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1 Uvod

Rostlinné hormony neboli fytohormony, patii mezi pfirozené metabolity rostlin, které
reguluji jejich rast a vyvoj. Tyto latky jsou produkovéany v riiznych castech rostliny,
odkud jsou poté transportovany do mista ucinku, kde pusobi ve velmi nizkych
koncentracich. Vyvolani fyziologické odpovédi je zptisobeno zachycenim signalu
specidlnimi receptory nasledované vyvolanim reakce, ktera muze mit ve vysledku
stimula¢ni nebo inhibi¢ni charakter. Jejich efekt je pleiotropni, coz znamena, ze je zavisly
na vice faktorech. Mezi tyto faktory patii napiiklad typ latky, jeji koncentrace, vyvojové
stadium nebo fyziologicky stav. Podle typu a funkce jsou fytohormony dé¢leny
do nékolika skupin (Taiz a Zenger, 2010). Jejich ptsobenim ¢asto dochazi k vzajemné
interakci, ktera mtze probihat na nékolika trovnich — uroven metabolismu, transportu,
pfenosu signalu nebo ovlivnéni genové exprese (Pernisova et al., 2011). Stejné nebo
podobné vlastnosti fytohormonti mohou vyvolat také slou¢eniny s podobnou strukturou,
které nejsou v rostlinach syntetizovany. Tyto latky oznacujeme jako riistové regulatory.
Jelikoz se vSechny fytohormony nachéazeji v rostlinaich ve velmi nizkych
koncentracich, je nutné pro jejich studium disponovat metodami, které by dovolily jejich
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. V dneSni dobé je nejrozsifenéjsi technikou

ultrai¢innd kapalinovd chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem

(UHPLC-MS).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Uvod do problematiky strigolaktoni

Strigolaktony reprezentuji novou skupinu fytohormont. Prvni zastupce byl objeven jiz
v 60. letech 20. stoleti v exudatech kotfend baviniku (Cook et al., 1966). Struktura této
molekuly, ktera dostala nazev strigol, byla uréena az o téméf 20 let pozdé¢ji pomoci
metody rentgenové krystalografie (Brooks et al., 1985). Mezi fytohormony se ale fadi az
od roku 2008, kdy byly zjistény schopnosti strigolaktonti inhibovat vétveni (Gomez-
Roldan et al., 2008). Strigolaktony, jakozto signalni molekuly, pusobi jak endogenné
Vv téle rostliny, tak exogenné v rhizosfére. Jako endogenni signalni molekuly hraji svou
roli hned v n¢kolika ristovych procesech zahrnujicich rdst a formaci laterarnich a
adventivnich kofenti, prodluzovani kotfenovych vlaskl, indukuji sekundarni rist a
ovliviluji vétveni nadzemni ¢asti rostliny (Gomez-Roldan et al., 2008; Kapulnik et al.,
2010). Kromé¢ tohoto také ovliviiuji odpovéd’ rostliny na stresové podminky sucha a
vysoké salinity. Jako exogenni signalni molekuly hraji dileZitou roli v arbuskularni
mykorhize a také pfi indukci kli¢eni semen parazitickych rostlin ¢eledi Orobanchaceae
(Cook et al., 1966; Akiyama et al., 2005).

2.1.1 Struktura strigolaktoni

Piirozené se vyskytujici strigolaktony jsou po chemické strance slouceniny odvozené
od karotenoidt (Matusova et al., 2005). Hlavni ¢ast v jejich struktufe tvofi tricyklicky
lakton (ABC kruh), ktery mize dale obsahovat rtizn¢ navazané substituenty na AB kruhu.
Tyto modifikace vedou ke vzniku riznych strigolaktonii, naptiklad hydroxylace na uhliku
C4, C5 a C9 vede k molekule orobancholu, strigolu, ptipadné k sorgomolu. Kromé¢ jiz
uvedené hydroxylace muze také probihat methylace, epoxidace nebo oxidace. ABC ¢ast
je pripojena pies enol-etherovou vazbu K a, f nenasyceném furanovému zbytku, ktery se
oznacuje také jako D kruh a je charakteristicky pro vSechny pfirozené se vyskytujici
strigolaktony. Na CD ¢asti molekuly strigolaktonu nedochédzi k Zadnym modifikacim.
Tato ¢ast je dilezita pro biologickou aktivitu strigolaktontl, a proto zlistava zachovana
beze zmén (Zwanenburg a Pospisil, 2013). Dodnes je znamo 19 zéstupct ptirozené se
vyskytujicich strigolaktoni, které rozdélujeme do dvou zékladnich skupin, a to na zakladé

rozdilné stereochemie na 8b uhliku v BCD ¢asti molekuly. Délime je na strigolaktony



odvozené od strigolu (S-stereochemie) nebo orobancholu (R-stereochemie; Xie et al.,
2010).

Obr. 2 Strukturni vzorce — rozdilna stereochemie na 8b uhliku.

A — Strigol (S-stereochemie); B — Orobanchol (R-stereochemie)



G CH, H CHs I

Obr. 3 Strukturni vzorce nékterych zastupci piirozené se vyskytujicich strigolaktonii (pievzato z
Cavar et al., 2014).

A — Sorgolakton; B — 5-Deoxystrigol; C — Strigon; D — Solanakol; E — Orobanchol; F — Strigol;
G — Fabacyl acetat; H — Sorgomol; | — Karlakton

2.1.2 Biosynteticka draha strigolaktonii

Ve snaze objevit biosyntetickou drahu strigolaktonii byly aplikovany rtizné inhibitory
riznych biosyntetickych drah na rostlinach kukufice a ¢iroku (Matusova et al., 2005).
Poté nasledoval screening kofenovych exudatu pro zjisténi aktivity kliceni na semenech
strigy, ktery odhalil, Ze exudaty oSetfenych rostlin fluoridonem vykazuji snizenou
schopnost stimulace kli¢eni parazitickych rostlin (Matusova et al., 2005). Diky tomuto
zjisténi vzeSla prvotni mySlenka, Ze biosynteticka drdha strigolaktoni zacina
s karotenoidnim substratem, jako naptiiklad (-karotenem, ktery je Stépen pomoci
karotenoid Stépici dioxygenasy (CCD = carotenoid cleavage dioxygenase; EC 1.13.11.X).
Dalsi modifikace jako hydroxylace, dekarboxylace a oxidace mohou vést ke vzniku A, B
a C kruhu. D kruh, u kterého stale nebyl zjistén jeho pivod, se enzymaticky spoji s ABC

Casti (ATP-vazajici kazeta) v poslednim kroku za vzniku 5-deoxystrigolu, ktery se



povazuje za prekurzor pro vSechny ostatni pfirodni strigolaktony (Rani et al., 2008; Xie
etal., 2010).

2.1.3 Biosyntéza rostlinnych karotenoidii

Karotenoidy jsou isoprenoidni barviva obsahujici ve své struktufe bohaty systém
konjugovanych dvojnych vazeb. Tyto slouceniny jsou syntetizovany vSemi
fotosyntetizujicimi a také mnohymi heterotrofnimi organismy (Fraser a Bramley, 2004;
Walter a Strack, 2011). Karotenoidy mizeme rozdé€lit do dvou zakladnich skupin na
karoteny neobsahujici atom kysliku ve své struktufe, a na xantofyly, ktery jej obsahuji.
Kromé¢ toho je muzeme také dale délit dle poctu a stereochemie (cis/trans konformace)
konjugovanych dvojnych vazeb. VSechny tyto vlastnosti ovliviiuji jejich barvu.
Karotenoidy jsou nepostradatelné pro fotosyntézu, jsou pfitomny ve vétSiné organd a
tkani, kde se akumuluji ve vSech typech plastidi (Howitt a Pogson, 2006). Biosyntéza
karotenoidu je lokalizovana v plastidech a zacina fytoen synthasou (EC 2.5.1.32), kdy
dochazi ke kondenzaci dvou molekul geranylgeranyl difosfatu (C20) za vzniku bezbarvé
slouceniny 15-cis-fytoenu (C40). Poté nasleduje série dehydrogenacnich a isomera¢nich
reakci katalizovanych enzymy fytoen desaturasou (EC 1.3.5.5), {-karoten isomerasou
(EC 5.2.1.12), {-karoten desaturasou (EC 1.3.5.6) a karoten isomerasou (EC 5.2.1.12).
Vysledkem téchto reakci je barvivo trans-lykopen, které obsahuje 11 konjugovanych
dvojnych vazeb. V tomto kroku se biosyntéza karotenoidii u rostlin rozdéluje do dvou
samostatnych drah, a to na alfa a beta vétev. Ve vétvi a dochazi ke vzniku a-karotenu
obsahujiciho B- a e-ionony kruh vlozeny enzymy lykopen-f- a lykopen-g-cyklasou (EC
5.5.1.19; EC 5.5.1.18). Ve vétvi B dochazi ke vzniku B-karotenu obsahujiciho dva
B-iononové kruhy vlozené enzymem lykopen-B-cyklasou (EC 5.5.1.19). Tyto kruhy se
li8i lokalizaci svych dvojnych vazeb. V obou drahach poté nasleduje hydroxylace a- a
[-karotenu za vzniku zeaxantinu a luteinu. Tato reakce je katalyzovana dvéma strukturné
nepiibuznymi typy enzymu s prekryvajici se substratovou specifitou (Fiore et al., 2006).
Zeaxantin je dale pfeménén enzymem zeaxantin epoxidasou (EC 1.14.13.90) pries
meziprodukt anteraxantin na violaxantin, ktery miZe byt preveden zpét na zeaxantin
enzymem violaxantin de-epoxidasou (EC 1.23.5.1). Violaxantin je prekurzorem
neoxantinu, u kterého zatim neni presné objasnéna celd jeho biosyntéza (Neuman et al.,

2014). trans-violaxantin a trans-neoxantin jsou poté pifeménény na ptislusné 9-cis a 9-cis



isomery za pfitomnosti dosud neznamych cis/trans isomeras. 9-cis-violaxantin a

9-cis-neoxantin slouzi také jako prekurzory pro biosyntézu abscisové kyseliny (ABA),

ktera patii mezi fytohormony (Schwartz et al., 1997). SloZeni a koncentrace karotenoidt

Vv rostlinné bunice jsou rizné a odviji se od daného typu plastidu (Howitt a Pogson, 2006;

Ruiz-Sola a Rodriguez-Concepcion, 2012). Chloroplasty obsahuji velké mnozstvi
karotenoidu (jejich slozeni je zhruba 45 % luteinu, 25-30 % p-karotenu a 10-15 %

violaxantinu a neoxantinu). Opakem jsou naptiklad leukoplasty u Arabidopsis

lokalizované v kofenech, které jich obsahuji pouze malé mnozstvi (30 % lutein, 25 %

[B-karoten a 45 % B-xantofyl; Britton, 1995; Maass et al., 2009).
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Obr. 4 Biosynteticka draha karotenoidi v rostlinach (pievzato z Al-Babili a Bouwmeester, 2015).

GGPP — geranylgeranyl difosfat; PSY — fytoen synthasa; PDS — fytoen desaturasa; Z-1SO —
(-karoten isomerasa; ZDS — (-karoten desaturasa; Crt-1SO — karoten isomerasa; LCY-B — lykopen

B-cyklasa; LCY-¢ —

lykopen-g-cyklasa; HYD — hydroxylasa; ZEP — zeaxantin expoxidasa; VDE —

violaxantin de-epoxidasa; NSY — neoxantin synthasa; ABA — abscisova kyselina; NCED —
9-cis-epoxy-karotenoid dioxygenasa



2.1.4 Biosyntéza strigolaktonii

Biosyntéza strigolaktont, jakozto nové vétve v biosyntéze rostlinnych karotenoida,
vychézi z B-karotenu. Prvnim krokem biosyntézy je reverzibilni isomerace za Ucasti
enzymu D27 (EC 5.2.1.14), kdy dochazi k isomeraci na C9 uhliku vSech trans-p-karotenti
za vzniku 9-cis-B-karotenu. Enzym D27 (DWARF27) byl poprvé charakterizovan v ryzi
anasledné v Arabidopsis (Lin et al., 2009; Mark T. Waters et al., 2012a). Jedna se o maly
protein obsahujici zelezo s lokalizaci v plastidech, kde je exprimovan v cévnich buiikach
kotenti rostlin (Lin et al., 2009). Vznikly meziprodukt 9-cis-f-karoten slouzi jako substrat
pro stépici CCD enzymy. Prvnim z nich je CCD7 (EC 1.13.11.68), ktery katalyzuje
Stépeni 9-cis-B-karotenu na 9-cis-p-apo-10'-karotenal. Dale se biosyntézy ucastni také
CCD8 (EC 1.13.11.70), ktery navazuje na CCD7 a pokracuje ve $té€peni a zprostitedkovani
molekularniho presmyku. Je také zodpovédny za vneseni atomut kysliku do vzniklé
struktury za vzniku butenolidového kruhu (Alder et al., 2012). Vysledkem reakci je
prekurzor strigolaktonli oznacovany jako karlakton, ktery je poté pfeménovan za tic¢asti
skupiny enzyml cytochromti P450. Enzym nebo skupina enzymi je zodpovédna
za tvorbu BC kruhu pii pfeméné na bioaktivni molekulu strigolaktonu (Booker et al.,
2005). Je velmi obtizné urcit, jakym zpusobem se cytochromy P450 zapojuji
do oxidaénich reakci v této biosyntetické draze. Ptikladem mize byt gen MAXI
u Arabidopsis thaliana, ktery se tcastni drahy piemény (Z)-(R)-karlaktonu
na orobanchol. U ryze bylo zjisténo 5 homologii MAXI1, u dvou z nich se jiz podafilo
zjistit jejich enzymatickou funkci. Prvnim z nich je Os900 (karlakton oxidasa; EC
1.13.11.51), ktery katalyzuje preménu (Z)-(R)-karlaktonu na ent-2‘-epi-5-deoxystrigol.
Druhym enzymem je 0s1400 (orobanchol synthasa,
ent-2°-epi-5-deoxystrigol-4-hydroxylasa), ktery Kkatalyzuje naslednou hydroxylaci
na uhliku C4 za tvorby orobancholu. Doposud nebyla identifikovana fada enzymu, ktera
se Ucastni oxidacnich reakei (Alder et al., 2012). Strigolaktony nasledné podstupuji fadu
reakcei, pfi kterych dochazi k jejich modifikaci. Tou nejdilezitéjsi je pravdépodobné
hydrolyza, ktera je nezbytna pro jejich signaliza¢ni funkci (Hamiaux et al., 2012).
Strigolaktony vykazuji nestabilitu ve vodném prostiedi z divodu pfitomnosti
enol-etherové vazby nachéazejici se mezi C a D kruhem, kde snadno dochazi

k nukleofilnimu ataku s naslednym §tépenim vazby (Mangnus a Zwanenburg, 1992).
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Obr. 5 Biosyntéza strigolaktonti (pfevzato z Al-Babili a Bouwmeester, 2015).

Prvnim krokem je isomerace trans-p-karotenu enzymem D27 na 9-cis-B-karoten. Nasleduje
Stépeni enzymem CCD7 na 9-cis-f-apo-10°-karotenal a fB-ionon. 9-cis-p-apo-10°-karotenal je
dale preménén enzymem CCDS na karlakton, ktery pak slouzi jako substrat pro karlakton oxidasu
(CO). Vznikly 4-deoxyorobanchol je nasledné enzymem orobanchol synthasou (OS) pieveden na
orobanchol vnesenim hydroxy skupiny na C4 uhliku.

