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Seznam pouzitych zkratek

ABC-FTL — ABC-formyl-tricyklicky lakton

AIBN — azobisisobutyronitril

AM houby — arbuskularni mykorhizni houby

AtD14 — Arabidopsis thaliana D14

CCl4 — tetrachlormethan

CCD7/CCD8 — karotenoidy stépici dioxygenasa 7/8

CDCI3 - deuterovany chloroform

CL — karlakton

d — dublet

dd — dublet dubletu

dg — dublet kvartetu

D14 — DWARF14, strigolaktonovy receptor (Oryza sativa, ryze)
D27 —- DWARF27, karotenoidni isomerasa (Oryza sativa, ryze)
DAD?2 — decreased apical dominance 2, o/p hydrolasa (Petunia hybrida, petunie)
DMSO - dimethylsulfoxid

ES+ — ionizace pomoci elektrospreje

GR — germination releaser (stimulator kli¢eni)

HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
HMB — hydroxy-methyl-butenolid

HO-D — hydroxybutenolid

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie
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LiHMDS - bis(trimethylsilyl)amid lithny

LLE — extrakce kapalina kapalina

m — multiplet

MS — hmotnostni spektrometrie

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
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1 Uvod a cile prace

Strigolaktony se fadi k nejmlad$im rostlinnym hormonim biogeneticky piibuznym
karotenoidim. Hlavnim mistem jejich biosyntézy v rostliné jsou kotfeny, kde podporuji
symbiotické interakce s arbuskuldrnimi mykorhiznimi (AM) houbami a kli¢eni kofenovych
parazitickych rostlin (Waters a kol., 2017). Hraji roli ve vyvoji rostlin — stimuluji rtst
internodii, urychluji senescenci listi, prodluzuji kofenové vlasky, zvySuji rust primarnich
kofenti, zvétsuji tloust’ku stonku a vyvolavaji sekundarni rist, inhibuji rust axilarnich pupent
a inhibuji tvorbu adventivnich a postrannich kotfenti (Al-Babili a Bouwmeester, 2015).
Strigolaktony maji taktéz vyznam jako signaliza¢ni molekuly (Xie a kol., 2010).

Ptirodni strigolaktony se izoluji z kofenovych exudati, kde se vyskytuji ve velmi
malém mnozstvi. Vzhledem k jejich struktute s fadou chirdlnich center je jejich syntéza
obtizna a draha. Proto byly pfipraveny syntetické derivaty, které jsou cenové dostupnéjsi a
1ze je vyuzit v zeméd¢lstvi K tzv. ,,sebevrazednému kli¢eni parazitickych rostlin“. Syntetické
derivaty strigolaktonti se déli na analoga a mimetika.

Cilem bakalafské prace je vypracovat literarni reSersi o strigolaktonech, jejich funkci
a vyuziti v zemédélstvi se zaméfenim na parazitické rostliny rodu Striga, Orobanche a
Phelipanche. Dale pfipravit nova mimetika strigolaktond odvozena od alkoholil a otestovat

jejich biologickou aktivitu pfi iniciaci kli¢eni semen parazitickych rostlin.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rostlinné hormony

Rostliny jsou imobilni organismy, proto je schopnost adaptace na Siroké spektrum podminek
prostiedi pro jejich preziti kritickd. Rostliny pouZzivaji signalni systémy pro kontrolu ristu a
komunikace sjinymi organismy v reakci na zmény prostiedi. Jeden ztéchto systémi
zahrnuje rostlinné hormony, které reguluji Sirokou Skalu bunécénych procesti. Rostlinné
hormony jsou zivotn¢ dulezit¢ pro mnoho zakladnich aspekti rostlinné biologie, jsou
zapojeny do procest jako je kliceni semen, doba kveteni, kontrola starnuti listti, zrani plod
a dalsi. Tyto fyziologické procesy v rostlinach fizené pomoci nizkomolekularnich latek se
deli do dvou skupin na zéklad¢€ uc¢inné koncentrace (Prochéazka a kol., 2003). Prvni skupinou
jsou rostlinné hormony (fytohormony), které ucinkuji uz pii velmi nizkych koncentracich
(10 az 10° M), patfi sem auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, ethylen a
strigolaktony. Fytohormony jsou pfirodni latky piisobici v misté vzniku, poptipadé¢ Castech
rostliny, do kterych jsou transportovany. Druhou skupinu piedstavuji latky, jejichz Géinek
se projevi az pfi vyssich koncentracich (od 10 M). Témto latkam se k4 riistové regulatory.
Mezi latky s regulacni aktivitou nalezi brassinosteroidy, jasmondty, kyselina salicylova,
oligosacharidy a fenolické latky. Rastové a vyvojové procesy v rostlin€ jsou propojeny a

ovlivnény vzajemnym piisobenim fytohormonti a rstovych regulétora.

2.2 Strigolaktony — jejich historie a funkce

Strigolaktony, seskviterpenoidni laktony, jsou biogeneticky ptibuzné karotenoidiim. Jsou
nejmladsi skupinou fytohormont, které hraji roli ve vyvoji rostlin — stimuluji rist internodii,
urychluji senescenci listil, prodluzuji kotenové vlasky a zvySuji riist primarnich kotfent,
zveétsuji tloustku stonku a vyvolavaji sekundarni rast, inhibuji rst axilarnich pupent a
inhibuji tvorbu adventivnich a postrannich kofent (Obr. 1) (Al-Babili a Bouwmeester,
2015). Strigolaktony jsou rostlinami vylu¢ovany do rhizosféry, kde podporuji symbiotické
interakce s AM houbami a kli¢eni kofenovych parazitickych rostlin (Waters a kol., 2017) a

také maji vyznam jako signaliza¢ni molekuly (Xie a kol., 2010).
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Obr. 1 — Role strigolaktonii ve vyvoji rostlin (prevzato z Al-Babili a Bouwmeester, 2015).

A — stimulace ristu internodii, B — urychleni senescence listii, C — prodlouzeni korenovych
vidaskit a zvyseni rustu primdrnich koreni, D — umoznuji tloustnuti stonku a vyvolavaji
sekundarni rist, E — inhibice ristu axilarnich pupenii, F — inhibice tvorby adventivnich

korenii, G — inhibice tvorby postrannich korenii.

Prvni strigolakton byl izolovdn zkofenovych exudati bavlniku srstnatého
(Gossypium hirsutum) v roce 1966 a byl pojmenovan strigol (1) (Obr. 3) (Cook a kol., 1966).
Strigol byl identifikovan v exudatech dalSich rostlin, jako napfiklad ¢irok dvoubarevny
(Sorghum bicolor) (Siame, 1993), kukufice seta (Zea mays) (Siame, 1993) a proso seté
(Panicum miliaceum) (Siame, 1993).

V roce 1992 byl izolovan sorgolakton (3) (Obr. 3), slou¢enina svou strukturou
podobna strigolu. Sorgolakton byl izolovan z kotfenovych exudati ¢iroku dvoubarevného
(Sorghum bicolor). Na konci 90. let 20. stoleti byla izolovana latka zvana orobanchol (4)
(Obr. 3), z exudatu kotene jetele lu¢niho (Trifolium pratense), na kterém parazituji rostliny
rodu Orobanche. Bylo dokazano, ze Striga i Orobanche vyuzivaji strigolaktony k iniciaci
kli¢eni (Xie akol., 2010). V roce 2005 byl izolovan 5-deoxystrigol (2) (Obr. 3) z kofenovych
exudati lekninu japonského (Lotus japonicus). U latky 2 byl poprvé pozorovan tc¢inek
strigolaktonti jako faktord pro vétveni hyf AM hub (Akiyama a kol., 2005).

