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1 UVOD A CILE PRACE

Herbicidy jsou pfipravky zaméfujici se na hubeni nezadoucich rostlin, pleveld.
Predstavuji tak kliCovy ndstroj v modernim zemédélstvi, jenz umoziuje efektivni
regulaci nezadoucich rostlin, které za normalnich podminek konkuruji ucelné
péstovanym plodindm v boji o ziviny, vodu a svétlo.

S roz§ifenym pouzivanim herbicidli se neobjevuji pouze pozitivni ucinky,
ale 1 ty negativni. Hlavnim problémem je pronikani herbicidii do okolniho prostiedi,
které¢ zplisobuji dalsi Skody na necilen¢ zasazenych rostlinach, a také se mohou pftes
ptdu dostavat do povrchovych a vstiebavat do podzemnich vod. Nekteré herbicidy maji
navic toxické ucinky na jednotlivé zivociSné druhy, a to bohuzel véetné ¢loveka.

V dnesni dobé€ jsou herbicidy pouzivany v mensi mife, nebot’ bylo zjisténo,
ze plevely se staly vici nékterym latkam rezistentni. Tato skutecnost zapiicinila snahu
oobjeveni novych ekologicky nezdvadnych latek anebo vytvafeni geneticky
modifikovanych plodin, které zvySuji bezpecnost plodin a zlepSuji selektivitu herbicidi.

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literdrni reSerSi tykajici se
problematiky herbicidli a riziklim spojenych s jejich pouzivanim. Dale bylo cilem
zpracovat problematiku mechanismu u¢inku inhibitort elektronového transportu a z n¢j
vyplyvajici ptehledovy seznam v soucasnosti pouzivanych herbicidi. Experimentalni
¢ast byla zaméfena na nalezeni nové molekuly s potencidlnim herbicidnim ucinkem.
Testované latky se fadi do herbicidni skupiny inhibitora fotosystémul. Experimenty byly
provadény na izolovanych chloroplastech pochdzejicich z rostlin Spendtu setého
(Spinacia oleracea L.), pomoci umélého akceptoru elektronti 2,6-dichlorfenol-

indolfenol (DCPIP).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1. Herbicidy

Herbicidy jsou chemické latky pouzivané v zemédé€lstvi. Maji byt pouzivany ucelné
pro regulaci plevelt a dalSich nezadoucich rostlin. Existuji dva dusledky jejich pouziti,
a to zpomaleni anebo uUplné preruseni vyvoje a rastu rostlin. Herbicidy ucinkuji
predevs§im na metabolismus rostliny a jeji hormondlni regulaci. Jejich pouziti je soucasti
integrované ochrany proti plevelim v zeméd¢€lstvi a zahradnictvi. Umoznuje zlepSeni
produktivity zadoucich rostlin (Jursik a kol., 2018).

Herbicidy jsou druhem pesticidii. Jsou to biocidy, které jsou vytvofeny
k usmrcovani, odpuzovani anebo zpomalovani organismi nezddoucich pro lidi
a zemédélstvi. Mezi né se tadi plevely, plisné a zivocisni Skidci. Mohou byt déleny
podle urceni, napt. akaricidy (hubi roztoce), fungicidy (hubi houby), insekticidy (hubi
hmyz) a rodenticidy (hubi hlodavce) (Dvorak a Smutny, 2003).

2.1.1 Déleni herbicidu
Herbicidy délime do nékolika skupin podle riznych kritérii. Mohou byt rozdéleny podle

mista plsobeni na kontaktni a systémové. Kontaktni herbicidy plsobi pifimo na casti
rostlin, s nimiz pfijdou do kontaktu a funguji Iépe pifi slunecnim zaieni. Herbicidy
systémové pronikaji ithned do nitra rostliny skrze misto priniku, coz byvaji nejcastéji
koteny, a postupné rostlinu likviduji zevnitt (Liao a kol., 2021).

Dale jsou herbicidy rozdéleny dle selektivity na selektivni a neselektivni.
Herbicidy selektivni jsou pouzivany pro odstranéni specifické nezadouci skupiny
vegetace za takovych podminek, aby nebyly poSkozeny cilené péstované rostliny.
Neselektivni herbicidy devastuji veSkerou vegetaci na misté pouziti (Sherwani a kol.,
2015).

Jako dalsi kritérium pro déleni herbicidi se uddvaji mechanismy ptisobeni
herbicidi. Ty mohou byt rizné, avSak jediny cil maji spoleny, narusSit néktery
z dulezitych fyziologickych procest, které jsou pro normalni rGst a vyvoj rostliny
nezbytné. NejcastéjSim mechanismem je inhibice jednoho anebo vice enzymu katalyzujici
reakci pii biosyntéze dulezitych organickych sloucenin. Klasifikace herbicidi podle
mechanismu Uc¢inku je celosvétové znama jako HRAC (Herbicide Resistance Action
Comittee), a ta rozdéluje herbicidy do né€kolika skupin podle jejich mista a mechanismu

t¢inku (MU) (Tabulka 1) (HRAC, 2005; Menne a Kiicher, 2008; Jursik a kol., 2018).
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Herbicidy mohou byt rozdé€leny dle jejich aplikace na nezadouci rostliny. Jedna
se o aplikaci pred setim rostliny, kdy se herbicidy oSetfuje pida. Tento druh aplikace je
vhodny zejména pro herbicidy rozkladajici se slunecnim zafenim a pro herbicidy vysoce
tékavé. Dalsi zplisob aplikace je preemergentni, v tomto piipad¢ se jednd o oSetieni
herbicidy po zaseti plodiny, ale jesté pfed tim, nez rostlina vzejde. Tyto latky jsou
pfijimany rostlinnymi koteny. Poslednim druhem aplikace je postemergentni, kdy se

herbicidni latky aplikuji az po vzejiti rostliny a jsou piijimany hlavné listovymi ¢astmi

rostliny, ale v n¢kterych piipadech i kofeny (Sosnoskie, 2006; Jursik a kol., 2018).

Tabulka 1: Klasifikace herbicidu dle HRAC.

Clenéni Herbicidni skupina Piiklad chemické skupiny
HRAC
A Inhibitory ACCasy Aryloxy-fenoxy propionaty,
cyklohexandiony
B Inhibitory syntézy acetolaktatu Sulfonylmocoviny, imidazoliny,
triazolové pyrimidiny, triazonoly
C1 Inhibitory fotosystému II Triaziny, triazinony, uracily,
fenylkarbamaty
C2 Inhibitory fotosystému II Substituované mocoviny
C3 Inhibitory fotosystému II Benzothiadizoly, nitrily,
fenylpyridaziny
D Inhibitory fotosystému I Bipyridily
E Protoporfyrinogen oxidazové (PPO) Difenytl ethery, aryl triazoliny,
inhibitory fenylfthalimidy
F1 Inhibitory syntézy fytoendesaturazy Pyrolidiny, karbaxamidy, amidy
(PDS)
F2 Inhibitory 4-hydroxyfenylpyruvatde- Isoxazoly, triketony
hydrogenazy
F3 Inhibitory syntézy karotenoidli Isoxazolidinony
F4 Inhibitory syntézy 1-deoxy- Isoxazolidinony
D-xyluloza-5-fosfatu
G Inhibitory 5-enolpyruvylsSikimat- Derivaty aminokyselin

3-fosfat syntetazy

13



Tabulka 1: Pokracovani klasifikace herbicidu dle HRAC.

H Inhibitory glutamin syntetazy Derivaty aminokyselin
I Inhibitory syntézy dihydropteroatu Karbamaty
K1 Inhibitory stavby mikrotubuli Dinitroaniliny, benzamidy
K2 Inhibitory stavby mikrotubulll pfi Karbamaty
mitoze
K3 Inhibitory prodluzovani fetézct Oxyacetamidy, chloracetamidy,
mastnych kyselin propanacetamidy
L Inhibitory syntézy bunééné stény Benzamidy, nitrily
M Rozpojovani bunééné membrany Dinitrofenoly
N Inhibitory syntézy lipidia Thiokabamaty, benzofurany
0] Mechanismus uc¢inku syntetickych Fenoxykyseliny, benzoové
auxint kyseliny, pyridin-karboxylové
kyseliny
P Inhibitory transportu auxint Ftalaty, semikarbazony
Z Nezndmy mechanismus ucinku Kyselina arylaminopropionova,

organicky arzen

2.1.2 Historie herbicidu

Prvni organické herbicidy se zaCaly pouzivat uz koncem 19. stoleti. Pocatkem éry
herbicidi bylo zavedeni hnojeni dusikatym vapnem, coz, jak se nasledné prokazalo,
mélo 1 herbicidni G¢inky. V roce 1892 se poprvé uplatnily jako insekticid dinitrofenoly.
Pozdéji, ve 30. letech 20. stoleti, se zacal vyuzivat i dinitro-o-kresol, piicemz se zjistilo,
ze tyto latky maji také neselektivni herbicidni uc¢inky. Toto zjiSténi vedlo k jejich
rozsitfenému pouziti v ochrané rostlin, ¢imz doslo k vyznamnému pokroku v této
oblasti. Latky jsou ale velmi toxické a ptedstavovaly nebezpeci pro veskeré zivé
organismy, a proto se piestaly pouzivat na konci 50. let 20. stoleti (Jursik a kol., 2018).
Na zacatku 40. let 20. stoleti pak byly objeveny prvni syntetické auxiny,
konkrétn¢ kyseliny dichlorfenoxyoctova (2,4-D), trichlorfenoxyoctova (2,3,5-T)
a (4-chlor-2-methylfenoxy)octovd (MCPA), které oteviely nové moznosti opravdu
ucinné selektivni regulace dvoudéloznych rostlin, které se pouzivaji dokonce dodnes.
Nasledné byly postupné objeveny dalSi velmi uspésné herbicidy, jako jsou triaziny,

chloracetamidy anebo derivaty mocoviny (Levin, 2013).
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V dne$ni dobé je zndmo pfiblizn€ 150 herbicidnich latek, které se spole¢né
formuluji do stovek, ne-li tisict, riznych komercnich produkt (Senseman a Armbrust,
2007). Vétsina z nich jsou organickymi slouceninami a obsahuji uhlik, vodik, kyslik

a dalsi chemické prvky (Levin, 2013).

2.1.3 Herbicidy a jejich rizika

Vétsina herbicidi nemd pouze pozitivni ucinky a jejich pouziti s sebou nese velka
rizika. Aby nedochéazelo k zddnym ekologickym katastrofam, musi byt herbicidy
pouzity v pfesném mnozstvi a na spravnych rostlinach. Herbicidy mohou byt toxické
pro své okoli, a to nejen pro okolni rostliny a jejich plody, ale také pro vSechny
zivoCichy, vcetn¢ cloveéka. V dnesni dobé se proto dba na to, jaké herbicidy
se pouzivaji. Dochazi k velmi slozittmu posuzovani ekotoxického profilu. Musi

se zohlediiovat mnoho vlastnosti a jejich interpretace nebyva vzdy jednoznacna (Jursik

a kol., 2018).