2.1.5 Signalni draha strigolaktont

Signalni drdha strigolaktoni zac¢ind v cytoplasmé navazanim bioaktivni molekuly
strigolaktonu na ko-represor D14, na kterém po pfipojeni dochazi ke zménam konformace
(Mark T. Waters et al., 2012b). Ko-represor D14 s navazanou molekulou strigolaktonu je
poté transportovan do jadra, kde je na né&j ptipojen protein D53. Na protein D53 jsou za
normalnich podminek navazany ko-represory oznaované jako TPL/TPR (topless/topless
co-represors), ¢imzZ se brani expresi transkripéniho faktoru TCP dilezitého pro spusténi
exprese genu indukovanych strigolaktony (Kong et al., 2014). Ko-represor D14
obsahujici molekulu strigolaktonu s pfipojenym proteinem D53 tvoii spole¢né s ubiquitin
ligasou SCFP? komplex. Navézana ligasa ozna¢i protein D53 ubiquitinem, ¢imZ poté
dojde kjeho naslednému odbourani v proteasomu 26S. Znemoznéni navazani
ko-represort TPL/TPR na D53 dochazi k uvolnéni transkripéniho faktoru TCP. TCP
spousti expresi genti indukovanych strigolaktony a dojde k vyvolani odezvy (Zhou et al.,
2013).
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Obr. 6 Signalni draha strigolaktont (pievzato z Zhou et al., 2013).

A — Navazani biologicky aktivni molekuly strigolaktonu (SL) na ko-represor D14. B —
Ubiquitinace proteinu D53 ubiquitin ligasou SCF. C — Odbourani oznaéeného proteinu D53
ubiquitinem v proteasomu 26S. D — Uvolnéni ko-represord TPL/TPP a transkripéniho faktoru
TCP, coz vede k indukci exprese gend.

2.1.6 Interakce s ostatnimi fytohormony a regulace biosyntézy

Stejné tak jako u ostatnich rostlinnych hormoni, tak také u strigolaktont plati, ze jejich
biosyntéza a aktivita je regulovana komplexni siti, na kterou maji vliv i ostatni
fytohormony. Dle dosavadnich znalosti mezi tyto hormony patii auxiny a kyselina
abscisova. Kromé téchto fytohormonii dochazi k ovlivnéni biosyntézy strigolaktont také
vlivem stresovych podminek, jako je naptiklad nedostatek fosforu nebo vysoka salinita

prostiedi (Al-Babili a Bouwmeester, 2015).

2.1.6.1 Auxiny

Auxiny jsou skupinou fytohormont, ktera reguluje téméf vSechny aspekty rostlinného
ristu a vyvoje. VétSina auxinii u rostlin je syntetizovdna ve vzrostlém vrcholu a
v mladych listech. Odtud jsou auxiny dale transportovany do kotfend a vétvi za ucasti
auxinovych transportéru. Pii transportu se vytvaii auxinovy gradient skrz celou rostlinu.
Lokalni koncentrace auxinti a jejich gradient urcuje biologickou aktivitu v rostling. Tento

systém je pohanén pomoci polarniho auxinového transportu (PAT), coZ je specializovany



systém, ktery fidi pfenos auxinli z buniky do buniky. Smér PAT je fizen vytokovymi
pfenosovymi proteiny (PIN). Strigolaktony snizuji PAT odebranim PIN1 z plasmatické
membrany ve vaskularnich bunkach (Shinohara et al., 2013). Tato inhibice vede
ke snizeni kapacity PAT, coZ brani exportu auxint z axilarnich pupent (Crawford et al.,
2010). Strigolaktony ale maji opacny efekt na PIN2 proteiny, které se nachazeji
v kofenech, kde dochazi jejich vlivem ke zvySeni PAT (Koltai, 2014). Nicmén¢ auxiny
jsou hlavnim regulatorem biosyntézy strigolaktonti, jelikoZz udrzuji zakladni transkrip¢ni
uroven enzymiu CCD7 a CCDS. Biosyntéza strigolaktonii je regulovana mechanismem
negativni zpétné odpovédi, ktera kontroluje expresi genl biosyntézy. U strigolakton
deficientnich mutanti Arabidopsis max3 a max4 nebo ryze d10 bylo pozorovano zvyseni
exprese u téchto gent (Arite et al., 2007; Hayward et al., 2009). Navic bylo zjisténo, ze
aplikace syntetického analoga strigolaktonit GR24 inhibuje expresi genit MAX3 a MAX4
u Arabidopsis (Mashiguchi et al., 2009). Kromé¢ piimé lokalni inhibice je pravdépodobné
biosyntéza strigolaktoni také pod kontrolou vzdalené zpétnovazebné smycky udrzované

vodivosti auxina (Foo et al., 2005; Johnson et al., 2006; Hayward et al., 2009).

2.1.6.2 Kyselina abscisova

DalSim fytohormonem je kyselina abscisova. Tato sloucenina je dillezita jako regulator
odpovédi rostliny na abioticky stres a je pfitomna v nékolika vyvojovych procesech.
Biosyntéza strigolaktoni 1 abscisové kyseliny vychazi ze stejného prekurzoru
9-cis karotenoidu. Spekuluje se, zdali se oba fytohormony navzajem ovliviiuji na
biosyntetické trovni a jestli indukce kyseliny abscisové vede k ovlivnéni tvorby
strigolaktonti a naopak. Prvni otazkou je, zdali enzym D27, ktery je soucasti biosyntetické
drahy strigolaktond, produkuje 9-cis-violaxanthin nebo 9°-cis-neoxanthin jako prekurzor
pro kyselinu abscisovou. Druhd otdzka se tyka enzymu CCD7, u které¢ho se zatim nevi,
zdali $tépi 9-cis-violaxanthin nebo 9°-cis-neoxanthin, a tim negativné ovliviuje
biosyntézu kyseliny abscisové pii kompetici o substrat. Do soucasnosti nebyla na tuto
otazku nalezena odpovéd’, a je tedy velmi pravdépodobné, ze enzymy potiebné pro
biosyntézu strigolaktonti neovliviuji biosyntézu kyseliny abscisové (Bruno et al., 2014).
Naopak bylo ale dokazano, ze kyselina abscisova dokaze ovlivnit biosyntézu

strigolaktont. Kofenové exudaty z geneticky modifikovanych rostlin kukutice vpl4 a
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rajcete notabilis, které byly ABA deficientni, obsahovaly nizsi hladinu strigolaktont
(Schwartz et al., 1997; Burbidge et al., 1999; Matusova et al., 2005; Lopez-Raez et al.,
2010). Tento ubytek je pravdépodobné zptsoben snizenou transkripci gent kodujicich
CCD7 a CCDS8 dulezitych pro biosyntézu strigolaktont (Lopez-Raez et al., 2010). Dalsim
dikazem podporujici tuto domnénku je oSetfeni rostliny Arabidopsis kyselinou
abscisovou, kdy po oSetieni doslo ke snizeni trovné transkripce CCD7 a CCDS, ktera se

navratila do normalu za 1 hodinu od aplikace (Ha et al., 2014).

2.1.6.3 Salinita a sucho

Bylo zjisténo, Ze max2 mutantni rostliny Arabidopsis jsou hypersensitivni na stress
vyvolany suchem a dochazi u nich k vét§Simu vyparu vody nez u nemutantnich linii.
K tomuto pravdépodobné dochézi vlivem tenci vrstvy kutikuly a neefektivnim zavirdnim
stomat zptisobenym sniZenou citlivosti na kyselinu abscisovou (Bu et al., 2014; Ha et al.,
2014). Analyza transkriptomu potvrdila sniZzenou expresi u velkého poctu gent v listech
mutanta max2 v porovnani s nemutantni linii (Ha et al., 2014). Dale bylo pozorovano, ze
umutanta max2 dochazi ke zvySené expresi U fotosyntetickych gent, které jsou
u nemutantnich linii pfi dehydrataci potlaceny. Timto bylo dokazano, Ze MAX2 hraje
vyznamnou roli v regulaci na odezvu pii abiotickém stresu. max3 a max4 mutanti
Arabidopsis vykazuji zvySenou sensitivitu na sucho a vysokou salinitu. Také se u nich
objevuje snizena citlivost stomat na kyselinu abscisovou. Aplikace syntetického analoga
strigolaktonu GR24 vedlo ke snizeni citlivosti k suchu u mutanti i u nemutantnich
jedincu (Ha et al., 2014).

2.1.6.4 Fosfat

Fosfor patii mezi zdkladni prvek potiebny ve vyzivé rostlin. Je soucasti nekolika zivotné
dilezitych molekul véetné DNA, RNA a ATP. V ptdé¢ je pro rostliny Spatné piistupny,
protoze je pritomen v anorganické formé fosfatu. Fosfat tvoifi nerozpustné komplexy, a
tudiz se z n€ho Casto stava faktor limitujici rast u rostlin (Péret et al., 2011). Pro vyfeseni
tohoto problému si rostliny pozménily ristovy model a tvoii symbidzu s mykorhiznimi
houbami patficich do oddéleni Glomeromycota (Smith a Smith, 2011). Produkce

strigolaktont a jejich vypousténi kofeny je podporovano snizenim piijmu fosfatu a méné
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pak nedostatkem dusi¢nand. Pti vysoké hladin¢ fosforu dochéazi ke zpomaleni biosyntézy
strigolakton® a jejich vypousténi (Jamil et al., 2011, 2012; Yoneyama et al., 2013).
Dostupnost fosfatu reguluje jejich biosyntézu a transport na transkripéni trovni, kdy
pfi jeho nedostatku dochazi k nartstu exprese CCD7, CCDS8, D27 a MAX1 (Bonneau et
al., 2013). Exprese D27 a MAX1 je kontrolovana dvéma transkripénimi faktory,
nodulacni signdlni drdhou 1 a 2 (NSP1, NSP2), které jsou potifebné pro zajisténi
rhizobidlni a mykorhizni symbidzy (Liu et al.,, 2011). U mutanti nspl je sniZena
transkripce D27 na minimum, u mutant nsp2 zhruba na 20 % V porovnani s nemutantni
rostlinou (Liu et al., 2011). Pii nedostatku fosforu u rostlin dochazi k redukci vétveni
kotfene (Luquet et al., 2005; Umehara et al., 2010; Kohlen et al., 2012) a ke zmén¢ jeho
architektury. Méni se také pomér rlstu kofenové a nadzemni ¢ésti, kdy rist nadzemni
¢asti je redukovan na ukor kofenové. U Arabidopsis vede nedostatek fosfatu ke vzniku
mél¢iho kotfenového systému s hustsim kofenovym vlasenim a del§imi laterarnimi koteny
(Péret et al., 2011). Tato zména v kofenové architektuie pfispiva k lepSimu piistupu
k fosfatu, ktery se obvykle akumuluje ve vrchnich ¢astech pidy (Lynch a Brown, 2001).
Mutanti max2 a max4 projevuji opozdénou reakci u zmény kofenového vlaseni pii
nedostatku fosfatu. U mutanta max2 bylo také pozorovano snizeni Grovné exprese
n¢kolika gent aktivovanych nedostatkem fosfatu, coz dokazuje ovlivnéni strigolaktony
(Mayzlish-Gati et al., 2012). Vlivem piesunu zivin do kofenl nastava u rostlin vlivem
nedostatku fosfatu ke sniZzeni vétveni u nadzemni ¢asti rostliny (Luquet et al., 2005;
Umeharaet al., 2010). Zpétné dodani fosfatu rostliné vede ke sniZeni hladin strigolaktont
a k dramatickému snizeni exprese gent kodujicich D10, D27 a D17/HTDI1 u ryze.
Aplikace hnojiva vede ke stejnému ucéinku u ¢iroku, ryze a kukutice (Jamil et al., 2011,
2012).

2.1.7 Synteticka analoga strigolaktonu

Pro studium a lepsi pochopeni biologickych funkei, biosyntézy, degradace a mechanismu
ucinku strigolaktoni se pouzivaji rtizné uméle piipravené slouceniny, které maji
podobnou chemickou strukturu, ale nizsi biologickou aktivitu nez ptirodné vyskytujici se
strigolaktony. Tyto slouCeniny se nazyvaji také jako syntetickd analoga. Vyhodou téchto
sloucenin je predevsim jejich vyssi stabilita a dostupnost (Besserer et al., 2006; Ruyter-

Spira et al., 2011). Pti piipravé syntetickych analog je nepostradatelna znalost vlivu
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struktury na biologickou aktivitu. Vysledkem je zjisténi, ze ¢ast CD ve struktuie
slouceniny je nepostradatelna pro biologickou aktivitu strigolaktoni (Mangnus et al.,
1992). Tato skute¢nost umoznila navrhnout syntézu takovych latek, které¢ maji podstatné
jednodussi chemickou strukturu nez ptirodni strigolaktony, ale piesto vykazuji podobnou
biologickou aktivitu (Nefkens et al., 1997; Zwanenburg a Pospisil, 2013). Mezi prvni
synteticka analoga strigolaktonti patii série ozna¢ovana jako GR (Nefkens et al., 1997).
Tato série obsahuje tfi zastupce s oznacenim GRS, GR7 a GR24 lisici se vzajemné
pfitomnosti nebo nepiitomnosti A nebo AB ¢asti (Johnson et al., 1981). Krom¢ této série
existuji 1 dal$i Gspeésné testovana syntetickd analoga — naptiklad Nihmegen-1 (Nijm),
ktery se vyznacuje mensi biologickou aktivitou nez GR24, ale na druhou stranu ma daleko
vyS$§i stabilitu nezZ jiz zminény GR24. Mezi dalsi zéastupce patii kumarinovy derivat
strigolaktonu oznacovany jako Cou nebo tetralonovy derivat s oznacenim Tet (Nefkens
et al., 1997; Mwakaboko a Zwanenburg, 2011a, 2011b). VSechna syntetickd analoga
sdileji spolecny stavebni prvek ve své struktufe, a to ze obsahuji butenolidovy kruh a
enol-etherovou vazbu (Kannan a Zwanenburg, 2014). V soucasnosti GR24 je svétove
nejvice pouzivanym syntetickym analogem. Tento analog byl pfipraven na zaklad¢
ziskanych poznatkti pfi testovani riznych stimulantt kli¢eni parazitickych semen rostlin
roda Striga a Orobanche (Besserer et al., 2006). Struktura slou¢eniny GR24 je podobna
struktufe pfirodniho strigolaktonu strigolu. Jediny rozdil je ve stavbé A kruhu, ktery byl
nahrazen u GR24 aromatickym jadrem. GR24 je Siroce vyuZzivan nejen in vitro pii studiu
indukce kli¢eni semen parazitickych rostlin, ale také slouzi jako referen¢ni slouc¢enina pro
porovnani biologickych aktivit u ostatnich syntetickych analog strigolaktoni. GR24
vykazuje velmi vysokou biologickou aktivitu jiz pii velmi nizkych koncentracich
101 mol-1t. V porovnani s ostatnimi syntetickymi analogy, napiiklad analogem GR7,
ktery obsahuje pouze BCD kruh, dochazi k indukci kli¢eni semen az pii koncentraci

107" mol-1" (Besserer et al., 2006).
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2.2 Parazitické rostliny

Zhruba 1 % vSech krytosemennych rostlin (okolo 3500-4000 druht) patii mezi
hemiparazitické (fotosynteticky aktivni) nebo holoparazitické (fotosynteticky neaktivni)
rostliny, a tudiz jsou zavislé na vodé, zivinach a zasobnich latkach z hostitelské rostliny
(Nickrent et al., 1998). Mimo jiné parazitické rostliny také vyuzivaji latky produkované
hostitelskou rostlinou, a to zejména sekundarni metabolity ziskané pies haustoria, coz je
organ, ktery tvoii spojeni mezi parazitem a hostitelem. Bylo zjisténo, ze parazitické
rostliny nejen odebiraji a sami reguluji ptijem latek z hostitele, ale také si samy dokazi
syntetizovat latky nezbytné pro jejich rast a rozvoj (Stewart a Press, 2003). V zavislosti
na misté pfichyceni parazitické rostliny je rozdélujete do dvou skupin, a to na parazity
napadajici stonek nebo napadajici koten. V podstaté kazdé parazitickd rostlina se mize
zachytit na jakémkoliv hostiteli, ale pouze holoparazitické rostliny mohou pfezit a
dokonc¢it svij zivotni cyklus jen na pro né vhodném hostiteli. Z tohoto divodu se
u nékterych parazitickych rostlin vyvinul systém, ktery az po nalezeni vhodného hostitele
na zaklad¢ ptitomnosti specifickych latek v prostiedi indukuje kli¢eni semen (Runyon et
al., 2006). Parazitické rostliny napadajici stonek kli¢i bez ohledu na pfitomnost hostitele.
Druhou skupinou jsou parazitické rostliny napadajici kofeny hostitelskych rostlin
(Musselman, 1980; Joel et al., 2007). Tyto rostliny stravi vétSinu svého Zivotniho cyklu
v pudé, pouze jejich kveteni probiha nad povrchem. Na rozdil od parazitickych rostlin,
které napadaji stonek, je Zivotni cyklus u paraziti napadajicich kofeny hostitelské rostliny
uzce spojen s zZivotnim cyklem jejich hostitele. Pfikladem je interakce mezi hostitelem a
parazitem pii indukci kliceni. Parazitickd semena nezacnou kli¢it pfi nepiitomnosti
germinacnich stimulanti, které produkuje a vylucuje hostitelska rostlina kofeny (Joel et

al., 1995).
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2.2.1 Rod Striga a Orobanche

Tab. 1 Zatazeni rodu Striga a Orobanche do systému (itis.gov — Integrated Taxonomic
Information System).

