha. Naopak u GA53, který je konvertován přes GA44 na neaktivní 

GA20 se označuje dráhou 13-hydroxylovanou (Sponsel, 1995). GA3ox hydroxylují C20-

GAs stejně efektivně jako C19-GA. Kromě toho mají i 2β-hydroxylázovou aktivitu, jež se 

vyskytuje pouze u trikarboxylových kyselin GAs. Dochází k tomu, že GA25 je enzymem 

3β-hydroxylázou převeden na GA13 a následně 2β-hydroxylázou na GA43. 13-

nehydroxylovaný substrát GA9 dává u semen přednost 13-hydroxylované GA20. Další 

konverze nenasycených produktů probíhá díky 2,3-didehydro-GA9, který je převeden na 

GA5, ze kterého  nakonec vzniká bioaktivní GA3 (Obr. 15) – viz kapitola 5.4. Reakce se 

iniciuje odstraněním 1β-H, na který navazuje přesmyk dvojné vazby z C-2,3 na C-1,2 a 

hydroxylace na  Cβ-3. Přímá hydroxylace z GA5 v 1β- poloze a tvorba 2,3 epoxidu byly 

pozorovány jako vedlejší reakce (Albone a kol., 1990). 

  



29 
 

3.5 Inhibitory biosyntézy giberelinů 

 

S ohledem na funkci inhibitoru a místo jeho působení v biosyntéze GAs se inhibitory dělí 

do základních 4 skupin: „onium“ sloučeniny, sloučeniny s heterocyklem obsahujícím atom 

dusíku, látky strukturně napodobující 2-oxoglutarát a 16,17-dihydroderiváty GA5 

(Rademacher, 2000). Přehled míst, kde tyto inhibitory interagují s biosyntézou GAs je 

uveden v Obr. 10. 

Obr. 10. Schéma působení inhibitorů GA biosyntézy (upraveno a převzato z Rademacher, 2000). 

 

Z praktického (agronomického) hlediska jsou tyto komerčně připravované látky využívány 

hlavně při ochraně obilnin proti poléhání a podpoře odnožování (Rademacher, 1991).  

 

3.5.1 Onium sloučeniny 

 

Do této skupiny se řadí několik látek nesoucích kladně nabité amoniové, fosfoniové nebo 

sulfoniové skupiny, které jsou schopny blokovat biosyntézu GA ještě před vznikem ent-

kaurenu. Nejvýznačnějšími zástupci této skupiny jsou chlormekvat chlorid (Tolbert, 1960) 

a mepikvat chlorid (Zeeh a kol., 1974). Chlormekvat chlorid inhibuje CPP syntázu jak 
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v Gibberelle fujikuroi, tak i ve vyšších rostlinách. ent-Kauren syntáza je touto látkou 

rovněž inhibována, ale jen v malé míře. V důsledku aplikace tohoto inhibitoru byly 

nalezeny významně redukované hladiny GA1 ve stoncích i zrnech pšenice Triticum 

aestivum (Lenton a kol., 1987). Snížené hladiny GA12, GA53, GA44, GA19, GA20, GA1 a 

GA8 byly detekovány rovněž u dvou druhů čiroku Sorghum bicolor (Lee a kol., 1998) a 

u eukalyptu způsobil tento inhibitor redukci hladin GA20 a opět GA1 (William a kol., 

1999). 

 

3.5.2 Sloučeniny s heterocyklem obsahujícím atom dusíku 

 

V současnosti je známa nepřeberná řada syntetických sloučenin s heterocyklem 

obsahujícím atomu dusíku (většinou pyrimidinové nebo triazolové deriváty), z nichž každá 

působí většinou efektivně jen u určitého(tých) druhu(ů) rostlin. Obecně jde o látky, které 

jsou schopny inhibovat v biosyntéze GAs enzymy typu monooxygenáz, tj. hlavně 

oxidativní kroky od ent-kaurenu ke kyselině ent-kaurenové (Graebe, 1987; Miki a kol., 

1990). Další biosyntetické kroky, jichž se monooxygenázy rovněž účastní, se zdají být 

tímto typem inhibitoru nedotčeny. Monooxygenázy cytochromu P450 spadají do skupiny 

metaloproteinů, jelikož obsahují sloučeninu hem, jejímž hlavním úkolem je přenesení 

hydroxylové skupiny z molekulárního kyslíku na uhlík (Sponsel, 1995). Dusíkový atom 

v heterocyklu inhibitoru je klíčovým místem pro inhibici, neboť jeho volný elektronový 

pár nahrazuje právě kyslík ve vazebném místě a k přenosu na uhlík (ent-kauren) pak 

nedochází (Coolbaugh a kol., 1976, 1978; Luster a kol., 1993). Nejběžněji používanými 

zástupci inhibitorů z této skupiny jsou paklobutrazol a unikonazol-P (Rademacher, 2000). 

 

3.5.3 Látky strukturně napodobující 2-oxoglutarát 

 

Sloučeniny z této skupiny inhibitorů GAs interferují s pozdnějšími kroky v jejich 

biosyntéze (Rademacher, 2000). Jde o reakce, kde je 2-oxoglutarát ko-substrátem 

dioxygenáz. Inhibice GA biosyntézy a metabolismu je založena na strukturní podobnosti 2-

oxoglutarátu, přirozeného ko-substrátu dioxygenázy, a inhibitoru. Inhibovány jsou hlavně 

hydroxylace v poloze 3 (např. tvorba bioaktivní GA1 z prekurzoru GA20) a pak 

hydroxylace v poloze 2 (konverze bioaktivní GA1 na její inaktivní katabolit GA8). 

Významnou skupinu syntetických látek s těmito inhibičními vlastnostmi tvoří 
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acylcyklohexandiony a z nich pak zejména prohexadion-kalcium a trinexapac-etyl (Griggs 

a kol., 1991; Brown a kol., 1998). Retardace růstu způsobená acylcyklohexandiony může 

být zvrácena pouze gibereliny, které jsou aktivní samy o sobě a nepotřebují být aktivovány 

metabolicky. Inhibice prohexadionem nebo trinexapak-etylem pak paradoxně vede ke 

zvýšení prodlužování stonku, protože v pletivu je inhibována degradace bioaktivních GAs, 

které se zde nahromadily. Prohexadion má velké uplatnění v oblasti sadařství, kde se 

uplatňuje v modulaci ovocných stromů, dále snižuje výskyt plísňových a bakteriálních 

onemocnění zejména u rýže (Kim a kol., 2007) a dokonce se podílí při pěstování arašídu 

na snížení jejich vegetativního růstu, čímž dopomáhá lepší sklizni (Mitchem a kol., 1996). 

Trinexapak-etyl je po aplikaci přijímán všemi (zelenými) částmi rostlin, které 

zapříčiní jeho rychlý rozvod po meristému, zároveň se jeho účinek projeví zpomalením 

prodlužovacího růstu, zesílením stěn stébla s následným minimálním rizikem polehávání 

rostliny (Espindula a kol., 2009), poklesem evapotranspirace (výdej vody v podobě vodní 

páry z rostlin), zvyšuje koncentraci chlorofylu v listech (Ervin a Koski 2001), efektivnost 

využití živin (McCann a Huang, 2008), dokonce zvyšuje odolnost rostliny vůči vysokým 

teplotám (Zhang a kol., 2003). 

 

3.5.4 16,17-dihydro-deriváty GA5 

 

16,17-dihydro-GA5 deriváty, známé jako 16,17-dihydro-GAs, představují nejnovější typ 

inhibitorů GA biosyntézy. Jde o látky, které podobně jako acylcyklohexandieny, inhibují 

dioxygenázy účastnící se pozdních reakcí v biosyntéze GAs, zejména 3-hydroxylaci 

(Juntilla a kol., 1997; Takagi a kol., 1994). Přirozeně se tyto sloučeniny vyskytují u 

vyšších rostlin v GA-produkujících houbách, největší výskyt je ale zaznamenán u 

lipnicovitých rostlin (Rademacher, 2000), kde rovněž inhibují 3-hydroxylaci a tím 

současnou přeměnu GA20 na růstově bioaktivní GA1. U lipnicovitých rostlin 

(jednoděložné, v češtině obecně označované jako trávy) působí jako silné růstové 

zpomalovače, málo efektivní jsou u rostlin dvouděložných. Nedávné studie ukázaly, že 

ošetření rostlin 16,17-dihydro-GA5 vede ke změnám hladin GAs podobným účinku 

acylcyklohexandionů, tj. ke snížení hladin bioaktivní GA1 zatímco její neaktivní prekurzor 

GA20 se v pletivu signifikantně akumuluje (Junttila a kol., 1997; Foster a kol., 1997). 

Nejaktivnějším růstovým retardantem z této skupiny je 13-O-acetát-exo-16,17-dihydro-

GA5, pomocí něhož byly prokázány účinky na pšenici a ječmeni rostoucími ve skleníku už 

při použití 500 mg na hektar osevní plochy (Rademacher a kol., 1999). Nicméně, u 
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ostatních rostlin se účinek 13-O-acetát-exo-16,17-dihydro-GA5 a jeho derivátů na 

zkracování stonku rostlin vůbec neprojevil. Zároveň bylo povrzeno, že i jiné 16,17-dihydro 

GAs, např. 16,17-GA19, GA20 a GA1, nemají na délku stonku žádný vliv (Olsen a Junttila, 

1997). Lze tudíž soudit, že 16,17-dihydro GAs, zejména 16,17-dihydro GA5, interagují 

s tvorbou bioaktivních GAs specificky pouze u trav, kde svou strukturou kompetují 

s přirozenými GA substráty, např. GA20, o vazebná místa příslušných enzymů (Takagi a 

kol., 1994). Endo forma 13-O-acetát-16,17-dihydro-GA5 je méně aktivní než dříve 

zmíněná exo forma této sloučeniny (Rademacher a kol., 1999). Podobně je tomu u 17-alkyl 

derivátů 16,17-dihydro GA5 (Mander a kol., 1998). Rovněž záměna substituentu na C-13 

za ester nebo éter jiné délky řetězce než je acetyl nevedla k vyšší aktivitě, naopak aktivita 

příslušného derivátu byla vždy nižší než 13-O-acetyl derivátu 16,17-dihydro GA5. 