2.2.1 Symbiéza s AM houbami
V ptirodé jsou rostlinné mikrobialni symbidzy bézné, zejména ty, které zahrnuji druhy AM
hub. AM houby, které patii do kmene Glomeromycota, se G¢astni mutualistické symbidzy

s vice nez 80 % suchozemskych rostlin (Gianinazzi-Pearson, 1996; Harrison, 2005). AM
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houby jsou obligatn¢ biotrofni organismy, jejichz zivotni cyklus probihd vyhradné
Vv pfitomnosti hostitelské rostliny. Symbioticky vztah zvySuje odolnost hostitelské rostliny
vaci biotickému a abiotickému stresu (Pozo a Azcon-Aguilar, 2007) a rezistenci proti
patogenim. Hyfy hub pronikaji do rhizodermalnich bunécnych vrstev a Siti se podéln€ po
vnitini kofenové ktire, kde se vétvi a tvoti jedine¢nou strukturu, arbuskulu, ve které¢ dochazi
k vyméné zivin (Harrison, 1997, 2005). Vyrustek AM hyfy mimo kofen rostliny umoziuje
vstfebavani mineralnich zivin, zejména fosfath. Na oplatku AM houba ziska od rostliny
sacharidy ziskané fotosyntézou (Brundrett, 2002). Symbidza je zahajena vyménou
chemickych signali mezi obéma partnery. Koteny rostlin uvolni ,,vétvici faktor, ktery
indukuje vétveni hyf, coz zvySuje pravdépodobnost kontaktu hyf s kofeny rostliny. AM
houby soucasné produkuji latku zndmou jako ,,myc faktor”, kterd v kofeni vyvolava
presymbioticky stav (Kosuta a kol., 2003; Navazio a kol., 2007). Zadny z téchto signald
nebyl izolovan a chemicky identifikovan do doby, kdy byl ,,vétvici faktor* identifikovan
jako 5-deoxystrigol (2) (Akiyama a kol., 2005). Dtkazy z fosilnich nalezti naznacuji, ze
symbioza rostlin s AM houbami vznikla pied vice nez 400 miliony let (Remy a kol., 1994)

a mohla ulehcit kolonizaci pidy rostlinami.

2.3 Struktura a biosyntéza strigolaktonii

Vétsina prirozené se vyskytujicich strigolaktont sdili spole¢nou laktonovou strukturu
slozenou ze tfi kruht (,,ABC*), které jsou pfipojeny pomoci enoletherového mustku na
butenolidovy D-kruh (Obr. 2) (Zwanenburg a kol., 2009, 2013). Na A-kruhu je piitomna
jedna nebo dvé methylové skupiny, mize byt pfitomna i hydroxylova skupina, poptipadé
jedna a vice acetyloxylovych skupin na A/B-kruhu (Xie a kol., 2010).

O

0
c
(B
o

Obr. 2 — Zdkladni ABCD skelet vétsiny prirodnich strigolaktonii.

0

0 =0

Strigolaktony se v soucasné dob¢ déli na zaklad¢ jejich struktury do dvou skupin.
Slouceniny, které obsahuji tricyklickou ABC strukturu spojenou s butenolidovym D-kruhem
ptes enoletherovy mustek se nazyvaji kanonické strigolaktony (Obr. 3) (Al-Babili a
Bouwmeester, 2015). Kanonické strigolaktony se dale d€li na dvé skupiny latek, jedna je

odvozena od strigolu (1), druha od orobancholu (4) a vzajemn¢ se lisi stereochemii BC
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spojeni. Nedavno byly izolovany a charakterizovany nové typy strigolaktonti bez A, B nebo
C kruhu, ale majici pfitomen D-kruh. Tyto latky jsou oznacovany za nekanonické
strigolaktony (Obr. 4) (Yoneyama a kol.,, 2018). Nejjednodus$im nekanonickym
strigolaktonem je karlakton (CL) (5) (Alder a kol., 2012).

1: Strigol 1 (R=H)
2:Strigyl acetat (R=0Ac)

7: 4a-hydroxy-5-deoxystrigol (R=H)
8: 4a-acetoxy-5-deoxystrigol (R=0Ac)

9- Orobanchol 4 (R=H) 11: 4-deoxyorobanchol 12: Solanakol (R=H})
10: Orobanchyl acetat (R=0Ac) 13: Solanacyl acetat (R=0Ac)

14: Fabakol (R=H) 16: 7-oxocorobanchol (R=H) 18: To-hydroxyorobanchol (R=H)
15: Fabacyl acetét (R=0Ac)  17: 7-oxoorobanchyl acetdt (R=0Ac) 19: To-hydroxyorobanchyl acetat (R=0Ac)

20: 7p-hydroxvorobanchol (R=H) 22: Medikaol 23: 7p-hydroxy-5-deoxystrigol
21: 7p-hvdroxvorobanchyl acetat (R=0Ac)

Obr. 3 — Struktury kanonickych strigolaktonii: 1-8, 23 strigolaktony odvozené od strigolu,

9-22 strigolaktony odvozené od orobancholu (prevzato a upraveno z Yoneyama a kol., 2018).

13



COOCH,

COOCH,
O% \/IE
O O, 0
. o L{;o
Zealakton Heliolakton
COOH

v 0 v, 0
Karlakton 3 Kyselina karlaktonova

Obr. 4 — Struktury nekanonickych strigolaktonii (prevzato a upraveno z Yoneyama a kol.,
2018).

V roce 2005 Matusova a kol. uvedli, ze strigolaktony mohou byt syntetizovany

z karotenoidu, coz bylo zjisténo diky karotenoidovému biosyntetickému inhibitoru fluridonu
a n€kterym mutantum, které blokuji karotenoidovou biosyntetickou drahu. V roce 2008 se
ukdazalo, Ze deoxygenasy CCD7 a CCD8 jsou zapojeny ve Sté€peni karotenoidit (Umehara a
kol., 2008; Gomez-Roldan a kol., 2008). Bylo také prokazano, ze krom¢ téchto dvou CCD
maji v biosyntéze strigolaktont funkci i cytochrom P450, MAX1, D27 a D14 (Crawford a
kol., 2010; Lin a kol., 2009). Bylo zjisténo, ze D27 katalyzuje reverzibilni izomerizaci all-
trans-B-karotenu na C-9 pozici za vzniku 9-cis-p-karotenu. Alder a kol. (2012) pak prokazali,
ze CCD7 stépi 9-cis-p-karoten za vzniku 9-cis-p-apo-10-karotenalu, ktery je poté Stépen
CCD8 na CL (5). V poslednim kroku katalyzovaném CCD8, dochazi k intramolekularnimu
presmyku a syntéze D-kruhu (Obr. 5). CL potlacoval vétveni vyhonkd u biosyntetickych
mutantti ryze S blokovanym proteinem d10 a d27 a stimuloval kli¢eni semen S. hermonthica,

coz naznacilo, Zze CL je biosyntetickym prekurzorem strigolaktonti.
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Obr. 5 — Syntéza strigolaktonii (pFevzato a upraveno z Dvordkova a Vanek, 2015).

2.3.1 Chemicka syntéza

Syntéza strigolaktonli zahrnuje tii klicové kroky (Zwanenburg, Zeljkovi¢ a Pospisil, 2016)
(Obr. 6). Prvnim z nich je syntéza ABC skeletu. Druhym krokem je zavedeni pozadovanych
substituenttl v A nebo B-kruhu nasledované tfetim krokem, kterym je pfipojeni D-kruhu.
Tento postup muze byt také obracen tak, ze prvni je ptipojen D-kruh a nasledné jsou k A
nebo B-kruhu pfidany vhodné substituenty. Vhodnym vychozim materidlem je mesityl oxid,

ktery je pfeveden na derivat cyklohexenkarboxylové kyseliny a nasledné podroben Nazarové

15



cyklizaci za ucelem vzniku AB-kruht. Prestoze jsou vytézky téchto krokii primérné vyssi
nez 80 %, tak celkovy vytézek je jen 20 %, v zavislosti na dovednosti chemika. ABC skelet
ma jednu efektivni stereogenni jednotku na BC spojeni, proto syntéza vede ke vzniku
racemickych smési.