2.1.3.1 Rizika pro ¢lovéka

Expozice pesticidim pfevazné pochazi z absorpce kiizi, inhala¢né nebo poziti, zejména
prostiednictvim potravin, kdy se herbicidy bud’ vyskytuji na povrchu nebo uvnitt ovoce
a zeleniny anebo se také objevuji v mase ryb a jinych zvirat, které konzumujeme. Jako
dalsi zptsob, jak mtize byt lidsky organismus vystaven herbicidiim, je prostiednictvim
kontaminované pitné vody nebo ve vzduchu, ktery lidé dychaji (WHO, 2019). Zdravi
Clovéka nemusi ohrozit pouze latka puasobici herbicidné, ale také dalsi slozky
vyskytujici se v pfipravku (Nicolopoulou-Stamati a kol., 2016).

Mezi nejCastéjsi projevy expozice lidského organismu herbicidiim se fadi kozni
reakce, jako jsou vyrazky, podrazdéni a také alergické reakce. Mohou se také objevit
stavy. Poziti herbicidi mutze vyvolat nevolnosti, zvraceni anebo dalsi zaZzivaci
problémy. Neékteré herbicidy jsou znamy svymi disruptivnimi G¢inky na endokrinni
disledky expozice herbicidim muze byt fazena karcinogenita, ke které dochazi
pii dlouhodobé expozici ur¢itym herbicidiim. Déle muze byt také ovlivnén reprodukcni
systém, kdy dochazi ke snizené fertilité anebo celkovym problémim béhem gravidity
(Nicolopoulou-Stamati a kol., 2016).

Profesni expozice herbicidiim je spojena s riznymi respiraénimi onemocnénimi,

véetné astmatu, chronické obstrukéni plicni nemoci a plicniho karcinomu (Tarmure
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akol., 2020). Studie Boulangera a kol. zroku 2018 ukazala, Ze druh zemédélské
¢innosti muze ovlivnit riziko vyskytu urcitych typt rakoviny plic u zemédélct.
Naptiklad u vinafi bylo zjiSténo vyss$i riziko vzniku adenokarcinomu, zatimco
u péstiteli hrachu bylo zvySené riziko malobunééného karcinomu plic. U pracovnika
pestujicich slunecnice, provadéjicich fez ovocnych stromi a pouzivajicich pesticidy
na fep¢ bylo zaznamenéno zvySené riziko spinocelularniho karcinomu. Déle kuptikladu
herbicid atrazin, pouzivany proti dvoudéloznym pleveliim pti péstovani kukufice, soji
anebo cukrové titiny je potencidlné karcinogenni a zpisobuje adrenokortikalni

karcinomy (Caron-Beaudoin a kol., 2016).

2.1.3.2 Rizika environmentalni

Nejenze se postupné v poslednim desetileti snizuje pocet pouzivanych ucinnych latek
herbicidii v Ceské republice ale i vcelé Evropské unii, dochazi také k restrikci
ptipravki, které maji horsi ekotoxicky profil. Jelikoz se zaroven se snizovanim poctu
pouzivanych herbicidi nedafi vyvijet nové ekologicky nezavadné prostiedky, dochézi
k dalSimu dualezitému problému, a to k mnohocetnému vyskytu rezistentnich populaci
plevelt (Jursik a kol., 2018).

Herbicidy nepiisobi pouze na nezddouci rostlinu, ale dostavaji se jejich aplikaci
ido okoli. Jak jiz bylo zminéno vySe, herbicidy plisobi ina jiné organismy. Je to
zpusobeno napiiklad pfimym kontaktem s latkou anebo mohou herbicidy proniknout
do podzemnich vod. Jedna se tedy o riziko znecisténi vodnich zdroji, coz mize negativné
ovlivnit kvalitu vody a vodni ekosystémy. Herbicidy také mohou ohrozit biodiverzitu,
nebot’” mohou toxicky pulsobit nanecilové rostliny a zivocichy, coz muize naruSit
ekosystémovou rovnovahu. Ddéle existuje riziko vyvoje rezistence Skudci a plevele
na herbicidy, coz vyzaduje pouziti silnéjSich chemikalii (Ruuskanen a kol., 2022).

Herbicidy narusuji mikrobidlni rovnovédhu v pudé a ovliviyji jeji urodnost
(Wagner a kol.,, 1996). VétSinou herbicidni latky neovliviiuji mikrofloru pady
dlouhodob¢. Miuze se vSak stat, Ze pii opakovaném pouzivani stejného herbicidu
dochazi k adaptaci mikroorganismi a néasledné k jeho rychlejsi degradaci a predcasné
ztraté¢ ucCinnosti. Naptiklad herbicid 2,4-D (Obrazek 1) ovliviiuje uzitecné bakterie
fixujici dusik v hlizdch bobovitych rostlin, aktinomycety a jiné organismy rozkladajici
organické slouCeniny (Ruuskanen a kol., 2022).

Negativni vliv maji 1 na prospé$né druhy, jako jsou opylovaci. Tato rizika

vvvvvv
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metod ochrany rostlin. Pravé uhyn opylovact, jako jsou nejznaméjsi vcely, je velmi
nebezpecné pro budoucnost Zivota na Zemi. Opylovaci jsou zodpovédni za pohlavni
rozmnozovani rostlin a bez tohoto procesu by vznikly katastrofické, ne-li fatalni

dasledky nejen pro lidstvo (Evropsky parlament, 2018; Sharma a kol., 2018).

o M,

Cl Cl
Obrazek 1: Struktura herbicidu 2,4-D (kyselina dichlorfenoxyoctova).

2.1.4 Rezistence a herbicidy

Rezistence obecné znamena odolnost nebo net¢innost urcitého organismu vici nééemu,
¢emu diive podléhal. V kontextu herbicidu, se rezistence na herbicidy tyka schopnosti
urcitych druht plevelt ptezit a rust i pfes aplikace herbicida, které jsou navrzZeny
k jejich hubeni. Tato rezistence je Casto dusledkem genetickych mutaci v plevelnych
rostlinach a mize se rozvijet, kdyz jsou herbicidy pouzivany opakované
a v dlouhodobém horizontu nebo naopak v nedostate¢nych davkach. To vede k potiebé
pouzivat siln€jsi nebo razné/jiné typy herbicidi k efektivhimu ovladani odolnych
plevelt (Ghazi a kol., 2023).

Rezistence rostlin na herbicidy mize vzniknout riznég, proto jejich mechanismus
vzniku délime na n€kolik druhd. Prvnim z nich je mutace cilového mista (farget-site
mutation, TSR), to znamend, ze rezistence vznika zménami v misté, na které
ma herbicid pusobit. Rostliny v tomto pfipadé¢ mohou mutovat na Grovni enzymi, které
jsou cilem herbicidi a stavaji se tak rezistentnimi vici jejich u¢inkim. Jelikoz tedy
mutuji enzymy, dochazi ke zméné aminokyselin v primarni struktufe enzymu, kam se
herbicid za normalniho stavu navazuje, a tim herbicid ztraci své vazebné misto (Murphy
a Tranel, 2019).

DalSim typem je rezistence k herbicidim mimo cilové misto (non-target-site
mutation, NTSR), kdy dochéazi ke vzniku resistence u plevele v disledku zmén
v procesech, které ale nejsou piimym cilem herbicidu. Také se tento typ rezistence
nazyva metabolicky zalozeny typ. Mlze se napfiklad jednat o zvySeny metabolismus

pomoci P450 monooxygendz, ktery predstavuje stile vazngj$i hrozbu pro udrzbu
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plevele, jelikoz ucinnost herbicidii plsobicich na nékolik skupin mutze byt timto
naruSena (Jugulam a Shyam, 2019).

Tieti typ je nazyvany kiiZovou rezistenci (cross-resistance). Jedna se
orezistenci mezi raznymi herbicidy. Je charakteristicky jedinym odpovidajicim
mechanismem, ktery mtize byt bud’to spojen s TSR, jako jsou mutace, anebo s NTSR,
kdy souvisi se zménénym metabolismem rostliny. Nejcastéji se jednd o zvySeny
metabolismus rostliny, ktery ji umoziuje odolavat ucinkiim herbicidi rtiznych skupin
(Beckie a Tardif, 2012).

Poslednim typem je rezistence vicecetna (multiple-resistence). Zde je v rostliné
pfitomna kombinace dvou anebo vice mechanismu rezistence. MiiZze to byt rezistence

na jeden typ herbicidu, ale i na vice, které maji rizné misto u¢inku (Jursik a kol., 2011).

2.1.4.1 Rezistence a jeji vyvoj

Poprvé se herbicidy zacaly pouzivat na konci 40. let 20. stoleti a pfiblizné dalSich 20 let
se neobjevovaly téméf zadné informace ohledné rezistence rostlin na jejich pouziti.
Zmeéna nastala vroce 1968, kdy byla objevena triazin-rezistentni rostlina, starcek
obecny (Senecio vulgaris L.). Od tohoto roku se postupné zvySoval pocet rezistentnich

rostlin na herbicidy, primarné na latku triazin (Obrazek 2) (Ryan, 1970; Shaner, 2014).
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Obrazek 2: Struktura triazinu vyskytujiciho se ve tfech izomerech: 1,2,3-triazin (1), 1,2,4-triazin (2)
a 1,3,5-triazin (3).

Diivodl vyvoje rezistence na herbicidy v populacich plevele je hned n¢kolik.
Patfi mezi n¢ napiiklad genetickd variabilita plevele, kdy mohou rtzné genetické
mutace poskytnout jednotlivym rostlindm odolnost vi¢i herbicidim. Jako dalsi je
uveden selekéni tlak herbicidd ¢ili dlouhodobé a opakované pouzivani stejného
herbicidu, které zvySuje pravdépodobnost vyvoje odolného biotypu. S predeslym
divodem souvisi také nedostatecné obménovani herbicidi, kdy dochéazi k pouzivéani
stejného druhu anebo skupiny herbicidd se stejnym mechanismem ucinku bez stiidani
s jinymi ptipravky. Dal§im castym divodem vyvoje rezistence je nespravna aplikace
herbicidii. V tomto ptipadé se herbicidy pouzivaji nedostateCné¢ anebo nespravné,

cozmiize zpusobit preziti nckterych jedinct plevele, k selekci odolnych biotypi
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a pfedani téchto odolnych geni dalSim generacim (Mikulka a Slavikova, 2008;

Qu akol., 2021).