Relativně vysokou aktivitu srovnatelnou s 13-O-acetyl derivátem vykazoval také 13-n-

propoinyl a 13-O-etyléter derivát (Rademacher a kol., 1999).  
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3.6 Metody chemické analýzy giberelinů  

 

Gibereliny (GAs) se chovají jako slabé organické kyseliny s pKa ≈ 4.0 s tetracyklickým 

skeletem obsahujícím 19 nebo 20 uhlíkových atomů (Obr. 3; Urbanová a kol., 2011). 

Nevykazují žádné spektrální charakteristiky jako je absorpce v UV oblasti (pouze pod 220 

nm) nebo fluorescence, díky kterým by se mohly snadno odlišit od jiných organických 

kyselin. Některé GAs jsou vysoce oxidující molekuly s mnoha funkčními skupinami, jež 

mohou být poměrně nestabilní, zejména ve vodných roztocích při extrémním pH a při 

zvýšených teplotách. Při teplotě nad 100 °C může ve vodných roztocích dojít až k jejich 

úplné degradaci. Z toho důvodu by měly být extrakční a purifikační postupy prováděny v 

rozmezí pH 2.5-8.5 a při teplotách do 40 °C. Stejně tak jako je to typické u ostatních 

rostlinných hormonů, i GAs se vyskytují v rostlinných pletivech ve velmi nízkých 

koncentracích (pg-ng/g čerstvé hmoty, FW), a to zejména ve vegetativních orgánech 

rostliny (kořeny, stonky, listy). Naopak reprodukční orgány (například semena, květy) 

obsahují často až 1000-násobně vyšší hladiny těchto hormonů (Tarkowská a kol., 2014). 

Pro samotnou detekci jsou proto zapotřebí velice citlivé instrumentální metody. 

V důsledku nízkých koncentrací GAs v přenosu signálu a ve zpětnovazebné regulaci 

rostlinných pletiv se často používají velmi zdlouhavé a na práci náročné prekoncentrační 

kroky, díky kterým dochází k odstranění rušivých látek (např. lipidy, proteiny, pigmenty) z 

hrubých rostlinných extraktů, s cílem zajistit dostatečně čistý výtěžek GAs pro koncovou 

analýzu.  

 

3.6.1 Příprava vzorků 

 

Klíčovým krokem v jakékoliv chemické analýze je příprava vzorků a to zejména u analytů 

přítomných ve stopovém (ppm) nebo ultrastopovém množství (ppt až ppq) ve složitých 

matricích (Tarkowski a kol., 2009). Cely pracovní postup zahrnuje 3 hlavní části: 

homogenizace vzorku, extrakce a purifikace. 

1. Homogenizace rostlinného materiálu 

Hlavní úkol homogenizace spočívá v rozbití stěn buněk tvořících pletivo, což je klíčová 

operace stěžejní pro následnou extrakci látek obsažených uvnitř buněk. Řada látek totiž 

vzniká a je přeměňována pouze uvnitř buněk a nikoliv v mezibuněčných prostorech pletiv. 

V poslední době homogenizaci za pomocí tekutého dusíku v třecí misce pomocí tloučku 
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nahrazují kulové mlýnky (Tarkowská a kol., 2014). Aby se zabránilo enzymatické nebo 

chemické degradaci GAs, probíhá proces homogenizace při nízké teplotě (4 °C).  

2. Extrakce 

Po homogenizaci vzorku obvykle následuje proces extrakce, při které je vhodné použít 

minimálně desetinásobek vhodného organického rozpouštědla z důvodu dosažení 

kvantitativní extrakce přírodních látek z rostlinného vzorku. Nejčastěji používanými 

extrakčními rozpouštědly je vychlazený 100 % metanol, vodný metanol (80 % v/v), vodný 

metanol okyselený kyselinou mravenčí (0.05 %, v/v), nebo směs isopropanolu:ledové 

kyseliny octové (Urbanová a kol., 2013). Nezbytnou součástí postupu je také přidání 

odpovídajících vnitřních standardů (obvykle stabilním izotopem značených GAs) ke 

sledování možných ztrát při samotném čištění. Aby došlo k vyextrahování GAs do 

extrakčního média a vytvořila se tak rovnováha mezi izotopově značenými GAs a jejich 

endogenními analogy, probíhá obvykle extrakce několik hodin. Dalším možným krokem, 

kterým lze podpořit porušení buněčných stěn a docílit tak vyšších výtěžků extrakce GAs, je 

použití ultrazvuku, tzv. sonifikace. Při té se využívá akustického vlnění, jehož frekvence 

leží nad hranicí slyšitelnosti lidského ucha, tj. nad 20 kHz. Postupně dochází ke zvýšené 

rozpustnosti buněčných stěn s následnou kavitací. Proces kavitace představuje stav, při 

němž se vytvoří malé bubliny, uvnitř kterých vznikne vakuum. Ty s jejich následným 

zánikem vyvolávají proudění kapaliny spojené se zvýšenou teplotou a tlakem. Další 

možnou metodou extrakce by mohla být extrakce kapalinou v superkritickém stavu 

(zahříváním za současného zvýšení tlaku kapaliny nad její kritický bod), která však pro 

extrakci GAs zatím nebyla použita. Superkritická kapalinová extrakce (SFE) je metoda 

založená na solvatačních vlastnostech superkritické kapaliny. Nejčastěji je pro tento účel 

používán oxid uhličitý CO2 pro své výborné fyzikální vlastnosti a svou bezpečnost (Handa 

a kol., 2008). Jednou z hlavních výhod tohoto postupu je, že v průběhu extrakce nedochází 

k vzniku odpadu ve formě organických rozpouštědel.  

3. Purifikace 

Přečištění rostlinných extraktů je obvykle dosaženo jednou ze dvou hlavních metod.    

  

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

 Extrakce na pevné fázi (solid phase extraction, SPE) 
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Obr. 11. Schéma purifikace za pomoci SPE 

(obrázek přejat a upraven z http://www.biotage.co.jp/isolutemyco) 

 

Princip extrakce kapalina-kapalina (LLE) je založen na rozdílné rozpustnosti analytu ve 

dvou nemísitelných rozpouštědlech (Nováková a Vlčková, 2009). V případě GAs se 

používá nejčastěji dělení mezi metanol a etylacetát (Coles a kol., 1999; Peng a kol., 1999). 

Alternativně a v poslední době čím dál častěji se extrakce kapalina-kapalina nahrazuje 

extrakcí na pevné fázi (SPE). U extrakce na pevné fázi obsahují SPE kolony pevné 

sorbenty různých chemických vlastností, ke kterým jsou GAs vázány na základě 

chemických interakcí. Následným promytím vhodným rozpouštědlem dojde k odstranění 

rušivých látek ze sorbentu kolony a gibereliny se z něj poté eluují za použití rozpouštědla, 

které způsobí porušení vazeb mezi sorbentem a analytem. SPE je z hlediska úspory a 

efektivity na spotřebu organického rozpouštědla mnohem výhodnější než LLE (Štulík a 

kol., 2004). Nejčastěji používanými sorbenty pro SPE giberelinů je reverzní fáze C18 

(Moritz a kol., 1995; Coles a kol., 1999) a její kombinace s aniontově-výměnným 

sorbentem s ohledem na fakt, že intaktní GAs jsou kyselinami (Urbanová a kol., 2013). 

 

3.6.2 Instrumentální metody analýzy giberelinů 

 

Metody plynové nebo kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostní spektrometrií 

(GC-MS, LC-MS) tvoří hlavní pilíře instrumentální analýzy GAs, neboť pomocí nich lze 

dosáhnout velice nízkých detekčních limitů potřebných k detekci těchto látek vyskytujících 

se ve stopových až ultrastopových množstvích. První zmínky o analýze GAs pochází již 

z 60tých let 20. století, kdy byly GAs analyzovány za pomocí GC-MS (Pryce a kol., 1967; 

MacMillan a Pryce, 1968; Binks a kol., 1969). Dodnes je tato metoda široce používanou 
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jak pro identifikaci, tak pro kvantifikaci GAs ve formě těkavých 

metylestertrimetylsilyleterů. Kvantitativní analýza GA je obvykle dosažena metodou 

izotopového ředění, která poskytuje vysokou přesnost (Urbanová a kol., 2013). Pro získání 

dostatečné selektivity detekce se využívá tzv. multiple reaction monitoring (MRM), tj. 

monitorování hmotnostních přechodů prekurzorového a produktového iontu 

charakteristických pro daný GA. Tato metoda rovněž pomáhá řešit problémy 

s interferujícími sloučeninami. 

 

3.6.3 Kapalinová chromatografie (LC) 

 

Pro menší náročnost při přípravě vzorku (odpadá nutnost derivatizace vzorku) jsou v 

dnešní době pro analýzu GAs nejvíce používány zejména metody kapalinové 

chromatografie ve spojení s MS (Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol., 2010; Urbanová a 

kol., 2013) - viz níže.  Metoda kapalinová chromatografie (zejména vysoce účinná 

kapalinová chromatografie – HPLC) zaujímá v dnešní době jednu z nejvíce rozšířených 

metod využívaných obecně k separaci a kvantifikaci netěkavých látek. Princip je založen 

na rozdílných interakcích sloučenin obsažených ve vzorku unášeného mobilní fází s fází 

stacionární, která je umístěna v chromatografické koloně. Analyty, které opouští kolonu 

nejrychleji, atrahují k mobilní fázi, neboť jejich vlastnosti se spíše podobají vlastnostem 

fáze mobilní než fáze stacionární. Na druhou stranu analyty, které jsou na základě různých 

fyzikálně-chemických vlastností zpomalovány, jsou k sorbentu v koloně přitahovány více 

čí méně silně, proto dochází k jejich rozdělení v čase, který je charakteristický pro každou 

sloučeninu za nastavených podmínek. Bývá označován jako čas retenční, tj. čas, který 

stráví látka v chromatografické koloně (http://www.waters.com/waters/nav.htm?locale=en-

CZ&cid=10048919). Klasická sloupcová chromatografie dokáže s pomocí vakua a 

gravitace oddělit částice o průměru větších 50 µm, zatímco u menších částic ( 5 μm) je 

k vytvoření požadovaného průtoku rozpouštědla zapotřebí vytvoření mnohem většího 

tlaku. Tato metoda byla označena jako vysoce účinná kapalinová chromatografie (angl. 

