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1. Uvod

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou nizkomoleku-
larni latky, které se zasadnim zptisobem podileji na regula-
ci rGstu a vyvoje rostlin. Hraji nezastupitelnou roli
v komunikaci mezi butikami, pletivy a organy v prib&hu
celého Zivotniho cyklu rostlin. Je mozné je oznacit za inte-
gratory vnéjsich a vnitfnich signalt. Jednotlivé hormony
nereguluji vyvojové procesy samostatné, ale velmi Casto
spole¢né s dalSimi hormony, pfi¢emz Uinky byvaji jak
synergické, tak antagonické. Vedle fytohormonu se
v rostlinach vyskytuji latky s riistové regulacni aktivitou.
Od fytohormoni se li$i zejména vys$simi koncentracemi
a mén¢ obecnymi u¢inky. V této praci jsou struéné shrnuty
nové trendy v analyze fytohormont auxinl, cytokinint,
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giberelind, brassinosteroidd, kyseliny abscisové a jasmo-
natd. Jasmonaty fadime do skupiny latek s rustové regulac-
ni aktivitou.

Analyza fytohormont je pro analytika vyzvou hned
z n€kolika divodt. Fytohormony se v rostlinnych pleti-
vech vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (pg—ng/g
cerstvé hmoty) spolecné s molekulami podobnych fyzikal-
né-chemickych vlastnosti. V jedné skupiné fytohormont
se pfitom nachdzi i n€kolik desitek derivatl, jeZz se mezi
sebou v mnoha ohledech 1isi. Jedna se o rizné konjugaty
se sacharidy ¢i aminokyselinami, casto o isomery
s vyznamng¢ odlisnou biologickou aktivitou. Z téchto divo-
di se k analyze fytohormonil nejcastéji pouzivaji spojené
techniky, které vynikaji separacni ucinnosti chromatogra-
fickych ¢i elektromigra¢nich metod a soucasné selektivi-
tou a citlivosti hmnotnostné spektrometrické detekce. Dii-
ve hojné pouzivanou GC-MS postupné nahrazuje LC-
MS; v poslednich letech zejména ultrati¢inna kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-MS). Nevy-
hodou GC je nutnost derivatizovat netékavé analyty, coz
zvySuje Casovou ndroc¢nost metody. V poslednich letech se
stale Castéji i v analyze fytohormonii uplatiiuje spojeni kapi-
larni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (CE-MS).

2. Auxiny

Mezi fyziologické procesy, které auxiny ovliviuji,
patii naptiklad stimulace bunééného déleni, dlouzivy rist
stonkli, vétveni kofend, apikalni dominance, fototropis-
mus, geotropismus nebo zrani ploda. Stejné jako cytokini-
ny inhibuji senescenci.

Pro strukturu vSech auxinl je spolecny aromaticky
skelet s karboxylovou skupinou v postrannim fetézci. Nej-

indolyl-3-octova (IAA). Dalsi latky auxinové povahy, jako
kyseliny 4-chlor-indolyloctova (4-Cl-IAA), indolyl-3-
maselnd (IBA) nebo fenyloctovd (PAA), se vyskytuji
v rostlinach v daleko men$ich mnozstvich a jejich vyznam
je spise okrajovy. Ve vétsin¢ pripadt, kdy je fe€ o analyze
auxinid, je min&na pravé kyselina indolyl-3-octova (tzv.
»volnd TAA®), piipadné jeji derivaity a konjugaty
s aminokyselinami nebo cukry, které hraji dileZitou tlohu
v biosyntéze a regulaci hladiny volné kyseliny v rostling.

Pro extrakci se nejhojn&ji pouziva methanol'”, pii-
padné pufr o neutralnim pH (cit.>*). Pfednosti organickych
rozpoustédel je vybornd rozpustnost analytu, vyhodou
pufru zase nizsi kontaminace extraktu pigmenty a dalSimi
nepolarnimi balastnimi latkami.

