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UvVoD

Strigolaktony (SLs) jsou pomérné novou skupinou latek fazenou mezi rostlinné hormony,
které hraji dilezitou roli v procesu rastu a vyvoje rostliny. Mezi jejich doposud znamé
funkce patii symbioza s arbuskularnimi houbami, inhibice vétveni nadzemnich ¢asti rostlin
a iniciace kli¢eni parazitickych semen rodu Orobanche a Striga.

Semena téchto paraziti jsou velice mala a dokazou v pudé piezivat az desitky let
v dormantnim stavu. K zapo¢nuti kli¢eni potfebuji chemicky impuls v podob¢ latky, kterou
vylou¢i jejich hostitelska rostlina. Jakmile se tak stane a parazit za¢ne klicit, napoji se na
cévni systém rostliny, skrz ktery ji zacne odebirat ziviny. Cilem téchto parazitli jsou
bohuzel 1 hospodaisky vyznamné plodiny, jako je naptiklad kukufice, proso nebo ¢irok,
ato zejména Vv oblastech, které jsou na té€chto plodinach zavislé — oblast Stfredozemniho
more, severni Afrika, Indie, Indonésie.

Cilem této bakalaiské prace je sepsani reSerSe 0 strigolaktonech se zamétenim na
uziti jejich analog a mimetik pro kli¢eni parazitickych rostlin rodu Orobanche a Striga.
Prakticka ¢ast je orientovana na ptipravu skupiny syntetickych sloucenin strukturné
odvozenych od pfirodnich strigolaktonii a obsahujicich sulfidovou ¢i sulfonovou funkéni
skupinu. Nové piipravené latky jsou nasledné testovany v biotestu na iniciaci kli¢eni

semen vyse zminénych paraziti.



TEORETICKA CAST

1.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, tzv. fytohormony, jsou chemické regulatory syntetizované rostlinou,
které vyvolavaji fyziologickou odezvu. Ovliviiuji predevsim rist, ale i vyvoj a reprodukci
rostlin a zajist'uji jeji komunikaci s okolim. Fytohormony jsou aktivni jiz ve velice malych
koncentracich. Netvoii se vV konkrétnim rostlinném organu, ale hned na nékolika mistech
souCasn¢ a jsou distribuovany do celé rostliny. Jejich ucinek ptsobeni je Vv rostlinach
komplexni.

Rostlinné hormony muzeme rozdélit do nékolika skupin podle jejich struktury
¢i ucinku ptsobeni. Mezi nejdéle znamé a studované skupiny fytohormont patii auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen.

Béhem poslednich nékolika let se studium rostlinnych hormonii dostalo do poptedi
vyzkumu a mnozstvi doposud znamych hormonti znaéné vzrostlo. Byly objeveny funkce ¢i
u¢inky napiiklad brassinosteroidl, jasmonatd, kyseliny salicylové a taky strigolaktond,

kterym je vénovana tato bakalatska prace.

1.2 Strigolaktony

Strigolaktony jsou klasifikovany jako nova skupina rostlinnych hormont. Pfedpoklada se,
7e maji mnoho funkci, ale doposud byla prokazana pouze inhibice vétveni nadzemnich
¢asti rostlin, iniciace kli¢eni parazitickych semen a podpora symbidzy rostlin
s AM houbami.

Jejich nazev byl odvozen od parazitické rostliny Striga asiatica a latky stimulujici
jeji kliceni. Tato latka byla poprvé izolovana v roce 1966 z kofenovych vyméska baviniku,
Gossypium hirsutum L. Pomoci spektralnich dat byla pozdé€ji odvozena i struktura této
latky a dostala nazev strigol (Cook et al., 1966). Od té doby bylo objeveno mnoho dalSich
strukturnich variant strigolu a vSechny tyto slouceniny dostaly souhrnné oznaéeni jako
strigolaktony (SLs) (Butler, 1995).

Samotna izolace téchto latek z rostlin je velice narocna vzhledem k malému
mnozstvi, které hostitelské rostliny vylucuji skrz kotenovy systém (15-30 pg strigolaktonu
za den na rostlinu). Navic jsou zejména Vv alkalickém prostfedi nestabilni a podléhaji
hydrolytickému rozkladu (Zwanenburg and Mwakaboko, 2011).