2.1.4.1.1 Rezistence a jeji vyvoj v CR

Doposud bylo v Ceské republice zaznamenano 16 druhti pleveld, které jsou rezistentni
viac¢i herbicidim. VétSina téchto rezistentnich pleveld byla objevena na puadé
a stanovistich, kterd jsou intenzivné chemicky oSetfovana. Jsou to naptiklad Zeleznice
anebo ovocné sady. Tyto druhy rezistentnich pleveli (staréek obecny, laskavec ohnuty,
turanka kanadskd, rdesno cervivec a dalsi) byly popsany uz v 70. letech 20. stoleti,
jak jiz bylo zminéno vyse a jsou rezistentni vii€i triazinovym herbicidim. Ve vétSing
piipadi se jedna o rezistenci TSR (Chodova a kol., 2004; Jursik a kol., 2018).

Po roce 2000 se zacCaly postupné objevovat rezistentni polni plevely. Byly
nalezeny rezistentni druhy vii¢i inhibitorim fotosystému II (PS II) v kukufi¢nych
a fepovych polich (Mikulka a Slavikova, 2008 a Jursik a kol., 2018). Jako dalsi riziko
pfedstavuje zvysena spotieba glyfosatl nejen na zemédélskych pudach (Chodova a kol.,

2009).

2.1.4.1.2 Prevence vici rezistenci
Aby se rezistenci predchéazelo, musi se dikladné dodrzovat podminky pouziti herbicida.
Primarné¢ je nutné sledovat ucinnost herbicidi na pouzitych plochach. V piipadé
vyskytu snizené Gc¢innosti jinak u¢inného herbicidniho ptipravku na néktery z pleveld,
muze se jednat o prvni projev vyvoje herbicidni rezistence a je dulezité ji zastavit jesté
diive, nez se rozsifi do veskeré populace. Pokud se tento vyvoj nezastavi vcas,
je moznost potlaceni omezena a Casto také velmi ndkladna (Qu a kol., 2021).
Nejcastéjsimi pri¢inami vzniku rezistence je opakované pouzivani stejného
herbicidu, minimdlni zpracovani plidy a monokulturni zplsob péstovani rostlin.
Aby bylo mozné rezistenci potvrdit, musi se zménit tfi vyse zmifované pii¢iny. Uginné
je tedy stfidani plodin, zpracovavani plidy — mechanické odstranéni plevele a regulace
plevelu v meziprostorech. StéZzejnim opatfenim je vSak pouZzivani odlisného herbicidu;
dualezité je podotknout, zZe to nesmi byt provedeno opozdéné. Pokud je pouzit herbicid
zjiné skupiny nez zté, na kterou si rostliny vyvinula rezistenci, pak je toto feSeni
ucinné a jednoduché. Komplikace pouziti jiného ptipravku mize byt kiizova rezistence,
ale ne vzdy se vyvine rezistence na veSkeré¢ herbicidy se stejnym mechanismem uc¢inku

(Jursik a kol., 2018).
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2.1.5 Vyvoj novych herbicidu
V roce 2019 tvofila trzni hodnota herbicidi pfiblizné 52 % celkového svétového trhu
s pesticidy. To znamena, Ze vice nez polovina trzeb z prodeje pesticidil pochazela prave
z prodeje herbicidli (Qu a kol., 2021). Ackoliv generace prvnich herbicidi pfinesly
vyhody pro zeméd¢lstvi, mély také negativni dopady na zivotni prostiedi a zdravi lidi
kvli jejich dlouhodobé ptitomnosti v prostiedi a nezadoucim toxickym ucinkiim mimo
urceny cil. S rostoucim pochopenim dulezitosti ochrany zdravi a zivotniho prostiedi
se stalo kli¢ovym, aby nov¢ vyvijené herbicidy spliiovaly niZze uvedené pozadavky
(Gianessi, 2013).
Seznam pozadavki pro nové vyvijené herbicidy (Jursik a kol., 2018):

- vysoka a rychla tc¢innost pti nizkém davkovani;

- vysoka selektivita k rostling;

- bezpecnost a ptiznivost pro ekotoxikologii;

- pfijatelnost chovani v prostiedi;

cenova dostupnost.

Vyvoj novych herbicidli je velmi narocny proces. Nejednd se pouze o velkou
finan¢ni zatéz, kdy je potifeba pro vyvoj a zavedeni nového herbicidu investice
az 5 miliard korun. Dal§im uskalim je i1 ¢as, od prvniho objeveni herbicidniho G¢inku
u néjaké chemické latky az po jeji uvedeni na trh se jedna pfiblizné o 8 az 10 let.
Patentova ochrana ¢ini pouze 20 let, a proto neni vzdy mozno ocekavat navrat investice
béhem 10-12 lety (Naylor a kol., 2002; Jursik a kol., 2018). V dneSni dobé jsou
vyvijeny hlavné herbicidy, které maji uplatnéni u celosvétové vyznamnych plodin, jako
je sdja, pSenice, kukufice a ryze.

Vyvoj novych herbicida také ale celi dalSim vyzvam. Jednou znich je pravé
rezistence plevelt, kterd byla popsana v kapitole 2.1.4 Rezistence a herbicidy.
V poslednich letech bylo provedeno mnoho vyzkuml tykajicich se mechanisml
rezistence na herbicidy, stejné¢ jako souvisejicich metod detekce a managementu.
N¢kolik piehledovych studii poskytlo navrhy a mysSlenky, jak bojovat proti rezistenci
na herbicidy a dosédhnout udrzitelného rozvoje v prumyslu herbicidi z vice thlového
pohledu. Vyvoj rezistentnich pleveli vSak de facto predbéhl vyvoj novych herbicidnich
ucinnych latek v poslednich 20 letech, coz lze poznat i z toho, Ze se v tomto obdobi
dostalo pouze malé mnozstvi herbicidi s novymi MU z laboratofi na vefejnost (Duke,

2012).
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Identifikace novych MU je vzacna. Prvni komeréné dostupny synteticky auxinovy
herbicid, 2,4-D, byl uveden na trh ve 40. letech a zah4jil novou éru managementu
plevelll v modernim zemédé€lstvi. Od té doby se vyrazné rozsitily chemické technologie
pouzivané pro kontrolu plevelii a objevilo se mnoho novych herbicidi zamétenych
na specifické proteiny. Tyto proteiny jsou zapojeny do procesu, jako je fotosyntéza,
déleni a rGst bunck a bunéfny metabolismus. Cilové zaméfené herbicidy byly
od poloviny 20. stoleti nejucinnéjSim prosttedkem pro management plevelt. Nicméné,
s rozsahlym vyskytem plevelll odolnych vi¢i herbicidim po celém svété (piiblizné
od 90. let) jiz vyvinuté cilové zamétené herbicidy nedokazaly dostateéné pokryt potieby
zemédélské produkcee, a proto doslo k vyvoji transgennich plodin a tim k historickému
zvyseni bezpecnosti plodin zlepSenim selektivity herbicidii. Nejzndméj$im prikladem je
komer¢ni vyuzivani sdjovych bobii, kukufice a baviny odolnych vii¢i glyfosatu od roku
1996. Tyto transgenni plodiny poskytly jednoduchy a stabilni systém managementu
pleveld, ktery byl rychle pfijat na zapadni polokouli a je zde Siroce pouzivan (Qu a kol.,
2021).

Bioherbicidy nejsou nejnovéjSim typem herbicidii, prvni se objevily jiz v 70. letech
20. stoleti, ale az v této dob¢ se stavaji preferovanéjSimi. Bioherbicidy ptedstavuji rizné
mikroorganismy, a dale se mize jednat o rizné fytoxiny produkované mikroorganismy,
hmyzem anebo rostlinami. Jsou to tedy piirodni produkty, které¢ Ize pouzit ke kontrole
a ovladani pleveli. Tyto latky jsou spolecnosti povazovany za ,,zelenéjsi, ale samy
o sob¢ maji také nevyhody a nejsou naprosto nezdvadné. V kazdém piipadé jsou
ale Setrn€j$imi latkami neZ syntetické herbicidy a nepovazuji se za environmentdlni
riziko. Aby bylo ale mozno fict, ze jsou bioherbicidy efektivni nahradou téch

syntetickych, musi byt provedeny dalsi studie (Hasan a kol., 2021).

2.2 Chloroplasty a elektrontransportni retézec

2.2.1 Chloroplasty

Chloroplasty se fadi mezi plastidy. Jsou to semiautonomni organely, které se nachazi
v bunikach vSech autotrofnich eukaryot, konkrétné v rostlindch jsou pfitomny témét
ve vSech bunkdach. Plastidova semiautonomita je charakteristickd tim, ze jsou ¢astecné
samostatné od zbytku buniky. Maji svou vlastni DNA, ktera vSak koduje pouze nékteré
proteiny potiebné k jejich funkci. Obsahuji dvé membrany, vnitini a vnéjsi, stroma
a thylakoidy. Plastidy se déli na pigmentované (chloroplasty a chromoplasty)
a nepigmentované (leukoplasty) (Taiz a kol., 2018).
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Jak jiz bylo zminéno vySe, chloroplasty jsou semiautonomni organely v buiikach
rostlin a tas. Jsou klicovymi komponenty pro proces fotosyntézy. Chloroplasty jsou
okolo 3-10 um dlouhé, 1-3 um Siroké a maji tvar elipsoidu. Z vnéjsku jsou ohraniceny
vnéjsi permeabilni membranou, ktera propousti ionty a molekuly do velikosti 10 kDa.
Uvniti se nachdzi vnitini téméf nepropustna membrana obsahujici transportni proteiny,
ta obklopuje systém nazyvajici se stroma. Zde se vyskytuje velké mnozstvi enzymil
a chloroplastova DNA, RNA, ribozomy, Skrob a dalsi struktury (Jones a kol., 2013;
Taiz a kol., 2018).

Vnitfni membrana invaginuje a vytvafi vnitini membranovy thylakoidni systém.
Thylakoidy, zékladni strukturni jednotky chloroplastl, jsou ploché vacky. Mohou byt
usporadany do ,,stohii* jmenujici se grana. V granech se nachazi molekularni komplex
pigmentd, jako je napiiklad chlorofyl, a ten zachycuje a vyuziva svételnou energii.
Probihd zde tedy svételnd faze fotosyntézy, kde se preménuje svételna energie
na chemickou. Vnitini prostor thylakoidd tvoii lumen (Obréazek 3) (Jones a kol., 2013).

Thykaloidni membrana
Thykaloidni prostor (lumen)

Vnéjsi membrana
Thykaloidy

Stroma

Mezimembranovy prostor
Vnitfni membrana

Ribozom

DNA Chloroplastu

Obrazek 3: Stavba chloroplastu. (Prevzato z: KhanAcademy.)