RiSe rostliny (Plantae)

PodriSe cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni rostliny krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida vys$$i dvoudélozné rostliny (Rosophida)
Rad hluchavkotvaré (Lamiales)

Celed’ zarazovité (Orobanchaceae)

Rod Striga / Orobanche

Nazev Striga pochazi z latiny, v piekladu znamena Carodéjnice a vétSina druhii jsou
obecné znami jako ,,witchweed* (Musselman, 1980). Rod Striga patii mezi jednoleté
hemiparazitické rostliny a fadime do né&j kolem 30 zastupcli. Rostliny dorlstaji vysky
10-50 cm a je pro n¢ charakteristické vstficné usporadani listti, kdy jsou dva listové
zaklady umistény proti sobé¢ po stranidch. DalSim znakem jsou nepravidelné kvéty
S vyraznym prohnutim korunového tubusu. Barva kvétl je rGznd, mize byt rtizova,
¢ervena, bila, fialova nebo Zluta. Plodem je tobolka obsahujici 250-500 semen o velikosti
200-300 um. Rostlina za rok miize vyprodukovat az 500 000 semen, kterd v pud¢ preziji
az po dobu 10 let (Berner et al., 1995). Mezi nejlépe prostudované zastupce rodu Striga
patii ty druhy, které zpisobuji nejvétsi ekonomické Skody na urod€. Mezi né patii
zejména S. hermonthica, S. asiatica a S. gesnerioides. Nazev Orobanche pochazi
z feckého slova orobos, coz v piekladu doslova znamena zardousit. Rostliny rodu
Orobanche se fadi mezi obligatni holoparazity, tudiz jsou pIn¢ zavislé na svém hostiteli.
Dortstaji vysky 20-60 cm, jejich lodyha je jednoducha a ztidkakdy vétvena. Listy jsou
nahrazeny pouze zaSpicatélymi listeny ve tvaru Supiny. Jelikoz postradaji barvivo
chlorofyl, maji tyto rostliny typické zbarveni téla, které byva nejcastéji hnédé, oranzové
nebo tmavé fialové. Kvéty jsou oboupohlavné, bilé, Zluté nebo modré barvy, které tvoii
kvétenstvi o 10 az 20 kvétech. Kalich mé zvonkovity tvar. Plodem je tobolka obsahujici
zhruba 2 000 drobnych semen. Jedna rostlina mtize mit za rok az 200 000 semen, ktera
dokazi v pudé prezit po dobu 5 az 10 let. Rozdilné je také podnebi, v kterém se vyskytuji.
Striga roste v tropickém teplém podnebi na izemi Australie, zapadni a vychodni Afriky,
Indie, Ciny a Indonésie. Na rozdil od rodu Striga jsou zastupci rodu Orobanche vice
rozsifeny v subtropickém a mirném podnebi severni polokoule, a to zejména na Gzemi

severni Ameriky, zapadni Asie, zemich Blizkého vychodu a v oblastech kolem
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Stfedozemniho mofte, véetné zemi jizni Evropy. Do rodu Orobanche se fadi pies 200
zéstupcd, a jelikoz je vice rozsifen v severnich teplych oblastech vyspélého svéta, je
znamo vice druhti a je také 1épe prostudovan. Na druhou stranu rod Striga je daleko
v oblastech, kde roste pouze omezené mnozstvi druhti plodin (Musselman, 1980). Mezi
typické hostitelské rostliny rodu Striga patii ¢irok, proso, kukufice, ryZze a cukrova titina.
U rodu Orobanche patii mezi typické hostitele napiiklad rajée, zeli, paprika, slune¢nice

nebo fazole (Musselman, 1980).

Obr. 8 A — paraziticka rostlina Striga asiatica na hostitelské rostliné kukufice seté (Zea mays).
B — paraziticka rostlina Orobanche minor na hostitelské rostling jetelu (Trifolium; Nickrent et
al., 1998).
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2.2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus parazitickych rostlin rodu Striga i Orobanche odraZi jejich vysokou
specializaci pro paraziticky Zivot. Klicovou roli hraje enormni mnoZzstvi malych semen,
ktera se snadno rozndsi vodou, vzduchem i zvifaty a pteziji v pad¢ déle nez 10 let (Atera
etal., 2011). Pro kli¢eni semen je potieba piitomnost vhodné hostitelské rostliny, protoze
parazitickd semena pieziji pouze 3-7 dni od zacatku jejich kli¢eni. Pokud nedojde
ke spojeni s hostitelem, semena odumiou (Berner et al., 1995). Kli¢eni semen je zavislé
na pfitomnosti stimulantt kliceni vypousténych koteny hostitelské rostliny. Semena musi
projit pfes nékolik fazi, prvni z nich je tzv. kondicionace, kdy okolni prostiedi musi
spliiovat vhodné podminky, a to hlavn¢ ideélni vlhkost a teplotu. Tato faze trva po dobu
7-14 dnt a az po ukonceni této faze mlize semeno reagovat na stimulanty kli¢eni. Pokud
ale po ukonceni kondicionace nedojde k rozpoznani signalu stimulantu kliceni, tak
semeno upada do sekundarniho stavu dormance (Cardoso et al., 2011). Druhou fazi
po kondicionaci je tzv. predptipravné obdobi, kdy dochdzi k ptipravé na kli¢eni. Doba
potiebna pro tento krok jsou zhruba 2 tydny, a to jak u studovanych S. hermonthica,
S. densijlora, S. gesnerioides, tak i pro O. minor a O. crenata (Reid a Parker, 1979).
Po indukeci kliceni dochézi k vytvorfeni a rdstu haustoria smérem ke kofentim hostitele
za vyuziti chemotropismu. Pfi kontaktu dojde k zastaveni ristu a haustorium se pfichyti
ke kotentim hostitele a nakonec pronikne do primarni kiry (cortex). VétSina druht rodu
Striga a Orobanche vyZzaduje velmi malou vzdalenost od svého hostitele, a to v fadech
nekolika milimetrti, aby bylo zahajeno jejich kli¢eni. Vhodna teplota pro indukei kli¢eni
se lisi v zavislosti na daném druhu, obecné rostliny rodu Striga preferuji vyssi teplotu
(25-35 °C) nez rostliny rodu Orobanche (10-20 °C). Tento rozdil je dan adaptaci
na ruznou teplotu podnebi jejich vyskytu (Musselman, 1980; Nickrent et al., 1998).
Do 12 hodin od pfipojeni dochazi k reorganizaci meristému. Pro tento krok je nezbytna
ucast faktor indukujici rist haustorii. Nejlépe takto prostudovanym piirodné se
vyskytujicim faktorem je sloucenina 2,6-dimethoxy-p-benzochinon (DMBQ), ktera je
produktem oxidace ligninu a dekarboxylace fenolovych kyselin pfitomnych v bunécné
sténé rostlin (Chang a Lynn, 1986). Tento model zachyceni signalu DMBQ je zalozen
na vypusténi DMBQ z bunécné stény hostitele a jeho néasledného vstupu do parazitické
buitkky. DMBQ je za piitomnosti NAD(P)H-dependentni chinon reduktasy (QR1)
redukovan na nestabilni meziprodukt semichinon, ktery je potiebny pro vyvoj haustoria.

Kromé QRI je zde ptitomna také druha chinon reduktasa (QR2), ktera slouzi pouze jako
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paralelni detoxifikacni draha pro regulaci rovnovahy mezi chinonem a semichinonem.
Do 24 hodin od kontaktu nastdva zastaveni déleni bunck v radidlni Spi¢ce a zacina
hypertroficka rustova faze (Hood et al., 1998). Proniknuti hostitelskym epidermis je
zprostiedkovano protazenim distalnich bunék v protodermu nebo epidermu nasledované
jejich délenim, coz vede k prorGstani do cortexu hostitelské rostliny. Jakmile dojde
k proniknuti do endodermu hostitele, tak se vétSina distalnich bunék haustoria za¢ne délit
a prodluzovat. Po prolomeni skrz endodermis se navaze vaskuldrni piipojeni.
K proniknuti slouzi specializovana struktura tzv. oskulum (Dorr, 1997). Cely proces
penetrace je dokoncéen za 48 az 72 hodin od kontaktu s hostitelskymi kofeny (Hood et al.,
1998). Pti spojeni parazita s hostitelem dojde pouze k vytvoreni pfipojeni pies xylém, ale
nikoli ptes floém. Do 24 hodin od dokonceni piipojeni dochazi ke zvétseni kotyledonu a
zaniku osemeni u parazitickych semen (Hood et al., 1998). Haustorium slouzi u vSech
parazitickych rostlin jako rozhrani mezi hostitelem a parazitem. Spousta rostlin je
rezistentni vi¢i napadeni parazitickou rostlinou. U vétSiny nehostitelskych rostlin dochazi
Kk penetraci parazita a k poc¢ate¢nimu vytvoreni haustoria, ale poté je infekce ukonéena
vcortexu. U jednod€loznych hostitelskych rostlin bylo pozorovano vyvoléani
hypersensitivni reakce na infekci zplsobujici smrt parazita (Hood et al., 1998).
Po uspésném vytvoteni spojeni pies xylém zacina parazitickd rostlina tvotit adventivni
kofeny a roste smérem nahoru. Adventivni kofeny jsou schopny produkovat lateralni
(sekundarni) haustoria, kterd napadaji stejnou nebo blizkou hostitelskou rostlinu. Tento
typ haustorii je evolu¢né stars§i neZ primarni nebo terminalni haustoria (Westwood et al.,
2010). V piirodé dochazi obvykle k napadeni jednoho hostitele vice parazitickymi
rostlinami naraz, ¢imz dojde k vysokému odbéru Zivin a asimilati. N&kteti zastupci obou
parazitickych rodi dokazi sami svym kofenovym systémem pfijimat mineralni latky
véetné fosforu, drasliku, Zeleza a siry (Musselman, 1980). Bylo zjisténo, Ze pfi infekci je
obsah dusiku U parazita nejméné dvakrat tak vyssSi nez u hostitele (Agabawi a Younis,
1965). Dusik je za normdlnich podminek transportovan z kofeni do nadzemni c¢asti
rostliny floémem, ale pfi nedostatku cukrii mize byt transportovano mén¢ dusiku. Toto
vede Kk redukci syntézy aminokyselin a cukri, coz ma za nasledek omezeni celkového
rustu a vede k fyziologickym zménam hostitelské rostliny (Musselman, 1980). Dale
U hostitele dochéazi ke snizeni urovné fotosyntézy, a to konkrétné k redukci rychlosti
elektronového transportu pres fotosystém II (Rodenburg et al., 2007). U napadenych
rostlin je také pozorovana zména hladin u nékterych fytohormont, zejména abscisové

kyseliny, cytokinini a giberelinové kyseliny (Musselman, 1980; Taylor et al., 1996).
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Zatim neni znam piesny princip, jak parazit dokdze manipulovat s homeostatickou
hladinou fytohormont u hostitele a jak tyto zmény celkové ovliviiuji parazitismus. Poté
o parazit rodu Striga proroste na zemsky povrch, za¢ina sam fotosyntetizovat. Nicméné
fixace oxidu uhli¢itého je velmi nizka a respirace za tmy vysoka. Tento jev vede
K negativnimu pfisunu uhliku za 24 hodinovou periodu, coz ¢ini Strigu zavislou na svém
hostiteli (Press et al., 1987). Listy Strigy jsou charakteristické pfitomnosti vrstvy
degenerovanych palisddovych bun¢k a nizkym obsahem chloroplastti v buiikach. Vysoka
rychlost transpirace u Strigy ukazuje, ze vétSina asimilat z hostitele je ziskavana pies
transpiracni tah. Pii zvySené vzdusné vlhkosti dochézi k inhibici rlstu parazita, proto
nejen zastupci rodd Striga a Orobanche, ale i ostatni parazitické rostliny, preferuji
pro svlyj rist oteviené slunné misto, kde dochéazi ke zvysSené transpiraci. Ke kveteni
dochazi zhruba po 4 tydnech od spojeni s hostitelem (Berner et al., 1995). Po opyleni
kvétl se vytvori tobolky, které zhruba do 4 tydnti od opyleni prasknou. Po prasknuti dojde
K vypusténi drobnych semen, ktera v pudé musi uzrat. Doba zrani je kolem 6 mésict a
slouzi pravdépodobné k tomu, aby se ptedeslo brzkému vyklic¢eni v destivém obdobi
na konci roku, kdy jiz nejsou dostupni zadni vhodni hostitelé. Po uzrani je semeno

piipraveno k vykliceni a cely cyklus se mize opakovat (Berner et al., 1997).
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Obr. 9 Zivotni cyklus parazitické rostliny Orobanche minor (pievzato z Xie et al., 2010).

A — Kliceni semen je indukovano latkami z hostitelské rostliny. B — Kontakt a pfipojeni
vykli¢enych semen haustoriem ke kofeniim hostitelské rostliny. C-D — Parazit roste a vyviji se po
néekolik tydnti v podzemi, nez dochazi ke kveteni nad zemi. E — Paraziticka rostlina produkuje
obrovské mnozstvi semen, ktera ziistavaji v pudé zivotaschopna po dobu nékolika let.