Pfipojeni D-kruhu nastava po formylaci ABC skeletu s (m)ethyl formiitem
Vv pfitomnosti vhodné baze. Ziskany enolat je ponechan v reakci s chloro nebo
brombutenolidem. Pozadovany brombutenolid se nejsnadnéji ziska radikalovou bromaci
odpovidajiciho butenolidu pouzitim N-bromsukcinimidu (NBS)/dibenzoylperoxidu nebo

NBS a svétla.

o]

\
I 8]
E{ko
T
X=Br. Cl

Prelkurzor ABC fragmentu
w 00 . 0.0
) C : C
GO TN O

O O

w0 0

OH E?: o OH \[[?: o
— S
1 (rac) 2'-api-strigol (rac)

Obr. 6 — Schéma pripojeni D-kruhu k ABC skeletu pri celkové syntéze strigolu (1)

2.4 Mechanismus signalizace

Mechanismus signalizace strigolaktonti je proveden pomoci proteazomalni degradace
(Saeed a kol.,, 2017). Signalni draha strigolaktoni zahrnuje receptory tfidy o/p-
hydrolasovych enzymtit DWARF14 (D14), More Axillary Growth2 (MAX2) F-box proteiny
a supresory MAX2 1 (SMAX1) a SMAX1-LIKE (SMXL) (Carlsson a kol., 2018). MAX2
koéduje F-box protein bohaty na leucin (Stirnberg a kol., 2007). Tato tfida proteint funguje
jako substratova podjednotka komplexti SKP1-CUL1-F-box-protein (SCF). SCF komplexy
jsou ubikvitin E3 ligasy, které mohou katalyzovat polyubikvitinaci svych proteinovych

substratl, ¢imz je oznaci pro degradaci proteasomem 26S.
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2.4.1 Strigolaktonovy receptor
Strigolaktonovy receptor D14 byl piivodné popsan v mutantu ryze d14, jeho homology byly

nalezeny v huseni¢ku (AtD14), petunii (DAD2) a hrasku (RMS3). Receptor strigolaktoni
Vv rostlinach je neobvykly v tom, Ze zaroven vaze a hydrolyzuje molekuly strigolaktonii
(Marzec a Brewer, 2019). Studie ukazaly, Ze se produkt hydrolyzy ireverzibilné vaze na
receptor a poté aktivuje signalizaci.

D14 se vaze na molekulu strigolaktonu a atakujici nukleofil pak odd€luje ABC-
formyl-tricyklicky lakton (ABC-FTL) od D-kruhu (hydroxy-methyl-butenolid — HMB)
(Obr. 7) (Marzec a Brewer, 2019). Hydrolasova aktivita D14 je zavisla na piitomnosti
katalytické triady aminokyselin Ser-His-Asp. Pfi nahrazeni téchto aminokyselin doslo ke
ztrat¢ aktivity a citlivosti D14. Re-analyza struktury D14 odhalila, Ze béhem konformac¢nich
zmén se zvétSuje dutina pritomna na povrchu D14, coz umoznuje vazbu celé molekuly
strigolaktonu (pi: GR24, debranon) (Seto a kol., 2019). Konformace F-boxu a stav hydrolyzy
mohou byt dillezité pro zptsob pienosu signalu.

(A) Dtive navrhovany model u¢inku D14

/\i

N w Korepresovr | '
Q.70 84 *F

e Atakujici nukleofl D14 + CLIM (HMB) Komplex SCF

Q00 " se zménou konformace Niabor SCF a represorii

Strigolakton

(B) Novy model uc¢inku D14
SCF komplex
UL- SKP

F-box s uvolnénym CTH Postrehnuti signahu
] CTH]

F-box s navazanym CTH

D14 s enzymatickou aktivitou

~Z
QH Represor

Korepresor

Obr. 7 — Vnimani signalii strigolaktonii (prevzato a upraveno z Marzec a Brewer, 2019).
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A — Receptor D14 se vaze na molekulu strigolaktonu a na zdaklade hydrolytické aktivity
oddéluje ABC-FTL od HMB. ABC-FTL se uvolnuje a HMB je kovalentné vazan na D14, jako
kovalentné vizana intermedidarni molekula (CLIM), ktera méni konformaci D14 a umoznuje
tak jeji interakci s jinymi slozkami signalni drahy strigolaktonui.

B — Konformacni zmeny v D14 jsou vysledkem interakce s F-box proteinem (v zavislosti na
konformaci C-termindlniho a-helixu — CTH), coz umoziiuje D14 vazbu celé molekuly
strigolaktonu.

Oba modely maji za nasledek degradaci molekuly strigolaktonu a ubikvitinaci D14 a

cilovych proteinii.

2.5 Syntetické derivaty strigolaktoni — analoga a mimetika

Ptirodni strigolaktony se izoluji z kofenovych exudati, kde se vyskytuji ve velmi malém
mnozstvi. Vzhledem k jejich struktufe s fadou chirdlnich center je jejich syntéza obtizna a
draha, proto nejsou vhodna pro pouziti v praxi. K ptekonani téchto problémi byla vyvinuta
riznd analoga a mimetika. ProtoZe maji strigolaktony mnoho fyziologickych funkei jinych,
nez jsou jejich ucinky na kofeny parazitickych rostlin, tak strigolaktonové analoga a
mimetika mohou byt aplikovana pro rizné ucely v zeméd¢lstvi.

Analoga strigolaktont jsou definovana jako slou¢eniny majici stejny bioaktiofor jako
ptirodni strigolaktony, to znamena, ze D-kruh je spojen s a, f-nenasycenym enonem pomoci
enoletherového mustku (Zwanenburg, Zeljkovi¢ a Pospisil, 2016). Ptikladem analoga je
sloucenina s kddovym jménem GR24 (6) (Obr. 8), jejiz A-kruh je nahrazen benzenovym
kruhem. Po odstranéni A-kruhu vznika GR7 (7), po odfiznuti B-kruhu GR5 (8). Mezi
analoga se také fadi Nijmegen-1 (9). VSechny tyto latky maji zjednodusenou strukturu oproti
pfirodnim strigolaktoniim a jsou aktivni pfi iniciaci kli¢eni semen parazitickych rostlin.
GR24 je pouzivan jako standard v testech kliceni parazitickych rostlin. Divod je

pravdépodobné historicky, jedna se o prvni analog strigolaktoni s vysokou aktivitou.

o L g @i
ose C0 oy 0 sl v;ﬁ

Obr. 8 — Priklady strigolaktonovych analog.
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Za ucelem zisku vice aktivnich sloucenin s jednodussi strukturou byla vyvinuta
strigolaktonova mimetika (Obr. 9). Jedna se o skupinu sloucenin s podobnou aktivitou jako
mayji strigolaktony, ale D-kruh neni s ostatnimi substituenty spojen pomoci enoletherového
mustku, coz vede k vys$si hydrolyzac¢ni stabilité. Mohou byt pfipraveny Vv par syntetickych
krocich, a proto maji vyhodu oproti pfirodnim strigolaktondim i jejich analogiim, pokud jde
o nizké naklady na pfipravu (Zwanenburg a Mwakaboko, 2011). Mimetika jsou zaloZena na
D-kruhu s vhodnym substituentem na C-5 (Zwanenburg, Zeljkovi¢ a Pospisil, 2016).
Existuji dva typy mimetik. Prvni typ ma na C-5 substituovanou fenyloxy skupinu, tyto
butenolidy se hromadné nazyvaji debranony (Obr. 10). Jejich aktivita pii kli¢eni semen S.
hermonthica je spiSe nizsi, ale jsou aktivni jako inhibitory vétveni. Druha skupina, popsana
témef ve stejnou dobu, obsahuje aroyloxy skupinu na C-5 a je mirné aktivni jako kli¢ici latka

pro semena S. hermonthica a vyznamné aktivni pro semena O. cernua.