Pti prvni izolaci bylo potieba vice nez 25 000 rostlin pro ziskani dostatecného

mnozstvi latky k ur€eni struktury molekuly. S pouzitim modernich chromatografickych
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a spektroskopickych technik se pocet potiebnych rostlin stale snizuje, nicmén¢ i doposud
se pohybuje okolo 100 a vice - dle druhu rostliny a izolovaného strigolaktonu (Mori et al.,
1998; Matsui et al., 1999).

Rizné SLs mohou byt izolovany i z rostlin, které nejsou pfirozenymi hostiteli
téchto paraziti. Je to ddno tim, Ze rostliny nevylucuji pouze jednu konkrétni latku,
ale celou jejich smésici, a to pokazdé v jiném zastoupeni a jinych koncentracich
(Siame et al., 1993).

Ptitomnost strigolaktont se tdhne napfic celou rostlinnou fisi. Byly identifikovany
nejen v rostlinnych extrudatech, ale i napfiklad v kotfenovych vymeéscich stromd rodu

Pinus spp. a Eucalyptus spp. (Yoneyama, 2013) ¢i v mechorostech (Proust et al., 2011).

1.2.1 Biosyntéza a strukturni diverzita

Z chemického hlediska jsou SLs charakterizovany jako seskviterpenoidni laktony
(Bouwmeester et al., 2003), skladajici se z tiikruhového ABC skeletu. Na ten je pfipojen
ptes vinyl etherovy mustek péticlenny D-kruh (Obr 1). A-kruh obsahuje jednu nebo dvé
methylové skupiny a rizné kombinace hydroxylovych a acetoxy-substituentli na

A a B-kruhu v pozici R; a R, definuji jednotlivé doposud znamé SLs (Cavar, 2014).

Obr. 1: Obecna struktura SLs

Je zfejmé, ze vsechny pfirozené se vyskytujici SLS maji podobnou strukturu
a predpoklada se, ze jsou odvozeny od karotenoidi. Tomu nasvédCuji experimenty
provadéné na mutantnich rostlinach kukufice s inhibovanou drdhou pro biosyntézu
karotenoidl. U téchto rostlin byla zaznamenana snizena hladina produkce strigolaktont
(Matusova et al., 2005).

Bylo prokazano, ze pomoci B-karoten izomerazy (D27) a dvou karotenovych
dioxygenaz (CCD7, CCD8) dochazi k izomeraci a k stépeni molekuly B-karotenu (1)
zavzniku karlaktonu (2). Ten je dale za ptitomnosti enzymu MAX1 konvertovan
na 5-deoxystrigol (3) (Obr. 2) (Alder et al., 2012).

11
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5-deoxystrigol (3)

Obr. 2: Pravdépodobna biosyntéza strigolaktonii z karotenoidu

Také se predpoklada se, ze 5-deoxystrigol (3) je prekurzorem pro tvorbu vétSiny
doposud znamych pfirozené se vyskytujicich strigolaktond (Obr. 3). Konverze
5-deoxystrigolu na strigol (4), orobanchol (6) a sorgomol (8) je uskuteciiovana skrz
enzymy znamé jako cytochromy P450. Ze sorgomolu (8) poté dochazi oxidativni
dekarboxylaci ke vzniku sorgolaktonu (9). Tvorba orobanchyl acetatu (7) a strigyl

acetatu (5) je katalyzovana enzymem acetyltransferazou (Ruyter-Spira, 2012).

12



5-deoxystrigol (3) (e}

/P 450 P 450 P 450\

(0]
strigol (4) \ o orobanchol (6) X o) sorgomol (8) . o
Acetyltransferaza Acetyltransferaza Oxidativni
dekarboxylace
/,’
OAc 0 OAc Q Q
strigyl acetat (5) A 0 orobanchyl acetat (7) XX 0 sorgolakton (9) X

Obr. 3: Odvozeni prirodnich SLs od 5-deoxystrigolu

1.2.2 Strigolaktonova analoga

Kromé¢ piirodnich molekul strigolaktont izolovanych z rostlin, byly pfipraveny slouceniny

syntetické, analogické strigolaktoniim, majici podobnou strukturu (Obr. 4) a G¢inky.