2.2.3 Ochrana pred parazitickymi rostlinami

Parazitické rostliny rodt Orobanche, Phelipanche a Striga zpisobuji kazdoro¢né
obrovské Skody v zemédélstvi, a to zejména v Africe, Asii a v oblastech kolem
Sttedozemniho mote (Parker, 2009, 2012). Odhady hovoii o tom, Ze jen rod Striga
Vv Africe zplsobuje kazdoro¢ni Skody v zemédélstvi pres 10 miliard americkych dolari a
ovliviiuje neptimo zivoty vice nez 100 miliont lidi (Ejeta a Gressel, 2007). Vlivem
postupného oteplovani podnebi mirného pasu a zméné klimatu dochézi k rozSifovani
nékterych zastupct rodu Striga a Orobanche i do jizni Evropy a severni Ameriky, coz
muze v budoucnu piedstavovat obrovsky problém pro zdejsi zemédélstvi (Grenz a
Sauerborn, 2007). Je vyvijeno zna¢né sili ve vyvoji u¢innych metod v boji proti témto

parazitickym rostlindm, aby se zabranilo dalSim Skoddm na Grodé€. Do soucasnosti bylo
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publikovano nékolik riiznych ptistupii, bohuzel Zadny z nich nebyl zatim natolik Gspésny,
aby se zacal Siroce vyuzivat 1 v praxi. Nejvétsim problémem v boji proti témto
parazitickym rostlinam je pocet semen, ktera dokéaze jedina rostlina vyprodukovat. Tato
semena dokazi piezit v pud¢ v neaktivni formé velmi dlouhou dobu, a to az 10 let
(Rubiales et al., 2009). Proto se védci zamétuji na objeveni postupu, ktery by dokazal
zabranit v $ifeni parazitickych rostlin a ochrénil zemédélské plodiny, které patii
do skupiny hostitelskych rostlin. Mezi nejstar§$i metodu patéi ruc¢ni vytrhavani
vykli¢enych parazitickych rostlin, coz je zna¢né pracné a neefektivni (Kannan a
Zwanenburg, 2014). Dalsim ptistupem je naptiklad §lechténi rezistentnich druhi rostlin.
Tato technika je ale velmi narocna, jelikoz je potfeba vyuzit velké mnozstvi selekénich
technik. Navic bylo zji$téno, Ze rezistence zhruba po péti letech zmizi (Joita et al., 2009).
Dal$im moznym zplsobem je pouziti herbicidi, které vykazuji vysokou t¢innost, ale pii
jejich pouziti mtize dochazet také k samotnému ovlivnéni hostitelské rostliny a zamofeni
zivotniho prostfedi toxickymi latkami pii uziti neselektivnich a vysoce toxickych
sloucenin v ptipravcich (Hearne, 2009; Parker, 2009, 2012; Rubiales et al., 2009). Jako
dalsi mozna cesta v boji Sparazitickymi rostlinami se ukazala tzv. metoda
sebevrazedného kli¢eni. Tato metoda spociva v aplikaci roztoku stimulanti kliceni
parazitickych semen do pudy pfed samotnou vysadbou semen plodin. Dochazi k indukci
klieni parazitickych semen, ktera odumiou, jelikoz nedojde k interakci s hostitelem.
Parazitickd rostlina dokéze vykli¢it v nepfitomnosti vhodného hostitele, ale nedokaze
sama piezit (Johnson et al., 1981). V této metodé bohuZzel naraZzime na problém omezené
stability strigolaktoni v pud¢. Stabilita strigolaktond je velkou mirou ovlivnéna pH
prostiedi, kdy se stoupajici bazicitou klesa jejich stabilita (Johnson et al., 1981; Babiker
et al., 1988). Jako mozné feseni se jevi pouziti prave syntetickych analog strigolaktond,
které by vykazovaly vyssi stabilitu. Na zéklad¢ dosud zjisténych poznatkil o biologické
aktivité¢ strigolaktoni se podafilo uspésné otestovat synteticka analoga Vv ptudnich
podminkach. V zavislosti napouzitém analogu a druhu parazitické rostliny se
procentualni tspésnost pohybovala mezi 18 az 98 % (Kgosi et al., 2012). Prvni vétsi
uspéch V boji proti parazitickym rostlindim zaznamenal synteticky analog strigolaktonu
s nazvem Nijmegen-1 (Nijm), ktery byl aplikovan na rostliny tabdku napaden¢ parazitem
Orobanche cumana (Zwanenburg et al., 2009). Pti tomto experimentu byla pouzita
specidlni emulze, kterd zabranila pfedc¢asné hydrolyze syntetického analoga, ¢imz
umoznila proniknuti slouceniny i do spodnich vrstev pidy. Opacnym pfistupem v boji

S parazity je naopak vyuziti nestability stimulant kliceni parazitickych rostlin v ptidé
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(Babiker a Hamdoun, 1982). Jak jiz bylo zminéno, tak strigolaktony a jejich synteticka
analoga jsou nestabilni pii vyssim pH. Proto byla navrzena aplikace roztoku boraxu
(Na2B40O7) na pudu. Roztok boraxu ma slabé bazické vlastnosti a mezi jeho vyhody patii
prakticky neménnost pH s jeho koncentraci. Princip této metody spociva v tom, ze se
stimulanty kliceni produkované hostitelskou rostlinou do piidy v jeho pfitomnosti diky
bazickému pH rychle rozlozi a nedostanou se tak k sementim parazitickych rostlin, a tim
nedojde k indukci kliceni. Vyhodou boraxu je, Ze jde o levnou a piitom ekologicky
Setrnou slouc¢eninu (Castro a Brighenti, 2007). Pii této aplikaci se musi ale brat v potaz
vlastnosti riznych typt pad, a také pouziti v dlouhodobém horizontu, kdy by mohlo dojit
ke zvysSeni obsahu boru v pudé, a tim by mohlo dojit k intoxikaci rostlin. Jako alternativa
k boraxu by mohla byt thiomo¢ovina (H2NCSNH2). Tato slouc¢enina reaguje v tautomerni
formé iminothiolu, ktera obsahuje a a § nesaturované enonové jednotky, stejné tak jako
klasické thioly, diky ¢emuz dochazi k oddéleni D kruhu a nasledné deaktivaci
strigolaktonu (Mangnus a Zwanenburg, 1992). Obdobn¢ jako v ptipadé boraxu je
thiomocovina levnd, dostupnd a ekologicky Setrnd sloucenina. Navic plsobi jako
bioreguldtor stimulace ristu a hraje dileZitou roli antioxidantu pfi ochrané rostliny
(Mathur et al., 2006; Pandey et al., 2013). Dalsi strategii, tentokrat na genetické Grovni,
je metoda snazvem VIGS (virus induced gene silencing). Zde se vyuziva cileného
umlceni genu pomoci aplikace rekombinantniho viru do rostliny za vyuziti obranného
mechanismu rostlin PTGS (post-transkripéni umléeni genu = post-transcriptional gene
silencing; Voinnet, 2001). VIGS vektory jsou obvykle standardni binarni Ti-plasmidy,
které obsahuji viralni genom a fragment hostitelského cilového genu. Vektory jsou
zavedeny do rostlin pomoci infekce bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera vede
k ptenosu T-DNA obsahujici viralni genom do genomu hostitele, kde poté dochazi k jeho
transkripci a translaci (Lu et al., 2003; Robertson, 2004). Nasledkem je produkce
dvouvldknové RNA (dsRNA), ktera je zplsobena samovolnym skldddnim virdlni
jednovldknové RNA (ssRNA) do harpinli nebo komplementarnich sekvenci odvozenych
od paralelni a antiparalelni viralni jednovlaknové RNA (ssRNA; Donaire et al., 2009).
Takto slozené dvouvldknové RNA (dsRNA) jsou poté Stépeny na kratsi fragmenty o délce
21 az 24 nukleotidt (Voinnet, 2001; Lu et al., 2003; Robertson, 2004). Tyto siRNA jsou
poté inkorporovany do RNA indukovanému umléujicimu komplexu (RISC = RNA-
induced silencing complex), ktery tidi St€peni komplementarni RNA (Waterhouse a
Fusaro, 2006; Ding a VVoinnet, 2007). Signal pochazejici z viru je poté zesilen a rozsifen

po celé rostlin¢ (Kalantidis et al., 2008). VIGS vede ke sniZeni exprese cilového genu
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(Voinnet, 2001). Tato metoda byla vyuzita naptiklad pfi zkoumani rostliny Nicotiana
benthamiana napadené parazitickou rostlinou Phelipanche aegyptiaca. Listy
U hostitelské rostliny byly osetieny VIGS, coz mélo ,,vypnout* geny kodujici enzymy
CCD7 a CCDS8, které se ucastni biosyntetické drahy strigolaktont. Vysledkem bylo
zastaveni vyvoje infekce. Pocet infekci napadenych rostlin Nicotiana benthamiana
osetfenych pomoci VIGS bylo v porovnani s neosetfenymi kontrolnimi rostlinami o 90 %
nizs$i. Predpoklada se, Zze ke snizeni infekce doslo z divodu nedostatku endogennich
strigolaktont, jejichz biosyntéza byla zastavena umléenim genti kodujici enzymy
potiebné v této biosyntetické draze (Aly et al., 2014). Pti pouziti téchto metod je ale
potieba brat v potaz, Ze strigolaktony plni i funkci fytohormoni. Tudiz vznikla disbalance

muze naruSit normalni vyvoj rostliny (vétveni, apikalni dominance atd.).
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2.3 Cytochrom P450

Cytochrom P450 je skupina proteinli pojmenovana dle svého absorpéniho maxima
v redukovaném stavu pfi vinové délce 450 nm, kdy obsahuji navazanou karbonylovou
skupinu ve svém skeletu. Tato skupina patii mezi jednu z nejvétsich rodin enzymi. Geny
kédujici P450 (také nazyvéany jako CYP) jsou pfitomny v genomech vSech zivych
organismu vcetné rostlin. Jejich sekvence aminokyselin se navzajem velmi lisi, ale
uvsech byl zachovan jejich typicky strukturni prvek v pribéhu evoluce, ¢imz je
hemo-thiolatova cast. Tato Cast patii mezi nejvice konzervativni ¢asti a je spojena s hem
vazajici se skupinou. Zde nalezneme spole¢ny prvek stejny pro vSechny zéstupce, a to
funkci cysteinové ¢asti slouzici jako paty axialni ligand atomu Zeleza v hemu. Dalsi
spole¢nou vlastnosti vSech P450 je vyuzivani elektroni z NAD(P)H ke katalytické
aktivaci molekularniho kysliku, coz vede k mistné- a stereo-specifickému oxidativnimu
ataku substratu. Reakce, kterych se ucastni P450, jsou velmi riznorodé. Tyto enzymy se
zucastiuji nepieberného mnozstvi Zivotnich procest, napt. asimilace uhliku, biosyntézy
hormont nebo strukturnich stavebnich latek. V prokaryotech jsou P450 rozpustné
proteiny, v eukaryotech jsou obvykle pfipojeny k endoplasmatickému retikulu nebo
vnitini mitochondrialni membrané. Enzymy P450 katalyzuji také mnoho reakci, které
jsou dulezité v metabolismu Iékd nebo které maji praktické vyuziti v primyslu. Jejich

ekonomicky dopad je tedy zna¢ny (Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000).

2.3.1 Déleni cytochromii P450

Enzymy patfici do rodiny P450 se daji rozdélit do ctyt zékladnich tfid v zavislosti
na zpusobu pienosu elektronti z NAD(P)H do svého katalytického mista. Enzymy patfici
do ttidy I vyZaduji reduktasu obsahujici FAD a redoxin obsahujici Zelezo a siru. Enzymy
ve tfid¢ Il vyZaduji pouze reduktasu obsahujici FAD/FMN pro pfenos elektront. Ttida
III jsou samostatné enzymy a nepotiebuji zddny donor elektront. U enzymu ve tfidé [V
dochazi k piijmu elektronti ptimo z NAD(P)H bez ucasti potiebného pienasece. Tato
klasifikace vzajemnych interakci s redoxnimi partnery neni dana evoluci cytochromu

P450 (Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000).
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2.3.2 Pribéh katalytické reakce

Aktivni misto cytochromu P450 obsahuje ve svém centru hemovou skupinu a atom
zeleza, ktery je vazan k proteinu ptes cystein-thiolatovy ligand. Cysteinova struktura je
konzervativni pro v§echny znamé CYP (Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000). Vzhledem
k rozsahlé skale reakci katalyzovanych CYP se mohou jednotlivé vlastnosti a aktivita
lisit. Obecné se ale da jejich katalyticky cyklus popsat nasledovné. V prvnim kroku
dochazi k navazani substratu, ktery je v blizkosti hemové skupiny na stran¢ opacné
k thiolatu. Substrat zpisobuje zmény v konformaci aktivniho mista, ¢asto dochazi
k vytlaceni molekuly vody z hemového Zeleza a ke zméné jeho stavu z nizko spinového
na vysoko spinovy (Poulos et al., 1987; Meunier et al., 2004). Po napojeni substratu
nasleduje zahajeni pienosu elektronu z NAD(P)H za ucasti cytochrom P450 reduktasy
nebo jiné pridruzené reduktasy (Sligar et al., 1979). Poté dochazi k napojeni
molekularniho kysliku do hemového centra na atom zeleza. Dochazi k pfenosu druhého
elektronu, a to bud’ z cytochromu P450 reduktasy, ferredoxinu nebo cytochromu b5.
Tento krok vede u aduktu Fe-O2 ke vzniku kratkodobého peroxo stavu. Takto vytvoiena
peroxo skupina je poté rychle dvakrat protonizovana. Nasledné se odstépi jedna molekula
vody a vytvofi se vysoce reaktivni molekula Zeleza v oxidacnim stavu IV spojena
satomem kysliku (ferryl). Pfi tomto kroku se oxidovany ekvivalent nachazi nad
porfyrinem a ligandem thiolatu (Rittle a Green, 2010). Po opusténi produktu z aktivniho
mista se enzym vraci do svého ptivodniho stavu a dochazi k navazani molekuly vody zpét
na své puvodni misto. V zavislosti na substratu a enzymu mohou enzymy rodiny P450
katalyzovat Sirokou Skdlu reakci, napf. dealkylaci, dehydrataci, dehydrogenaci,
isomeraci, dimerizaci nebo redukci (Mansuy, 1998). Kromé tohoto jsou CYP nedilnou
soucasti biosyntézy strigolaktoni. Prekurzor karlakton je pfeménovan fadou reakci,
Vv kterych pravé hraji svou klicovou roli enzymy z rodiny cytochromt P450 (viz Kap.
2.1.4).
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Obr. 10 Schéma katalytické mechanismu cytochromu P450 (S — substrat; P — produkt; pfevzato z
Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000).

1 — Navazani substratu a odstépeni molekuly vody. 2 — Ptenos elektronu z NAD(P)H a navazani
molekularniho kysliku na atom Zeleza. 3 — Pienos druhého elektronu a vznik Fe-O; aduktu. 4 —

Protonizace vzniklé peroxoskupiny a odstépeni vody. 5 — Opusténi produktu a navazani molekuly
vody zpét do aktivniho mista.
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2.4 Metody

2.4.1 Infracervena spektroskopie

Infracervené zafeni je Cast elektromagnetického spektra nachazejiciho se mezi viditelnou
amikrovInou oblasti. Pomoci infradervené spektroskopie (IC) se sleduji vibraéni a rota¢ni
piechody v molekulach. Pokud dojde ke zmén¢ vibracnich nebo rotacnich stavii soucasné
se zménou dipolovych momentl, dochdzi k absorpci zafeni charakteristického pro danou
vazbu v pozorované molekule. Dle konvence IC spektroskopii délime dle vinovych délek
zateni na daleké (FIR), sttedni (MIR) a blizké (NIR). Pro praktické vyuziti pfi identifikaci
organickych molekul se nejéastéji vyuziva stiedni IC oblast s rozsahem 4000 az 400 cm’?,
protoze zde dochéazi ke vzniku nejvétSiho poctu absorpénich péast u organickych
slou¢enin. Oblasti, v kterych tyto latky absorbuji IC zafeni, miizeme rozdélit na dvé &asti,
a to na oblast vibraci valen¢nich (4000-1500 cm™) a oblast vibraci deformaénich
(1500-500 cm™). V oblasti valenénich vibraci nalezneme absorpéni pasy piitomnych
funkénich skupin. Tyto vinocty se vyznacuji svou vysokou specifitou a nizkou zavislosti
na zbytku molekuly. Diky tomu dokazeme zjistit ptitomnost funkénich skupin. V oblasti
vibraci deformacnich detekujeme projevy deformaci. I malé zmény ve struktuie
slouceniny maji silny vliv na soubor frekvenci v této oblasti. Tato ¢ast spektra je proto
také Casto nazyvana jako ,oblast otisku palce diky nezaménitelnosti pro kazdou
slouceninu. Tohoto jevu se d4 vyuzit pii identifikaci neznamé latky na zéklad¢ srovnani
méfenych spekter s referencnimi, jelikoZ neexistuji Zadné dvé rozdilné slouceniny
s identickym spektrem v této oblasti. Mezi vyhody IC spektroskopie patii moznost méfit
vzorky ve vsech skupenskych stavech. Pro méfeni kapalnych vzorkd se nejcastéji vyuziva
kyvet vyrobenych z halogenida alkalickych kovt. Tyto kyvety i rozpoustédla pouzivana
pti méfeni nesmi obsahovat vodu. Pouzité rozpoustédlo se voli dle oblasti, ve které se
méti vzorek, aby vykazovalo co nejmensi absorpci. Pfi méfeni pevnych vzorki se
pouziva technika KBr tablet, kde se malé mnoZstvi rozdrceného vzorku smicha
s bromidem draselnym. Poté se z této homogenni smési vylisuje pfi vysokém tlaku
tableta. Tlakem vznikne tenka vrstva KBr na povrchu tablety, ktera odrazi jen malé
mnozstvi IC zafeni, tudiz nedochdzi k velkym ztratam jeho intenzity pii odrazu. Dalsi
moznosti je pouziti techniky KBr diftizni reflektance, kde je rozdrceny vzorek spolu
s KBr umistén v kovové misce a je detekovano odrazené zaieni. Vyhodou je potieba
mens$iho mnozstvi vzorku a kratsi ¢asova narocnost (Silverstein et al., 2006; Field et al.,