2.2.2 Fotosyntetické pigmenty
2.2.2.1 Chlorofyly

Chlorofyl patii mezi fotosynteticka barviva a je zelené barvy. Je obsazen v zelenych
rostlinach, sinicich a také nékterych fasach. Nachazi se v chloroplastech a je navazan
na proteinech na membrané¢ thylakoidi jeSté¢ sdalSimi pigmenty, které jsou
fotosynteticky aktivni. Struktura chlorofylu je sloZena ze Ctyt pyrolovych jader, které

se spojuji do plochého prstence, porfyrinu. Jednotliva pyrolova jadra jsou mezi sebou
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spojena methionovymi skupinami (-CH=). V centru tetrapyrolového prstence se nachazi
atom hoi¢iku, konkrétné ve formé& hotecnatého kationtu (Mg®"), a je stZejni
pro absorpci svétla chlorofylem a ucasti ve fotosyntetickych procesech. Existuje nékolik
typt chlorofyll (a, b, c, d, e, f), kazdy z nich ma svou unikatni chemickou strukturu,
a tim se také lisi jejich absorp¢ni vlastnosti (Jones a kol., 2013).

Chlorofyl a je nejcastéjsi typ, nachéazejici se ve vSech fotosynteticky aktivnich
organismech, absorbuje hlavné v modré a cervené oblasti svételného spektra. Na pozici
3. uhliku pyrolového kruhu mé navazanou methylovou skupinu (-CH3) (Obrazek 4).
Chlorofyl b je pfitomen hlavné v zelenych fasach a rostlindch, absorbuje svétlo zejména
v modré a zelené oblasti spektra a tim se stdva doplitkovym pigmentem (Obrazek 4).

Na pozici 3. uhliku je navazana aldehydovéa skupina (-CHO) (Taiz a kol., 2018).

HoC

X: -CH3 chlorofyl a H5C
-CHO chlorofyl b

CHs CH CH HsC™
e CHs

Obrazek 4: Struktura chlorofylu a a b.

2.2.2.2 Karotenoidy
Mezi dopliikové fotosyntetické pigmenty se fadi karotenoidy. Jedna se o ptirodni
barviva vyskytujici se v rostlinach, fasach, houbach ale také v zivociSich. Jsou
zodpovédna za zlutou, oranZovou, Cervenou anebo také fialovou barvu. DEli se
na karoteny a xantofyly. V rostlinach jsou nejcastéji navazany na thylakoidni membrané
jako chloroplasty, také se mtizou v rostlinach vyskytovat v nevazanych formach
v chromoplastech. Svételnou energii, kterou karotenoidy absorbuji, pfenaSe;ji
na chloroplasty pro dalsi potfebu k fotosyntéze. V poméru s chlorofyly se vyskytuji
v rostlindch v niz$im poctu, asi 1:5 (Taiz a kol., 2018).

Z hlediska chemické struktury se jedna o tetraterpenoidni molekuly, které jsou

slozeny z 8 pétiuhlikatych zbytkl isoprenu. Zakladem je tedy skelet o 40 uhlikovych
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atomech, ktery je linedrni a obsahuje nékolik konjugovanych dvojnych vazeb
(Armstrong a Hearst, 1996). Nejvice se v zelenych castech rostlin vyskytuji dva

karotenoidy, a to B-karoten a lutein (Obrazek 5).

HO CHs

lutein

Obrazek 5: Struktura B-karotenu a luteinu.

2.2.2.3 Fotosyntetické pigmenty v zapojeni do elektrontransportniho Fetézce
Chlorofyly a karotenoidy jsou fotosynteticky vyznamné pigmenty, jejich zapojeni
do elektrontransportniho fetézce b&hem fotosyntézy je zdkladnim procesem, diky
kterému dokazi rostliny a fasy pfeménit svételnou energii na tu chemickou.
NejzasadnéjSim pigmentem je chlorofyl a, na ktery je prenaSena svételnd energie
z chlorofylu b a z karotenoidi. VesSkeré pigmenty se nachédzi na thylakoidni membran¢.
Karotenoidy maji také vyznam v ochrané organismu pied poskozenim zplsobenym
praveé svétlem, kdy miizou vznikat kyslikové radikaly a poskozovat jednotlivé systémy
fotosyntézy (Garret a Grisham, 2008; Taiz a kol., 2018).

Absorpéni spektra chlorofylu se nachazi v modré oblasti pasu 350450 nm
a poté¢ se vyznacuje dvéma pasy v oblasti ¢ervené, a to okolo 660 nm. Jak jiz bylo
zminéno vyse, karotenoidy jsou zbarveny do zluta az ¢ervena, a proto je pro n¢ typicka
spektralni oblasti 400-500 nm (Obrazek 6). Rostliny obsahuji dva fotosystémy.
Rozlisuji se dle absorbovaného svételného zareni na fotosystém I (PS I) a fotosytém II
(PSII). PS I absorbuje svételné zateni hlavné v daleké Cervené oblasti, o vinové délce
veétsi nez 680 nm, kdezto PSII absorbuje zéateni o vinové délce 680 nm (Garret

a Grisham, 2008; Taiz a kol., 2018).
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Obrazek 6: Absorpcni spektrum chlorofylu a, b a f-karotenu. (Upraveno dle: BYJU’S.)

2.2.3 Fotosyntéza
Fotosyntéza je slozity biochemicky proces, pii kterém se méni energie pochazejiciho
ze svételného zéafeni na energii chemickou. Tento proces probihd v zelenych castech
rostlin, konkrétné v chloroplastech, které jsou popsany vySe, viz kapitola 3.1.1,
a ma zasadni vyznam pro Zivot na Zemi.

Fotosyntéza je tedy redoxni proces s vodou jako donorem elektronit a CO; jako
akceptorem elektronti. Pomoci svételné energie redukuje CO> na karbohydraty
s empirickym vzorcem (CH20),. Cely proces je mozno shrnout do velmi zjednodusené

rovnice, kde je donor elektronu oznacen obecné H>A (Jones a kol., 2013):
CO, + 2H,A + svétlo - (CH,0) + 2A + H,0

Déje fotosyntézy jsou rozdéleny na dve ¢asti — primarni (svételnou) a sekundarni
(temnostni). Svételnd faze fotosyntézy, probihajici v membranach thylakoida
chloroplastli, je zdvisld na svétle a zahrnuje nckolik klicovych procest. Nejprve
fotosyntetické pigmenty absorbuji svételnou energii, coz vede k excitaci elektronti. Tyto
excitované elektrony jsou pieneseny pies fadu prenasect elektront (fotofosforylacni
fetézec), pfiCemz je vytvarena chemickd energie ve formé ATP (adenosintrifosfat)
aredukéni sila v podobé NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat). Soubézné
probiha fotolytické Sté€peni vody, pii kterém se uvoliiuji elektrony, protony (H") a kyslik
(O2). Uvolnény kyslik je vypoustén do atmosféry, zatimco ATP a NADPH jsou vyuzity
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v nasledujici temnostni fazi fotosyntézy. Svételna faze je tedy nezbytnym prvnim
krokem fotosyntetického procesu, ktery umoziuje preménu svételné energie
na chemickou energii uchovatelnou v organickych molekuldch. Proces je detailnéji
popsan v nasledujici kapitole — 2.2.4 (Buchanan a kol., 2015).

Sekundérni, temnostni faze fotosyntézy, zndma také jako Calvinidv cyklus,
probiha ve stromatu chloroplastli a je nezavisla na svétle. V této fazi je atmosféricky
CO> véazédn na cukr ribuldza-1,5-bisfosfat a preménén na 3-fosfoglycerat, ktery
je nasledné redukovan na glyceraldehyd-3-fosfat. Tento produkt je pouzit pro syntézu
glukézy a jinych sacharidd, zatimco c¢ast slouzi k obnové ribuldza-1,5-bisfosfatu

pro dalsi cyklus (Buchanan a kol., 2015).

2.2.4 Elektrontransportni retézec

PSII je komplexni a zdsadni soucasti procesu fotosyntézy, ktery se odehrava
v tylakoidnich membréanach chloroplastti rostlin, fas a nékterych typti bakterii. Tento
proces je klicovy pro pfeménu svételné energie na chemickou energii, kterd napomaha
v produkci organickych molekul z anorganickych substrati. PS II hraje zéasadni roli
v prvnich krocich fotosyntetického elektronového transportniho fetézce tim, Ze zahajuje
sérii reakci, jez vedou k vytvofeni ATP a NADPH (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol.,
2015, Taiz a kol., 2018).

Jadro PS II tvofi dimer komplexi proteini obsahujicich pigmenty, jako jsou
chlorofyl a karotenoidy, které jsou zodpovédné za absorpci svételné energie. Kdyz foton
svétla dopadne na pigmentovy systém v PS II, energie tohoto fotonu je pfijata a predana
mezi pigmenty az do specialniho paru chlorofyli zndmych jako P680, coz je misto
primarni fotochemické reakce v PS II. Excitace P680 zplsobi to, Ze jeho elektrony
dosdhnou vyssiho energetického stavu, ¢imz se stanou dostateéné reaktivnimi na to,
aby byly predany feofytinu, prvnimu akceptoru elektronti v fetézci. Ztrata elektronti
z P680 je kompenzovana prostiednictvim procesu znamého jako fotolyza vody, ktery
se odehrava na stran¢ PS II obracené k lumen tylakoidi. Enzym zvany kyslik-vyvijejici
komplex, umistény v bezprostedni blizkosti P680, katalyzuje rozStépeni molekul vody
na elektrony, protony a kyslik. Elektrony uvolnéné z vody jsou pak ptedany zpét
do P680, diky cCemuz se obnovuje jeho schopnost absorbovat svételnou energii
a pokracovat v transportu elektroni (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015, Taiz

a kol., 2018).
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Po piijeti elektroni z P680, feofytin pfedava elektrony na plastochinon A
a nasledn¢ na plastochinon B. Tento proces zahrnuje dvoustupniovou redukci, pii které
jsou elektrony pfedany postupné, coz umoziuje plastochinonu B vézat dva elektrony
pied jeho migraci z aktivniho mista. Kdyz je plastochinon B (PQ2) pIné¢ redukovan,
migruje z PS II do lipidové dvouvrstvy tylakoidni membrany, kde se setkéva
s cytochromem bgf, coz je dalsi klicovy komponent tohoto fetézce (Jones a kol., 2013,
Buchanan a kol., 2015, Taiz a kol., 2018).

Cytochrom bgf funguje jako prostfednik, ktery je schopen piijimat elektrony
z PQ2 a predéavat je na dalsi molekulu, plastocyanin. Tento proces je soucasn¢ spojen
s transportem protond pies tylakoidni membranu, coz vytvaii protonovy gradient, ktery
je nasledné vyuzit ATP-syntdzou k produkci ATP. V tomto kontextu PSII nejenze
zahajuje transport elektrond, ale také piispiva k vytvafeni protonového gradientu
nezbytného pro syntézu ATP (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015, Taiz a kol.,
2018).