Nejcasteji, zvlasté pokud jde o zvladnuti vétsiho po-
¢tu analyz v relativn€ kratkém Case (tzv. ,.high throughput
analysis®), je uzivana HPLC-MS. Vysoké¢ citlivosti a se-
lektivity je dosahovano zejména spojenim HPLC s tande-
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movou hmotnostni detekci (MS/MS)*°. Pomoci HPLC-
ESI-MS/MS byly napiiklad analyzovany konjugaty 1AA
sncékterymi  aminokyselinami  vryzi'. Derivatizace
v piipadé kapalinové chromatografie sice neni nutna,
s jejim pouzitim je vSak mozné ziskat metodu s velmi vy-
sokou citlivosti a selektivitou pro analyzu metabolitd [AA.
To pak umoziiuje v rostlinném materialu kvantifikovat
i konjugaty IAA s aminokyselinami alaninem (IA-Ala)
nebo leucinem (IA-Leu) na Urovni jednotek pg na gram
&erstvé hmoty®. Dalsi pokrok byl zaznamenan v roce 2009,
kdy byly metodou HPLC-ESI-MS/MS identifikovany nové
konjugaty IAA s glycinem, valinem a fenylalaninem®.

3. Cytokininy

Cytokininy se podileji na regulaci bunééného déleni,
kli¢eni semen, tvorby lateralnich pupent, starnuti rostlin-
nych pletiv a v neposledni fadé reguluji apikalni dominan-
ci. Nekteré cytokininové derivaty navic vykazuji protina-
dorovou aktivitu’.

Piirozené se vyskytujici cytokininy jsou N° substituo-
vané derivaty adeninu (viz obr. 1). Substituent R? mize
byt bud’ aromaticky, jako je tomu u benzyladeninu (R* =
benzyl), popt. ortho- & meta- topolinu (R* = o-/m-
hydroxybenzyl), nebo izoprenoidni a potom se jedna
o isopentenyladenin (iP), ktery mize byt hydroxylovany
na vedlej$im fetézci (zeatin; Z), a to v pozici cis (cZ) nebo
trans (tZ). Cela sloucenina se mize vyskytovat ve formé
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bazi (R'-H), nukleotidii (R'-ribosa-fosfat) popt. N- a O-
glukosidil. Pozice C2 adeninového skeletu mize byt dale
modifikovana methylthioskupinou (R*-methylthio). Nej-
vys$si biologickou aktivitu vykazuji volné baze.

Pti extrakcei cytokininil z rostlinnych pletiv se nejcas-
t&ji uziva methanol ¢i vicesloZkova extrakéni smés podle
Bieleského  (methanol-chloroform-kyselina ~ mravenci-
voda; 12:5:1:2)"°. Nevyhodou tohoto rozpoustédla je, ze
chloroform zvySuje extrakci lipofilnich molekul, které
mohou komplikovat nasledné ¢isténi. Z tohoto diivodu se
v poslednich letech pouziva extrakéni smés obsahujici
pouze methanol, kyselinu mravenéi a vodu (15:1:4)"".

Cistici proces dnes zahrnuje vyhradng extrakci tuhou
fazi (SPE). Pouzivaji se nepolarni sorbenty (C18), ionto-
meénice, piipadné smésné sorbenty nesouci vlastnosti
obou'*". Novinkou v uspotadani SPE je nahrazeni napl-
novych kolonek kiemennymi kapilarami obsahujici-
mi polymerni monolyty (PMME, polymer monolyth
microextraction)'®. Nejselektivngjsim &isticim krokem je
imunoafinitni extrakce'*'.

Dftive hojné pouzivanou techniku koncové analyzy,
GC-MS"", postupné nahradila LC-MS"'®, Pouziti analy-
tickych kolon s ¢asticemi mensimi nez 2 um (UHPLC)
vyrazng zkratilo dobu analyzy'’. Cytokininy tvori,
z hlediska polarity, velmi rozmanitou skupinu fytohormo-
nd. Cytokininové nukleotidy (di- a trifosfaty) a 2-methyl-
thio-derivaty se vyznamné li§i od klasickych cytokinint
svou polaritou, a proto jsou analyzovany pomoci LC-MS
samostatné, zejména proto, aby bylo dosazeno dokonalé
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Obr. 1. Zakladni strukturni vzorce jednotlivych skupin fytohormoni
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separace vsech isomert®?'. Derivatizace esterifikaci

umoziuje analyzovat polarni cytokininové monofosfaty,
spole¢né s hydrofobnimi volnymi bédzemi, ribosidy, N-
glukosidy a O-glukosidy v jediné chromatografické analy-
ze”. Vedle kapalinové chromatografie se stile vice prosa-
zuje 1 kapilarni elektroforéza. Slouzi nejen ke stanovovani
fyzikalné-chemickych konstant cytokinint, ale i ke stano-
veni jejich endogennich koncentraci v relevantnim biolo-
gickém materialu'.