0 0
X o 0.9
L - X
073 5‘70

S-fenoxy-butenolid

X=CN,Br sacharin-butenolid

0 0
o ﬂ 0 0
X X
5-benzovloxy-butenolid  5-benzoyloxy-4-Me-butenolid
X =H., OMe X =H., OMe
Obr. 9 — Priklady strigolaktonovych mimetik (prevzato a upraveno z Zwanenburg a
Pospisil, 2013).
Bylo pozorovéno, ze aktivita je prakticky sniZzena na nulu, kdyz je na C-4 pfitomna
extra methylova skupina, coZ poskytlo ptehled o jejim zplsobu ucinku. C-4 methyl ma
mechanicky blokujici G¢inek (Boyer a kol., 2012). Synteticky 1ze mimetika velmi snadno

pripravit z brombutenolidu nebo hydroxybutenolidu (HO-D) (Obr. 10).
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Strigolaktonova mimetika s
extra methylem na C4

Obr. 10 — Syntéza strigolaktonovych mimetik (prevzato a upraveno z Zwanenburg,
Zeljkovi¢ a Pospisil, 2016).

2.6 Parazitické rostliny

Parazitické rostliny piezivaji diky zisku ¢asti nebo vSech svych nutri¢nich potieb od jiné
rostliny. Diky tomuto faktu pfedstavuji parazitické rostliny jeden z nejzajimavéjSich
ptikladd interakce mezi rostlinami. Jednou z vlastnosti, ktera je u parazitl bézna, je potieba
ziskat vodu a minerdlni Ziviny od hostitele. Parazitické rostliny zahrnuji spektrum od
hemiparaziti po holoparazity a od fakultativnich po obligatni parazity. Parazité jsou se
svymi hostiteli spojeni pomoci haustorii, které umoziuji Cerpani Zivin z hostitelského
organismu. Parazité mohou mit redukované organy jako jsou kofeny a listy, nebo jim mohou
chybét Uplné&, také mohou postradat chlorofyl.

Rostliny rodu Striga, Orobanche a Phelipanche jsou parazité kotfend rostlin, které
spadaji do ¢eledi Orobanchaceae a fadi se k rostlinam, které zptsobuji nejvétsi hospodarské
Skody. (Parker, 2009).

Striga je obligatnim hemiparazitem (Parker, 2009). Striga spp. se vyskytuje
v tropickych a subtropickych oblastech, pfedev§im v subsaharské Africe, Indii a Asii, kde

vV
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parazit ¢iroku a prosa, nasledovana S. asiatica, ktera zptusobuje nejvétsi skody na kukufici a

S. gesnerioides napadajici tabak a sladké brambory.

Obr. 11 — Striga hermonthica (stazeno 12.3.2020 z
https://academic.oup.com/jxb/pages/strigolactones).

Rody Orobanche a Phelipanche zptisobuji podobné skody v produkci potravin jako
Striga spp (Parker, 2009). Orobanche a Phelipanche spp. jsou obligatnimi holoparazity, kteti
postradaji schopnost fotosyntézy a v otdzce vyzivy se plné spoléhaji na svého hostitele.
Mohou infikovat mnoho rostlinnych druhti, pfedev§im &eled’ lilkovitych a bobovitych.
Orobanchaceae jsou vyznamnymi parazity, kteti zapfiCifuji nezanedbatelné ztraty
zemédé@lské produkce na vSech kontinentech, nejvice vSak v Africe (Parker, 2012). Nejvice
Skodlivym zastupcem je Orobanche crenata (Obr. 12), ktera ma nejvétsi ekonomicky dopad
na fazole, jiné lusténiny a kofenovou zeleninu a Orobanche ramosa, ktera nejcastéji napada

rajcata, brambory a tabak. Stejné plodiny napada i Phelipanche ramosa (Péron a kol., 2012)

AR S LINTE " ek
Obr. 12 — Orobanche crenata (stazeno 12.3.2020 z
https://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id139534/).
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2.6.1 Zivotni cyklus parazitickych rostlin
Zivotni cykly Striga, Orobanche a Phelipanche spp. sdili mnoho podobnosti. Parazitické

rostliny dokéazi vyprodukovat az 100 000 semen za jedno vegetacni obdobi a tato semena
jsou navic schopna piezit v pudé v dormanci az nékolik desitek let (Kgosi a kol., 2012).
Jakmile je spusSténo klieni, kofinek se vysune z pouzdra, prodluzuje se smérem
Kk hostitelskému kofeni a vytvaii haustorium. U Strigy spp. haustorium vytvari xylém-xylém
spojeni s hostitelem a muze tak odebirat vodu a ziviny. U Phelipanche a Orobanche tvofi
haustorium spojeni jak s xylémem, tak s floémem. Jakmile dojde k navozeni spojeni
S cévnimi svazky, zaCne parazit piijimat vodu a ziviny od hostitele, dochazi k tvorb¢
vyhonkti a kvéti a produkci novych seminek, kterd zvysi stavajici pocet seminek v puade

(Bouwmeester a kol., 2003).

spp. je vyvolani kliceni (Obr. 13). Seminka téchto parazitl jsou mald (0,2-0,3 mm) a maji
omezené zasoby Zivin a jejich pfeziti je zcela zavislé na pfitomnosti blizkého vhodného
hostitele. Obecné semena paraziti klici na zakladé vnimani sloucenin produkovanych
rostlinou, jako jsou dihydrosorgoleon, seskviterpenoidni laktony, kinetin, kumarin, jasmonat
a metabolity hub. V piipadé Strigy, Orobanche a Phelipanche jsou induk¢énim signalem
strigolaktony. (Xie a kol., 2010).

a b c d e

Kliceni Rist k hostiteli  Tvorba haustoria . Rist  Pfijem #ivin od hostitele
[ signalizace bufika malé molekuly,
- -bufika, hormony, hormony, .| y
signal kideni efelctory? efelctn_}r}f'? {
) O O L miFNA7

kofen ] 1 ' £ ] 3 '
strigolaktony chemikalie? haustorium

.....

Obr. 13 — Komunikace parazit (Striga) a hostitelska rostlina rozdélend do 5 bodii

V Zivotnim cyklu (prevzato a upraveno z Clarke a kol., 2019).

2.7 Boj s parazitickymi rostlinami

Hemiparazité jsou jiz dlouhou dobu povaZovani za pfi¢inu omezeni produkce potravin
Vv subsaharské Africe (Samejima a kol., 2016). Striga je neslavné znama tim, Ze dokaze znicit
urodu az se 100% ztratou vynosu (Ejeta, 2007). Z oblasti ptivodniho vyskytu v Sudanu a
Etiopii se dokézala rozsifit do vice nez 40 zemi v Africe. Odhaduje se, Ze vice nez 60 %

obdélavané zeméedélské pidy v subsaharské Africe je zamofeno jednim nebo vice druhy
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Strigy, coz ma dopad na vice nez 300 milionti zemé&délct a dochazi tak k ro¢nim ztratam
vynosu piesahujicich 7 miliard dolart.

Problémem u parazitickych rostlin je produkce velkého mnoZzstvi semen, které vydrzi
nekolik desitek let Zivotaschopné v ptid€. Zbavovani se parazitického plevele ru¢nim plenim
je narocné, a ne prili§ efektivni, ale je hojné vyuzivano v zeméd¢€lsky chudych zemich, kde
nemaji dostatek financnich prostiedki.