PST je zékladnim komponentem svételnych reakci fotosyntézy, ktery hraje
kli¢ovou roli v pifenosu elektroni smérem k produkci NADPH, jedné z hlavnich
molekul vyuzivanych v Calvinové cyklu pro syntézu organickych sloucenin. PST je
komplexni struktura skladajici se z mnoha proteinli a pigmentii, v¢etné chlorofylu
a karotenoidu, které spolecn¢ umoziuji efektivni absorpci svételné energie a jeji preménu
na chemickou energii (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015, Taiz a kol., 2018).

Elektronovy transport v ramci PS I zacind absorpci svételné energie pigmenty
nachdzejicimi se v anténovém komplexu. Tato energie je nasledné prendSena smérem
k reakénimu centru PS I, znamému jako P700 z davodu jeho absorpcniho maxima
pii 700 nm. P700 se sklada z dvou molekul chlorofylu a, které pii absorpci fotonu svétla
piechazeji do excitovaného stavu, coz vede k jejich schopnosti piedat elektron na dalsi
molekulu v elektronovém transportnim fetézci (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol.,
2015, Taiz a kol., 2018).

Po excitaci P700 se elektrony piesouvaji na primarni akceptor elektronti, kterym
je chlorofyl nazyvany Ao. Nasledné jsou elektrony pieddvany na dalSi molekulu,
fylochinon Ai, a poté pokracuji ptes fadu Fe-S proteinti, znamych jako Fx, Fa a F.
Tyto proteiny funguji jako transportni molekuly pro elektrony a smétuji k poslednimu
akceptoru v fetézci, molekule ferredoxinu (Fq4), coz je rozpustny protein nachéazejici se
na stromalni stran¢ tylakoidni membrany (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015,

Taiz a kol., 2018).
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Ferredoxin je kli€ovym proteinem v procesu pienosu elektronli v PS I, protoze

slouzi jako vyznamny donor elektront pro ferredoxin-NADP" reduktazu (FNR). To je

enzym odpovédny za redukci NADP" na NADPH. Tento krok je zasadni pro dalsi

vyuziti NADPH v Calvinové cyklu, kde slouzi jako redukcni €inidlo pro pfeménu CO»

na glukozu a dalsi organické slouceniny (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015, Taiz

a kol., 2018). Cesta ptenosu elektronu mezi PS I a PS II je zndzornéna na Obrazku 7.

PS I tedy nejenze efektivné preméiuje svételnou energii na chemickou energii,

ale také zajiStuje, ze elektrony, které byly ziskany z hydrolyzy vody v PS II jsou

piedany na NADP", a tim se tvofi NADPH. Tento proces, spole¢né s ATP vyrobenym

v disledku protonového gradientu vytvoteného béhem transportu elektronti, poskytuje

zakladni energetické molekuly potfebné pro Calvintiv cyklus a syntézu organickych

molekul (Jones a kol., 2013, Buchanan a kol., 2015, Taiz a kol., 2018).
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Obrazek 7: Schéma prenosu elektrontt mezi fotosystémem I a fotosystémem II. (Upraveno dle:

MajorDifferences.)

2.2.5 Inhibitory elektontransportniho retézce

2.2.5.1 Inhibitory fotosystému I1

Herbicidy, které cili na PSII, blokuji pfenos elektronii pfes membranu thylakoida

v chloroplastech, ¢imz zabranuji pienosu elektroni uvolnénych pii fotolyze vody

prostiednictvim plastochinonu Qg. Tim se akumuluji volné elektrony, jejichZz energie
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je pohlcena chlorofylem a karotenoidy, coz vede k jejich fotooxidaci a nasledné
k poskozeni rostliny v disledku tvorby kyslikovych radikali, které poSkozuji membrany
bunék, zpisobuji unik bunéného obsahu, a nakonec odumieni tkani. Blokovani
fotosyntézy tedy poSkozuje rostliny, 1 kdyz ne hladovénim. Kvili mutacim v genech
kédujicich proteiny PS IT dochdzi k vyskytu rezistence u nekterych druhti pleveli vici
témto herbicidim (Jursik a kol., 2018).

Herbicidy zamétené¢ na PS II ovliviluji tento proces tim, Ze se vazou
na konkrétni protein thylakoidni membrany, pficemz se rozliSuji tfi typy vazebnych
mist. Plevely rezistentni na herbicid véazajici se na misto A mohou byt ovlivnény
herbicidy cilenymi na mista B nebo C, i kdyZ v§echny plsobi na stejny enzym. Existuje
mnoho ucinnych latek inhibujicich PS II, které patii do riznych chemickych skupin.
Tyto latky lze dale rozdélit podle zpisobu aplikace a chovani v prostfedi na herbicidy

aplikované ptes pudu a herbicidy, které jsou pifijimany hlavné listy (Jursik a kol., 2018).

2.2.5.1.1 Inhibitory fotosystému II ptisobici pres piidu
Mezi inhibitory PS II, které ptisobi ptes ptidu, jsou fazeny triaziny, triazinony, uracily,
substituované mocoviny a také pyridazinony. Tyto herbicidy se pouzivaji primarné
preemergentné, Cili jsou aplikovany pfimo do pudy. Proto jsou pfevazné tyto latky
rostlinami pfijiméany kofeny, avSak rostliny jsou schopny je pfijimat i listy. JelikoZ jsou
pouzivany preemergnetné, UCinkuji hlavné na klicici plevely anebo na rostliny
v pocateCnich fazich rastu. Tyto latky jsou v rostlinach transportovany prosttednictvim
xylému do téch nejmladSich rostlinnych casti. Inhibitory PSII zasahuji rostliny
az po tom, co vzejdou, a to je faze, kdy se zacinaji zivit autotrofné. Projevy poskozeni
rostlin t€émito herbicidy se projevuji az ve chvili, kdy rostliny asimiluji. Nejprve
se objevuji na nejstarSich listech chlorézy a nekrozy a postupné se dostavaji
k rastovému vrcholu. Nastava zde poSkozeni bunénych membran, a tim dochazi
k vysychéni pletiv oSetfenych rostlin (Jursik a kol., 2018).

Problémem pii pouzivani téchto herbicidi je jejich dlouhodobd perzistence
v pid¢. Padni mikroorganismy sice velmi pomalu degraduji tyto latky, avSak dostavaji
se 1 do podzemnich vod a kontaminuji ji. Postupné jsou inhibitory PS II vyfazovany
a nahrazovany jinymi latkami, napf. triaziny a substituované mocoviny jsou vyfazovany
ze seznamu v CR registrovanych piipravki, nebot zistavaji dlouhodob& v pudé.

Ptipravky s obsahem triazinonti, uracili anebo pyridazinonii jsou sice ekologicky
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Setrnéj$i, ale do budoucna se planuje jejich pouzivani také omezit a vySkrtnout
ze seznamu registrovanych ptipravkl (Jursik a kol., 2018).

Nejstarsi a nejznaméjsi zastupce inhibitort PSII je skupina triazin. Jsou
to herbicidy pouzivané proti dvoud€loznym plevelim; pokud jsou pouzivany
ve vysokych déavkach, stavaji se znich herbicidy totalni. Tyto latky jsou schopny
zasahovat do metabolismu pyrimidinovych bazi, které jsou dilezitou soucasti
nukleovych kyselin (Sass a Colangelo, 2006).

Atrazin patiici mezi triaziny uZ neni v EU a tim padem ani v CR pouZivan,
a to od roku 2004, kdy byl vyfazen ze seznamu registrovanych ptipravka (Evropska
komise, 2004). Jedna se o chlorovany herbicid (Obrazek 8). Byl zakdzan z divodu
ohrozovani Zzivotniho prostfedi. Plsobi toxicky na endokrinni systém nékterych
obojzivelnik; pro ¢lovéka je pfima toxicita minimalni. Miize zptisobovat podrazdéni
o¢i a kiize, také nevolnosti a zvraceni. Je ale klasifikovan dle Mezinarodni agentury
pro vyzkum rakoviny jako mozny lidsky karcinogen. U ostatnich zvifat plisobi
neurotoxicky a hepatotoxicky. V USA a riznych dalSich statech je vSak pouziti atrazinu

stale povoleno (Sass a Colangelo, 2006).

Cl
CH; NN

|
H3C)\H)\N/)\”/\CH3

Obrazek 8: Struktura atrazinu.

Mezi dal$i nejzndméjsi zastupce triazind patii také simazin (Obrazek 9). Jedna
se o selektivni herbicid, ktery byl v minulosti pouzivan k hubeni plevelt a fas rostoucich
pod vodou. V soucasnosti je v EU zakazan stejn¢ jako vySe zminény atrazin, avSak stale
velmi Casto pouzivan v USA a Australii. Je pravdépodobné toxicky na stejné trovni jako

atrazin. Po pouziti zlistava v pad¢ az jeden rok (Grasselli a kol., 2018).

Cl

2

Obrazek 9: Struktura simazinu.
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2.2.5.1.2 Inhibitory fotosystému II ptisobici pres listy
Inhibitory PS II piisobici pfes listy jsou benzodiathiazoly, nitrily, fenylpyridaziny a také
fenylkarbanilaty. Tyto herbicidy jsou fazeny mezi kontaktni a na rozdil od inhibitora
PS II pisobicich pfes pidu, nejsou transportovany v rostlindch cévnimi svazky.
Pro uspésnou herbicidni ucinnost je potieba zasdhnout cely povrch nadzemni ¢asti
nezéadané rostliny. Nékolik dni po uspésné aplikaci se na listech tvofi postupné chlorozy
a od okraji postupné nekrotizuji, dochazi zde k poruSeni bunécnych stén. Tyto
herbicidy nemaji dlouhou perzistenci v pudé, a navic jsou zde metabolizovany
bakteriemi (Jursik a kol., 2018).

Mezi nejzndméjsi zastupce tohoto typu herbicidi patii bentazon (Obrazek 10).
Utinkuje na $iroké spektrum plevelt. Umoziiuje vy$si tvorbu volnych radikali a vede

tak k poSkozeni buné¢nych membran a k naslednému odumfeni.

O  CHs
N~ CHj,

|
-S=0
N O

Obrazek 10: Struktura bentazonu.

2.2.5.2 Inhibitory fotosystému I
Herbicidy, jejichz cilem je PS I, jsou bipyridylové dvojmocné kationty, které jsou
schopné zachytit volné elektrony cestujici elektrontransportnim fetézcem, a tim
vytvatejici volné radikaly. Tyto radikély sice samy o sob¢ pro rostlinu toxické nejsou,
ale nebezpecna je jejich nestabilita, a v pfitomnosti kysliku a vody mtize dojit k jejich
autooxidaci. Autooxidace vede kredukci kysliku na superoxidovy iont, a ztohoto
jeihned vytvofen peroxid vodiku. Takto vzniklé superoxidové ionty reagujici
s peroxidem vodiku dédvaji vznik nestabilnim hydroxylovym radikalim. Ty pak poskozuji
bunécné membrany s mastnymi kyselinami — nastava peroxidace lipidi. Tento proces
naruSuje membrany a zptsobuje unik obsahu bun¢k do extracelularniho prostoru (Jursik
akol., 2018).