2011).
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2.4.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je komplementarni metodou k infraCervené spektroskopii.
Identifikaéni schopnosti obou metod jsou srovnatelné. Ramanova spektra stejné jako IC
spektra poskytuji informace o rotacnich a vibra¢nich pohybech molekul. U Ramanovy
spektroskopie se na rozdil od absorpce u IC spektroskopie vyuziva rozptylu. Jedna se
0 vSestrannou metodu pro identifikaci latek, ur€ovani jejich slozeni i struktury. Vyhodou
je méteni latek ve vSech skupenstvich vcetné vodnych roztoki. Dalsi nespornou vyhodou
je méfeni povrchli materiali nebo biologickych systémii. Pro kvalitativni analyzu lze
porovnavat ziskana spektra se spektry Cistych latek pomoci dostupnych knihoven.
Ramanova spektroskopie se da pouzit i pro metodu kvantitativni analyzy, kde je ale
potieba pocitat s faktory, které dokdzi tato méfeni ovlivnit. Zejména se jedna o stabilni
hodnotu vykonu pouzitého laseru nebo hloubky pruniku zafeni do vzorku. Pro Ramanovu
spektrometrii se nejcastéji pouzivaji disperzni spektrometry. Kromé nich ale existuji také
spektrometry s Fourierovou transformaci. Spektrometr obsahuje zdroj excitujiciho
zafeni, kterym je nejCastéji laser. Zde se dle aplikace mohou pouzit riizné typy lasert
pokryvajici viditelnou (VIS), blizkou infracervenou (NIR) nebo ultrafialovou oblast
(UV). Mezi dalsi ¢asti spektrometru patii komora, optika, disperzni prvek a detektor.
Podstatou Ramanova rozptylu je zafivy dvoufotonovy piechod mezi dvéma stacionarnimi
vibra¢nimi stavy molekuly, ktery je vyvolany interakci s fotonem dopadajiciho zéateni
provazeny vyzarenim fotonu rozptyleného zafeni za splnéni podminky zakona
0 zachovani energie (Smith a Dent, 2004; Schrader, 2008). Existuje nékolik technik
méteni. Prvni z nich je resonanéni Ramanova spektroskopie SE(R)RS, kterd vyuziva
rezonanni Ramantv efekt zalozeny na priblizeni vlnové délky zareni k maximu
absorp¢nimu pasu u sledovaného vzorku. Diky tomuto dochazi k nartstu intenzity téchto
past az o nékolik fadl. Tato technika nachazi vyuziti pii studiu slozZitych latek. DalSim
typem je povrchem zcitlivéla Ramanova spektroskopie oznacovéana jako SERS. Piesny
mechanismus neni dosud znam, piesto je metoda pouzivana jiz fadu let (Fleischmann et
al., 1974). Existuji dv€ hypotézy. Prvni elektromagneticka hypotéza piedpoklada zvyseni
intenzity elektromagnetického zatreni pole na kovovém povrchu. Naopak druhd chemicka
hypotéza ptedpoklada, Ze dochézi k chemické adsorpci pozorované molekuly na kovovy
povrch, a tim dojde ke zvySeni polarizace adsorbatu (Otto, 2005). Pii méfeni lze vyuzit
dva typy substratii, a to elektrod z uslechtilych kovii nebo koloidl piipravenych

chemickou redukei soli pfislusnych kovti ve vodnych nebo nevodnych prostiedich (Li et
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al., 2005). Vyhodou koloidl je zejména jejich snadna ptiprava. Touto metodou lze
studovat latky od malych molekul (aminokyseliny, metabolity) az po velké slozité

systémy (proteiny, DNA, polynukleotidy; Drachev et al., 2005; Vo-Dinh et al., 2005).

2.4.3 Nuklearni magneticka resonancni spektroskopie (NMR)

NMR je spektroskopickd metoda zaloZzena na absorpci radiofrekvenéniho
elektromagnetického zareni jadry nékterych atomii v molekuldch analyzované latky,
které jsou umistény v magnetickém poli. Pfi analyze se vyuziva zkoumani chovani téchto
atomovych jader. Atomové jadro se sklada z kladné nabitych ¢astic protoni a neutralné
nabitych ¢éstic neutron. Kazda c¢éastice méd svlj spin, ktery predstavuje jeji smér
rotaéniho pohybu. Spin miZe nabyvat hodnot +/2 nebo -Y/,. Soucet viech spinii ¢astic
pritomnych v jadie je oznaCovan jako jaderny spin. Tento idaj je dilezity pro NMR
spektrometrii, jelikoz nam ftikd, zdali je dana latka vhodnéa pro méfeni ¢i nikoliv. Pro
méfeni jsou nejvyhodnéjii jadra se spinem % (napiiklad *H nebo 3C). V zakladnim stavu,
kdy neptisobi zadné magnetické pole, maji spiny ndhodné uspofadéani a stejnou energii.
Pokud je ale vystavime silnému vnéjSimu magnetickému poli, dojde k jejich rozdéleni
do dvou hladin. Jedna hladina bude mit vyssi energii, druha hladina naopak nizsi energii
oproti zékladnimu stavu. Na hladin€ s niz$i energii se bude nachazet vétsi pocet spinil nez
na hlading s vyssi energii. Cim bude magnetické pole siln&jsi, tim bude dochazet
k vétsimu rozdilu v poctu spind mezi jednotlivymi hladinami. Pokud takto rozstépeny
systém ozarime radiofrekvenénim zafenim, dojde k absorpci a excitaci nékterych spini
na vy$$i hladinu. Po ukonceni ozafovani dojde k deexitaci, ktera je nasledné méfena. Pro
ziskani co nejvyssi intenzity NMR signélu je potieba pouzit silné magnetické pole, které
je zajisténé solenoidem vyrobeného ze supervodivého materialu ochlazeného na velmi
nizkou teplotu kapalnym héliem. Civkou prochdzi vysoky proud, ¢imz dochézi
Kk vytvofeni silného magnetického pole. Pro zajisténi lepSiho chlazeni je cela civka
zapeceténa v nadob¢, kterd je dale umisténa do vnéjsiho obalu chlazené¢ho kapalnym
dusikem. Izolaci mezi sténami jednotlivych nadob zajistuje vakuum. Krome magnetu se
NMR piistroj sklada jeste ze sondy, do které se vklada vzorek. Tato sonda také obsahuje
civky pro pfijem a vysilani, zesilova¢ a vysila¢ radiofrekvencniho zafeni (Bohm a

Smrckova, 1995; Field et al., 2011; Silverstein et al., 2006).
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NMR se stala jednou z ptednich technik pro uréovani struktury organickych sloucenin.
Je to jedina spektrometricka metoda, u které se ocekava kompletni analyza a interpretace
celého spektra. NMR, na rozdil od hmotnostni spektrometrie, patii mezi nedestruktivni
metody, tudiz 1ze analyzovany vzorek znovu pouzit. Pro samotnou analyzu je potieba
vétsitho mnozstvi vzorku nez v hmotnostni spektroskopii. Nejbéznéji pouzivanym
rozpoustédlem pouzivanym v NMR je chloroform-d (CDCI3) diky svym dobrym
rozpoustécim vlastnostem a relativné nizké reaktivité. DalSimi pouzivanymi rozpoustédly
jsou benzen-d6 (CsDs), aceton-d6 (CD3COCD3) nebo tézka voda (D20; Bohm a
Smrckova, 1995).

2.4.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, ktera slouzi ke kvalitativni i kvantitativni
analyze. Je zaloZena na pohybu iontli v plynném stavu, které se pohybuji ve vakuu vlivem
elektrického pole. Tento pohyb je podle typu pouzitého analyzatoru ovliviiovan pomoci
magnetického ¢i elektrického pole. Hmotnostni spektrometry se skladaji z tfi hlavnich
¢asti. Prvni ¢asti je iontovy zdroj, ve kterém vznikaji ionty v plynném stavu. Druhou ¢ésti
je hmotnostni analyzator, v némz dochazi k separaci iontd podle m/z. Tteti ¢asti je vlastni
detektor, kde se jednotlivé ionty prevadéji na elektricky signal (Field et al., 2011).

Pfed méfenim na hmotnostnim spektrometru je nutné analyt pievést na t€kavou formu
a ionizovat neutrdlni molekuly na nabité ionty. Existuje né€kolik technik ionizace.
Nejbeéznéjsi je ionizace elektronovym narazem (EI), ktera se nejéastéji pouziva k detekci
pozitivné nabitych iontl a méné k detekci negativné nabitych iontt. Energie elektronu
odpovédného za ionizacni proces muze byt riiznd, ale musi byt dostate¢na pro vyrazeni
elektronu z molekuly. Cim vy3§i energie je pouzita, tim dochazi k vétsi fragmentaci
molekularniho iontu. Alternativou k ionizaci elektronovym narazem je ionizace chemicka
(CI), kde se vyuziva ionizace nosného plynu (nej€asteji methan nebo amoniak) ndrazem
elektronil, ¢imZ dochazi k vytvoteni iontl plynu. Tyto ionty poté ionizuji samotny vzorek.
CI je meékc¢i ionizaéni technika nez EI, coZ ma zanésledek mensi fragmentaci
molekulového iontu. DalS§imi m&€kkymi ioniza¢nimi technikami jsou MALDI a ionizace
elektrosprejem. V technice MALDI se vyuziva k ionizaci laser. Laserové pulsy ionizuji a
odparuji vzorek smichany s vysoce absorbujici matrici. Timto dochazi ke vzniku iontd,

které poté putuji do hmotnostniho detektoru (Field et al., 2011).
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Dalsi technikou je ionizace elektrosprejem (ES). Tato technika ionizace je Casto
vyuzivana u vysokou¢inné kapalinové chromatografie pii zapojeni s hmotnostnim
detektorem (LC-ESI-MS). Analyt se v prvnim kroku pievede z mobilni faze na ionty
V plynném stavu. Toho je docileno zavedenim mobilni faze kapilarou do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Zde dochazi ke sprejovani spolecné s inertnim plynem pies
trysku s hrotem, na ktery se vklada vysoké napéti (v fadech kV). Timto se tvofi drobné
nabité¢ kapky, ze kterych rychlym odpafenim rozpoustédla za zvySené teploty vznikaji
ionty. lonizovany analyt poté putuje do hmotnostniho analyzatoru. Kvili potfebé ionizace
analytu je nutné pouzivat vhodné zvolend tckavd rozpoustédla, aby nedochéazelo
ke kontaminaci iontového zdroje (Cole, 2010; Field et al., 2011). Pfi studiu strigolaktond
se bézné pouziva trojity kvadrupdlovy analyzétor, ktery nabizi vysokou citlivost a
selektivitu. Tento analyzator mize pracovat jak v rezimu MS, tak i v rezimu MS/MS. Pii
detekci a nasledné kvantifikaci strigolaktonii se vyuziva rezim MRM (multiple reaction
monitoring), kde se sleduji charakteristické produktové fragmenty rozpadu ionth

zkoumaného analytu, coz poskytuje vysokou selektivitu detekce.

2.4.5 Kapalinova chromatografie

Chromatografické metody patti do skupiny separa¢nich metod zalozenych na rozdilném
déleni latek ve smési mezi dvé rizné nemisitelné fize — mobilni a stacionarni.
V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Stacionarni faze je umisténa
v chromatografické kolon¢ a je ji nejcastéji pevna latka ve formé sorbentu, kterym
protékd mobilni faze. Nejrozsifencj$i uspotfddani kapalinové chromatografie je
vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC = high performance liquid
chromatography), kde je mobilni faze pfivadéna Cerpadlem do systému za vysokého
tlaku. HPLC nabizi mnoho vyhod, mezi které patii hlavné rychlost analyzy, vysoké
rozliSeni separace a piedev§im moZznost spojeni s velkym mnozstvim raznych typa
detektori dle potieb daného experimentu. Cilem modernich trendi v kapalinové
chromatografii je v prvni fadé ziskani co nejrychlejsi separace pii zachovani stejného
nebo lepsiho rozliSeni a UC€innosti. Nastrojem pro splnéni takovéto separace je
zmenSovani Castic stacionarni faze. Z tohoto diivodu je HPLC postupné nahrazovéana
ultrau¢innou kapalinovou chromatografii (UHPLC = ultra-high performance liquid

chromatography). V UHPLC je pro zvySeni ucinnosti separace vyuzivano kolon se
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stacionarni fazi obsahujici ¢astice o velikosti 2 pm a mensi. ZmenSeni ¢astic ale pfineslo
s sebou podstatné zvyseni zpétného tlaku v systému (az do 1000 bar), coz klade zvysené
naroky na pouzitou instrumentaci. UHPLC systém musi obsahovat dostatecn¢ vykonné
¢erpadlo, rychly davkovaci systém s velmi piesnym davkovanim i malych objemt a co
nejmensi zpozdéni gradientu. Na stran¢ detektoru se klade diraz na vysokou frekvenci
sbéru dat. Naptiklad pii zapojeni UHPLC-MS se vyzaduje dostatecna skenovaci rychlost
z divodu rychlosti analyzy, kdy se Sitky jednotlivych chromatografickych pika
v zékladné pohybuji viadu sekund (Novakova a Dousa, 2013). Spojeni UHPLC
s hmotnostnim detektorem (LC-MS) piedstavuje U¢inny ndstroj naptiklad pii studiu

strigolaktond.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Chemikalie

Aceton (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Acetonitril - gradient grade (J. T. Baker, Deventer, Nizozemsko)

Chlorid draselny (Lach-ner s.r.0., Neratovice, CR)

Chlorid kobaltnaty hexahydrét (Lach-ner s.r.0., Neratovice, CR)

Chlorid manganaty tetrahydrat (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Chlornan sodny (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Citrat sodny dihydrat (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Dichlormethan (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Dusi¢nan amonny (Lach-ner s.r.o0., Neratovice, CR)

Dusi¢nan draselny (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Dusiénan vépenaty tetrahydrat (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Ethylacetat (VWR International, Radnor, Pensylvanie, USA)

Ethylendiamintetraacetat sodny (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Fenylmethansulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (EC 1.1.1.49; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA)

Hydrogenfosforenan sodny dihydrat (Penta, Praha, CR)

Hydroxid amonny (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Hydroxid sodny (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Kyselina borita (Penta, Praha, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Kyselina citronova (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Kyselina mraven¢i (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Kyselina octova (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Methanol (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

n-Hexan (VWR International, Radnor, Pensylvanie, USA)

2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
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MES (2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Molybdenan amonny tetrahydrat (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

NADH (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

N,N-Dimethylformamid (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Propan-2-ol (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Sacharosa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Siran hote¢naty heptahydrat (Penta, Praha, CR)