4. Gibereliny

Gibereliny (GA) reguluji indukei kli¢eni semen preru-
Senim jejich dormance (obdobi vegetacniho klidu), indukci
kveteni a taktéz indukci dlouzivého ristu stonku zvySenim
intenzity bunééného déleni. Nicméné z velkého poctu jiz
identifikovanych giberelinti (v soucasnosti pies 130) je jen
mala cast biologicky aktivni (GA3;, GA; a GAy), zbyvajici
vznikaji degradaci biologicky aktivnich GA, popf. repre-
zentuji meziprodukty biosyntézy®. Po strukturni strance
jsou GA tetracyklické diterpenoidni karboxylové kyseliny
(pKa=~4,0) obsahujici ent-giberelanovy  (obsahuje
20 atomu uhliku, viz obr. 1) nebo 20-nor-ent-giberelanovy
skelet (obsahuje jen 19 uhlikovych atomt), tj. ve smyslu
poctu uhlikli mohou byt GA rozdéleny do dvou skupin,
ato na Co-GA (napt. GAy) a Cy-GA (napi. GA,). Pred-
pona ent se vztahuje ke skutecnosti, Ze skelet GA je odvo-
zen od ent-kaurenu, tetracyklického uhlovodiku, ktery je
enantiomerni k pfirozen€ se vyskytujici slouceniné kaurenu.

Utinnost extrakce GA z rostlinnych pletiv zavisi na
jejich subcelularni lokalizaci a soucasn¢ se také méni
s polaritou molekuly giberelinu samotného, ktera je
v ramci této skupiny rostlinnych hormoni velmi rozdilna.
Driive pouzivana extrakce kapalina-kapalina byla nahraze-
na SPE vyuzivajici sorbentli na polymerni bazi. Gibereliny
jsou, co se tyce koncové analytické techniky, asi nejpro-
blematictéjsi skupinou fytohormontl. Nachdzi se jednak ve
velmi malych mnoZstvich (obecné ng g™ &erstvé hmoty)
a situaci dale komplikuje fakt, Ze pfi jejich poctu vétsim
nez 130, se jejich molekuly 1i8i strukturné jen velmi nepa-
trné. Ve valné vétSiné pripadd se vyuzivda kombinace
hmotnostni spektrometrie s G¢innym chromatografickym
systémem, jako je kapilarni GC nebo UHPLC. Gibereliny
jsou analyzovany GC-MS vétSinou jako methyl ester tri-
methylsilyl etherové derivaty***. LC-MS se pro kvatita-
tivni analyzu GA pouzivé az v poslednich letech**’. Tepr-
ve nedavno byla pro analyzu GA pouzita CE-MS*. Ne-
davno byl publikovan piehledny referdt pojedndvajici
o biologickém vyznamu a chemické analyze této obrovské
skupiny fytohormonti®.

5. Kyselina abscisova
Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon regulujici

vyvojové a metabolické procesy abscise a dormance
v rostlinach. Dilezitou regula¢ni funkci ma ABA za stre-
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sovych podminek, tj. sucha, chladu, nevhodnych osmotic-
kych podminek a imisi, coZ se projevuje n€kolikatindsob-
nym zvysenim jeji endogenni hladiny™.