Paraquat a diquat jsou bipyridylové dvojmocné kationty, jsou neselektivnimi
herbicidy a jsou aplikovany tésné pied sklizni plodii (Obrazek 11). Nejefektivnéjsi jsou
pii pouziti v podvecer, kdyZ neni svétlo. Jsou také v rostlinach Spatné transportovany,

takze je potiteba dokonale rostlinu zasdhnout na celém povrchu. V ptipadé téchto
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herbicidl nejsou zasazeny podzemni €asti rostlin, takze vytrvalejsi plevely jsou schopny
snadné regenerace. Utinek se dostavuje velice rychle po aplikaci, jiz za 1-2 hodiny
1ze vidét posSkozeni zasazenych pletiv — praskani bunéénych membran, hnédnuti rostliny
a nasledné uschnuti. Tyto latky maji negativni UCinek také na okolni citlivé rostliny.

Po absorpci pidou jsou rychle degradovany pldnimi mikroorganismy (Kervégant
a kol., 2013; Hawkes, 2014).

_ +_ / \ +_ \ /+ \+ /
HaC I:IC/>—<;\N_CH3 NN

Cl Cl Br Br

Obrazek 11: Struktury paraquat-dichloridu a diquat-dibromidu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimenty byly provadény na Biochemickém ustavu Lékaiské fakulty Masarykovy

univerzity v Brné a molekuly byly pfipraveny pracovniky RCPTM PiF UPOL
(J. Jampilek, J.Kos, T. Strharsky) mezi lety 2019-2021.

3.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast této diplomové prace byly pouzity listy rostliny Spenatu seté¢ho

(Spinacia oleracea L.).

3.2 Material a metodika

3.2.1 Seznam pouzitych chemikalii

100% aceton

2,6-Dichlorfenol-indofenol (DCPIP, Sigma-Aldrich)
3-(3,4-Dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea (diuron, DCMU, Sigma-Aldrich)
70% a 96% ethanol (EtOH)

Deionizovana voda

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (NaCl, Riedel-de Haén)

Magnesium chloride hexahydrate (Sigma-Aldrich)

Sachardza (Lach-Ner, Ceska republika)

Trizma base (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Sigma-Aldrich)
(2E)-N-Fenyl-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1a)
(2E)-N-(2-Fluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1b)
(2E)-N-(3-Fluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1¢)
(2E)-N-(4-Fluortenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1d)
(2E)-N-(3-Chlorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1e)
(2E)-N,3-bis(4-Chlorfenyl)prop-2-enamid (1f)
(2E)-3-(4-Chlorfenyl)-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]prop-2-enamid (1g)
(2E)-3-(4-Chlorfenyl)-N-[4-(trifluormethyl)fenyl[prop-2-enamid (1h)
(2E)-N-(2,4-Difluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1ch)
(2E)-N-(2,5-Difluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1i)
(2E)-N-(2,6-Difluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1j)
(2E)-N-(3,5-difluorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1k)
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(2E)-N-(2,4-Dichlorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (11)
(2E)-N-(3,5-Dichlorfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-enamid (1m)

fenyl (2E)-3-(3,4,5-Trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2a)

4-Methoxyfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2b)

4-Methylfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2¢)

4-Fluorfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2d)

4-Bromfenyl (2F)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2e)

2-Fluorfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2f)

2-Chlorfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2g)
2,6-Dimethoxyfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2h)
5-Methyl-2-(propan-2-yl)fenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2ch)
Benzyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat (2i)
3-[(1E)-3-Methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3a)
3-[(1E)-3-Ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3b)
3-[(1E)-3-Oxo0-3-propoxyprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3¢)
4-[(1E)-3-Ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3d)
4-[(1E)-3-Ox0-3-propoxyprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3e)
2-Methoxy-4-[(1E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat
(3f)

4-[(1E)-3-Ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]-2-methoxyfenyl adamantan-1-karboxylat
3g)

4-[(1E)-2-Kyano-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3h)
4-[(1E)-2-Kyano-3-oxo-3-propoxyprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat
(3ch)

3.2.2 Seznam pouzitych pristroju

Analytické vahy

Halogenova Zarovka (~100 W/m?;250 W)
Kyvety (1 cm, kiemenné)

Lednice

Magnetickd michacka

pH metr

Predvazky

Spektrofotometr (Genesys 6, Thermo Scientific)
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3.2.3 Priprava chloroplastii

3.2.3.1 Priprava izola¢niho pufru

Pro izolaci chloroplastii byl pfipraven izola¢ni puftr. Na 1 litr tohoto pufru bylo pouzito
2,43 g latky TRIS (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol); 4,1 g hexahydratu
chloridu horec¢natého; 0,87 g chloridu sodného a také 136,9 g sachar6zy. To vse bylo
rozpuSténo a promichano pomoci magnetické michacky. Pomoci pH metru
a 36% kyseliny chlorovodikové bylo upraveno pH na hodnotu 7,2. Takto pfipraveny

roztok byl uchovavan v lednici.

3.2.3.2 Izolace chloroplastii
Izolace chloroplastl z rostliny Spenatu setého byla provedena dle metody Masarovicova
a Kral'ova (2005). Veskeré nasledujici kroky byly provadény za konstantniho chlazeni.
Pro izolaci bylo pouzito vySe popsané izolaéni médium — TRIS pufr o pH 7,2. Listy
Spendtu byly rozdrceny a smichdny s izolaénim TRIS médiem a piefiltrovany
za snizeného tlaku. Filtracni aparaturu pouzitou k izolaci chloroplastt, ktera se skladala
z Biichnerovy nalevky s pfidanou filtraéni ptepazkou z vrstev nylonové tkaniny
pokrytych rovnomérne navlhéenou vrstvou vaty a odsavaci baiiky, ve které byla vlozena
mala kadinka jako sbérna nadoba na chloroplasty, 1ze vidét na Obrazku 12. Prostor mezi
sténami odséavaci baiiky a kadinky byl vyplnén ledem.

Zachycené chloroplasty pfi filtraci byly odd€leny za pouziti centrifugy:

1. 5 minut, 50 RCF, s néslednym oddé€lenim sedimentu s hrubymi necistotami

od supernatantu s chloroplasty;
2. 20 minut, 5000 RCF, s naslednym odlitim supernatantu a odd¢lenim

sedimentovanych chloroplastt.

Takto izolované chloroplasty byly nafedény izolacnim médiem pro lepsi
manipulaci s pipetou, V dob€ necinnosti byly izolované chloroplasty uchovavany

v chladu a ve tmé.
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Obrazek 12: Filtracni aparatura.

3.2.3.3 Stanoveni chlorofylu v chloroplastech

Do 10ml odmérné banky bylo napipetovano 50 pl suspenze chloroplasti a doplnéno
80% roztokem acetonu. Takto pfipraveny roztok byl pfefiltrovan a nasledné pouzit jako
vzorek pro méfeni absorbance spektrofotometrem pii vinové délce 652 nm (Ass2).

Mnozstvi chlorofylu ve vzorku bylo vypocitano ze vztahu:
n = 5,8 X A652

Zjisténé mnozstvi chlorofylu bylo vyuzito k vypoctu objemu izolovanych
chloroplastii, které bylo potfebné pro piipravu zakladni suspenze chloroplasti
vizolatnim médiu TRIS (dale jen zakladni suspenze). Zakladni suspenze byla
pouzivana k pfipravé roztokii v nasledujicich spektrofotometrickych métenich.
Pro vypocet vysledného objemu chloroplastti, které¢ byly ziedény 10 ml izolacniho

média TRIS byl vyuzit nasledujici vztah:

300
V =
1,6Xn

ul / 10 ml

3.2.4 Stanoveni inhibice elektronového transportu v chloroplastech

3.2.4.1 Stanoveni chloroplastové aktivity
Aby bylo mozné zjistit inhibi¢ni koncentraci ICso jednotlivych testovanych latek,
musela byt nejdiive zjiSténa aktivita chloroplasti bez pfidané latky, ktery by zptsobila

inhibici fotosyntetického elektronového transportu (Tabulka 2). Inhibi¢ni koncentrace
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ICso latky zptsobuje pokles aktivity chloroplasti piesné o polovinu a je mirou jejich
herbicidni aktivity.

Roztok barviva 2,6-dichlorfenol-indolfenol (DCPIP) o koncentraci 40 pmol/l byl
pouzit jako elektronakceptor. Pokles absorbance DCPIP je mirou elektronového
transportu (Kralova a kol. 1992; Kralova a kol 1999). Aktivita chloroplastii byla

vyhodnocena spektrofotometricky pfi vinové délce 600 nm se slozenim roztok:

Tabulka 2: Roztoky pro stanoveni aktivity chloroplasti.

Vzorek Referencni vzorek (blank) Vzorek s barvivem
Zakladni suspenze [pl] 1800 1800
TRIS pufr [pl] 200 100
DCPIP [pl] - 100

Nejprve byla zméfena absorbance referen¢niho vzorku a nasledné vzorku
s DCPIP, ktery byl nadale ozafovan halogenovou zarovkou (250 W) ze vzdalenosti
10cm s 4 cm vodni bariérou pro ochranu pied zahtatim vzorku po dobu 30 vtefin
(Obrazek 13). Nasledn¢ byla opét zméfena absorbance vzorku s DCPIP a rozdil

absorbanci byl stanoven jako mira aktivity chloroplasti.

a b c
Obrazek 13: Aparatura na ozarovani kyvety se vzorkem (a = zdroj svétla, b = vodni filtr, ¢ = stojan

s kyvetou se vzorkem).

3.2.4.2 Stanoveni inhibice elektronového transportu v chloroplastech
Pfi stanovovani inhibice elektronového transportu v chloroplastech bylo postupovano
stejn¢ jako pfi stanoveni chloroplastové aktivity (viz ¢ast 3.2.4.1). Pro méfeni byl

pouzivan jako referencni vzorek — vzorek s barvivem DCPIP. Nasledn¢ byly testovany
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latky, které byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO), jehoz koncentrace
nepiesahovala 5 %, aby neovlivnila méfeni. Slozeni jednotlivych métenych vzorkl je
uvedeno v Tabulce 3. Testované latky byly méfeny vzdy ve tiech zékladnich
koncentracich, a to 1, 2 a 3. Déle byly méteny dalsi dvé ze zbylych moznosti. V ptipadé

vysoké inhibi¢ni aktivity byly pouZzity i koncentrace nizsi.

Tabulka 3: SloZeni roztoku s testovanou latkou.