High Performance Liquid Chromatography, HPLC) a umožňuje použití tlaků až 400 bar (6 

000 psi) oproti původním 35 bar (500 psi). Pro analýzu GAs byla HPLC využita většinou 

tam, kde u analyzovaných vzorků docházelo k nadprodukci GAs, jako tomu je např. u hub 

rodu Fusarium (Bhalla a kol., 2010). HPLC je dále používána jako frakcionační krok před 

derivatizací a následnou analýzou pomocí GC-MS (Jones a kol., 1980; Mauriat a Moritz, 

2009; Magome a kol., 2013). 
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V posledním desetiletí se využívá nového formátu HPLC, tzv. ultra účinné kapalinové 

chromatografie (angl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC), která 

využívá sorbentů o velikosti částic menších než 2 μm a dokáže tak pracovat při hodnotách 

tlaku až 1000 bar (15 000 psi). Tím je dosaženo vysoké účinnosti separace v důsledku 

nárůstu počtu teoretických pater, což má dále za následek docílení většího rozlišení, 

citlivosti a vyšší rychlosti separace. Tohoto formátu kapalinové chromatografie bylo 

použito pro separaci 14 GAs po náročné pětikrokové purifikaci rostlinného vzorku 

v množství 200 mg lyofilizovaného pletiva (DW, Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol., 

2010). Dále pak byla UHPLC použita a při separaci 20 GAs zahrnujících biosyntetické 

prekurzory, bioaktivní GAs i jejich katabolity ve 100 mg FW rostlinného vzorku 

odpovídající zhruba 10 mg DW (Urbanová a kol., 2013). UHPLC hraje rovněž hlavní roli 

u analytických metod založených na simultální analýze několika rostlinných hormonů 

v jednom chromatografickém kroku, tzv. „hormone profiling“ (Kojima a kol., 2009; Van 

Meulebroek a kol., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12.  Schéma vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

1-Mobilní fáze, 2- degaser, 3- Pumpa, 4- Nástřikový port, 5- Kolona, 6- Detektor, 7- Odpad, 8- Data 

(obr. převzat a upraven z www.mpipmainz.mpg.de/3250439/HPLC) 

 

3.6.4 Hmotnostní spektrometrie (MS)  

 

Jedna z nejvíce využívaných detekčních metod v analytické chemii, hmotnostní 

spektrometrie (MS), bývá zejména využívána pro své výhodné online spojení se 

separačními technikami GC nebo LC, čímž lze získat o daném analytu jak kvalitativní, tak 

kvantitativní informace. Princip této instrumentální techniky spočívá v převedení molekul 

analytu na ionty, které jsou separovány na základě poměru jejich hmotnosti k náboji (m/z) 
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a následně detekovány v hmotnostním analyzátoru. Výstupem detektoru je pak signál 

přímo úměrný množství dopadajících iontů. Proces ionizace probíhá v části MS 

nazývaném iontový zdroj. K běžným technikám ionizace se řadí např. chemická ionizace 

za atmosférického tlaku (APCI) či ionizace laserem za přítomnosti matrice (MALDI), 

ionizace nárazem elektronů (EI), chemická ionizace (CI), ionizace fotony (PI) a nejčastěji 

používaná ionizace elektrosprejem (ESI). Nedílnou součást spektrometru představuje 

hmotnostní analyzátor, který svou funkcí umožňuje rozdělit směs iontů podle hodnoty m/z, 

v případě analyzátorů doby letu (TOF) je pak vyhodnocován čas, za který urazí ion dané 

hmotnosti dráhu určenou definovanou délkou letové trubice k detektoru. Nejčastěji 

používaným analyzátorem pro účely kvantitativní analýzy je kvadrupólový hmotnostní 

analyzátor. Ten je složen ze čtyř rovnoběžných kovových tyčí rozmístěných kolem středu 

osy, kolem které se pohybují samotné ionty. Ke dvěma protilehlým tyčím je přivedeno 

kladné jednosměrné napětí, naopak na zbylé dvě tyče záporné jednosměrné napětí. 

Oscilace nastane v době, když se ionty dostanou do středu osy. K postupnému propouštění 

iontů do detektoru dochází v případě pravidelné změny hodnot stejnosměrného napětí. 

Zařazením tří kvadrupólů za sebou vzniká tzv. trojitý kvadrupól (MS/MS), jehož funkce 

spočívá ve fragmentaci prekurzorových iontů selektovaných prvním kvadrupólem v kolizní 

cele (druhý kvadrupól) a následné detekci produktových iontů třetím kvadropólem. 

Fragmentace v kolizní cele je zajištěna přívodem kolizního plynu (nejčastěji helia). 

Výsledkem je hmotnostní spektrum vyjadřující vztah prekurzorového iontu s jeho 

specifickými produktovými ionty (Willoughby a kol., 1998). Metody analýzy GAs s MS 

detekcí využívají různé druhy hmotnostních analyzátorů i různé ionizační techniky. 

Zatímco u MS detekce po předchozí separaci GAs na plynověchromatografické koloně se 

využívá téměř výhradě ionizace proudem letících elektronů (angl. electron impact 

ionisation; Moritz a Olssen, 1995; King a kol., 2001), u MS analýzy spojené s LC se 

nejčastěji setkáváme s ionizací pomocí elektrospreje (Varbanova a kol., 2007; Kojima a 

kol., 2009; Urbanová a kol., 2013).  Různí autoři volí i různé metody MS detekce GAs. 

Nejčastěji jde o analyzátory pracující na principu trojitého kvadrupólu (Kojima a kol., 

2009; Urbanová a kol., 2013), kombinace kvadrupólu a TOF analyzátoru (QTOF, 

Varbanova a kol., 2007; Ayele a kol., 2010) a nově také Orbitrapu (Van Meulebroek a kol., 

2012). Hlavní výhodou tohoto analyzátoru je, že nevyužívá magnetické pole k zachycení 

iontů, ale měří závislost proudu indukovaného oscilací iontů na čase. Tato závislost je 

přeměněna následnou Fourierovou transformací, která umožní určit poměr m/z související 

s frekvencí oscilace iontů (Lange a kol., 2014). 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
 

4.1 Biologický materiál 

 

Pro studium role GA3ox inhibitorů byla použita semena řeřichy seté Lepidium sativum z 

hobby série prodávané v běžné prodejní síti (Nohel Garden a.s., ČR).  

4.2 Chemikálie 

 

Tween 20 (Merck, Německo) 

Etanol (Merck, Německo) 

Hydroxid draselný p.a. (LachNer, Česká republika) 

Deionizovaná voda (Milli-Q,  Millipore, USA)  

Sacharóza p.a. (LachNer , Česká republika) 

Murashige & Skoog médium včetně vitamínů (Duchefa Biochemie B. V., Nizozemsko) 

LB médium Lauria-Broth (Sigma-Aldrich, Německo)  

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

expresní buňky T7express (New England Biolabs) 

Metanol LC grade (Merck KGaA, Německo) 

Amoniak – 25% vodný roztok (Merck KGaA, Německo) 

Kyselina octová p.a. (98%, Sigma Aldrich, Německo) 

Hydrogenuhličitan amonný (Sigma-Aldrich, Německo) 

TRIS hydrochlorid (≥99%, Sigma-Aldrich, Německo) 

Kyselina α-ketoglutarová, sodná sůl (≥98%, Sigma-Aldrich, Německo) 

Askorbát sodný (Sigma-Aldrich, Německo) 

Hovězí sérový albumin (≥98%, Sigma-Aldrich, Německo) 

Síran železnatý heptahydrát (ACS reagent, ≥99%, Sigma-Aldrich, Německo) 

Kataláza izolovaná z hovězích jater (lyofilizovaná, 2 000 - 5 000 jednotek/mg proteinu, 

Sigma-Aldrich, Německo) 

Standardy giberelinů GA1, GA3, GA4, GA5, GA6, GA7, GA8, GA9, GA12 a GA12-aldehyd, 

GA13, GA15, GA19, GA20, GA24, GA29, GA34, GA44, GA51 a GA53 a jejich odpovídající 


2
H2 značená analoga (OlchemIm, Česká republika)  
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4.3 Pracovní materiál 

 

Pipety a špičky – Eppendorf  (Eppendorf, Česká Republika), Hamilton (Hamilton Bonaduz 

AG, Švýcarsko), ThermoScientific (ThermoFisher Scientific, Česká Republika) 

SPE kolony:  Bond Elut Plexa, 60mg/1mL (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 výsev Lepidivum sativum in vitro (rozměr 12x12 cm, Greiner 

Bio-One, Rakousko)  

Homogenizační kuličky o průměru 2 mm z ZrO2 (Next Advance Inc., USA) 

Zkumavky z borosilikátového skla 12x75 mm (FisherBrand, USA) 

Porcelánová třecí miska s tloučkem 

Erlenmayerovy baňky 

LC vialky 2 ml, 9 mm ID (Sigma-Aldrich, USA) 

Inserty s kónickým dnem (200 μl, Supelco, USA) 

Mikrozkumavky typu eppendorf 2 ml (Brand, Německo) 