Kyselina abscisova (ABA) je seskviterpen s 15 uhli-
kovymi atomy a cyklickou ¢asti v molekule. Podle orienta-
ce karboxylové skupiny na C2 uhliku rozliSujeme cis-
a trans-isomery. VétSina molekul ABA v rostlinach tvori
2-cis-4-trans-isomer, ktery se na svétle snadno preménuje
na 2-trans-4-trans-formu. Fyziologicky aktivni je vyhrad-
né jeji (+)-S-isomer. Kromé geometrické isomerie vykazu-
je molekula ABA také isomerii optickou, danou ptitom-
nosti asymetrického uhliku v pozici 1’ Sesticlenného cyklu
molekuly. Pro izolaci ABA z rostlinného materialu se nej-
Cast&ji pouziva okyseleny methanol (obsah 0,5-2 % kyseli-
ny octové, v/v) nebo 70-100% aceton’'**. Negativni stran-
kou uziti methanolu je ov§em moZné methanolyza a me-
thylace vedouci ke tvorbé methylesterd analytu. Rovnéz
40% ethanol, voda® &i okyseleny isopropanol (1% kys.
octova, v/v)** se uplatnily jako velmi G&inna extrakéni
¢inidla. Typickym krokem nasledujicim po extrakci vzor-
ku a odstranéni pevného podilu centrifugaci, je v soucast-
nosti nejvice pouzivana SPE a to s nepolarnimi sorben-
ty’>** nebo smésnymi sorbenty nesoucimi charakter nepo-
larniho sorbentu a anexu®’. Dalsi purifikani technikou je
imunoafinitni extrakce IAE™. Pted tou je viak nutné pou-
zivat CasteCné precisténé extrakty (napf. pomoci SPE),
nebot’ pouZiti hrubych extrakt by mohlo vést krychlé
degradaci TAE sorbentu. U nékterych derivati ABA je
mozné dosahnout vysiiho vytézku methylaci® pied IAE
krokem, u nékterych naopak derivatizace vytézek vyrazné
snizi**. Jednou z moznosti, jak kvantifikovat ABA, je vyu-
ziti imunoanalytickych metod. V uvahu pfichazi zejména
radioimunoanalyza (RIA)*® a enzymova imunoanalyza
(ELISA), ktera se piekvapivé v sou¢asnosti stale pouziva®’
a nebyla zcela vytlacena instrumentdlnimi metodami, jak
je tomu u jinych skupin fytohormoni. Dale se k analyze
ABA a jejich derivatd pouzivaji separacni metody zahr-
nujici GC a LC, a to v kombinaci s UV detekci*® nebo
ELISA**. Jednozna¢nou identifikaci ABA a jejich meta-
bolitli umoznila az tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS)*. Nevyhodou GC ve srovnani s LC je nutnost
derivatizace analyti. Navic vysoka teplota na GC koloné
zpusobuje rozklad nékterych termolabilnich derivati ABA
(ABAGE)*'. HPLC-MS/MS se uplatnila jak pfi stanoveni
endogenni hladiny ABA v husenitku®, tak pii studiu me-
tabolismu ABA***; UHPLC-MS/MS pak byla pouzita ke
kvantifikaci metaboliti ABA izolovanych ze stresovanych
listd tabaku™. Mezi nejnovéjsi trendy kvantitativni analy-
zy ABA pak patii kapilarni elektroforéza (CE) s laserem
indukovanou fluorescenéni (LIF)* &i UV detekci®.

6. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BR) predstavuji pomérné novou
skupinu rostlinnych hormont, podileji se zejména na sti-
mulaci rGstu rostlin i déleni bungk, ristu mladych vegeta-
tivnich pletiv, indukuji kveteni, zrani ploda, kli¢eni semen,
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tvorbu a rlst kotentl, zvySuji rezistenci rostlin proti abio-
tickému i biotickému stresu. Struktura BR je podobna Zzi-
vocisnym steroidnim hormonim. Prvnim izolovanym BR
z pylu fepky (Brassica napus L.) byl v roce 1979 brassino-
lid [(22R, 23R, 24S5)-20,30,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-
-7a-homo-7-oxa-5a-cholestan-6-on] (obr. 1)*® a do dne$ni
doby bylo nalezeno vice nez 70 pfirozenych BR a jejich
metaboliti v riznych druzich rostlin*’. Purifikace BR je
pomérn¢ komplikovand, coZ je zplisobeno jednak vysokou
hydrofobicitou brassinosteroidii a soucasn¢ jejich nizkym
obsahem ve vzorku. Pro izolace prvnich pfirozenych BR
z rostlinnych vzorkll byly pouzity vysoce citlivé biotesty,
zejména biotest na druhém internodu fazole, ktery byl
pouzit pro izolaci brassinolidu z pylu fepky™, aryzovy
ohybovy test, diky némuz byl identifikovan kastasteron
v halkach kastanu™®.