Siran méd’naty pentahydrat (Lach-ner s.r.o., Neratovice, CR)

Siran zine¢naty heptahydrét (Penta, Praha, CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat (Penta, Praha, CR)

trans-skoficova kyselina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
trans-4-hydroxy-skoticova kyselina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Tris (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

3.1.2 Material

Filtra¢ni zkumavky 2 ml Micro-Spin 0,45 um, nylon (Grace, Deerfield, IL, USA)

Kolona Acquity UPLC BEH C8 130A, 1,7 um, 150 x 2,1 mm (Waters, Milford, MA, USA)

Kolona Acquity UPLC BEH C18 1304, 1,7 um, 50 x 2,1 mm (Waters, Milford, MA, USA)

Kiemennna 10 mm kyveta 5 ml s vickem (Starna Scientific Ltd; Hainault Essen, UK)

Ptedkolona Acquity UPLC BEH C8 VanGuard 1304, 1,7 pm, 5 x 2,1 mm (Waters, Milford, MA,
USA)

Ptedkolona Acquity UPLC BEH C18 VanGuard 130A, 1,7 um, 5 x 2,1 mm (Waters, Milford,
MA, USA)

SPE kolona — Supelclean Coconut Charcoal (2 g/6 ml) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA)

SPE kolona — Strata-X 33 um polymerni RP (500 mg/6 ml) (Phenomenex, Torrace, CA, USA)

SPE kolona — Supelclean LC-Si (500 mg/3ml) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Steriliza¢ni filtr Minisart NML Ophthalsart 17528 (Sartorius, Gottingen, Némecko)

Zkumavky z borosilikatového skla 12 x 75 mm (Fisher Scientific UK Ltd, Loughborough, Velka

Britanie)
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3.1.2.1 Biologicky material

Osivo rajéete bylo ziskano z kolekce genetickych zdroji rodu Lycopersicon L. vedené
na pracovisti Sekce aplikovaného vyzkumu zelenin a specialnich plodin, VURV, v. v. i.
v Olomouci-Holici. Jedna se o piivodni ¢eskou odrudu ty¢kovych rajcat (Lycopersicon
esculentum Mill.): Moravsky granat (ECN: 09H6400073). Osivo ¢iroku dvoubarevného
(Sorghum bicolor) bylo ziskano z kolekce alternativnich obilnin genové banky VURV v.
V. I. Praha-Ruzyné. Jedna se o odridu — Ruzrok (ECN: 01Z1500041). Osivo hrachu
(Pisum sativum) a bobu (Vicia faba) bylo ziskano ze Slechtitelské stanice Selgen a.s.
V Chlumci nad Cidlinou. Jedna se o odriidy: Terno (hrach sety) a Merkur (bob obecny).
Osivo kukufice seté (Zea mays) je odriida CELUX 225 dodévand firmou Morseva s.r.0.
(Olomouc, CR).

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius R2000D (Sartorius AG, Goettingen, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer Europe B. V., Breda, Nizozemsko)

Centrifuga Microspin 12 (Biosan, Riga, Loty$sko)

Flow box SafeFast Elite (Faster, Cornaredo, Italie)

FTIR spektrometr NICOLET iN10 v¢etné nastavce iZ10 pro méfeni ATR spekter (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Hmotnostni detektor Shimadzu LCMS-8050 (SHIMADZU Handels GmbH, Kyoto, Japonsko)

Kapalinovy chromatograf Shimadzu Nexera X2 UHPLC (SHIMADZU Handels GmbH, Kyoto,
Japonsko)

Konfokalni Ramantv spektrometr WiTec aplha 300 R+ (Witec, Ulm, Némecko)

Magnetickd michacka Big Squid STAR (IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

Membranova vakuova pumpa D-Lab (Edwards, Crawley, Velka Britanie)

Orbitalni inkubator ES-20 (Biosan, Riga, Lotyssko)

pH metr Elmetron CX-505 (Elmetron, Zabrze, Polsko)

Pipety Eppendorf Research/Research Plus v rozsahu 0,5-5000 ul (Eppendorf AG, Hamburg,
Némecko)

Piedvazky Adventurer Pro AV213C (Ohaus Europe GmbH, Ninikon, Svycarsko)

Software ControlPlus (Witec, Ulm, Némecko)

Software LabSolutions (SHIMADZU Handels GmbH, Kyoto, Japonsko)

Software OMNIC 8.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Software Statistica 12 (StatSoft, Praha, CR)
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Spektrofotometr Agilent Cary 8454 (Santa Clara, Kalifornie, USA)

Spektrofotometr Shimadzu UV-2450 PC (SHIMADZU Handels GmbH, Kyoto, Japonsko)
Ultrazvukova lazen Bandelin — Sonorex Digitec (Bandelin electronic, Berlin, Némecko)
Vakuova komora (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Vakuovy koncentrator Concentrator plus (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Vakuova rota¢ni odparka Biichi R-100 (Biichi Labotechnik AG, Flawil, Svycarsko)
Vortex ZX classic (VELP Scientifica, Usmate, Italie)
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3.2 Metody

3.2.1 Chromatografické metody (UHPLC-MS/MS)

Pro separaci syntetického analoga GR24 a jeho dvou oxidac¢nich produktt keto a hydroxy
GR24 byla pouzita chromatograficka kolona Acquity UPLC BEH C8 s piedkolonou
Acquity UPLC BEH C8 VanGuard. Pouzitymi mobilnimi fazemi byla voda a acetonitril.
Priitok mobilni faze byl po celou dobu analyzy 0,35 ml-min™. Kolonovy termostat byl
nastaven na teplotu 40 °C. Pro separaci se vyuzilo gradientové eluce (Tab. 2). Detekce
probihala na trojitém kvadrupdlovém hmotnostnim analyzatoru za téchto podminek:
teplota zdroje 250 °C, desolvatacni teplota 300 °C, kolizni plyn argon, desolvata¢ni plyn

dusik s pritokem 3 I-min.

Tab. 2 Podminky UHPLC analyzy pro separaci GR24, O=GR24 a HO-GR24.

t [min] Priitok [ml-min] voda [%] acetonitril [%0]
0 70 30
4 70 30
8 40 60
0,35

10 10 90

11,5 10 90
15 STOP
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3.2.1.1 Optimalizace detekce MS

Optimalizace detekce na hmotnostnim kvadrupdlovém analyzatoru probehly za pouziti
kratké chromatografické kolony Acquity UPLC BEH C18 s ptedkolonou Acquity UPLC
BEH C18 VanGuard za isokratickych podminek (25% acetonitril pro GR24; 22%
acetonitril pro O=GR24 a HO-GR24) pii pritoku 0,5 ml'min™ a teploté kolonového

termostatu 40 °C. Byl pouzit standard GR24 a jeho oxida¢nich produktti o koncentraci

10 mol-1? rozpustény v mobilni fazi.

Tab. 3 Identifikace GR24 a jeho oxidacnich produkti — prekurzorové ionty a jejich

charakteristické fragmenty.

Prekurzorovy iont Kolizni Charakteristicky

Analyt [M+H]* Ql[ev] energie [eV] Q3[eV] fragment m/z
-18 -19 97,10
GR24 299,00 -21 -9 -13 184,95
-7 -29 281,05
-18 -18 97,00
O=GR24 313,00 -11 -11 -21 199,15
-7 -24 217,15
-20 -19 97,00
HO-GR24 315,00 -22 -22 -14 129,15
-9 -23 201,10
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3.2.1.2 Méreni koliznich spekter

Pro méfeni koliznich spekter studovanych latek byly pouzity stejné podminky jako
v Kap. 3.2.1. Hmotnostni detektor se nastavil do rezimu snimani produktii rozpadu
parentni latky (product ion scan) v pozitivhim modu ionizace. Rozsah méfeni byl

50-320 m/z. Prekurzorové ionty a kolizni energie byly nastaveny dle Tab. 4.

Tab. 4 Podminky pro méfeni kolizniho spektra jednotlivych analyta.

Analyt Prekurzorovy iont [M+H]|* Kolizni energie [eV]

GR24 299,00 -18
0O=GR24 313,00 -18
HO-GR24 315,00 -22

3.2.1.3 Sbér chromatografickych frakci

Pro sbér frakci se pouzila stejnd chromatografické kolona a podminky jako v Kap. 3.2.1.
Jednotlivé frakce obsahujici separované analyty HO-GR24 (3,8-4,5 minut), O=GR24
(5,1-5,8 minut) a GR24 (8,0-8,7 minut) se postupné¢ odebiraly za chromatografickou
kolonou do vialek. Odebrané frakce se odpafily do sucha za pomoci vakuového
koncentratoru pii teplot¢ 30 °C. Odparené frakce se rozpustily v 10 ul acetonitrilu.
Nasledné¢ se prenesly na métici krystal u infracervené spektroskopie, rozpoustédlo se

nechalo odpafit a spustilo se méfeni.
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3.2.2 UV absorpéni spektrum syntetického analoga GR24

Absorpéni spektrum v oblasti 220-300 nm bylo stanoveno na dvoupaprskovém
spektrofotometru pro 1 pumol-I"? roztok standardu GR24 rozpuiténého ve vods. Méfeni

probihalo v kfemenné 10 mm kyveté za laboratorni teploty.

3.2.3 Infracervena spektroskopie

IC spektra latek GR24, O=GR24 a HO-GR24 byla mé&fena na piistroji NICOLET iN10
S nastavcem 1Z10 pro méfeni ATR spekter. Analyza probihala na stabilizované a
vytemperované aparatuie na teplotu 25 °C. Spektrdlni rozsah méfeni byl nastaven
na 650-4000 cm™? s rozlisenim naméfenych dat 4 cm™. V prvnim kroku bylo zméfeno
pozadi (256 skentl). Ihned poté byl na ATR krystal (ZnSe) nanesen vzorek, definovanym
zpusobem pfitlaéen pro maximalni kontakt s povrchem ATR krystalu a spusténo jeho

méieni (64 skenlt).

3.2.4 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektra latek GR24, O=GR24 a HO-GR24 byla méfena na pfistroji WiTec
alpha 300 R+. Analyza probihala na stabilizované a vytemperované aparatuie na teplotu
25 °C. Na podlozni sklicko z lesténého CaF, bylo umisténo n¢kolik krystalkli analytu.
Pomoci mikroskopickych objektivii (5x, 10x, 20x, 50x zvétSeni) pii pozorovani
ve svétlém poli (Bright Field) byl vzorek lokalizovan a aparatura pfepnuta do méticiho
moédu. Spektralni rozsah méfeni byl nastaven na 0-3800 cm™ s rozlisenim namétenych
dat 4,3cm?. Jemnym posunem vzdalenosti objektivu od vzorku a postupnym
zvySovanim intenzity excitaéniho zafeni byl optimalizovan signal. S ohledem na moznou
fotodegradaci vzorku byla pouZita jen mala intenzita excitacniho zatreni (pfiblizné 10 %
maximalni intenzity, 5 mW), coz bylo kompenzovano prodlouzenim akumulaéniho ¢asu

(10 sekund). Vysledna spektra jsou primérem z 10 akumulaci.
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3.2.5 Stabilita syntetického analoga GR24 ve vodnych roztocich

VSechna nasledujici meéfeni stability syntetického analoga GR24 byla provedena
spektrofotometricky, a to nasledujicim zpusobem: do uzaviratelné kyvety z kiemicitého
skla o celkovém objemu 5 ml se vlozilo magnetické michadlo. Poté se ptidalo 2995 nl
daného roztoku a 5 pl standardu GR24 o koncentraci 102 mol-1? rozpusténého
V dimethylformamidu (DMF). Do slepého vzorku se misto roztoku standardu GR24
pfidalo 5 ul DMF. Méfeni absorbance pii vlnové délce 239 nm probihalo po dobu
24 hodin v 60 minutovych intervalech a teploté 25 °C.

3.2.5.1 Stabilita v pufrecho pH 7

Pro studium oxidac¢nich reakci premény GR24 cytochromy P450 bylo potfeba nalézt
vhodny pufr o pH 7,00, ve kterém by analog GR24 vykazoval co nejvyssi stabilitu a
zaroven by byl kompatibilni s pouzitymi rostlinnymi cytochromy P450. Byly testovany
roztoky pufrii ptipravenych dle Tab. 5.

Tab. 5 Piiprava roztokd pufrii (100 ml; 0,1 mol-17%; pH 7,00).

Roztok SloZeni

HEPES 2,38 g HEPES + NaOH (tiprava pH)

Fosfatovy pufr 39 ml 0,1 mol-1" NaH.PO4 + 61 ml 0,1 mol-1"* Na;HPO4
Fosfocitratovy pufr 43,6 ml 0,2 mol-1"* NazHPO4 + 6,5 ml 0,1 mol 1" kys. citronova
MES 1,952 ¢ MES + NaOH (Gprava pH)

Tris-HCI 1,211 g Tris + HCI (uprava pH)

42



3.2.5.2 Stabilita v pufrech o pH 6

Stabilita GR24 byla pro porovnani stanovena také ve vybranych roztocich pufri o

pH 6,00 ptipravenych dle Tab. 6.

Tab. 6 Ptiprava roztokd pufri (100 ml; 0,1 mol-1%; pH 6,00).

Roztok SloZeni

citratovy pufr 0,242 g kyselina citronova + 2,569 g citrat sodny dihydrat
fosfatovy pufr 87,7 ml 0,1 mol-1"* NaH,PO4 + 12,3 ml 0,1 mol-1"* Na,HPO,
mravencanovy pufr 385 ul 98% kys. mravenci + hydroxid amonny (Gprava pH)
octanovy pufr 94,8 ml 0,1 mol-1? octan sodny + 5,2 ml 99% kyselina octové

3.2.5.3 Stabilita v pritomnosti fosfatu

Pro méfeni stability GR24 byl pouzit fosfatovy pufr (pH 6,00) o rizné koncentraci (0,1;
0,25; 0,5 a 1 mol-1'Y). Zasobni roztok byl pfipraven smichanim 877 ml 1 mol-1"t NaH,PO4
a 123 ml 1 mol-1' NazHPOs. Poté se postupnym fedénim pfipravily roztoky o nizsi

koncentraci.

3.2.5.4 Stabilita v kultiva¢nim médiu Hoagland

Stabilita GR24 byla testovana také v kultivaénim médiu Hoagland o pH 6,00 s riznym
obsahem fosforu, ktery se ptipravil dle postupu uvedeného v Kap. 3.2.6.1.2.

3.2.6 Studium biokonverze syntetického analoga GR24

Pro studium oxidacnich produkti GR24 v rostlinach se pouzily dva rtizné pfistupy.
Prvnim z nich bylo pfeneseni rostlin péstovanych v perlitu do hydroponického systému,
kde dochazelo k postupnému snizovani obsahu fosforu v kultivaénim médiu (Kap.
3.2.6.1). Ve druhém pristupu se zcela preskocil proces péstovani rostlin v hydroponii, ale
rovnou doslo k odebrani kofenového systému u rostlin péstovanych v perlitu, ke kterym

se pridal analog GR24 (Kap. 3.2.6.2).
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3.2.6.1 Hydroponicky systém

Vypéstované 3 tydenni rostliny v perlitu byly pfeneseny do hydroponického systému.
Vyjmutym rostlindm se opatrné oplachly kotfeny vodou, ¢imz se zbavily necistot. Pro
hydroponii se pouzily nadoby o objemu 350 ml. V kazdé nadob¢é bylo umisténo vzdy
9 kust rostlin a 150 ml kultivacniho média, které bylo po celou dobu experimentu
provzdusnovano. Pro indukci transkripce genti podilejicich se na biosyntetické draze
strigolaktonti se vyuzilo postupného snizeni obsahu fosforu Vv kultivaénim médiu
(Tab. 7). V 13. dnu probihajiciho experimentu se do kultiva¢cniho média pridal analog
GR24 (15 pl 10° mol-1%). Po 24 hodinach doslo k vyjmuti rostlin ze systému a ukondeni
experimentu. Nasledné se odvazily 3 g odebranych kotent, které se vlozily do 100 ml
Erlenmayerovy banky. Takto pfipraveny biologicky materidl se zpracoval dle postupu

uveden¢ho v Kap. 3.2.7.