Koncentrace ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8

Zikladni suspenze [pl] 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800

DCPIP [pl] 100 100 100 100 100 100 100 100
Latka [pl] 100 50 10 75 30 5 3 1
TRIS pufr [pl] 0 50 90 25 70 95 97 99

Utinek testovanych latek na PET (fotosynteticky elektronovy transport) inhibici
se projevuje snizenim aktivity €istych chloroplastii. Mira této aktivity je uvadéna jako

hodnota ICsy.

3.2.5 Vypocty jednotlivych kroki

Pro ur€eni miry, jakou je ovlivnéna efektivita chloroplastd ve Spenatu plisobenim
testovanych chemickych latek, byla pouzita metoda stanoveni hodnoty ICso. Tato
hodnota piedstavuje koncentraci, pfi niZ je aktivita chloroplasti snizena o 50 %.

K vypoctu ICso byl pouzit specificky postup, ktery je shrnut nize:
Aktivita Cistych chloroplastti byla stanovena pomoci vztahu:
Xa = Ap1 —Axz

kde X4 znaci aktivitu Cistych chloroplastli, 44; absorbanci vzorku Cistych chloroplasta
pied ozatfenim a 44> absorbanci vzorku Cistych chloroplasti po ozafeni. Pro pokracujici
vypocty byla stanovena hodnoty X;., jako polovina hodnoty X.

Aktivitu chloroplasti s testovanou latkou byla stanovena pomoci vztahu:
X = Al - Az

kde X znaci aktivitu chloroplasti po pifidani testované latky, 4; absorbanci vzorku
chloroplastti s testovanou latkou ptfed ozéafenim a A» absorbanci vzorku chloroplastl

s testovanou latkou po ozareni.
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Pro kazdou testovanou latku bylo vypocitané procento inhibice (X/X4). Byl
sestaven graf zavislosti aktivity (procento inhibice) chloroplastii po pfidani testované
latky na koncentraci této latky pomoci programu Microsoft Excel — X/X4=f(c). V tomto

programu byla vyhotovena také rovnice linearni regrese z minimaln¢ péti bodu:

X veocrz
x, ¢

X " . e . v s 1
kde . oznacuje aktivitu (procento inhibice) chloroplasti po ptfidani testované latky,
A

¢ koncentraci piidané testované latky a Y a Z koeficienty rovnice pro testovanou latku.
Z této rovnice byla zjisténa koncentrace pfislusna hodnoté ICso. Hodnotu ICso

jsme stanovili dle nésledujiciho vztahu:
05=Y1C50+Z

kde xi oznacuje pokles aktivity ¢istych chloroplastii na polovinu (procento inhibice =
A

0,5), ICso koncentraci pfidané testované latky, ktery zpusobila pokles aktivity Cistych

chloroplastii o polovinu a Y a Z koeficienty pro testovanou latku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Byly hodnoceny tii série sloucenin odvozenych od skeletu kyseliny skotficové. Prvnim
typem byly anilidy kyseliny 4-chlorskoficové, oznaCovany niZe jako 1a-m v Tabulce 4.
Druhym typem hodnocenych slou¢enin byly estery kyseliny 3,4,5-trimethoxyskoficové,
oznacovany nize jako 2a-i, viz Tabulka 5. Tteti, posledni, typy slouCenin byly estery
adamantylkarbonyloxycinnamatii, oznacené jako 3a-ch, viz Tabulka 6.

Pomoci komer¢niho programu ACD/Percepta ver. 2012 (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, ON, Kanada, 2012) byla pro vSechny hodnocené
slouceniny predikovana lipofilita jako hodnota log P, zarovein byly také pro prvni
a druhou sérii latek predikovany elektronové ¢ parametry substituovaného anilidového,
resp. fenoxy/benzyloxy kruhu. Veskeré vypocitané hodnoty log P a ¢ jsou uvedeny
v Tabulkach 4-6, zaroven s experimentaln¢ zjisténou schopnosti jednotlivych slou¢enin
inhibovat PET v chloroplastech Spendtu setého. PET inhibice je pro jednotlivé
slouCeniny vyjadiena jako hodnota ICso [uM], ktera zptsobuje 50% pokles rychlosti
vyvoje kysliku vzhledem ke kontrole. Aktivity jednotlivych latek byly porovnavany
s aktivitou DCMU (diuronu).

4.1 Anilidy kyseliny 4-chlorskoricové

Vsechny studované 4-chlorcinnamanilidy byly pfipravovany dle Obrazku 14.
Mikrovinna syntéza (MW) poskytla sérii cilovych N-aryl-chlorcinnamamid 1a-m,
viz Tabulka 4, kondenzaci 4-chlorskoficové kyseliny s vhodnymi substituovanymi

aniliny za katalyzy chloridem fosforitym v suchém chlorbenzenu (Strharsky a kol.,

2022).

2 AN
N-0H | 1r > NN
= H
Cl Cl

Obrazek 14: Syntéza (2E)-3-(4-chlorfenyl)-N-arylprop-2-enanilidit 1a—m. Reagenty a podminky:
(a) PCls, chlorbenzen, MW, 45 min. (Prevzato z: Strharsky a kol., 2022.)
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Tabulka 4: Struktury chlorcinnamanilidi, predikované hodnoty lipofility (log P)

a elektronové o parametry a hodnoty PET inhibice jednotlivych sloucenin.

O | \—R
™ 7
N
H
Cl
No R log P* oan* PET ICs [uM]
1a H 3,84 0,60 1940
1b 2-F 3,65 1,02 NA
Ic 3-F 3,91 0,82 874
1d 4-F 3,76 0,62 533
le 3-Cl 4,64 0,85 431
1f 4-Cl 4,49 0,75 NA
1g 3-CF; 4,84 0,89 76,8
1h 4-CF; 4,65 0,95 460
1ch 2,4-F 3,73 1,04 NA
1i 2,5-F 3,77 1,24 NA
1j 2,6-F 3,65 1,44 511
1k 3,5-F 4,24 1,12 NA
11 2,4-Cl 5,23 1,12 NA
Im 3,5-Cl 5,40 1,11 297
DCMU - - 2,1

* predikovano pomoci programu ACD/Percepta ver. 2012 (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, ON, Kanada, 2012), 6 = elektronové parametry celého

substituovaného anilidového kruhu, NA = zadna aktivita

Slouceniny ztady 4-chlorcinnamanilidli vykazaly hodnoty ICso v Sirokém
intervalu od 76.8 do 1940 uM, ztohoto wvyplyva, Ze hodnocené slouceniny
nevykazovaly prakticky zadnou PET aktivitu v porovnani s G¢innosti standardu. U Sesti
sloucenin se zddnou PET inhibici detekovat nepodafilo. Z celé této hodnocené fady byla

nejucinnéjsi latka oznacend 1g — (2E)-3-(4-chlorfenyl)-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]prop-2-
enamid s hodnotou ICso 76,8 uM.
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Jako substituenty anilidového kruhu byly pouzity pomémné ,,monotonné fluor
a chlor. Vzhledem k chloraci fenylového kruhu skoticové kyseliny se tedy celkové jedna
o lipofilni halogenované slouceniny, jejichz predikované hodnoty log P se nachazeji
v rozmezi 3,65 az 5,40. Na druhou stranu piedstavuje tato série zajimavou ukazku raznych
polohovych izomerd, které jsou schopny vyrazn€ ovliviiovat parcialni ndboj amidového
mustku diky svému mezomernimu efektu. Z vysledkd tohoto screeningu je ziejmé,
ze rozhodujici pro aktivitu je pravé poloha substituentii. Poloha meta (3, resp. 3,5) je spise
preferovana pied polohami para nebo ortho. Pfestoze se jedna o méné pocetnou sérii
sloucenin, k tomu s docela nizkou aktivitou, aby mohly byt formulovany vztahy mezi
strukturou a aktivitou, byly vyneseny zévislosti hodnot PET inhibice, vyjadiené jako
log(1/ICso  [M]), zkoumanych sloucenin na lipofilit¢ (log P), Obrazek 15A,
a na elektronovych oar vlastnostech anilidovych substituentii, Obrazek 15B.

Na Obrazku 15A je vidét mozny bilinearni trend, kdy PET aktivita vzrista
s lipofilitou do optima log P 4,8 (sloucenina 1g, R = 3-CF3) a nasledn¢ aktivita klesa.
Z Obrazku 15B vyplyva, Ze nejvyssi aktivita je spojena s piibliznou hodnotou 6ph-3-cr3) 0,9;

tedy spise elektron-akceptorovymi vlastnostmi substituentu.

A 44 -
41 4 4
—3,8 -
=
83'5 N &
J . .
=32 - ¢
8) <o
=29 -
(o)
26 4
2,3 L] L] L L L L}
34 38 42 46 50 54 58
log P
oH & monosubst. B disubst.
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Obrazek 15: Zavislost PET inhibice v chloroplastech Spendtu vyjadrené jako log(1/ICsg [M])
chlorcinnamanilidii na lipofilite vyjadrené jako log P (A) a elektronovych oy, parametrech celé
N-arylové casti jednotlivych anilidii (B). (Slouceniny zndzornéné prazdnymi symboly nejsou zahrnuty

do diskuse pro jejich zanedbatelnou aktivitu.)

4.2 Estery trimethoxycinnamatii

VSechny studované estery trimethoxycinnamati (TMCA) byly pfipravovany
dle Obrazku 16. Karboxylova skupina trimethoxyskoticové kyseliny byla pfevedena
pomoci thionylchloridu na acylchlorid, ktery po nasledné reakci s vhodnym alkoholem

anebo fenolem poskytl cilové estery 2a-i, viz Tabulka 5 (Kos a kol., 2021).

0 0 0 X
! (l) N | /E}R
0 Sy 2 o . /@R b_ O N NP
_
o o HO ~o
o) _0 _0

-
Obrazek 16: Syntéza aryl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-enoatii 2a—i. Reagenty a podminky:
(a) SOCL,, suchy toluen, reflux 1 h; (b) EtsN, suchy toluen, reflux 1 h. (Prevzato z: Kos a kol., 2021.)
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Tabulka 5: Struktury trimethoxycinnamatii, predikované hodnoty lipofility (log P)

a elektronové ¢ parametry a hodnoty PET inhibice jednotlivych sloucenin.

O
HaC™ ot
HiC< 0
H3C/O
No R log P* Oun® PET ICsy [uM]
2a Ph 3,23 0,60 900
2b Ph-4-OCH3 3,19 0,36 314
2¢ Ph-4-CH3 3,49 0,46 931
2d Ph-4-F; 3,34 0,62 699
2e Ph-4-Br 3,79 0,74 298
2f Ph-2-F 3,15 1,02 NA
2g Ph-2-Cl1 3,72 1,05 NA
2h Ph-2,6-OCH3 2,90 0,09 501
2ch  Ph-2-CH(CHj3)-5-CH;3 4,79 0,60 453
2i Bn 3,17 0,23 NA
DCMU - - 2,1

* predikovano pomoci programu ACD/Percepta ver. 2012 (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, ON, Kanada, 2012), 6 = elektronové parametry celého

substituovaného anilidového kruhu, NA = Zadna aktivita.