Stanoveni BR v rostlinnych vzorcich je pomérné ob-
tizné vzhledem k faktu, Ze jejich koncentrace je velmi
nizka (pg g erstvé hmoty). Mezi nejpouzivandjsi meto-
dy pro stanoveni jejich endogennich hladin patii kombina-
ce chromatografickych a imunoanalytickych metod.
Kvantifikace BR pomoci imunotestti je zaloZena na kom-
petici BR pfitomného ve vzorku se znamym mnozstvim
znaceného nebo imobilizovaného BR a jejich vazbé k anti-
BR protilatkdm. Pro stanoveni 24-epikastasteronu a pfi-
buznych BR v koncentracnim rozsahu od 0,005 do
50 pmol byla popsana enzymova imunoanalyza. Usp&§nost
této metody byla v kombinaci s HPLC demonstrovana pfi
kvantitativni analyze endogennich BRs ve vzorcich fazole,
mrkve, huseni¢ku a fepkového pylu®.

HPLC je jedna z nejcastéji pouzivanych metod pro
separaci a analyzu BR”. Brassinosteroidy neobsahuji zad-
ny chromofor a tudiz neni mozna jejich UV detekce. Proto
jsou casto derivatizovany. To jednak umoZzni zavedeni
chromoforu do jejich molekuly a jednak zvysi citlivost
jejich detekce ultrafialovymi, fluorometrickymi nebo elek-
trochemickymi detektory. K derivatizaci se vyuzivaji nej-
Castéji derivaty kyseliny borité, které ovSem reaguji pouze
s brassinosteroidy obsahujicimi vicinalni dioly. Limit de-
tekce se pak pohybuje v rozmezi 25-100 pg v zavislosti na
pouzitém derivatiza¢nim c¢inidle. Z reagencii pouzivanych
pro piipravu boronatti BR se zda byt nejvhodnéjsi kyselina
dansylaminofenylboritd, = ktera  umoziiuje  méfeni
ha tak v nejmensi mife interferenci s kontaminujicimi lat-
kami’'. Pro efektivni HPLC separaci derivatizovanych BR
se pouzivaji Cig kolony a smés acetonitril-voda jako mo-
bilni faze. Také byla vyvinuta HPLC metoda zaloZené na
kombinaci predkolonového znaceni a postkolonové fluo-
rescenni detekce, diky niz se podafilo rozdélit 24-epimery
brassinolidu a kastasteronu’>.

Vysoce citliva a selektivni LC-(ESI)-MS metoda byla
pouzita pro stanoveni BR v rostlinnych extraktech za pou-
ziti Cyg kolony o priméru 1,0 mm a chemické derivatizace
volnych BR jako dansyl-3-aminofenylboronati. Limit
detekce v SIM modu (sledovani vybraného iontu) pro deri-

v

limit dosazeny pro BR vibec. Praktické vyuziti této meto-
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dy pak bylo demonstrovano pii transformaci deuteriem
znacenych prekurzorti kastasteronu na brassinolid v seme-
naccich husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)®.

7. Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova (JA) a jeji derivaty, souhrnné
nazyvany jasmonaty, se vyznamn¢ podili na regulaci rastu
rostlin pfi zméné stavajicich vnéjSich nebo vnitinich pod-
minek. Vznikaji oxidaci lipidl a stimuluji obranny a adap-
tacni mechanismus rostlinného organismu.

Po chemické strdnce jsou jasmonity slouceniny
s cyklopentanovym kruhem, nesoucim keto- ¢i hydroxy-
skupinu v pozici C6. Poloha C7 na cyklopentanovém kru-
hu je substituovana cis-pent-2’-enylovym fetézcem, ktery
miiZze byt za uc¢elem zmeény biologické aktivity modifiko-
van enzymatickou redukci dvojné vazby a hydroxylaci
v pozici C11 a C12. 12-OH-JA byva zpravidla déle glyko-
sylovan &i sulfonylovan®**. Methylace karboxylové sku-
piny a tvorba konjugatti s isoleucinem patfi mezi nejcastéj-
§i reakce metabolismu JA (cit.®’).