Rust je mozné kontrolovat také chemicky vyuzitim herbicidi, coz je na jednu stranu
ucinné, nicméné jsou ovlivnény také hostitelské rostliny a je vyzadovan pravidelny aplikacni
rezim (Zwanenburg, Mwakaboko a Kannan, 2016). Navic je tato metoda kritizovana kvtli
toxicité herbicidi a jejich negativnim ucinkiim na zivotni prostfedi. Dal§Sim moznym feSenim
je stfidani plodin, pouziti ,,faleSnych hostitelt®, ktefi vylucuji potiebné latky pro iniciaci
kliceni parazitickych semen, ale samy o sob¢ nejsou hostiteli. Jednim z ptikladi je bavinik,

zalezi vSak na konkrétnim druhu parazitické rostliny, na kterou je cileno.

2.7.1 Sebevrazedné kliceni

Moznym feSenim problému parazitickych rostlin je metoda, kterd vyuziva stimulatoru
kli¢eni, ktery je aplikovan do pidy ve vhodné formé pied vysevem ¢i vysadbou hostitelské
rostliny. Stimulant vyvola klieni parazitického plevele, aniz by byl v jeho blizkosti
pritomen vhodny hostitel, coz vede k jeho thynu. Tato metoda je oznaCovana jako
»sebevrazedné kliceni. Nejvétsi uspéch tohoto ptistupu byl zaznamenam pii pouziti ethenu
(ethylenu), ktery byl do pudy vstiikovan pod vysokym tlakem (Eplee, 1975). I kdyz je jeho
efektivita pii snizovani populace semen S. asiatica v pidé vysoka, jeho pfivadéni do pidy
je nakladné. Naproti tomu Orobanche na vstiikovany ethylen nereaguje.

Ptirodni strigolaktony nelze pouzit k ,,sebevrazednému kli¢eni®, protoze jejich
syntéza zahrnuje ptili§ mnoho krokli (Zwanenburg, Mwakaboko a Kannan, 2016). Naopak
strigolaktonova analoga (viz. kapitola 2.5) jako GR24 (6) a GR7 (7) jsou vhodna pro
navozeni ,,sebevrazedného kliceni“. Experimenty se S. asiatica ukazaly, Ze dochazi az k 50%
snizeni semen v pud¢ pii pouziti GR24. Vyuziti GR stimulanti bylo nakonec pferuseno
z divodt nestability v plid¢, a to predevsim v pudé alkalické. Coz jen doklada nachylnost
strigolaktont k hydrolyze. Pfi pokusech s hydrolyticky stabiln€j§im analogem Nijmegen-1
(9) na tabakovych polich napadenych O. ramosa (Obr. 14) byla popsana u¢innost stimulantu
v zavislosti na hloubce, ve které byla semena parazitickych rostlin pfitomna. V hloubce 0-

10 cm vyklicilo 77 % semen, 35 % v 10-20 cm a 5 % v 20-30 cm. Zavér je takovy, Ze pouziti
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»sebevrazedného kliceni” v terénu je skvélym krokem vpied v kontrole parazitickych

plevelll (Zwanenburg, Mwakaboko a Kannan, 2016).

Tabakové pole osetfené Nijmegen-1 Neosetiené tabakové pole

R 4

>

A LY
o -~ ! . e

»

Obr. 14 — Polni pokusy na tabdkovych polich v jiznim Némecku po pouziti Nijmegen-1

(prevzato a upraveno z Zwanenburg, Mwakaboko a Kannan., 2016).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

K ptipravé Br-D-kruhu (5-brom-3-methylfuran-2(5H)-on) byly pouzity tyto chemikalie: N-
bromsukcinimid (NBS), azobisisobutyronitril (AIBN), tetrachlormenthan (CCls), 3-
methylfuran-2(5H)-on.

K syntéze strigolaktonovych mimetik byly pouzity tyto chemikalie: 5-brom-3-
methylfuran-2(5H)-on, triethylamin (TEA), bis(trimethylsilyl)amid lithny (LiIHMDS),
propan-1-ol, 3-methyl-butan-1-ol, fenylmethanol, heptadekan-1-ol, 3-chlorofenylmethanol,
3,7-dimethylokta-2,6-dien-1-ol, 2,3-dichloropropan-1-ol, aceton, tetrahydrofuran (THF).
Déle byly vyuzity petrolether, ethylacetat (EtOAc), nasyceny roztok chloridu sodného
(NaCl), bezvody siran hofe¢naty (MgSOs), manganistan draselny (KMnOs), vanilin a
deuterovany chloroform (CDClg).

Pro biologické testy byly pouzity: Sodium hyperchlorid (Savo, MilliQ voda, Triton
X-100, Plant Preservative Mixture (PPM), 100% aceton, kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova (HEPES), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid (MTT) a lyza¢ni roztok (10% (v/v) Triton X-100 a 0,04% (v/v) kyselina
chlorovodikova v isopropanolu).

Pro stabilitni studii byly pouzity: dimethylsulfoxid (DMSO), HEPES (10 pl 100 mM
zasobniho roztoku), methanol (CH3OH) a mravenéan amonny (HCOONHz4).

Vsechny komeréné dostupné latky byly zakoupeny od firem Sigma-Aldrich, Fluka,
VWR, Penta, Lachner, Merck ¢i Litolab.

3.2 Material
Biologické testy byly provedeny na semenech parazitickych rostlin Striga hermonthica

(Sudan, 1994), Orobanche cumana (Spanélsko, 1992) a Phelipanche ramosa (Spanélsko,
1992).

3.3 Metody

Pribéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na hlinikovych
deskach pokrytych silikagelem 60 WF 254 a 60 RP — 18 Fasss (Merck) a latky detekovany
pod UV lampou pfi 254 nm, pifipadné zvyraznény pomoci manganistanu draselného a
vanilinu. K oddéleni analytu od ziskané smési byla pouzita extrakce kapalina—kapalina
(LLE), kdy hledana latka ptechazi do organického rozpoustédla. Nasledné byla provedena
filtrace a produkty byly odpafeny na odparce. Na Jeol 500 INM-ECA 500 MHz pii frekvenci
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500 MHz (*H) a 126 MHz (*3C) byla proméfena spektra nuklearni magnetické rezonance
(NMR). Kalibrace méfeni byla provedena pro deuterovany chloroform (CDCls): *H — 7,26
ppm, C — 77.0 ppm. Finalni produkty byly pfedistény na chromatografické koloné za
pouziti silikagelu 230-400 mesh (Sigma-Aldrich), Cistota latek byla stanovena pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) (150 mm x 2,1 mm, 5 um, Symmetry
C18, Waters). Eluce byla provedena gradientem (methanol/uhli¢itan amonny, pH 4) pfi
pratoku 0,3 ml/min a 20 °C. Hmotnostni spektra byla ziskana na hmotnostnim spektrometru
Waters (Q-TOF MICRO). Sterilizovana seminka byla inkubovana spolu s pfipravenymi
latkami v 96—jamkové mikrotitracni desti¢ce v termostatu znacky Biological thermostat BT
120. Spontanni kliceni bylo kontrolovano pod binokuldrem. Pocitani semen bylo provedeno

pomoci mikroskopu znacky Motic Microscopy (SMZ 168 TL).

3.4 Priprava strigolaktonovych mimetik
3.4.1 Bromace 3-methyl-2-furan-2(5H)-onu

ioe‘o NBS, AIBN Brt}o
= CCl,, 80 °C, hy =
10 5 _bromo-3-methyl-firan-2(SH)-on 11
Schéma 1 — Bromace 3-methyl-2-furan-2(5H)-onu (10).