Nylonové filtry 25 mm o velikosti pórů 0,45 μm (Labicom, Česká republika) 

 

 

4.4 Přístrojové vybavení 

 

Millipore Simplicity 185 – zařízení na přípravu ultračisté vody (Millipore, USA) 

Transsonic 310 – ultrazvuková lázeň (Elma Schmidbauer GmbH, Německo) 

Infrared Vortex Mixer - WIZARD – přístroj pro míchání vzorků (VELP Scientifica, Itálie) 

SPE manifold Visiprep  – zařízení pro solid-phase extrakci (Supelco, USA) 

Sartorius CPA225D – analytické váhy (Sartorius Weighing Technology, Německo) 

Acquity UPLC – ultra-účinný kapalinový chromatograf (Waters, USA) 

Acquity CSH® C18; 2.1x50 mm, 1.7μm – chromatografická kolona (Waters, Irsko) 

Xevo® TQ MS – tandemový hmotnostní spektrometr (Waters MS Technologies, Velká 

Británie) 

Avanti 30 – centrifuga (Beckman, USA) 

Heraeus Biofuge Stratos  – centrifuga (ThermoScientific, Německo)  

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

ThermoShaker TS 100 – termostatovaná třepačka (Biosan, Lotyšsko) 

Sanyo – autokláv (Sanyo Electric Co., Japonsko) 
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Holten-Lamin Air – laminární box (Thermo Scientific, USA) 

MM301 – kulový mlýnek (Retsch, Německo)  

TurboVap® LV – evaporační systém (Caliper Life Sciences, USA)  

STUART® SB3  stolní laboratorní rotátor (Bibby Scientific, Velká Británie) 

Acid Resistant Centrivap – vakuový koncentrátor (Labconco, USA) MassLynx,verze 4.1 

– software pro sběr a analýzu LC-MS dat (Waters, USA) 

 

4.5 Pracovní postupy 

 

4.5.1 Exprese GA3ox2, jeho extrakce a purifikace 

 

Plasmidy nesoucí gen GA3ox2 byty transformovány do expresních buněk T7express. 

Následně byla připravena prekultura bakterií E. coli ve sterilních tubách v 10 ml LB media 

s 1 % glukosou, ampicilinem a příslušným klonem. Takto připravené prekultury byly 

inkubovány při 37 °C a 200 rpm přes noc. Na druhý den byly připraveny LB média s 

ampicilinem do 500 ml Erlenmayerových baněk. Prekultury byly centrifugovány (5 min, 

4000 g, 20 °C) a pelety resuspendovány v 10 ml LB média s ampicilinem. Potom byly 

takto rozsuspendované pelety přidány ke zbytku LB média a inkubovány při 30 °C a 180 

rpm do doby, než se optická densita při vlnové délce 600 nm přiblížila hodnotě 0.6. Takto 

připravené kultury byly indukovány přídavkem 0.5 mM IPTG a ponechány na třepačce 5 

hodin při 25 °C a 200 rpm. Poté byla kultura centrifugována při 4000 g po dobu 20 minut a 

10 °C a pelety byly zmrazeny při -20 °C. Celý postup byl později opakován, přičemž 

výsledné pelety byly uskladněny při -80 °C (další zpracování viz odst. 4.5.4). 

 

4.5.2 Sterilizace semen řeřichy seté 

 

Semena L. sativum byla odebrána do čisté zkumavky a sterilizována dvěma způsoby: 1. 

metodou povrchové sterilizace, kdy byl k semenům L. sativum přidán 70 % roztok etanolu 

obsahující Tween20 bez následného oplachu sterilní vodou a 2. metodou povrchové 

sterilizace pomocí 70 % EtOH s následným oplachem povrchu semen sterilní 

deionizovanou vodou. Po 5 minutovém třepání byl v obou případech za sterilních 

podmínek v laminárním boxu roztok odebrán pipetou se sterilní špičkou. Celý postup byl 

opakován třikrát.  
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4.5.3 Příprava kultivačního média dle Murashige & Skooga 

 

Plné MS médium pro kultivaci L. sativum in vitro bylo připraveno o složení 4.4 g/100 ml 

MS soli včetně vitamínů, 5 g/l rostlinného agaru a 3 % sacharózy s finální úpravou jeho pH 

na hodnotu 5.6 pomocí nasyceného roztoku KOH. 

 

4.5.4 Příprava mobilní fáze pro UHPLC 

 

Pro UHPLC analýzu giberelinů byla použita 10 mM HCOOH (FA) ve vodě (v /v) - 

mobilní fáze B, která byla připravena v 500 ml odměrné baňce rozpuštěním 192.5 l 98 % 

HCOOH v deionizované vodě (Milli-Q). Mobilní fázi A tvořil 100 % metanol (MeOH). 

 

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

 

Enzym GA3ox byla připraven dle postupu v odstavci 4.5.1 a jeho přítomnost byla 

potvrzena gelovou elektroforézou (viz Obr. 13). Lyzát GA3ox byl purifikován dvěma 

postupy vedoucími k izolaci enzymu označeného jako GA3ox lyzer  a GA3ox sonic (Dr. 

Kopečný a Dr. Kopečná, uskladněno při - 20 °C) - Obr. 13a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13a. Gelová elektroforéza GA3ox enzymu uskladněného při - 20°C (Dr. Kopečný, Dr. Kopečná, 

Oddělené biochemie proteinů a proteomiky, CR Haná, Olomouc. 
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První krok provedení in vitro enzymatické reakce, tj. reakce izolovaného enzymu GA3ox 

s vybranými giberelinovými substráty GA9 a GA20 spočíval v inkubaci 100 l reakční 

směsi připravené smícháním 50 l enzymu, 42 l 100 mM Tris pufru o pH 7.5, 5 l směsi 

kofaktorů (4 mM 2-oxoglutarát, 5 mM Fe
II
, 4 mM askorbátu, 2 mg/ml BSA) a 3 l 

substrátu obsahujícího 45 ng GA9 po dobu 60 minut při 30 °C a stálém třepání o frekvenci 

450 rpm (termostatovaná třepačka). Následovalo zastavení reakce pomocí přídavku 10 l 

98 % kyseliny octové, které bylo zároveň spojeno s precipitací proteinu. Ten byl z reakční 

směsi odstraněn centrifugací při 5500 rpm po 3 minuty. Vzniklý supernatant byl následně 

naředěn přídavkem 900 L Milli-Q vody na celkový objem 1 ml a purifikován za použití 

extrakce na pevné fázi (SPE). Purifikace byla optimalizována s ohledem na vlastnosti 

použitého SPE sorbentu, tj. pro zjištění nejvyšší návratnosti giberelinů byly testovány dva 

sorbenty typu C18 (polymerní sorbent Bond Elut Plexa a klasický sorbent na silikagelovém 

základě Bond Elut C18) a jeden směsný sorbent na bázi polymerní C18 s příměsí silného 

katexu (Oasis MAX). Po odpaření vzorku do sucha při 37 °C buď pod proudem dusíku 

nebo pomocí vakuového koncentrátoru, následovala jeho rekonstrukce v 50 l mobilní 

fáze (10 % MeOH, 90 % 10 mM kyseliny mravenčí) a nástřik na UHPLC-MS/MS v 

objemu 15 l. Celý postup byl stejným způsobem rovněž zopakován pro substrát GA20 

přidávaný do reakce ve stejném množství, tj. 45 ng. V dalším kroku byl selektován GA3ox 

lyzer jako aktivnější z dvojice enzymů ten byl následně připraven ve třech opakováních 

označených jako GA3ox2, GA3ox3B a GA3ox4A (Dr. Kopečný, uskladněno při - 80 °C, 

Obr. 13b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13b. Gelová elektroforéza GA3ox enzymu uskladněného při -80°C (Dr. Kopečný, Oddělené biochemie 

proteinů a proteomiky, CR Haná, Olomouc. 
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Nejvyšší výtěžek předpokládaného produktu poskytoval GA3ox2, tudíž s ním byl 

proveden rovněž experiment ověřující návratnost substrátu a identitu předpokládaného 

produktu, kdy byla reakce GA3ox2 provedena s přídavkem D2-GA9, GA4 i bez substrátu, 

přičemž D2-GA9 a GA4 (oba 45 ng) byly přidány do reakční směsi těsně před zastavením 

reakce pomocí kyseliny octové. Reakce s GA3ox2 byla dále optimalizována s ohledem na 

délku inkubační doby (60, 120 a 180 min) a stejně tak množství vlastního enzymu 

vkládaného do reakce bylo vybráno po předchozím testování (10, 30, 50 a 70 l). 

 

4.5.6 Test aktivity GA3ox enzymu in vitro - reakce navržena dle McNeil a kol., 

2005  

 

Směs substrát/kofaktor tvořená 1 mM DTT, 0.6 mg/ml katalázy, 4 mM 2-oxoglutarátu, 

substrátu (45 ng) a 50 mM-Tris pufru pH 7.5 v celkovém objemu 44 μl byla zahřívána na 

teplotu 37 °C po dobu 5 min. Mezitím byla stranou připravena směs enzym/Fe
II
 tvořená 

enzymem (GA3ox2) a Fe
II
 (připraven jako 500 mM zásobní roztok síranu železnatého ve 

20 mM HCl a ředěný vodou na 50 l) při laboratorní teplotě a tato směs byla míchána po 

dobu 3 min. Enzymatická reakce byla iniciována přídavkem 6 μl směsi enzym/Fe
II
 ke 

směsi substrát/kofaktor. Zastavení reakce bylo provedeno po 5 min přídavkem 100 μl 0.5 

M HCl. Vzorek byl následně centrifugován při rychlosti 2 773 g po 3 minuty. Supernatant 

byl napipetován do čisté zkumavky a odpařen pod proudem dusíku do sucha, popř. na 

vakuové odparce při 37 °C. Dále následovalo jeho rozpuštění v 50 l mobilní fáze (10% 

MeOH, 90 % 10 mM kyseliny mravenčí) a nástřik na UHPLC-MS/MS v objemu 15 l.  