Jasmonaty jsou snadno extrahovany do organickych
rozpoustédel misitelnych s vodou (methanol, ethanol, ace-
ton). Soucésti pfipravy vzorku pro analyzu GC-MS je ex-
trakce  kapalina-kapalina. Karboxylové  kyseliny
(salicylova, jasmonova, abscisova a indol-3-octova), obsa-
zené v organické slozce rozpoustédla, mohou byt dale
podrobeny methylaci a po zaht'ati zachyceny na polymer-
nim nosici. Ke studiu t€kavych frakci (MeJA) pomoci GC-
MS je také hojné pouzivana adsorpcné/desorpcni technika
— mikroextrakce na pevné fazi, ktera nevyzaduje rozpous-
tédla®®. Naro&nou piipravu t&kavych analyti pro GC-MS
nahrazuje nékolikastupnova purifikace rostlinného extrak-
tu pomoci SPE kombinujici nepolarni (C;3) a iontoveé-
vyménné (QAE-Sephadex, DEAE-Sephadex) faze nebo
polymerni a smésné sorbenty (Oasis® HLB; Oasis® MAX),
nasledovana HPLC-MS/MS.

Tradi¢ni radioimunoanalyza (RIA) a enzymova imu-
noanalyza (ELISA) jsou nahrazovany HPLC-MS/MS.
Tato technika umoznila mimo jiné cis/trans-
stereochemickou  analyzu  vyznamného jasmonoyl-
isoleucinu (JA-Ile)*’. Pii nedavném studiu kinetického
profilu hladin JA a od ni odvozenych metabolitti v odezvé
na mechanicky stres, byla aplikovana metoda UHPLC-
TOF-MS, kterd vynik4 chromatografickym rozliSenim

a nové umoziiuje separovat nékteré isomery®™'.

8. Hormonomicka analyza

Mechanismus pisobeni hormont je zaloZen na jejich
interakci s odpovidajicim receptorem a nasledné aktivaci
signalni drahy, ktera vede ke stimulaci cilovych gend. Na
zakladé soucasnych poznatkii se predpoklada, ze signalni
drahy jednotlivych fytohormonid nejsou nezavislé, ale ze
tvorii slozitou sit’ vzajemné se regulujicich drah. Napiiklad
apikalni dominance je kontrolovdna auxiny regulovanou
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biosyntézou cytokininti®, wéinek rostlinného hormonu
ethylenu na riist kofene je zprostfedkovan auxiny®, cytoki-
niny reguluji distribuci auxint v kofeni, ¢imz ovliviiuji
rist kofenovych pletiv® a brassinosteroidy mohou stimu-
lovat biosyntézu jasmonati, a tim ovliviiovat reakci na
stresové faktory®.

Nedavna analyza transkriptomu za pomoci microarray
techniky vnesla svétlo do regulacnich siti mezi fytohor-
mony®® a nasledna analyza proteomu objasnila hormonalni
regulaéni procesy na trovni proteinii®®. Pro dikladngjsi
pochopeni regulaci uvniti slozité hormonalni sit¢ je ale
zapotiebi kvantifikaénich metod umoziujicich stanoveni
koncentraci v§ech hormoni soucasné a charakterizovat tak
celkovy ,,hormonom* rostliny?®.

Analytické metody umoznujici simultalni stanoveni
vybranych zastupct vSech skupin fytohormonu (tzv. hor-
monomicky pfistup; phytohormone profiling) jsou ve srov-
nani s paralelnim stanovenim fytohormont po skupinach
(tzv. phytohormone targeting) casové uspornéjsi a dochazi
k mensi spotfebé vzorku. Derivaty rtiznych skupin hormo-
nl jsou totiz extrahovéany, izolovany a kvantifikovany
soucasné. Nevyhodou jsou potom ¢asto vyssi limity detek-
ce a omezeny pocet stanovovanych derivati v ramci dané
skupiny hormonil. Tato omezeni jsou zpiisobena vyrazny-
mi rozdily ve fyzikalné-chemickych vlastnostech jednotli-
vych analytll. Pro ,,hormonomickou® extrakci se pouzivaji
methanol, jeho vodné roztoky, dichlorether ¢i dichlorome-
than6,9 pficemZ pH roztokd je vétSinou neutrdlni nebo ky-
selée™.