Reakce byla provedena v bezvodém prostfedi a inertni atmosféfe (argon). Do suché
jednohrdlé banky byl pfidan 3-methyl-2-furan-2(5H)-on (50,9 mmol), tetrachlormethan (200
ml), NBS (58,5 mmol) a AIBN (2,6 mmol). Roztok byl vloZen do olejové 1azn€ umisténé na
magnetické michacce zahiaté na 80 °C, ozafovan UV svétlem (365 nm) a zastinén alobalem.
Reakce probihala pfes noc a poté bylo pro kontrolu provedeno TLC, zda doSlo k uplné
konverzi. Po skonc¢eni reakce byl roztok zchlazen na teplotu 0 °C, zfiltrovan a rozpoustédlo
bylo odpatfeno pomoci vakuové odparky. Takto pfipraveny Br-D-kruh byl pouZit k syntéze

mimetik.
3.4.2 Napojeni Br-D kruhu na alkohol

Br RO o

11

Schéma 2 — Obecné schéma pripravy strigolaktonovych mimetik.
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Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). Do tfihrdlé bainky
bylo ptidano rozpoustédlo (10 ml, THF), alkohol (0,593 mmol), baze (0,593 mmol,
LIHMDS) a po deseti minutach byl pfidan Br-D-kruh (0,593 mmol). Smés byla ponechana
pfes noc za stalého michani na magnetické michacce. Kontrola prib¢hu reakce byla
provadéna pomoci TLC. Jako mobilni faze byl pouzit petrolether a ethylacetat (2 : 1). Jako
detek¢ni Cinidlo manganistan draselny. Produkt byl extrahovan pomoci extrakce kapalina—
kapalina (20 ml H20O, 3 x 20 ml ethylacetatu), organicka faze byla vysuSena nasycenym
roztokem chloridu sodného a poté bezvodym siranem hotfecnatym, ktery byl odstranén
pomoci filtrace. K zakoncentrovani produktu byla pouzita vakuova odparka a nasledné byl

produkt precistén na chromatografické kolon¢ (silikagel, petrolether : ethylacetat, 2 : 1).

3.5 Stabilita latek

Testovana sloucenina (1 mg) byla rozpusténa v DMSO (100 pl). Roztok (2 p1) byl ptidan
do HEPES (10 ul 100 mM zasobniho roztoku pti pH 6,5, 7,5 a 8,5) a doplnén vodou (988
ul). Roztok byl analyzovan pomoci HPLC (Waters 2695 series, detektor Waters DAD PDA
996, kolona Waters Symmetry C18 (5 um, 2.1 mm x 150 mm) se systémem rozpoustédel
sestavajicim z methanolu (mobilni faze A) a vody S mraven¢anem amonnym (mobilni faze

B, pH 4)). Relativni koncentrace slou¢eniny byla stanovena z plochy piku.

3.6 Biologické testy na semenech parazitickych rostlin

Biologické testy byly provedeny na semenech parazitickych rostlin Striga hermonthica
(Sudan, 1994), Orobanche cumana (Spanélsko, 1992) a Phelipanche ramosa (Spanélsko,
1992) pomoci MTT metody (Pouvreau a kol., 2013). Semena (0,2 g) byla sterilizovana
pomoci steriliza¢niho roztoku — 2% (v/v) Savo a 1% (v/v) Triton X-100 v MilliQ vodé
(celkovy objem ¢inil 25 ml). Roztok byl michan po dobu 6,5 minut. Steriliza¢ni roztok byl
ve flowboxu odsat pies fritu, semena byla 10x promyta sterilni vodou a poté prelita do
sterilni 50 ml falkony a doplnéna vodou na objem 20 ml. Poté bylo pfiddno HEPES na
koncentraci 1 mM a PPM (Plant Preservative Mixture) na koncentraci 0,1 % (v/v), falkona
byla zabalena do alobalu a vlozena do inkubatoru — Striga inkubovana pii 27 °C, Orobanche
a Phelipanche pii 21 °C.

Po n¢kolika dnech byla semena zkontrolovana pod binokuldarem, zda nedochazi ke
spontannimu kliceni. Z falkony se seminky byla odstranéna polovina roztoku a byla
doplnéna na objem 20 ml roztokem agarosy (0,1%, w/v) a poté bylo ptidino HEPES a PPM

na vySe uvedené koncentrace. Do sterilni 96—jamkové desticky bylo nasdzeno 50 pl
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suspenze semen. Do prvnich jamek fadkt bylo ve tfech opakovénich napipetovano 10 ul
GR24 tak, ze v kazdé dalsi fadé byl roztok 10x ziedéngjsi (104101t M). Do dalsich jamek
bylo ve tiech opakovanich pfidano 10 pl testované latky tak, Zze byla v dalsi fadé¢ 10x
ziedéngjsi (10%-10"1* M). Do poslednich jamek bylo piidano 10 pl 0,1% acetonu, ktery
slouzil jako negativni kontrola. Do vSech jamek bylo napipetovano 40 pl vody. Finalni
koncentrace pozitivni kontroly GR24 v desti¢ce byla 10°-10° M a koncentrace
testovanych latek od 102 M do 107° M. Deska byla zataZena parafilmem, zabalena do
alobalu a vlozena do inkubatoru na jiz zminéné teploty.

Ctyfi dny po stimulaci semen bylo do kazdé jamky piidano 10 ul MTT a deska byla
opét navracena do inkubatoru. Za 24 hodin byla semena zkontrolovana pod binokuldrem a
bylo stanoveno procento vykli¢enych semen. Do jamek bylo pfidano 100 pl lyza¢niho
roztoku a deska byla vracena do inkubatoru. 24 hodin po pfidani lyza¢niho roztoku byl na

spektrofotometru zméten rozdil absorbanci 570 a 690 nm (metoda MTT).
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4 Vysledky

4.1 Syntéza strigolaktonovych mimetik

3-methyl-5-propoxyfuran-2(5H)-on (12)

"A\/O (]
p:o

Vytézek: 1 %, bezbarva olejovita kapalina

'H (400 MHz, CDCl3) 6 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.65 (sext., J
= 7.3 Hz, 2H), 1.94 (t, J = 1.5 Hz, 3H), 3.59-3.65 (m, 1H),
3.80-3.85 (m, 1H), 5.78-5.80 (m, 1H), 6.80-6.82 (m, 1H).

13C (101 MHz, CDCls) 6 10.4, 10.6, 22.8, 72.0,101.6, 134.0,
142.9, 172.0.

MS (ES+, m/z): 157,15 [100 %, M+1].

5-(isopentyloxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (13)

™

Vytézek: 16 %, bezbarva olejovita kapalina

'H (400 MHz, CDClI3) § 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.52 (¢, J =
6.9 Hz, 2H), 1.65-1.75 (m, 1H), 1.93-1.94 (m, 3H), 3.65-3.71
(m, 1H), 3.86-3.92 (m, 1H), 5.77-5.78 (m, 1H), 6.79-6.80 (m,
1H).

13C (101 MHz, CDCls) § 10.6, 22.5, 24.8, 38.2, 68.8, 101.6,
134.0, 142.9, 172.0.

MS (ES+, m/z): 185,16 [100 %, M+1].

5-(benzyloxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (14)

o
Q:o
T

Vytezek: 18 %, bila pevna latka

'H (400 MHz, CDCl3) § 1.95 (t, ] = 1.6 Hz, 3H), 4.71 (d, J =
11.2 Hz, 1H), 4.91 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 5.87-5.88 (m, 1H),
6.82-6.83 (m, 1H), 7.33-7.40 (m, 5H).

13C (101 MHz, CDCls) § 10.6, 71.7, 100.3, 128.4, 128.6,
134.1, 136.0, 143.0, 171.9.

MS (ES+, m/z): 205,10 [25 %, M+1].
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5-(heptadecyloxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (15)

H;C-(CH;)45-0

8]
‘L€=o
——

Vytézek: 75 %, bila pevna latka

'H (400 MHz, CDCl3) & 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.29-1.19
(28H), 1.67-1.58 (2H), 1.94 (t, J = 1.5 Hz, 3H), 3.62-3.67 (m,
1H), 3.83-3.88 (m, 1H), 5.78-5.79 (m, 1H), 6.80-6.81 (m, 1H).
13C (101 MHz, CDCls) § 10.6, 14.1, 22.7, 25.9, 29.3, 29.4,
29.5, 29.5, 29.6, 29.7, 31.9, 70.5, 99.9, 101.6, 134.0, 142.9,
172.0.