 

4.5.7 Kultivace rostlin řeřichy seté in vitro  

 

MS médium s agarem a 3% sacharózy připravené dle postupu výše (kap. 4.5.3) bylo po 

sterilizaci v autoklávu ještě v horkém stavu rozlito v laminárním boxu v objemu 70 ml do 

každé z připravených čtvercových Petriho misek o rozměru12x12 cm (dál jen vertikální 

desky). Během chladnutí a tuhnutí kultivačního média v deskách byla rovněž v laminárním 

boxu, provedena sterilizace semen řeřichy (postup viz výše). Semena byla vyseta na 

vertikální desky ve dvou řadách, jarovizována po dobu 3 dnů (4 °C, tma) a následně 

kultivována v růstové komoře při teplotě 22 °C po dobu 4 dnů za světelných podmínek 

odpovídajících krátkému dni, tj. 8 h světlo/ 16 h tma, aby nebylo u rostlin indukováno 

kvetení (řeřich setá je dlouhodenní rostlinou, u níž je kvetení urychlováno fotoperiodou 

delší než hraniční délka dne, tj. 10 - 14 h, a naopak bylo dosaženo takového vývoje, při 
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němž je zajištěn zisk co největší listové plochy a zároveň maximální denní obrat zásob 

uhlíku ve všech růstových fázích listů - Berenfaller a kol., 2015). Paralelní kultivace 

stejným způsobem vysetých semen probíhala za tmy při teplotě 19 °C. Po uplynutí 4 dnů 

byly u všech semenáčků řeřichy změřeny délky kořene a nadzemní části pomocí aplikace 

ImageJ (více viz kapitola 4.5.8). Čtyřdenní semenáčky řeřichy Lepidium sativum byly 

pomocí pinzety odebrány z vertikálních desek do připravených plastových zkumavek, 

hluboce zmrazeny pomocí tekutého dusíku a uskladněny při - 80 °C do doby následné 

extrakce a purifikace. V experimentu s inhibitory GA3ox (13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-

GA5, GA5 a prohexadionu) byl do 70 ml sterilního kultivačního MS média přidán vždy 

jeden testovaný inhibitor v množství 25 μg a to pak bylo následně nalito do připravené 

vertikální desky. 

 

4.5.8 Stanovení průměrné délky kořene a nadzemní části semenáčků řeřichy 

seté L. sativum pomocí programu ImageJ 

 

ImageJ je program, který umožňuje analýzu obrazu, tj. analýzu bitmapové grafiky. Jde o 

volně přístupnou aplikaci, která je k dispozici na adrese http://imagej.nih.gov/ij/. V 

prostředí programu je možné upravovat  6-bitové, 16-bitové i 32-bitové obrázky ve 

formátu TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS a RAW.  Pomocí tohoto programu byly 

analyzovány fotografie 4-denních semenáčků řeřichy seté Lepidium sativum za účelem 

přesného vyhodnocení jejich velikosti, tj. měření délky její nadzemní i kořenové části. 

Postup práce spočíval nejprve ve vyznačení oblasti, jejíž parametry byly známé (velikost 

pravítka) pomocí ikony Straight line. Dále byla zadána hodnota známého rozměru do 

kolonky Known distance (konkrétně 3 cm z vyfoceného pravítka) jejíž jednotky byly 

následně převedeny z centimetrů na milimetry. V dalším kroku byl označen každý kořen 

rostliny, resp. její nadzemní části pomocí funkce Segment line a změřen pomocí funkce 

Measure. Všechny tyto úkony byly provedeny u: (a) semenáčků řeřichy kultivovaných po 

dobu 4 dnů za světelných podmínek v režimu 8/16h (světlo/tma) při 22 °C a b) semenáčků 

řeřichy kultivovaných za tmy po dobu 4 dnů při teplotě 19 °C. Získané hodnoty byly 

následně zprocesovány pomocí programu MS Excel, kde byla vypočítána průměrná délka 

kořenů a nadzemní části rostliny včetně směrodatných odchylek všech získaných hodnot za 

použití vždy tří biologických replikátů.  

 

file:///C:/Users/michaela/AppData/Roaming/Microsoft/Word/Experimentální_část_ver%201_DT.docx
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4.5.9 Příprava biologického materiálu pro analýzu giberelinů pomocí UHPLC-

MS/MS 

 

Kvantifikace giberelinů byla provedena dle Urbanová a kol., 2013 s určitými modifikacemi 

(Schéma viz Obr. 14). Rostlinný materiál kultivovaný za výše uvedených podmínek 

(kapitola 3.5.7) byl zhomogenizován v třecí misce pomocí tloučku a tekutého dusíku, 

navážen do 2 ml mikrozkumavek v triplikátech po 10, 20 a 30 mg FW. Po přidání 1 ml 

vychlazeného 80 % ACN obsahujícího 5 % kyseliny mravenčí (FA) jako extrakčního 

činidla a směsi 19 vnitřních standardů v množství 50 pmol/vzorek byly do každé 

mikrozkumavky přidány dvě 2-mm kuličky z ZrO2. Za použití a vibračního mlýnku 

MM301 pracujícího při frekvenci 27 Hz po dobu 3 minut bylo rostlinné pletivo rozemleto 

do jemné konzistence a extrahováno přes noc při teplotě 4 °C a frekvenci 17 ot/min za 

použití laboratorního rotátoru Stuart SB3. Druhý den byly hrubé extrakty zcentrifugovány 

po dobu 10 min při 4 °C a 36 670 g. Supernatanty byly odpipetovány do čistých 

borosilikátových zkumavek, k peletu byl přidán 1 ml extrakčního činidla a po promíchání 

směsi na vortexu byly vzorky ještě reextrahovány po 60 minut při 4 °C. Po reextrakci byly 

vzorky centrifugovány a supernatanty přidány k prvnímu extrakčnímu podílu. Spojené 

extrakty byly odpařeny k suchu ve vakuu, následně rekonstruovány v 300 l 100 % 

MeOH, sonikovány, naředěny 2.7 ml Milli-Q vody a nakonec přečištěny nejprve přes 

Oasis HLB SPE kolony a následně přes Oasis MAX SPE kolony (obojí 60 mg/3ml). Pro 

SPE purifikaci byla použita souprava Visiprep ™ Solid Phase Extraction Vacuum 

Manifold. Kolonky HLB  byly aktivovány 3 ml 100 % MeOH a ekvilibrovány 3 ml 10 % 

MeOH. Poté na ně byly naneseny extrakty jednotlivých vzorků o rychlosti průtoku 0.75 

ml/min. Následovalo promytí 3 ml 10 % MeOH a eluce 3 ml 100 % MeOH. Vzorky byly 

poté odpařeny do sucha ve vakuovém koncentrátoru. Před purifikací na MAX kolonkách 

bylo k odpařeným vzorkům přidáno 300 l 100 % MeOH, který byl následně doplněn 

na 2.7 ml 25 mM-NH4HCO3. Sorbent MAX kolonek byl aktivován 3 ml 100% MeOH a 

ekvilibrován 3 ml 25 mM-NH4HCO3. Posléze byly naneseny extrakty vzorků, následovalo 

promytí 3 ml 10% MeOH a závěrečná eluce 3 ml 0.2M FA v ACN do čistých zkumavek. 

Eluáty byly odpařeny do sucha pod proudem dusíku pomocí odpařovacího systému 

TurboVap. Odpařené vzorky byly skladovány v mrazáku při teplotě - 20 °C až do analýzy 

pomocí UHPLC-MS/MS (Obr. 14).  

K odpařeným vzorkům bylo přidáno 50 l 10 % MeOH, vzorky byly sonifikovány, 

přefiltrovány přes nylonový filtr, převedeny do inzertů v LC vialkách a nastřiknuty na 

UHPLC-MS/MS v objemu 15 l.  
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Obr. 14. Schéma purifikačního protokol pro izolaci giberelinů z rostlinných pletiv. 
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4.5.10 Stanovení giberelinů metodou UHPLC-MS/MS  

 

K separaci a kvantifikaci giberelinů byla využita ultra-účinná kapalinová chromatografie 

(UHPLC) ve spojení s tandemovým hmotnostním spektrometrem (MS/MS) na bázi 

trojitého kvadrupólu. Ionizace giberelinů (GAs) jako intaktních karboxylových kyselin 

probíhala za pomocí elektrospreje pracujícího v negativním módu ((-)-ESI). 

Optimalizované podmínky pro jednotlivé giberelinové analyty jsou uvedeny v Tabulce 1. 

Pro samotnou separaci byla použita chromatografická kolona Acquity UPLC® CSH C18 o 

rozměrech 2.1 x 50 mm a velikosti částic sorbentu 1.7 µm.  

Tabulka 1 – Optimalizované podmínky UHPLC-(-)ESI)MS/MS metody pro jednotlivé analyty (převzato z 

Urbanová a kol., 2013) 

 

Purifikované extrakty rostlinných pletiv rekonstruované v 50 µl mobilní fáze (10 % 

MeOH, 90 % 10 mM FA) byly převedeny do 2 ml LC vialek s 0.2 ml kónickým inzertem a 

Analyt MRM  

přechod 

Napětí na kóně  

[V] 

Kolizní energie 

[V] 

GA8 

GA29 

GA3 

GA1 

GA6 

GA5 

GA20 

GA44 

GA19 

GA34 

GA51 

GA7 

GA4 

GA53 

GA24 

GA9 

GA15 

GA12 

363 > 275 

347 > 259 

345 > 239 

347 > 259 

329 > 119 

329 > 145 

331 > 287 

345 > 301 

361 > 273 

347 > 259 

331 > 287 

331 > 257 

347 > 329 

347 > 329 

345 > 257 

315 > 271 

329 > 257 

331 > 313 

25 

30 

25 

32 

30 

28 

32 

32 

32 

30 

33 

25 

33 

35 

35 

32 

37 

35 

18 

15 

14 

18 

26 

24 

19 

21 

23 

27 

17 

18 

18 

24 

26 

23 

22 

23 
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nastřiknuty v objemu 15 l na kolonu s reverzní fází temperovanou na 40 °C. Gibereliny 

byly separovány v lineárním gradientu tvořeném pomocí MeOH (mobilní fáze A) a 10 mM 

FA (mobilní fáze B) v poměru od 10:90 (v/v) do 60:40 (v/v) za 15 min. při průtoku 

mobilní fáze 0.25 ml/min. Kolona byla následně promyta 100 % MeOH (0.75 ml) a 

ekvilibrována na počáteční podmínky (10:90, A:B) (v/v) po dobu 2.5 min.   