Stejné jako u jednotlivych skupin fytohormoni i zde
se v soucasnosti nejvice pouziva HPLC-MS/MS popf.
UHPLC-MS/MS, ktera nahradila jak HPLC-UV-VIS™, tak
GC-MS, kdy bylo nutné fytohormony derivatizovat za
pouziti etherického diazomethanu, popt. fluoridu boritého.
S jedinym purifikacnim krokem byly pomoci GC-MS
kvantifikovany JA a SA”'. Taktéz s vyuzitim GC-MS/MS
byly po SPE pftecisténi stanoveny hladiny IAA, ABA, JA,
SA v husenicku, a to snavazkou pouhych 20-200 mg
(cit.”®). Zmény hladin v&tsiho mnoZstvi derivati fytohor-
monll (ABA a jeji Ctyfi derivaty, IAA a IA-Asp, tZ, tZR,
iP, iPR a GA|, GA;, GA; a GA,) byly sledovany pomoci
HPLC-MS/MS v priibé¢hu termodormance u semen salatu.
Tato metoda je snavazkami od 50 do 100 mg suchych
semen sice citliva, ale umoziluje stanoveni pouze biologic-
ky aktivnich derivati fytohormont, nikoli jejich biologic-
ky neaktivnich metabolitl, popf. biosyntetickych prekur-
zort®. Pro pochopeni komplexniho metabolismu a jeho
regulaci je vSak nutné znat i koncentrace téchto latek. Tyto
nedostatky byly c¢éasteéné odstranény zavedenim jiné
HPLC-MS/MS metody umoznujici stanoveni CK, ABA,
a GA i kyseliny salicylové, JA a jejich methyl esterti bé-
hem biotického a abiotického stresu v extraktech husenicku
bez jakéhokoliv piedisténi””. Pozd&ji vyvinuta UHPLC-
MS/MS metoda navysila pocet stanovovanych derivati na
43 (cit.?®). Jedna se oviem pouze o derivaty auxinti, CK,
ABA a GA. Vlastni UHPLC-MS/MS analyze piedchazela
SPE. Pro zvySeni detekéniho limitu byly slouceniny se
schopnosti poskytovat pfi ionizaci elektrosprejem (ESI)
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negativné nabité ionty (auxiny, ABA, gibereliny) derivati-
zovéany bromcholinem za vzniku kvartérnich amoniovych
soli, ¢imz ziskaly naboj kladny a mohly tak byt stanoveny
za pouZziti mnohem citliv&jsiho pozitivniho médu ESI-MS.

9. Zavér

Chemické analyza fytohormoni je nedilnou soucésti
mnoha experimentll v oblasti vyvojové biologie, bioche-
mie a fyziologie rostlin. Kvalitativni a zejména kvantita-
tivni analyza napomaha objasnit vyznam téchto nizkomo-
lekularnich latek pfi regulaci vyvojovych procesi
vrostlinach a predstavuje tak vyznamny doplnek
k informacim o expresi geni ¢i proteinovém profilu.
Vzhledem k tomu, Ze uZ analyza fytohormonl na Urovni
celé rostliny je obtizna, je analyza na bunécné Grovni po-
vazovéna za nemoznou. Budoucnost spo€ivd v zavedeni
rychlych (vysoka prostupnost vzorkil) a extrémné citlivych
analytickych metod, poskytujicich informace o profilu,
pokud mozno, vSech skupin fytohormont nejen na organo-
vé’* ale i bunééné trovni.

Tato  prdce  vznikla  za grantii

KAN200380801 a IGA PrF/2011/031.
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Phytohormones are key regulators in various physio-
logical processes of plant growth and development. Their
chemical analyses, together with their genomics and prote-
omics, are an integral part of plant development studies.
The information on hormone levels is often valuable for
biologists dealing with any hormone-regulated processes.
Plant tissue is a complex multicomponent mixture con-
taining phytohormones in minute quantities (pg or ng/g
fresh weight) along with many other related compounds
with similar structures and/or physicochemical properties.
Therefore, their analysis requires rapid, sensitive and suf-
ficiently selective analytical methods. The significance of
solid-phase extraction for purification and hyphenated
techniques such as GC-MS, LC-MS and CE-MS for rou-
tine analyses of phytohormones is discussed.