Slouceniny ztfady TCMA vykazaly hodnoty PET inhibice v intervalu ICsg
od 298 do 931 uM; tedy ani derivaty této druhé hodnocené série nevykazovaly
prakticky zadnou PET aktivitu v porovnani s DCMU. Z celé této hodnocené fady byla
nejucinngjsi latka oznacend 2e — 4-bromfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoat
s hodnotou ICso = 298 uM. Kromé¢ toho u 3 derivatt z 10 testovanych slouc¢enin nebyla
jakékoli PET aktivita detekovana.

Oproti piedchozi sérii 1, vykazuje esterova ¢ast vétsi rozmanitost substituentl

a celkove se jedna o méné lipofilni slouceniny opét v porovnani se sérii 1. Totalni ztratu

PET aktivity zpisobila zaména benzylu (slouCenina 2i) za fenyl (slouCenina 2a).
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Stejné tak presun substituentu z para polohy (slouc¢enina 2d) do ortho polohy (sloucenina
2f) fenylového kruhu. Jako u prfedchozi série byla vynesena PET inhibi¢ni aktivita
vyjadiena jako log(1/ICso [M]), zkoumanych sloucenin na lipofilit¢ (log P), Obrazek 17A,
ana elektronovych o vlastnostech substituovaného aromatického kruhu esteru,
Obrazek 17B. Po vylouceni zanedbatelné aktivnich sloucenin (2a, 2¢, 2d s ICso > 550 uM)
je mozné spekulovat o bilinearnim, resp. kvazi-parabolické zavislosti vlivu lipofility
s hodnotou optima log P cca. 3,8 (derivat 2e). Na druhou stranu je evidentni,
ze elektronové parametry na PET inhibici vliv nemaji. Vyrazny rozdil v ucinnosti
fluorovaného a bromovaného derivatu (2d/2e) byl jiz popsan v minulosti, napi. Gonec
akol., 2013, zatimco vzdy byla pozorovana vyssi aktivita u derivati substituovanych
methylem v porovnani s methoxy derivaty (2b/2¢) (Gonec a kol., 2013; Kralova a kol.,
2015; Michnova a kol., 2019).

A 3,6 1

3,5 1 *
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log P
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Obrazek 17: Zavislost PET inhibice v chloroplastech spendtu vyjadrené jako log(1/ICso [M]) sloucenin
serie TCMA na lipofilité vyjadrené jako log P (A) a elektronovych o) parametrech celé O-arylové casti
Jednotlivych esterii (B). (Slouceniny znazornéné prazdnymi symboly nejsou zahrnuty do diskuse pro jejich

zanedbatelnou aktivitu.)

4.3 Alkyl adamantylkarbonyloxycinnamaty

Studované alkyl adamantylkarbonyloxycinnamaty byly pfipravovany dle Obrazku 18.
V prvnim kroku byla fenolickd skupiny esterifikovdna adamantan-1-karbonyl
chloridem. Nasledn¢ byla karboxylova skupina modifikované skoficové kyseliny
transformovana thionylchoridem na chlorid kyseliny, ktery dal$i reakci s vhodnym
alkoholem poskytl substituovany alkyl adamantylkarbonyloxycinnamat 3a-ch,

viz Tabulka 6.
(6]
@Y A o
—>
=H, 0
=H, X X
%0W° e »@W@“ﬂ

Obrazek 18: Syntéza substituovanych ((E)-3-alkoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)fenyl adamantankarboxylii
3a—ch. Reagenty a podminky: (a) suchy MeOH, Et;N, pokojova teplota, 24 h; (b) SOCI,, suchy toluen,
reflux 1 h; (c): EtsN, suchy toluen.
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Tabulka 6: Struktury substituovanych alkyl adamantylkarbonyloxycinnaméati a hodnoty
jejich PET inhibice.

No. Sloucenina log P*  PET ICso [uM]

N @\m W S
3b 4,90 143
© N O/\CH3

o)
3¢ % 0 5,37 350
0 AN~ CHa
o)
3d o 4,97 353
0 NS0 CH,
Sn
3e 0 5,42 204
o N g~ CHa
Sn
3f CHy 0 4,58 594
o O:©/\)‘\O/CH3
e
3g CH; 0 4,87 510
o° N0 CH,
e
3h 0 4,96 212
0 Xy 07 CH,
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Tabulka 6: Pokracovani struktur substituovanych alkyl adamantylkarbonyloxycinnamatt

a hodnoty jejich PET inhibice.

o)
Seaah

3ch 5,40 230

N

DCMU — 2,1

* predikovano pomoci programu ACD/Percepta ver. 2012 (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, ON, Kanada, 2012)

Slouceniny z fady alkyl adamantylkarbonyloxycinnamatl vykazaly hodnoty ICso
vintervalu od 143 do 594 uM, ztohoto vyplyva, ze slouCeniny této tieti série,
ac vyrazn¢ mén¢ PET aktivni nez standard diuron, vykazovaly celkové
nejvyssi/nejkonzistngjsi aktivitu v porovnani s ptedchozimi dvéma sériemi. Z celé této
hodnocené fady byla nejucinnéjsi latka oznaena 3b — 3-[(1FE)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-
1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat s hodnotou ICsp = 143 uM.

PET aktivity jsou pfehledné zobrazeny na grafu na Obrazku 19, kde je vynesena
zavislost PET inhibice vyjadfend jako log(1/ICso [M]) zkoumanych sloucenin na lipofilité
(log P). Je evidentni, ze lipofilita ma diilezity, ale nikoli jediny vliv na aktivitu (srovnej 3b,
3h vs. 3d s hodnotami log P 4,90-4,97). Je proto mozné fici, ze vyrazny vliv ma poloha
a typ substituce: adamantanem meta-substitutuované derivaty (3a-c¢) maji vyssi aktivitu
nez adamantanem para-substitutuované derivaty (3d, 3e). Zavedeni nitrilové skupiny
(slouc¢eniny 3h, 3ch) na alfa-uhlik v propenylovém fetézci aktivita vzrostla, zatimco
substituce methoxy skupinou benzenového jadra kyseliny skoficové (slouceniny 3f, 3g)
vedla k vyraznému poklesu PET inhibice.

Z hlediska délky fetézce esteru se v rdmci homologické fady methyl az propyl
zda nejvyhodnéjsi ethyl, tj. Co, kdy s prodlouZzenim na Cs; dochazi k mirnému poklesu
aktivity (s vyjimkou 3c¢/3d). Podobny vliv délky alkylového fetézce byl zjistén
a diskutovan napt. Gonec a kol., 2017. Vzhledem k vyrazné lipofilnim vlastnostem
jednak celé diskutované série 3 (log P v rozmezi 4,51 az 5,42), jednak subsérie 3a—3c
(log P 4,51-5,37) je pravdépodobné, ze se jiz pii délce fetézce ethyl/propyl zacina
uplatnovat tzv. ,,cut-off” efekt (Balgavy a Devinsky, 1996; Sarapuk a Kubica, 1998).

V disledku nejkonzistnéjsi aktivity v porovnani se sériemi 1 a 2 by bylo mozné
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spekulovat, zda tyto alifatické estery nemohou kromé¢ PET inhibice také ovliviiovat

integritu thylakoidni membrany.

4,0
°

3,8 1
%3,6 | . A
o
== 2 [ )
- 3,4 -
2 il

3.2 H

3,0 T T T T T T

42 44 46 48 5,0 52 54 56
log P
® ortho-derivs. ®para-derivs. @®OCH3-derivs. A CN-derivs.

Obrazek 19: Zavislost PET inhibice v chloroplastech spenatu vyjadrené jako log(1/ICso [M]) alkyl
adamantylkarbonyloxycinnamatii na lipofilite vyjadrené jako log P. (Slouceniny zndzornéné prazdnymi

symboly nejsou zahrnuty do diskuse pro jejich zanedbatelnou aktivitu.)
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalézt novou molekulu s potencidlné herbicidnim
ucinkem, kterd by se fadila do herbicidni skupiny inhibitorG fotosystému. Pro splnéni
tohoto cile byly pouzity izolované chloroplasty zlisti Spenatu setého (Spinacia
oleracea L.) za pomoci umélého -elektronakceptoru 2,6-dichlorfenol-indolfenolu
(DCPIP) a latky z fady anilidi kyseliny 4-chlorskoficové, esterd trimethoxycinnamatt
a alkyl adamantylkarbonyloxycinnamati. Aktivita méfenych latek byla vyjadiena jako
ICs0, coz odpovidd koncentraci latky, kterd zptsobuje pokles aktivity Ccistych
chloroplastti o polovinu.

Vysledky ukazaly, Ze Gi¢innost testovanych slouc¢enin se 1i§i v zavislosti na jejich
chemické struktufe, lipofilité, a typu a poloze substituentli. Obzvlasté vyznamné bylo
zjisténi, Zze nekteré slouceniny vykazovaly vyrazné vyssi inhibi¢ni G¢inek nez ostatni,
coZ naznacuje potencial pro dalsi vyvoj jako ucinnych herbicidi. Bylo pozorovano,
ze ptedevsim lipofilita a u nékterych typi sloucenin i elektronové vlastnosti substituentti
hraji roli v modulaci herbicidni aktivity, pfi¢emz strukturni zmény vedly k vyraznym
zménam ve velikosti PET aktivity.

Pti testovani latek pochazejicich z fady anilidii kyseliny 4-chlorskoficové byla
zjiSténa  nejucinngj$i  latka, a to  konkrétné¢  (2FE)-3-(4-chlorfenyl)-N-[3-
(trifluormethyl)fenyl|prop-2-enamid (1g). Nejvyssi u€inek méla pravdépodobné z ditvodu
pritomnosti substituentu fluoru v poloze meta.

U latek pochazejicich z fady esterti trimethoxycinnamatii byla objevena nejacinné;si
latka 4-bromfenyl (2E)-3-(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-enoéat (2e). V tomto piipadé mél
na ucinnost pravdépodobné opét dulezity dopad substituent, tentokrat v podobé bromu
v para poloze fenylového kruhu.

Ze vsech testovanych sérii vykazovaly nejvyssi aktivitu latky patfici do skupiny
alkyl adamantylkarbonyloxycinnamétii. Nejucinngjsi latkou byl zde zjistén 3-[(1E)-3-
ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl]fenyl adamantan-1-karboxylat (3b). U¢inek této sloudeniny
byl pozitivné ovlivnén jednak substituci adamantem v poloze mefa benzenového jadra

skoticové kyseliny, jednak ethylovym esterovym fetézcem.
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