MS data byla zaznamenána v MRM módu s následujícími parametry MS: kapilární 

napětí 1.5 kV;  teplota zdroje 150 °C;  napětí na kóně 30 V;  teplota desolvatačního plynu 

(dusík) 650 °C a jeho průtok byl 650 l/hod. Doba prodlevy (dwell time) pro každý MRM 

kanál byla vypočtena na 16 skenovacích bodů na pík s mezikanálovým zpožděním 0.1 s. 

Všechna data byla posléze zpracována pomocí programu MassLynx™, ver. 4.1. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

5.1 Detekce giberelinů po reakcích s enzymem GA3ox in vitro 

 

V těchto experimentech bylo cílem zjistit, zdali dochází k detekci GAs, tj. produktů reakce  

GA3ox s daným substrátem (GA9, GA20). Reakce in vitro byla navržena s cílem vytvořit 

enzymatický systém, který by byl základem pro budoucí testování synteticky připravených 

inhibitorů těchto významných biosyntetických enzymů giberelinů (GAs). Nejprve byla 

reakce provedena dle MacMillan a kol., 1997 (kapitola 4.5.5). Z výsledků experimentů 

bylo zjištěno, že až na výjimky (GA3ox sonic, kde bylo nalezeno 8.5 % GA4 v případě 

použití 30 μl enzymu v in vitro reakci – Graf 1) k detekci těchto fytohormonů, které by 

měly být předpokládanými produkty reakce GA3ox se substrátem (GA9GA4, 

GA20GA1 – viz schéma biosyntézy, Obr. 5), nedochází. Byla zjišťována příčina tohoto 

stavu zahrnující optimalizaci množství enzymu v reakci, množství substrátu, zda s 

precipitací proteinu při purifikaci vzorku nedochází k adsorpci reakčních produktů či zda 

ke ztrátám analytů nedochází při samotné purifikaci pomocí SPE. Ukázalo se, že množství 

enzymu (testováno 10, 30, 50 a 70 μl lyzátu, viz kapitola 4.5.5) použitého v reakci nemá 

zásadní vliv na průběh reakce, purifikace rovněž neovlivňuje dosažený výsledek (Graf 1), 

stejně jako centrifugace nemá žádný zásadní vliv na obsah GAs ve směsi po in vitro reakci 

s GA3ox (Graf 2). 
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Graf 1. Závislost obsahu GAs na množství enzymu, purifikováno přes C18, centrifugováno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 2. Závislost obsahu GA (substrát GA9 a produkt GA4) na centrifugaci enzymu. 

 

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

neposkytl optimální a uspokojivé výsledky (tvorba produktu min. 80 %), bylo cílem 

pokusit se o jiný způsob provedení reakce. U reakce dle MacMillan a kol., 1997 byly 

smíchány substrát, kofaktory i enzym v jednom kroku, tudíž bylo testováno zda k úspěšné 

přeměně substrátu na produkt pomocí GA3ox dojde, když se smíchají nejdříve enzym a 

Fe
II
 a až následně se k této směsi přidá směs substrát/kofaktor (provedení podle McNeil a 

kol., 2005; kapitola 4.5.6). Výsledky měření však ukázaly, že ani při použití tohoto 

pracovního postupu nedochází k požadované tvorbě produktu (GA4 nebo GA1, viz schéma 

1). Na základě těchto poznatků, kdy ani v jednom ze dvou způsobů provedení enzymatické 

reakce in vitro nedošlo k pozitivní detekci jejich produktů, byly výsledky konzultovány 

s prof. Peterem Heddenem, který objasnil, že ze tří lyzátů označených jako GA3ox2, 
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GA3ox3B a GA3ox4A má pouze GA3ox2 opravdu funkci 3-hydroxylázy, zatímco ostatní 

dva enzymy vykazují funkci 1-hydroxylázy. Produktem reakce tohoto enzymu s GA9 by 

tedy neměla být GA4, nýbrž GA61, tj. 1-hydroxy izomer GA4. Tato látka není v  použité 

UHPLC-MS/MS metodě pro detekci a kvantifikaci zahrnuta, tudíž nebyla tato skutečnost 

zjištěna dříve. Ani v případě in vitro reakce s přídavkem 45 ng D2-GA9 a GA4 (těsně před 

přídavkem 98 % kyseliny octové, kapitola 4.5.5) nebyly tyto sloučeniny detekovány 

v takovém množství v jakém do reakce vstoupily (Graf 3). 

 

 

 

 

 

 

Graf 3. Test návratnosti a produkce GAs in vitro reakcí s GA3ox vzorku 

 

Obr. 15. Schéma  biosyntézy giberelinů. 
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5.2 Vliv délky reakční doby na obsah giberelinů v reakční směsi 

 

V dalších experimentech byl testován vliv reakční doby na přeměnu GA substrátů GA3ox 

in vitro. Byla testována reakční doba 60 min, 120 min a 180 min při zachování dříve 

použité teploty 30 °C a frekvence míchání reakční směsi 450 rpm po celou dobu průběhu 

reakce, která byla zastavena přídavkem 98 % kyseliny octové.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 4. Závislost obsahu GAs na době kultivace 

Jak je parno z Grafu 4, obsah GA roste s prodlužující se dobou inkubace reakční směsi, 

vyjma kontrolního vzorku GA4 (reakce s GA3ox2 bez substrátu), u kterého byl 

zaznamenán nejvyšší výtěžek už po 120 min (0.88 %) v porovnání s ostatními testovanými 

reakčními dobami. Ze získaných výsledků vyplývá, že ve většině případů působením 

enzymu typu 3β-hydroxylázy (GA3ox2) nedochází za testovaných in vitro podmínek  k 

přeměně GA9 ani GA20 za tvorby bioaktivních GAs, tj. GA4, resp. GA1. Je s podivem, že 

množství GA9 roste vlivem prodlužující se inkubační doby. Po 60 min bylo detekováno 

2.20 % z původního množství GA9 přidávaného do reakce s enzymem, po 120 min pak 

bylo nalezeno 4.07 % a po 180 min. 5.30 %, ačkoliv jeho obsah by měl v průběhu času 

naopak klesat v důsledku jeho přeměny enzymem na příslušný produkt (GA4).  

 Vzhledem k negativním výsledkům získaným při in vitro experimentech s GA3ox 

enzymem, bylo rozhodnuto ověřit vliv vybraných inhibitorů 3-hydroxyláz účastnících se 

produkce bioaktivních giberelinů přímo na rostlinách, tj. sledovat vliv inhibice přirozené 
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GA3ox na hladiny bioaktivních GAs včetně jejich biosyntetických prekurzorů a následně i 

na hladiny jejich neaktivních metabolitů. Zároveň byl sledován vliv inhibitorů GA3ox na 

délku nadzemní části (včetně délky kořene), neboť GAs mají zásadní vliv, kromě jiného, 

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

 

5.3 Optimalizace postupu povrchové sterilizace semen řeřichy seté 

Lepidium sativum s ohledem na vliv endogenních hladin sledovaných 

giberelinů  

 

Semena řeřichy seté Lepidium sativum o navážkách 10, 20, 30 mg (vždy ve třech 

technických replikátech) byla sterilizována dvěma způsoby metodou povrchové sterilizace 

pomocí 70 % EtOH s 0.1 % Tween 20 bez následného oplachu sterilní vodou a s oplachem 

povrchu semen sterilní vodou (pracovní postup viz kapitola 4.5.2). V tomto experimentu 

byl sledován vliv sterilizace na endogenní hladiny 13-hydroxylovaných a 13-

nehydroxylovaných GAs v semenech řeřichy L. sativum. Cílem bylo zjistit, zda povrchová 

sterilizace pomocí 70 % EtOH není moc drastickou metodou sterilizace s ohledem na 

tloušťku osemení semen řeřichy a neovlivňuje tak významně případně fyziologické 

procesy spojené s biosyntézou giberelinů. Bez následného oplachu vody by pak semena 

rychle schla v proudu vzduchu v laminárním boxu a mohla se buď ihned použít k výsevu 

na vertikální desky, nebo uschovat pro další použití. S oplachem semen sterilní vodou se 

tento proces prodlužuje, protože semena déle schnou kvůli nižší těkavosti vody oproti 70 

% EtOH. 