Tab. 7 SloZeni hydroponického média v pribéhu kultivace.

Den Kultiva¢ni médium

1. voda

2.-5. Y5 Hoagland (250 pmol-I* fosfat)
6.-9. Y5 Hoagland (50 umol-I* fosfat)
10. - 11. Y4 Hoagland (25 pmol- I fosfat)
12. Y4 Hoagland (bez fosfatu)

13. voda + pfidavek GR24
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Tab. 8 Priprava zasobnich roztok.

Roztok ¢.  Slozka Koncentrace [mol-17] Navazka [g-17]
| Ca(NOs); - 4 H,0 1 236,2
I KNO3 1 101,1
i NH4NOs 0,5 40,0
v MgSO, - 7 H.O 0,25 61,6
\% KH2PO, 0,25 34,0

VI KCI 0,25 18,6

Vil H3BOs 0,05 3,092
MnCl; - 4 H.0 0,004 0,792
ZnS0q - 7 H.0 0,004 1,15
CuSOs - 5 H.0 0,001 0,25
CoClz - 6 H20 0,0003 0,072
(NH4)sM07024 - 4 H.O 0,00015 0,186

Pozn.: Roztok €. I se sterilizuje prefiltrovanim pies antimikrobialni filtr; ostatni roztoky se
sterilizuji autoklavovanim (15 minut pfi 121 °C). Roztoky ¢. I a II se skladuji pfi laboratorni
teploté, ostatni roztoky pfti 4 °C.
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3.2.6.1.1 Priprava zasobniho roztoku Fe-EDTA

Zasobni roztok Fe-EDTA se piipravuje smichanim dvojice roztoki A a B. Pro pfipravu
roztoku A je potieba rozpustit 33,3 g NaoEDTA v 500 ml roztoku vody obsahujici
hydroxid sodny (100,4 ml 1 mol-1"! NaOH) ohi4ty na teplotu 30 °C. Pro ptipravu roztoku
B je nutné rozpustit 24,9 g FeSO4 - 7 H20 v 300 ml ohfatého roztoku vody na teplotu
70 °C, ktera obsahuje kyselinu chlorovodikovou (4 ml 1 mol-1" HCI). Poté takto
piipravené roztoky se pomalu smichaji dohromady, dofedi se vodou na objem 950 ml a
ponecha se michat po dobu 24 hodin za laboratorni teploty. Po uplynuti této doby je
potteba upravit findlni objem na 1000 ml, sterilizovat autoklavovanim (15 min pfi teploté

121 °C) a skladovat pii 4 °C.

3.2.6.1.2 Priprava kultiva¢niho roztoku 2 Hoagland

Pro ptipravu 10 litri kultivaéniho roztoku %2 Hoagland se postupné napipetovaly objemy
jednotlivych zasobnich roztoka (Tab. 9), pfidalo se 5 g MES a vysledné pH se upravilo
na hodnotu 6,00 pomoci roztoku NaOH (Waters et al., 2012). Pro kultivacni média

S niz§im obsahem fosforu se pfidaval mensi objem roztoku €. V, ktery je zdrojem fosforu.

Tab. 9 Ptiprava kultiva¢nich roztoki Hoagland (v ml na 10 litri média).

Roztok A B C D

I 20 20 10 10

I 20 20 10 10

I 10 10 5 5

v 20 20 10 10

Vv 10 2 1 ---

VI 2 2 1 1
VIl 5 5 2,5 2,5
Fe-EDTA 4 4 2 2

A — % Hoagland (250 pumol-I? fosfat); B — 5 Hoagland (50 umol-I? fosfat); C — % Hoagland
(25 pmol-I* fosfat); D — ¥4 Hoagland bez fosfatu
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3.2.6.2 Péstovani v perlitu

Pro experiment se pouzily 3 tydenni rostliny péstované v perlitu. Rostlinam se odebral
kotfenovy systém, oplachl se vodou a osusil. Odvazily se 3 g kotent, které se poté vlozily
do 100 ml Erlenmayerovy baiiky. P¥idalo se 50 ml vody a analog GR24 (15 ul 10®° mol-I
Y. Erlenmayerova baiika se zakryla parafilmem a roztok se nechal inkubovat ve tmé za
stalého michani po dobu 24 hodin a teploté 25 °C. Poté se roztok vody opatrné odlil.
S biologickym materidlem se pokracovalo dle postupu uvedeného v nasledujici

Kap. 3.2.7.

3.2.7 Macerace

Do 100 ml Erlenmayerovy barky, ve které bylo odvazené mnozstvi kofend, se pridalo
30 ml ethylacetatu (pfed pouzitim redestilovan na vakuové rotacni odparce pfi teploté
40 °C a tlaku 240 mbar). Erlenmayerova baiika se zakryla parafilmem a vlozila
do ultrazvukové lazné€ na 5 minut. Poté se kofeny nechaly macerovat pfi teploté 4 °C po
dobu 24 hodin ve tm¢. Po ubéhnuti 24 hodin se roztok ethylacetatu prefiltroval ptes
nylonovou sitku a odpafil do sucha na dusikové odparce. Kultivacni médium i vznikly

odparek se poté purifikovaly extrakci na pevné fazi (Kap. 3.2.8).

3.2.8 Metody purifikace

Pro purifikaci a izolaci analoga GR24 a jeho oxida¢nich produktu se vyuzila extrakce na
pevné fazi (SPE). Pro izolaci exudati z kultivaéniho média se pouzila SPE kolona
naplnéna aktivnim uhlim, kdy se po odebrani rostlinného materialu médium naneslo na
kolonu dle protokolu uvedeného v Tab. 10. Kotenovy extrakt se purifikoval pomoci SPE
kolony obsahujici silikagel (Tab. 11; Ueno et al., 2015) nebo SPE kolony obsahujici
polymerni sorbent (Tab. 12). Pro dokonalé rozpusténi odparku se pouzila ultrazvukova
lazen. Jednotlive frakce se jimaly do borosilikdtovych zkumavek. Po odpateni
rozpoustédla na vakuovém koncentratoru pii teploté 30 °C byly tyto vzorky rozpustény
v 50 pl mobilni faze (30% acetonitril), ptefiltrovany ptes mikro spin (1 minuta; 7500 g)
a zméfeny pomoci UHPLC-MS/MS.
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Tab. 10 SPE kolona s aktivnim uhlim (Supelclean Coconut Charcoal; 2 g/6 ml) - jednotlivé kroky
a objemy rozpoustédel pouzité pii SPE purifikaci.

Krok — rozpoustédlo Objem [ml]
Ekvilibrace — voda 10
Naneseni vzorku 50
Promyti — voda 50
Eluce — aceton 10

Tab. 11 SPE kolona obsahujici silikagel (Supelclean LC-Si; 500 mg/3 ml) - jednotlivé kroky a
objemy rozpoustédel pouzitych pti SPE purifikaci.

Krok — rozpoustédlo Objem [ml]
Aktivace — dichlormethan:ethylacetat (3:1) 10
Ekvilibrace — hexan 10
Naneseni vzorku - hexan 10
Promyti — dichlormethan:hexan (4:1) 10
Eluce — dichlormethan:ethylacetat (3:1) 10

Tab. 12 SPE kolona s polymernim sorbentem (Strata-X; 500 mg/6 ml) - jednotlivé kroky a objemy
rozpoustédel pouzité pti SPE purifikaci.

Krok — rozpoustédlo Objem [ml]
Aktivace — acetonitril 10
Ekvilibrace — 5% acetonitril 10
Naneseni vzorku - 5% acetonitril 10
Promyti — deionizovana voda 10
Eluce — acetonitril 10

3.2.9 Monitoring rozkladu Kkyseliny skoricové

3.2.9.1 Kultivace biologického materialu

Semena kukufice byla sterilizovana ponofenim do roztoku 70% ethanolu po dobu 2 minut
a poté se prenesla na 5 minut do 1% roztoku chlornanu sodného. Nakonec se semena
proplachla sterilizovanou vodou. Takto oSetfena semena se poté asepticky umistila do
Petriho misek na sterilizovany filtracni papir, ktery se pfedem navlh¢il sterilizovanou
vodou. Uzaviena miska se zaizolovala po obvodu parafilmem a vlozila na 24 hodin do
tmy za laboratorni teploty. Po uplynuti této doby se miska se semeny zakryla alobalem a

ptenesla do inkubatoru nastaveného na teplotu 25 °C. Dle potieby se v pribéhu kultivace
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asepticky pridavala sterilizovana voda. Po vykli¢eni se odebiral biologicky material po 5,
7,9, 11 a 14 dnech.

3.2.9.2 Homogenizace a extrakce

Z odebraného materialu se odvazilo 2 g klicku, které se prenesly se do 15 ml falkony
obsahujici 4 ml vychlazeného extrakéniho pufru na teplotu 4 °C. SloZeni extrakéniho
pufru je uvedeno v Tab. 13. Pomoci mixéru doslo k homogenizaci. Vznikla smés se
prefiltrovala pomoci mikro spinu na centrifuze (3 minuty, 10 000 g). 250 pl filtratu se
odebralo, ptipravil se roztok dle Tab. 14 a nakonec se piidalo 0,4 U glukosa-6-fosfat
dehydrogenasy. Vznikla smés se nechala inkubovat za stalého michani po dobu 20 minut
pii teploté 25 °C. Poté se ptidalo 30 ul 4 mol-1* kyseliny chlorovodikové, ¢imz doslo
k okyseleni smési a zastaveni enzymatické reakce. Roztok byl pfeveden do vialky a

analyzovan pomoci UHPLC-MS/MS (Kap. 3.2.7.3).

Tab. 13 Slozeni extrak&niho fosfatového pufru (0,1 mol-1't; pH=7,00).

Slozka Koncentrace [mmol-17]
sacharosa 250

EDTA 1

kys. askorbova 40

fenylmethansulfonyl fluorid 1

B-merkaptoethanol 10

Tab. 14 Slozeni smé&si pro monitoring rozkladu kys. skoficové (finalni objem 300 pl).

Slozka Koncentrace [mmol-1*]
glukosa-6-fosfat 3

NADPH 0,1

kys. trans-skoficova 0,2
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3.2.9.3 Monitoring rozkladu pomoci UHPLC-MS/MS

Pro méfeni obsahu cytochromti P450 v kli¢cich kukufice se vyuZila reakce pfemény
kyseliny skoficové na kyselinu hydroxyskoficovou katalyzovanou pfitomnymi
cytochromy P450 (Olry et al., 2007). Pro stanoveni obsahu se vyuZzilo porovnani
s vnéj$im standardem kyseliny skoficové. Métfeni probihalo pomoci UHPLC s detekci na
kvadrup6lovém hmotnostnim analyzatoru. Pro separaci byla pouzita chromatograficka
kolona Acquity UPLC BEH C8 s piedkolonou Acquity UPLC BEH C8 VanGuard.
Pouzitymi mobilnimi fAzemi byly 15 mmol-1" kys. mravenéi a acetonitril. Priitok mobilni
faze byl po celou dobu analyzy 0,35 ml-mint. Termostat kolony byl nastaven na teplotu
40 °C. Pro separaci se vyuZzilo gradientové eluce (Tab. 15). Podminky na hmotnostnim
spektrometru byly tyto: teplota zdroje 250 °C, desolvata¢ni teplota 300 °C, kolizni plyn

argon, desolvataéni plyn dusik s priitokem 3 I-min.

Tab. 15 Podminky UHPLC analyzy pro separaci skoficové a hydroxyskoticové kyseliny.

t[min]  Pritok [ml.min] 15 mmol-1* kys. mravenéi [%0] acetonitril [%0]
0 95 5
0,8 95 5
1,2 90 10
1,9 90 10
2,4 85 15
3,7 85 15
4 79 21
5,2 0.3 79 21
57 73 27
9 50 50
11 0 100
12 0 100
12,2 95 5
15 STOP
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Tab. 16 Detekce skoficové a hydroxyskoficové Kkyseliny — prekurzorové ionty a jejich
charakteristické fragmenty.

Analyt Prekurzorovy Q1 Kolizni Q3 Charakteristicky

iont [M-H] [eV] energie [eV] fragment m/z
16 23 61,90
kys. skoficova 147,00 10 24 28 77,00
14 18 103,00
35 18 93,00
kys. hydroxyskoficova 162,80 18
14 23 119,15

3.2.10 Germina¢ni testy Striga hermonthica

3.2.10.1 Sterilizace semen

Semena rostliny Striga hermonthica byla sterilizovana ve vodném roztoku, ktery
obsahoval 2% chlornan sodny a 1% Triton X-100 za intenzivniho michéani. Po 5 minutach
michéni se semena vyjmula z roztoku filtraci ptes sklenénou fritu a diikladné se promyla
demineralizovanou vodou. Promyta semena se poté vyjmula a nechala susit ve flow-boxu

po dobu 3 hodin.

3.2.10.2 Kondicionace semen

Pro kondicionaci semen se do Petriho misky vlozily 2 vrstvy filtraéniho papiru o priméru
9 cm, ktery se navlh¢il 3 ml demineralizované vody. Doprostied se umistily 3 kusy diski
filtraniho papiru ze skelnych vladken o priméru 10 mm. Na kazdy z nich se poté ptfidalo
zhruba 25 kusi sterilizovanych semen, které se rozprosttely po celé jeho plose. Nakonec
se semena zakryla druhym diskem filtracniho papiru ze skelnych vldken a opatrné se
pfidaly dalsi 3 ml demineralizované vody. Petriho miska se uzaviela vickem, vlozila do
uzaviratelného sacku z polyethylenu a nechala se inkubovat ve tmé pfi teploté 27 °C po

dobu 11 dnu.
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3.2.10.3 Priprava stimulaé¢nich roztoki

Testovacimi latkami byly GR24, HO-GR24 a O=GR24. Rozpusténim standardu
v acetonu byl piipraven 1 ml zasobniho roztoku o koncentraci 10> mol-I"* pro kazdou
Z testovanych latek. Tento roztok byl poté dale fedén na finalni koncentrace 107, 107,

108 10°a 101 mol I,

3.2.10.4 Osetireni semen stimulaénim roztokem

Po kondicionaci byly disky vyjmuty z Petriho misky a vysuSeny filtraénim papirem.
Petriho miska se vycistila, vlozily se do ni dva vyseknuté prstence z filtracniho papiru o
vnéjSim pruméru 9 cm a s vnitinim pramérem 8 cm, které se poté navlhéily 1 ml
demineralizované vody. Vysusené disky se semeny se umistili doprostied misky a kazdy
se osetfil 100 pl stimulaéniho roztoku o dané koncentraci. Jako negativni kontrola se
pouzil 0,1% roztok acetonu. Tento proces se zopakoval pro celou koncentra¢ni fadu
pfipravenych stimula¢nich roztoki. Petriho miska se poté uzaviela vickem, umistila zpét
do uzaviratelného polyethylenového sac¢ku a nechala inkubovat ve tmé pfi teploté 27 °C

po dobu 6 dnd.

3.2.10.5 Vyhodnoceni germinaéniho testu

Po ukonceni inkuba¢ni doby se spocitalo procento vykli¢enych semen pod svételnym
mikroskopem pro kazdy disk a koncentraci. Za vyklicené se povazuje kazdé semeno,

u kterého dojde k protrhnuti osemeni kofenem.