MS (ES+, m/z): 353,39 [60 %, M+1].

5-((3-chlorobenzyl)oxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (16)

Vytézek: 38 %, bila pevna latka

'H (500 MHz, CDCl3) § 1.96 (t, ] = 1.4 Hz, 3H), 4.85 (d, J =
11.9 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 5.93-5.94 (m, 1H),
6.85-6.87 (m, 1H), 7.26-7.28 (m, 2H), 7.36-7.40 (m, 1H),
7.44-7.46 (m, 1H).

13C (126 MHz, CDCls) § 10.7, 68.9, 100.8, 126.9, 129.6,
129.6, 129.9, 133.5, 134.0, 134.3, 142.7, 171.8.

MS (ES+, m/z): 239,08 [50 %, M+1].

(E)-5-((3,7-dimethylokta-2,6-dien-1-yl)oxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (17)

Vytézek: 70 %, naZloutld olejovita kapalina

'H (500 MHz, CDCls) § 1.59 (s, 3H), 1.67 (s, 3H), 1.70 (s,
3H), 1.94 (t, J = 1.5 Hz, 3H), 2.04-2.12 (m, 4 H), 4.27 (dd, J =
11.5, 7.8 Hz, 1H), 4.35 (dd, J = 11.6, 7.0 Hz, 1H), 5.05-5.09
(m, 1H), 5.33-5.37 (m, 1H), 5.82-5.84 (m, 1H), 6.80-6.81 (m,
1H).

13C (126 MHz, CDCls) § 10.6, 16.5, 17.7, 25.7, 26.2, 39.6,
66.2, 100.2, 118.6, 123.7, 131.9, 133.9, 143.2, 143.3, 172.0.
MS (ES+, m/z): 251,30 [2 %, M+1], 273,14 [5 %, M+Na],
289,30 [4 %, M+K].
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5-(2,3-dichloropropoxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (18)

cl Vytézek: 84 %, nazloutla olejovita kapalina
Cl\/l\/() 0 1
\[\):cn H (500 MHz, CDCI3) 6 1.96 (q, J = 1.3 Hz, 3H), 3.80 (dd, J
= 8.6, 6.1 Hz, 2H), 3.94-4.00 (m, 1H), 4.12-4.15 (m, 1H),

4.18-4.26 (m, 1H), 5.86 (dq, J = 6.3, 1.4 Hz, 1H), 6.84-6.86
(m, 1H).

13C (126 MHz, CDCls) & 10.6, 44.5, 44.7, 57.3, 57.6, 69.5,
69.6, 101.2, 101.5, 134.6, 134.7, 142.2, 171.3.

MS (ES+, m/z): 225,07 [100 %, M+1], 227,10 [70 %, M+1].

4.2 Testy stability

100 1 ﬁ\\‘—’

80 -
2 60 -
g pH 6.5
3 ——pH 7.5
E 40 -
g pH 85

20 -

0

0 2 g 15 24 36

Cas (h)
Graf 1 — Zavislost koncentrace (%) 5-(benzyloxy)-3-methylfuran-2(5H)-onu (14) na case
(h) pri ruznych hodnotach pH.
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Graf 2 — Zavislost koncentrace (%) 5-(isopentyloxy)-3-methylfuran-2(5H)-onu (13) na
case (h) pri riiznych hodnotdch pH.
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Graf 3 — Zavislost koncentrace (%) GR24 na case (h) pri riiznych hodnotdach pH.
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GR24, testovani na semenech S. hermonthica.
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Graf 5 — Zavislost absorbance na koncentraci (M) pripravenych mimetik a standardu
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GR24, testovani na semenech O. cumana.
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Graf 6 — Zavislost absorbance na koncentraci (M) pripravenych mimetik a standardu

GR24, testovani na semenech P. ramosa.
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5 Diskuze

5.1 Syntéza strigolaktonovych mimetik

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace bylo piipraveno 7 strigolaktonovych mimetik
odvozenych od alkoholl. Syntéza mimetik byla zalozena na jednom kroku, kdy reagoval
alkohol s Br-D-kruhem (pfiprava viz kap. 3.4.1) v pfitomnosti baze (LIHMDS) a
rozpoustédla (THF) za laboratorni teploty (Schéma 3).

Br R-O_ o

Ic\}):o + ROH —MBS o O + HBr
= THF =
11
Schéma 3 — Spojeni alkoholu s Br-D-kruhem (11).

Nasyntetizované 1atky lze rozdélit do tii skupin dle vytézka. Latky 12 (1 %), 13 (16
%) a 14 (18 %) mély maly vytézek, latka 16 (38 %) pramérny a latky 15 (75 %), 17 (70 %)
a 18 (84 %) mely dobré az vysoké vytézky. Obecné Ize fici, ze lepsi reaktivitu poskytovaly
kyselejsi alkoholy (s niz§im pKa). U latek 12 a 13 byl postup syntézy upraven v porovnani
S ptivodnim postupem (kap. 3.4.2), namisto THF byl jako rozpoustédlo pouzit aceton a jako
baze TEA, avsak vytézky byly horsi nez pti pouziti THF a LIHMDS. Latky 12 a 13 byly
ziskany jako bezbarvé olejovité kapaliny, latky 14, 15 a 16 jako bilé pevné latky a latky 17
a 18 jako nazloutlé olejovité kapaliny.

Latky byly pfipraveny Vv dostate¢ném mnoZstvi pro jejich charakterizaci a otestovani

kli¢ivosti na semenech parazitickych rostlin rodu Striga, Orobanche a Phelipanche.

5.2 Testy stability

Byla hodnocena stabilita mimetik 13, 14 a standardu GR24 pii pH 6,5, 7,5 a 8,5. Stabilita je
dilezitym faktorem pro potencialni polni aplikaci, jelikoz pH pidy se miiZe ménit a pfirodni
strigolaktony se pfi vysokém pH rozkladaji (Hylova a kol., 2019).

Pti porovnani hydrolytické stability latek 13 a 14 s profilem standardu GR24 je patrné,
ze mimetika 13 a 14 jsou nepatrné nachylInéjsi vii¢i hydrolyze pii pH 6,5 a 7,5, ale vykazuji
velmi dobrou stabilitu v porovnani s GR24 pti pH 8,5 (Graf 1, 2, 3).

Stabilita novych mimetik ukazuje moznost vyuziti takovychto derivatl pro dalsi vyvoj
strigolaktonim podobnych latek jak pro sebevrazedné kli¢eni parazitickych rostlin, tak pro

dalsi aplikace v rostlinach.
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5.3 Biologické testovani

Biologické aktivita pfipravenych latek 12-18 byla otestovana MTT biotestem (Pouvreau a
kol., 2013, modifikovano). Postup ptipravy biotestu je popsan v kapitole 3.5. Testovani bylo
provedeno na seminkach S. hermonthica, O. cumana a P. ramosa. Jako negativni kontrola
pro urceni kvality testu byl pouzit 0,1% aceton bez obsahu stimulantu, u n¢hoz nedoslo ke
kliceni seminek ani u jednoho druhu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit standard GR24 6
(Obr. 7). Testovani probihalo v ¢ervnu a bylo provedeno za Ucelem zjiSténi, zda seminka
budou po stimulaci pfipravenymi latkami klicit.

Stimulant GR24 na seminkach S. hermonthica vykazoval pii koncentraci 10 M 34%
kli¢ivost (Graf 4), coz je méné nez obvykla hodnota. Cervnovému obdobi odpovida kligivost
semen S. hermonthica po stimulaci GR24 piiblizné 75 % (Mangnus a kol., 1992a). Odezva
seminek S. hermonthica na stimulant kli¢eni je zavisla na ro¢nim obdobi, nejvyssich hodnot
dosahuje Striga v ¢ervenci a srpnu.