 

 

 

  



55 
 

0,00 

2,00 

4,00 

6,00 

GA53 GA44 GA19 GA20 GA1 GA8 GA29 GA5 GA6 GA3 

M
n

o
žs

tv
í 
G

A
 (

p
g

/m
g

 F
W

) 

13-hydroxylované GA 

B - Sterilizace semen H2O 

10 mg 

20 mg 

30 mg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 5. Vliv druhu sterilizace semen L. sativum na hladiny 13-nehydroxylovaných giberelinů. A – sterilizace 

70% etanolem bez oplachu sterilní vodou,  B – sterilizace etanolem s následným oplachem sterilní vodou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 6. Vliv druhu sterilizace semen L. sativum na hladiny 13-hydroxylovaných giberelinů. A – sterilizace 

70% etanolem bez následného oplachu sterilní vodou, B – sterilizace etanolem s následným oplachem sterilní 

vodou. 
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Výsledky ukázaly, že postup sterilizace nemá zásadní vliv ani na endogenní hladiny 13-

hydroxylovaných GAs, ani na hladiny jejich 13-nehydroxylovaných analog v semenech 

řeřichy seté (Graf 5 a 6). Pro sterilizaci pak byl proto použit postup sterilizace pomocí 70% 

EtOH bez následného oplachu sterilní vodou, čímž bylo dosaženo rychlejšího schnutí 

semen před jejich dalším použitím, příp. uskladněním. Z grafů rovněž vyplývá, že 

optimální navážka semen řeřichy je 10 mg FW, kdy je získán nejlepší signál pro většinu 

sledovaných GAs, neboť je zde v nejmenší míře pozorován tzv. matriční efekt. Při 

sterilizaci semen byly detekovány relativně vysoké hladiny GA6, což je v souladu s dříve 

publikovanými výsledky (Oracz a kol., 2012).  

 

5.4 Studium role GA3ox inhibitorů na endogenní hladiny giberelinů 

 

Semena L. sativum sterilizovaná 70 % EtOH s 0.1 % Tween 20 byla kultivována na 

čtyřech různých vertikálních deskách obsahujících MS médium, kdy tři z nich obsahovaly 

příslušný inhibitor (13-O-exo-16,17-dihydro-GA5, GA5 a proxexadion) a poslední byla 

prosta inhibitoru (kontrola). Semena byla kultivovaná nejdříve za tmy při 19 °C a následně 

za krátkého dne (8h světlo/16 h tma) při 22 °C s cílem najít korelaci mezi světelnými 

podmínkami, použitém inhibitoru GA3ox a hladinami GAs u těchto rostlin. Ačkoli bylo 

dříve zjištěno, že navážka 10 mg FW je vhodná pro analýzy giberelinů v semenáčcích 

řeřichy, byla v tom experimentu ještě testována navážka 5 mg FW, aby bylo zjištěno, zda i 

tato je ještě dostatečná pro úspěšnou detekci GAs a zároveň se ještě případně sníží matriční 

efekt. 
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Graf 7. Hladiny giberelinů v semenáčcích Lepidium sativum kultivovaných za tmy při teplotě 19 °C 

(navážka 5 mg – A, B a 10 mg FW – C, D). 



58 
 

Jak vyplývá z grafu 7, navážka 5 mg se ukázala být optimální pro vyšší odezvu GAs v 

použité UHPLC-MS/MS metodě ve srovnání s odezvami GAs nalezenými při použití 

navážky 10 mg FW. Rozdíly v odezvách GAs pro navážku 5 a 10 mg FW jsou až 

16tinásobné konkrétně u zástupců 13-nehydroxylovaných GAs (Graf 7A a 7C), zatímco u 

jejich analog s hydroxy skupinou v poloze 13 jsou rozdíly v průměru zhruba trojnásobné 

(Graf 7 B, D). Navážka 10 mg tedy umožňuje detekci sledovaných látek, ale hladiny GAs 

se zde díky matričnímu efektu mnohdy blíží limitu detekce metody (LOD), což se 

projevuje zejména vysokými hodnotami směrodatných odchylek stanovení.  

Co se týká vlivu jednotlivých inhibitorů na biosyntézu giberelinů (Obr. 15) bylo 

zjištěno, že mnohem více je jimi ovlivněna dráha 13-nehydroxylovaných GAs, tj. 

GA15GA24GA9 (GA13)GA4GA34(GA51) – Graf 7 A,C,  než dráha 13-hydroxy 

GAs, tj. GA53GA44GA19GA20GA1 (GA3, GA5, GA6) GA8 - Graf 7 B, D. 

Všechny použité inhibitory jsou látkami, které blokují 3-hydroxylaci (GA3ox), tj. 

klíčovou reakci vedoucí k tvorbě bioaktivních GAs (Rademacher, 2000). To vede 

k nahromadění těch GAs, které jsou substráty GA3ox. Jedná se zejména o akumulaci GA24 

(Graf 7C). Nejpotentnějším se v tomto ohledu zdá být prohexadion, který způsobuje 

nahromadění tohoto GA ve dvojnásobku oproti kontrole. Ostatní tři inhibitory nepůsobí 

v tomto smyslu signifikantně, tj. hladiny GA24 jsou ve vzorcích řeřichy pěstované za jejich 

přítomnosti srovnatelné s hladinami GA24 ve vzorcích kontrolních. Zvláštní situace nastává 

v případě 13-hydroxy GAs, kdy jsou pozorovány relativně vysoké hladiny GA5 a GA3 

(Graf 7B) bez ohledu na přítomnost jakéhokoli inhibitoru GA3ox, což vede k závěru, že u 

této biosyntetické dráhy z nějakého důvodu nedochází k úplné inhibici GA3ox. Ukazuje se 

zde zároveň, že inhibitor 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5 nemá na inhibici GA3ox 

v dráze 13-hydroxy GAs v řeřiše vůbec žádný vliv, neboť hladiny produktů 3-

hydroxylace dosahují hodnot srovnatelných s kontrolou. Tím se potvrzuje, že tento typ 

inhibitoru je účinný pouze u některých rostlinných druhů (lipnicovité) jak uvádí 

Rademacher (2000). 
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Obr 15. Schéma  biosyntézy giberelinů včetně biosyntetických enzymů (převzato a upraveno z Urbanová a 

kol., 2013) . 

 

V dalším experimentu byla semena L. sativum kultivovaná za podmínek krátkého dne (8h 

světlo/16 h tma) při teplotě 22 °C opět na čtyřech různých mediích, kdy tři z nich opět 

obsahovaly příslušný inhibitor (13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5, GA5 a proxexadion), 

zatímco jedno médium inhibitor neobsahovalo (kontrola). Cílem experimentu bylo zjistit, 
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zda světlené podmínky ovlivňují hladiny obou sledovaných skupin GAs a zda případně 

dochází ke změně poznatků získaných v experimentu provedeným za nepřístupu světla.  
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Graf 8. Hladiny giberelinů v semenáčcích L. sativum  kultivovaných za krátkého dne (8h světlo/16h tma) při 

teplotě 22 °C – navážka 5 – A, B; navážka 10 mg – C, D. 

Co se týká porovnání navážky 5 a 10 mg, i zde se potvrdilo, že navážka 5 mg umožňuje 

vyšší odezvy GAs než je tomu u navážky 10 mg FW (Graf 8 A vs. C, B vs. D). I za 

krátkého dne bylo pozorováno nahromadění GA24 u semenáčků kultivovaných na 

inhibitoru, i když jeho hladiny byly ve srovnání s hladinami nalezenými v semenáčcích 

pěstovaných za tmy cca šestkrát nižší (Graf 8A). Vliv prohexadionu zde ovšem nebyl 

tentokrát žádný, tj. hladiny GA24 dosahovaly hodnot srovnatelných s kontrolou. V dráze 

13-hydroxy GAs byly opět nalezeny relativně vysoké koncentrace GA5 a GA3, popř. GA6 

podobně jako v temnostním experimentu, ale novinkou bylo nalezení vysokých hladin GA8 

(podobné jako u GA3), který je degradačním produktem GA1. Protože ani jeden z jejich 

prekurzorů se v analyzovaných pletivech nevyskytoval v takové míře, nebylo nalezeno 

logické odůvodnění tohoto stavu. V tomto místě by tedy příslušelo experiment zopakovat. 

 

5.5 Stanovení průměrné délky kořene a nadzemní části semenáčků 

řeřichy seté L. sativum  

 

Na obrázcích 16, 17 a 18 jsou zobrazeny 4denní semenáčky L. sativum, u nichž byla 

změřena průměrná délka kořene a následně i průměrná délka její nadzemní části pomocí 

programu ImageJ. Naměřené hodnoty jsou vneseny do grafů 9 a 10. 
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Obr. 16. 4denní semenáčky řeřichy seté L. sativum rostoucí bez přítomnosti inhibitoru (K) a v přítomnosti 25 

ng 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5 – inhibitoru biosyntézy giberelinů. Kultivováno za sterilních 

podmínek na 70 ml MS média s 3 % sacharózy, světelný režim 8h světlo/16 h tma, teplota 22 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 17. 4denní semenáčky řeřichy seté L. sativum rostoucí bez přítomnosti inhibitoru (K) a v přítomnosti 25 

ng GA5 – inhibitoru biosyntézy giberelinů. Kultivováno za sterilních podmínek na 70 ml MS média s 3 % 

sacharózy, světelný režim 8h světlo/16 h tma, teplota 22 °C. 
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Obr. 18. 4denní semenáčky řeřichy seté L. sativum rostoucí bez přítomnosti inhibitoru (K) a v přítomnosti 25 

ng prohexadion – inhibitoru biosyntézy giberelinů. Kultivováno za sterilních podmínek na 70 ml MS média 

s 3 % sacharózy, světelný režim 8h světlo/16 h tma, teplota 22 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 9.  Závislost růstu řeřichy seté na druhu inhibitoru biosyntézy giberelinů. Kultivace za světelného 

režimu 8h světlo/16h tma. 