3.2.11 Bioinformaticka ¢ast

Pro porovnani se pouzil software BLAST-P a databaze NT. Hledani bylo zaméteno
na nami pouzité rostliny. Jako stropni hodnota se nastavila 1-10® (E-value). Poté se na
zaklad¢ ziskanych dat pfifadila pro vysledné sekvence jejich bunécnd lokalizace dle

informaci z databaze s pomoci softwaru Blast2GO. Na zakladé hodnoty E-value se

v
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5 Diskuze

Studium oxida¢nich pfemén syntetického analoga strigolaktonu GR24 vyzaduje
dostatecné citlivé metody pro jejich analyzu. Prvnim cilem bylo tedy nalézt vhodné
podminky separace a detekce pro vsSechny tfi studované latky pomoci ultraucinné
kapalinové chromatografie spojené s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim
analyzatorem (UHPLC-MS/MS). Detekce pro kazdy zanalyti byla testovana
V negativnim 1 pozitivnim modu ionizace vcetné sodnych adukt. Synteticky analog
GR24 a jeho dva oxidacni produkty O=GR24 a HO-GR24 vykazuji nejlepsi ionizaci
Vv pozitivnim modu pro kvazimolekularni iont [M+H]". Na rozdil od publikovanych dat
detekce GR24 a hydroxyla¢niho produktu HO-GR24 (Ueno et al., 2015) byly v nasi
metod¢ detekce vybrany 3 fragmenty pro kazdou ze studovanych latek a nasledné
charakterizovany. Pro detekci kazdého z analyti se pouzivaji 3 MRM ptechody (jeden
kvantifikacni, zbyl¢ dva kvalifika¢ni) na rozdil od 2 MRM ptechodl ve vyse uvedené
publikaci. Separace probé¢hla v systému reverznich fazi na chromatografické koloné
Acquity UPLC BEH C8. Optimalizaci chromatografickych podminek bylo dosazeno
rozliSeni separace pro prvni par 6,180 (HO-GR24 a O=GR24) a pro druhy par 15,567
(O=GR24 a GR24). Vysoké chromatografické rozliSeni jsme si dali za cil, abychom
Vv pfipad€ potieby tento chromatograficky systém mohli pouZit i pro preparativni ucely.
Nakonec doslo k ur¢eni linearniho dynamického rozsahu, limitu detekce a kvantifikace.
Linearni dynamicky rozsah (4 tady), LOD a LOQ ve femtomolarni oblasti odpovidaji
pouzit¢ instrumentaci (UHPLC systém Nexera X2 a hmotnostni spektrometr
LCMS-8050).

Kvili velmi nizkym koncentracim studovanych latek a pfitomnosti komplexni
biologické matrice je nutné disponovat vhodnou metodou purifikace. Pii vyvoji
purifika¢niho protokolu se vychazelo z protokolu purifikace publikovaného v praci Ueno
et. al (2015). Pro purifikaci byla pouzita extrakce na pevné fazi (SPE), kde pouzitym
sorbentem byl silikagel. Bohuzel, tento purifikacni protokol je ¢asoveé velmi narocny a
navic v praci (Ueno et. al 2015) nejsou uvedeny navratnosti metody pro jednotlivé
analyty. Nasim cilem tedy bylo zjednodusit purifikacni protokol a urcit navratnosti pro
vSechny ndmi studované latky. Tento cil byl splnén, optimalizaci metody jednotlivych
krokli se podafilo zkratit potiebny ¢as purifikace na zhruba polovinu oproti pivodni
metod¢. Jako alternativa k extrakci na silikagelu byl také otestovan komeréné dostupny

polymerni sorbent Strata-X (Phenomenex, Torrace, CA, USA), ktery poskytuje silnou
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retenci pro analyt nazakladé vlastnosti sorbentu vazat analyt pomoci mechanismu
vodikovych vazeb, hydrofobnich interakci a interakcemi mezi dvojnymi vazbami.
Vyhodou polymerniho sorbentu je vyssi kapacita kolony, jednodu$si manipulace se
sorbentem a Vv naSem piipadé i pouziti mensiho poétu vysoce t€kavych rozpoustédel.
Névratnosti obou sorbentl jsou pro nami studované latky srovnatelné. Pro polymerni
sorbent se pohybuji navratnosti od 58,3 do 64,9 %. V piipad¢ silikagelu se navratnosti
pohybuji od 64,8 do 70,0 % v zavislosti na daném analytu. Jelikoz jsou produkty oxidace
vyluCovany do prostfedi, bylo nutné nalézt vhodny sorbent pro purifikaci studovanych
latek z kultivaéniho média. Pouzila se kolona obsahujici aktivni uhli. Névratnosti
purifikace kultivaéniho média se pohybuji od 19,7 do 24,1 %. Tyto hodnoty navratnosti
jsou pravdépodobné ovlivnény ptitomnymi solemi v roztoku. Navratnosti by mohly byt
zvySeny napiiklad pouzitim jiného sorbentu. Zde se jako vhodny kandidat jevi komeréné
dostupny polymerni sorbent Amberlite-xat 2 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA), ktery se vyznacuje selektivnim zachytavanim rozpustnych organickych latek
Z vodnych roztok.

Pro bezchybnou identifikaci latky je nutna kombinace alespon dvou identifikaénich
metod. Ztohoto divodu byla ovéfovana pouzitelnost Ramanovy a infracervené
spektroskopie. Cilem bylo nalézt charakteristické spektralni markery jednotlivych latek
odrazejici jejich strukturni odliSnosti. Kazda z latek obsahuje ve svém spektru dany
spektralni marker (karbonylova skupina u O=GR24, hydroxylova skupina u HO-GR24
a -CHo- skupina u parentni latky GR24), podle kterého by mélo byt snadné tyto latky od
sebe odlisit. Bylo zjisténo, ze obe pouzité spektroskopické techniky jsou pro tento tcel
vhodné. Nicméné méteni spekter je uinfracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci jednodussi a mnohem rychlejsi. Kromé nalezeni téchto spektralni markert
se podafilo identifikovat i nékteré ze zikladnich pasi v IC spektrech. Nevyhodou
Ramanovy spektroskopie je del§i ¢asovd néaro¢nost pii hledani vhodnych podminek
méieni a vysokd fluorescence pozadi métenych latek, kterd mize snizit citlivost. Dalsi
vhodnou technikou by byla nuklearni magneticka spektroskopie (NMR), zde je ale
potieba vyssiho mnozstvi vzorku, coz neni vzdy mozné.

Nameétené stability GR24 ve vodnych roztocich (naptiklad v kultiva¢nich médiich)
jsou dilezité pii studiu oxidacnich reakci. Je potieba znat presné mnozstvi latky, které se
vV daném roztoku samovoln€ rozlozi vlivem nestability a které se pfeméni na dané
oxida¢ni produkty. Ziskanymi daty se podaftilo rozsifit informace o stabilité syntetickych

analog strigolaktont (Kannan a Zwanenburg, 2014). Data ukazuji, Ze stabilita GR24 klesa
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s rostouci koncentraci fosfatu v roztoku. Zde neni bohuzel pfesny mechanismu ptisobeni
fosfatu na molekulu GR24, ktery by tento jev vysvétlil.

Pro studium biosyntetické drahy strigolaktond a oxidace GR24 cytochromy P450 se
pouziva jako modelova rostlina ¢irok dvoubarevny (Sorghum bicolor; Motonami et al.,
2013; Ueno et al., 2015). Tato diplomova prace byla zaméfena na otestovani oxidace i
v dalsich rostlinach. Pro experiment se vyuzily dva pfistupy. V prvnim se rostliny
péstovaly Vv hydroponickém systému za postupného snizovani obsahu fosfatu a GR24 byl
ptidan do vody k intaktnim rostlinam. V druhém piipadé byly rostliny péstovany v perlitu
a GR24 byl pfidan do vody k oddélenym kotentim rostlin. U rostlin péstovanych
V hydroponickém systému nebyly detekovany nami studované oxida¢ni formy analoga
GR24. Pro rostliny péstované v perlitu se podatilo detekovat oxidaéni formu O=GR24 a
HO-GR24 u dvou z testovanych druht rostlin. Ziskana data potvrzuji, Ze u rostliny ¢iroku
dochazi k oxidaci GR24 na jeho hydroxy formu HO-GR24 (Ueno et al., 2015). Bohuzel
kvili velmi nizkému obsahu oxida¢niho produktu ve vzorku nebyla moznéd jeho
kvantifikace. Oxidace GR24 byla také potvrzena U raj¢ete (Solanum lycopersicum), kde
byly detekovany obé& oxidované formy (O=GR24 a HO-GR24). Nasledovala jejich
kvantifikace a ur¢eni poméru vzniku oxidac¢nich produktd, které bylo stanoveno na 1,59:1
(O=GR24:HO-GR24). Zaroven se urcil tbytek GR24. Dle ziskanych vysledki doslo
z ptvodniho mnozstvi 150 pmol GR24 k oxidaci 16,632 pmol (11,088 %) na O=GR24 a
HO-GR24. Dalsich 34,762 pmol (23,175 %) GR24 zustalo nepfeménéno. Zbytek
(cca 98,6 pmol) GR24 se pravdépodobné rozlozil, byl dale pfeménén nebo se jej
nepodatilo maceraci rostlinného materialu v§echen pievést do roztoku. Dle naSich méfeni
dojde ve vod¢ za dany ¢as k rozkladu 3,96 % GR24. Narozdil od dat publikovanych
v Ueno et al., 2015 jsme detekovali také oxidacni produkt O=GR24. Na tomto mist¢ je
dulezité zduraznit, ze nami identifikované oxidac¢ni produkty byly nalezeny pouze
v kofenech rostlin, jejichz celistvost byla narusena. Biokonverze je tedy pravdépodobné
druhové specifickd a navic zavisld na celistvosti rostliny. U rostlin jeZ byly oSetfeny
GR24 a v prubéhu experimentu zlstaly intaktni, nebyl hydroxy ani keto derivat
detekovan. Identita oxidacnich produkti byla potvrzena pouze UHPLC-MS/MS, tedy
shodou retencnich €asti a koliznich spekter se standardy. Snaha o identifikaci oxida¢nich
produktii v HPLC frakcich pomoci IC byla netspéina, pravdépodobné kvili nizké
citlivosti spektroskopie. Podle vypocti by k takové identifikaci musela prob&éhnout
pfeména 900 pmol GR24 prostiednictvim cca 18 g koteni raj¢at. Toto mnoZstvi odpovida

zhruba 120 rostlinam rajcete o stati 21 dnu.
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Poslednim experimentem bylo otestovani germinacni aktivity studovanych latek
S vyuzitim semen parazitické rostliny Striga hermontica. Ziskana data se porovnala
s GR24. Z vysledkti mizeme usuzovat, ze oxidacni proces méni fyzikalné-chemické
vlastnosti (polarita) a soucasn¢ jejich biologickou aktivitu. Oba dva oxida¢ni produkty
vykazuji niz§i germinacéni aktivitu nez parentni latka GR24. Tyto rozdily jsou patrnéjsi u
niz8ich koncentraci, které se blizi ke koncentracim fyziologickym.

V piedloZzené diplomové praci jsou prezentovany vysledky (i) testovani stability GR24
ve vodnych roztocich, (ii) oxidace GR24 za ucasti cytochromt P450 na oxida¢ni
produkty O=GR24 a HO-GR24 a jejich kvantifikace. Cili diplomové prace bylo
dosazeno.

Jelikoz strigolaktony jsou nejmladsi objevenou skupinou fytohormont, tak se do
budoucna nabizi n€kolik vhodnych okruhti pro jejich dalsi studium. Napiiklad studium
metabolismu nebo interakci s ostatnimi fytohormony (Taylor et al., 1996; Al-Babili a
Bouwmeester, 2015). V neposledni fadé bude zapotiebi syntetizovat interni standardy

strigolaktonti pro jejich pfesnou kvantifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie.
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6 Zavér

Tato diplomova prace je vénovana studiu stability a pfemény syntetického analoga
strigolaktonu GR24 na jeho oxida¢ni produkty keto- a hydroxy- GR24 za tucasti
rostlinnych cytochromt P450 ve vybranych rostlinach. Stability GR24 byly stanoveny
Vv kultiva¢nim médiu Hoagland a ve vodnych roztocich pufrii o rizném pH a koncentraci.

Kromé studia stability a oxidace byla pro purifikaci GR24 a jeho dvou oxida¢nich
produktii vyvinuta purifikacni metoda SPE (solid phase extraction). Oproti ptvodni
publikované metod¢ je tato metoda jednodussi a az o polovinu rychlejsi. Kromé toho se
také podatilo vyvinout dostate¢né citlivou metodu finalni analyzy UHPLC-MS/MS.

Pro dalsi studium a jednoduchou identifikaci GR24 a jeho oxida¢nich produkti
O=GR24 a HO-GR24 mohou byt pouzity spektroskopické metody (Ramanova a
infracervena spektroskopie). V této praci byly otestovany obé zminéné metody. Analog
GR24 veetné oxidacnich produkti O=GR24 a HO-GR24 obsahuje ve svych spektrech
specifické markery, které odrazeji strukturni odli$nosti studovanych molekul. Diky témto
markertim je mozna jejich snadna identifikace. Bohuzel tyto metody vyzaduji vyrazné
veétsi mnozstvi analytu, nez UHPLC-MS/MS.

Dale byl stanoven pomér vzniklych oxidac¢nich produkti oxidace GR24 u rajcete, ktery
je 1,59:1,5 (O=GR24:HO-GR24). Nakonec byla otestovana jejich germina¢ni aktivita na
semenech parazitické rostliny Striga hermonthica. Bylo zji$téno, Ze oxida¢ni proces méni
fyzikéalné-chemické vlastnosti a soucasné biologickou aktivitu. U obou dvou produktii je

pozorovana niz$i germinacni aktivita nez u GR24.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ABA kyselina abscisova

CCD karotenoid stépici dioxygenasy

Crt-1SO karoten isomerasa

CO karlakton oxidasa

C20 tetézec obsahujici 20 atomti uhliki

C30 tetézec obsahujici 30 atomut uhlika

CA40 tetézec obsahujici 40 atomti uhliki

DMBQ 2,6-dimethoxy-p-benzochinon

DMF 2,2-dimethylformamid

dsRNA dvouvlaknova RNA

ES elektrosprej

ESI ionizace elektrosprejem

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GGPP geranylgeranyl difosfat

GR24 synteticky analog strigolaktonti

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HP hypoteticky protein

HPLC vysokot¢inna kapalinovéa chromatografie

HYD hydroxylasa

IC chemicka ionizace

IC infradervena spektroskopie

Iden procentualni shoda nalezeného vysledku

LC kapalinova chromatografie

LCY-B lykopen B-cyklasa

LCY-¢ lykopen-e-cyklasa

MES 2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina

MRM monitorovani vice reakci (multiple reaction monitoring)
MS hmotnostni spektrometrie

NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovand forma)
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)
NCED 9-cis-epoxy-karotenoid dioxygenasa

NMR nuklearni magneticka spektroskopie

NSP nodulaéni signalni draha

NSY neoxantin synthasa

OH-GR24 hydroxyderivat syntetického analoga strigolaktonit GR24 (hydroxy-GR24)
OS orobanchol synthasa

0O=GR24 karbonylovy derivat syntetického analoga strigolaktonii GR24 (keto-GR24)
PAT polarni auxinovy transport

PDS fytoen desaturasa

PIN vytokové pienosové proteiny

Pos mira podobnosti zdznamu s hledanou sekvenci

PP ptedpokladany protein

PSY fytoen synthasa

PTGS post-transkripéni umlceni genu

QR NAD(P)H-dependentni chinon reduktasa

SPE extrakce na pevné fazi
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SSRNA jednovldknova RNA

TQ pocet srovnavanych aminokyselin

UHPLC ultratac¢inna kapalinova chromatografie
UP neocharakterizovany protein

VDE violaxantin de-epoxidasa

VIGS uml¢ovani genti pomoci viru

ZDS (-karoten desaturasa

ZEP zeaxantin expoxidasa

Z-1S0O (-karoten isomerasa
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