Ze vsech pripravenych latek, které byly testovany na semenech S. hermonthica, byla
nejvice aktivni latka 15 pii koncentraci 102 M (Graf 4). P#i nizsich koncentracich latky
nevykazovaly téméf Zadnou aktivitu. Zadna ze slou¢enin nebyla citlivéji neZ standard
GR24. Latka 15 (Obr. 15) je lipofilni molekula a jeji struktura je pravdépodobné diivodem
kli¢eni semen. I pfesto latka vykazovala velmi malou aktivitu v iniciaci kliceni, 1ze se ale
domnivat, e by mohla byt aktivni pii vy$§ich koncentracich nez 10° M. Pokud se
V budoucnu provede dalsi testovani pti vysSich koncentracich, poptipad€ modifikace fetézce

jako ptidani funkénich skupin, je mozné, ze se aktivita latky zvysi.

0
Lezo

Obr. 15 — Struktura 15.

H3C-(CHz)1e-0

Mangnus a Zwanenburg (1992) testovali biologickou aktivitu strigolu a
strigolaktonovych analog a mimetik na semenech S. hermonthica a O. crenata. Jednim
z mimetik, ktery pouzili byl 5-ethoxy-2(5H)-furanon (19), ktery se svou strukturou podoba
latce 12 (Obr. 16). 19 nevykazoval zadnou aktivitu v iniciaci kliceni semen S. hermonthica.
Pepperman a kol. (1982) uvedli vysokou aktivitu 19 v iniciaci kli¢eni, nicméné tyto vysledky

12 nevykazovala zadnou aktivitu v iniciaci kli¢eni Strigy podporuje Mangnusovo a
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Zwanenburgovo tvrzeni o 19. Johnson (1976) pozoroval pti pouziti latky 19 pirekvapive
dobrou kli¢ivost u P. ramosa (cca 40 %). Je tedy mozna domnénka, Ze za urcitych podminek
a u urCitych druht parazitii mohou i mimetika odvozena od alifatickych alkoholti vyvolavat

kli¢eni.

12 5-ethoxy-2(5H)-furanon 19
Obr. 16 — Struktury 12 a 19.

Latky 14 a 16 jsou strukturné podobné derivatu kyseliny benzoové (20) (Obr. 17),
ktery se fadi mezi mimetika s aroyloxy skupinou. Piedpokladalo se, Ze mimetikum 20
nebude vyvolavat kli¢eni semen parazitickych rostlin diky nepfitomnosti a, B-nenasyceného
karboxylového systému, ktery byl povazovan za klicovy v mechanismu pulsobeni
strigolaktont (Mangnus and Zwanenburg, 1992). Tento piedpoklad byl vyvracen po
provedeni testd, jelikoz latka 20 vyvolavala kliceni semen S. hermonthica i O. crenata
(Zwanenburg a Mwakaboko, 2011). Latky 14 a 16 nevyvolaly kli¢eni semen ani jednoho
druhu, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze pro aktivitu je dilezita karbonylova skupina. Tento vysledek
potvrzuje mechanimus u¢inku mimetik s aroyloxy skupinou (Schéma 4), kde je karbonylovy
uhlik dilezitym nukleofilnim centrem. Za piedpokladu platnosti uvedeného mechanismu,

by latky 14 a 16 vibec nemély vyvolavat kli¢eni, coz se také potvrdilo.

14 derivat kys. benzoové 20
Obr. 17 — Struktury 14,16 a 20.

R R
-0 HO Y ONAO | Tnramolekelii
0O —— 0 —»
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H
HO
HO
Xm © 0 Eliminace RTOH . © 0
ﬂ
R 07T o} =
H
Hydroxybutenolid
(HO-D)

Schéma 4 — Predpokladany mechanismus ucinku mimetik s aroyloxy skupinou.
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Latka 14 je svou strukturou také podobna debranontim (Obr. 18). Debranony jsou
mimetika, kterd maji nizkou aktivitu v iniciaci kliceni semen S. hermonthica, ale jsou
pozoruhodné aktivni jako inhibitory vétveni vyhonkt (Fukui a kol., 2011), pti¢emz aktivita
je srovnatelna s GR24 (Zwanenburg, Zeljkovi¢ a Pospisil, 2016). Mechanismus hydrolyzy
debranoni pfi kliceni semen parazitickych rostlin neni zndm a ani nebyl navrzen. Latka 14
V podstaté neméla zadnou aktivitu a pokud by aktivita debranoni vychazela z kvality
odstupujici skupiny, tak by latka 14 mohla tuto domnénku potvrzovat, jelikoz pKa fenolu je
9,95 a benzylalkoholu 15,4 (D. H. Ripin a D. A. Evans, Tabulka pKa).

o]
ﬁ\
:l 0
o i j\ P
0 [®]
o
Debranon

14 3-methyl-5-fenoxvfuran-2(5H)-on 21

Obr. 18 — Struktura 14 (benzylova skupina) a 21 (fenylova skupina)

U O. cumana po stimulaci GR24 pii koncentraci 102 M vykli¢ilo 56 % seminek
(Graf 5). Tato hodnota je opét nizsi nez standard, ktery v ¢ervenci nabyva hodnot okolo 75
% (Mangnus a kol.,, 1992). Pfi testovdni na semenech O. cumana pfipravené latky
vykazovaly nulovou aktivitu (Graf 5).

Biotest pro P. ramosa byl proveden, ale nema prukaznou hodnotu (Graf 6), jelikoz
kli¢ivost standardu GR24 pii koncentraci 10 M byla 16 %.

Vysledky nejsou zcela relevantni, jelikoZ byla provedena pouze jedna série testovani
biologické aktivity za ucelem prvotniho nastinu biologické aktivity nové pfipravenych
mimetik. I pfesto tyto vysledky ukazaly nové otazky a dal$i testovani by mohlo pomoci
odhalit zatim nezndmé informace jako je napiiklad mechanismus plsobeni debranont ¢i
potvrzeni nebo vyvraceni navrZzeného mechanismu aroylderivati. Nékteré latky byly har
rozpustné, a proto je tieba biotest modifikovat a najit vhodné rozpoustédlo ¢i aditivum, ve
kterém by byly dobie rozpustné vSechny latky, a pfitom nebylo ovlivnéno kli¢eni semen

jako v pripadé¢ pouziti DMSO.
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6 Zavér

V ramci bakalarské prace byla vypracovana literarni reserSe na téma strigolaktony.
V teoretické cCasti byly shrnuty dosavadni informace o vyznamu strigolaktont jakoZzto
fytohormoni, jejich biosyntéza, vyznam syntetickych derivati a ucinkll na semena
parazitickych rostlin rodu Striga, Orobanche a Phelipanche. V experimentalni ¢asti bylo
piipraveno 7 novych strigolaktonovych mimetik odvozenych od alkoholt, jejichz aktivita
byla otestovana na semenech parazitickych rostlin a byla sledovana iniciace kliceni téchto
semen.

Latky byly pfipraveny za ucelem prozkoumdni novych strukturnich motivi.
Vysledné testovani na rod¢ Striga ukazalo, ze nejucinngjsi latkou byla latka 15 pii
koncentraci 10° M, vyssi koncentrace je Vbudoucnu tieba prozkoumat. Pfi nizsich
koncentracich latky nevykazovaly téméf zadnou aktivitu. Ani jedna z latek neptekrocila
aktivitu strigolaktonového analogu GR24, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. GR24
vyvolaval u vSech tfech druhii seminek mens$i kli¢ivost, nez je bézné, coz bylo
vykazovaly nulovou aktivitu. Test pro P. ramosa nebyl prikazny. Testovani na vybranych
latkach 13 a 14 ukazalo, ze tento typ derivatii by mél byt dostate¢né stabilni pti hodnotach
pH 6,5, 7,5a8,5.
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