U všech semenáčků L. sativum kultivovaných za světla byla naměřena průměrná délka 

kořenové části vždy větší než průměrná délka části nadzemní (Graf 9). Délka nadzemní i 

kořenové části u semenáčků rostoucích na médiu obsahující prohexadion a GA5 byla 

srovnatelná s týmiž hodnotami u kontrolních rostlin. Na médiu obsahující inhibitor 13-O-

acetyl-exo-16,17-dihydroGA5 byla detekována nejmenší průměrná délka kořene 

semenáčků L. sativum (24 mm, Graf 9), což znamená, že tyto rostliny měly kořen 
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v průměru cca o 40 % kratší než rostliny kontrolní. Podobná situace byla pozorována i u 

velikosti nadzemní části rostliny (19.07 mm), jejíž délka dosahovala zhruba 76 % délky 

kontrolních rostlin (Graf 9). U semenáčků L. sativum rostoucích na médiu obsahující 

prohexadion a/nebo GA5 činila průměrná délka kořene téměř dvojnásobek velikosti 

v porovnání s 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydroGA5. Prokázalo se tedy, že za zvolených 

podmínek kultivace a použité koncentrace inhibitoru dochází k inhibici růstu rostlin 

řeřichy pouze v případě použití 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5. Ostatní inhibitory za 

dobu 4 dnů růstu semenáčků L. sativum podle získaných dat zpomalení prodlužovacího 

růstu rostliny nezpůsobují. Tyto výsledky jsou v souladu s daty získanými kvantifikací 

giberelinů (kapitola 5.4). Zde se ukázalo, že klíčovými hráči biosyntézy GAs jsou 13-

nehydroxylované GAs, přičemž v důsledku inhibice GA3ox dochází k akumulaci GA24 

(Graf 8 A,C) a biosyntéza bioaktivních GAs (GA1, GA7) je potlačena. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 19. 4denní semenáčky řeřichy seté L. sativum rostoucí bez přítomnosti inhibitoru biosyntézy giberelinů 

(K) a za jeho přítomnosti: (1) 25 ng 13-O-acetyl-exo-16,17dihydro-GA5, (2) 25 ng GA5  a (3) 25 ng 

prohexadionu. Kultivováno za sterilních podmínek na 70 ml MS média s 3 % sacharózy, 24 h tma, teplota 19 

°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 10.  Závislost růstu řeřichy seté na druhu inhibitoru biosyntézy giberelinů. Kultivace za tmy. 
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4-denní kultivace semenáčků řeřichy seté L. sativum kultivovaných za sterilních podmínek 

za tmy při teplotě 19 °C vedla k produkci rostlin majících nadzemní i kořenovou část 

stejně dlouhou (Graf 10, kontrola). Na rozdíl od rostlin rostoucích za krátkého dne 

s inhibitorem GA3ox, kde byla naměřena většinou délka kořene větší než délka nadzemní 

části, u rostlin rostoucích za tmy pozorujeme opačný jev (vyjma semenáčků rostoucích 

s přídavkem 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5). Míra inhibice růstu zde roste v pořadí 

13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5  GA5  prohexadion. Naposledy zmíněný inhibitor 

GA3ox je schopen za tmy inhibovat růst nadzemní části semenáčku L. sativum z cca 41 %, 

zatímco růst kořene byl potlačen až ze 75 % (Graf 10). Tyto výsledky jsou v souladu 

s kvantifikačními daty, kde hladina bioaktivní GA7 dosahuje minimální hodnoty právě u 

semenáčků kultivovaných na médiu s prohexadionem a akumulace jeho prekurzoru GA24 

je zde nejvyšší (Graf 7 A).  

Světlo představuje jeden z hlavních environmentálních faktorů, který ovlivňuje růst 

a vývoj rostliny. Současné studie naznačují, že se světelné procesy neodmyslitelným 

způsobem podílejí na regulaci produkce rostlinných hormonů (Symons a Reid, 2003), 

včetně změn v koncentracích GAs během klíčení semen (Oh a kol., 2006; Seo a kol., 

2006). U některých rostlinných druhů mají účinky světla na klíčení semen inhibiční účinek, 

u jiných naopak dlouhodobé nebo krátkodobé vystavení semene světlu klíčení stimuluje 

(Meeuse, 2011). Řeřicha patří mezi dlouhodenní rostliny, tj. takové, u nichž je kvetení 

urychlováno fotoperiodou delší než hraniční délka dne (10-14 h). Řeřicha podobně jako 

huseníček rolní (Arabidopsis thaliana) patří mezi rostliny z čeledi brukvovité 

(Brassicaceae) s krátkou generační dobou (doba potřebná k vytvoření 1 generace). 

Zásadní význam pro klíčení semen u A. thaliana mají samotné gibereliny 

(Debeaujon a kol., 2000). Jak uvedeno v kapitole 3.1, k dnešnímu dni je v přírodě známo 

více než 130 různých GAs, ale pouze několik z nich je bioaktivních. Účinky světla na 

hladiny bioaktivních GAs (GA1) v rostlinách byly poprvé zaznamenány v hlávkovém 

salátě Lactuca sativa (Ait-Ali a kol., 1999; Toyomasu a kol., 1992; Gil a García-Martinez, 

2000; O'Neill a kol., 2000).  

Klíčení semen za světla nejvíce ovlivňují 13-hydroxy GAs (GA5 a GA3, popř. 

GA6), ale také GA8 (podobně jako u GA3), který je degradačním produktem GA1. Při 

kultivaci za tmy klíčení semen pozitivně ovlivňují GA5 a GA3. Tato data jsou v souladu 

s výsledky Liu a kol. (2005), kde došlo ke klíčení semen pouze po aplikacích GA4 nebo 

GA3. Výsledky nám současně potvrdili, že za světla inhibitory giberelinů prokazatelně 

brzdí růst semenáčků, zatímco za tmy byl jejich vliv naopak stimulující (kromě 13-O-

acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5). Podle  Levitta (1980) rostliny kultivované za vysoké 
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intenzity osvětlení dorůstají kratších rozměrů v důsledku interakce mezi fytochromovým 

systémem a biosyntézou GAs. Snížení výšky rostliny v důsledku zvýšené intenzity světla 

je tedy výsledkem snížené hladiny GAs, což potvrzují i námi získané výsledky (kapitola 

5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

6 ZÁVĚR 

 

Hlavním cílem této práce byla izolace a stanovení aktivity 3β-hydroxylázy při in vitro 

reakci vedoucí k tvorbě bioaktivních giberelinů za současného studia jejich inhibitorů 

přímo v rostlině. Ke kvantifikaci giberelinů bylo využito metody UHPLC-(-)ESI-MS/MS. 

Purifikace vzorků byla provedena pomocí dvou SPE kroků s použitím polymerní reverzní 

fáze (kolonky HLB) a kombinace reverzní fáze s iontově-výměnným sorbentem (MAX 

kolonky).  

V prvních dvou experimentech týkajících se práce s GA3ox in vitro se ukázalo, že 

množství enzymu GA3ox (testováno 10-70 μl lyzátu) použitého v in vitro reakci nemá 

zásadní vliv na její průběh, purifikace vzniklé směsi rovněž neovlivňovala dosažený 

výsledek, a ani centrifugace neměla žádný zásadní vliv na obsah GAs ve směsi po in vitro 

reakci s GA3ox. Ačkoli tedy byla provedena řada optimalizačních experimentů, získání 

produktů enzymatické reakce GA3ox s příslušnými substráty nebylo úspěšné. 

Ve třetím experimentu byl sledován vliv sterilizace na endogenní hladiny 13-

hydroxylovaných a 13-nehydroxylovaných GAs v semenech řeřichy seté L. sativum. Bylo 

dosaženo závěru, že postup sterilizace neměl zásadní vliv na endogenní hladiny 13-

hydroxylovaných GAs, ani na hladiny 13-nehydroxylovaných GAs v semenech L. sativum. 

Nejlepší signál umožňovala navážka 10 mg FW, jelikož byl v minimálním procentu 

zastoupen matriční efekt a hladiny všech sledovaných GAs byly dostatečně vzdáleny od 

LOD.  

Ve čtvrtém experimentu byl studován vliv GA3ox inhibitorů na endogenní hladiny 

GAs ve 4denních semenáčcích L. sativum. Optimální navážkou pro vyšší odezvu GAs 

použitou UHPLC-MS/MS metodou se ukázalo být 5 mg, oproti 10 mg FW. Bylo zjištěno, 

že dráha 13-nehydroxylovaných GAs byla v tomto rostlinném pletivu ovlivněna mnohem 

více než dráha 13-hydroxylovaných GAs. Jednalo se především o akumulaci GA24, 

v případě 13-hydroxylovaných GAs pak GA5 a GA3 . Nejpotentnějším se v tomto ohledu 

zdal být prohexadion, který způsoboval nahromadění tohoto GA ve dvojnásobku oproti 

kontrole.  

V pátém experimentu byla naměřena průměrná délka kořenové části 4denních 

semenáčků řeřichy pěstované za světla vždy větší než průměrná délka části nadzemní. Za 

daných podmínek kultivace, byla na médiu obsahující inhibitor 13-O-acetyl-exo-16,17-

dihydroGA5, detekována nejmenší průměrná délka kořene (24 mm) semenáčků L. sativum, 
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což znamenalo, že tyto rostliny měly kořen v průměru cca o 40 % kratší než rostliny 

kontrolní. Podobná situace byla pozorována i u velikosti nadzemní části rostliny, jejíž 

délka dosahovala zhruba 76 % délky kontrolních rostlin. Dále se prokázalo, že za 

zvolených podmínek kultivace a použité koncentrace inhibitoru docházelo k inhibici růstu 

rostlin L. sativum pouze v případě použití 13-O-acetyl-exo-16,17-dihydro-GA5. Ostatní 

inhibitory (GA5, prohexadion) za dobu 4 dnů růstu semenáčků L. sativum podle získaných 

dat zpomalení prodlužovacího růstu rostliny nezpůsobovaly. Ukázalo se, že klíčovými 

hráči biosyntézy GAs jsou 13-nehydroxylované GAs, přičemž v důsledku inhibice GA3ox 

docházelo k akumulaci GA24 a biosyntéza bioaktivních GAs (GA1, GA7) byla potlačena. 

Všechny dílčí cíle, až na první z nich, byly splněny. V dalších experimentech by 

bylo vhodné provést kultivace semen L. sativum po různý počet dnů a při různé délce dne i 

tmy a v neposlední řadě studovat vliv těchto inhibitorů v různých koncentracích na 

biosyntézu giberelinů u těchto experimentálních rostlin. 
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