OO
C
Qo
OO
R D
~ / =0

Obr. 4: Obecna struktura SLs analog
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Prvnimi 1spé$né pfipravenymi analogy byly tzv. GR-slouceniny (Obr. 5).
Nahrazenim cyklohexenového A-kruhu kruhem aromatickym byl vytvofen analog strigolu,
GR 24 (10). Vypusténim A-kruhu a nasledné i B-kruhu vznikly slou¢eniny GR 7 (11) a
GR 5 (12) (Johnson et al., 1981). Dalsi uspésné piipravenou slou¢eninou byla molekula
Nijmegenu-1 (NI1J-1) (13), u které byl modifikovan cely ABC skelet (Nefkens et al., 1997).

o ° o o A°
O, O, o)
“ 0 “ Q0 o)
GR 24 (10) Qﬁo GR7(11) Qeto GR5(12)K€<O
0O O
OMe
N
\
O O
o)

Nijmegen-1 (13) A
(@]

Obr. 5: Pripravena SLs analoga.

Standardnimi latkami 1 pro dalsi oblasti vyzkumu strigolaktonii se staly zejména
molekuly GR 24 a NU-1. Vzhledem k tomu, ze tyto nové pfipravené latky vykazuji
vysokou aktivitu v procesu kliceni parazitickych semen (Tab. 1) a jejich cena je
mnohonasobné niz§i nez u piirodnich SLs, pouZivaji se béZn¢ v biotestech jakozto
pozitivni kontroly.

Tab. 1: Procentudlni stanoveni klicivosti semen rodu Striga hermonthica po aplikaci vodného
roztoku GR24 a N1J-1 v koncentracich 1 a 0.01 mg/L (Nefkens et al., 1997).

% Kli¢ivost = SE

Stimulant 1 mg/L 0,01 mg/L
N1J-1 40,3 + 1,7 4,1+0,9
GR-24  455+13,5 52,5+125

14



1.2.3 Strigolaktonova mimetika

Strigolaktonova mimetika nebo také latky mimikujici strigolaktony, jsou chemicky
piipravené slouceniny, které maji podobné vlastnosti jako piirodni SLs. Zakladnim
rozdilem oproti analogim je absence ABC skeletu. Mimetika jsou tvorena pouze
butenolidovym D-kruhem s dobfie odstupujici skupinou v pozici R (Obr. 6). Ackoliv jsou
tyto molekuly strukturné jednodussi a jejich piiprava je pomérné nenaro¢na, maji vysokou

biologickou aktivitu.

(@)
D o)
—

Obr. 6: Obecna struktura SLS mimetik

Mimetika odvozena od sacharinu (14), kyseliny benzoové (15) a salicylové (16)
(Obr. 7) byla puvodné piipravena s predpokladem, Ze nebudou podporovat kliceni
parazitickych semen. Hlavnim davodem této domnénky byla nepfitomnost
a,B-nenasyceného karboxylového systému, ktery byl pokladan za kli¢ovy v mechanismu
pasobeni SLs (kap. 1.2.4.). Testovani ovS§em prokazalo, ze tyto latky dokazou stimulovat
kliceni semen parazitt rodu jak Striga hermonthica (Graf 1), tak i Orobanche crenata
(Graf 2). Nejlepsi vysledky a potencial pro dalsi vyuziti ma latka 16, ktera u rostliny Striga
hermonthica v koncentraci 0,1 mg/L dosahovala kli¢ivosti 7 %, coz je sice jen polovi¢ni
kli¢ivost V porovnani s kontrolni latkou 10 (20 %), ale stejny rozdil byl i pfi koncentraci
0,01 mg/L, kdy se kli¢ivost latky 16 pohybovala okolo 21 %, u kontroly (10) okolo 43 %.
U rostliny Orobanche crenata byla klic¢ivost v obou koncentracich vyrazné vyssi
(latka 16: 82 % v 0,1 mg/L; 72 % v 0,01 mg/L; kontrola GR 24: 86 % v 0,1 mg/L;
82 % v 0,01 mg/L) (Zwanenburg and Mwakaboko, 2011). Na zaklad¢ téchto piekvapivych
vysledki byl navrzen novy mechanismus plsobeni mimetickych derivati v rostlinach

(kap. 1.2.4.).
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derivat sacharinu (14) derivat kys. benzoové (15) derivat kys. salicylové (16)

Obr. 7: Pripravena SL mimetika

EGR 24 (10)
M derivat sacharinu (14)
B derivat kys. benzoové (15)

B derivat kys. salicylové (16)

1 mg/L 0,1 mg/L 0,01 mg/L
koncentrace [mg/L]

Graf 1. Procentualni stanoveni klicivosti semen rodu Striga hermonthica po aplikaci roztoku
stimulantu GR24, derivatu sacharinu, kys. benzoové a kys. salicylové v koncentracich 1, 0,1 a
0,01 mg/L. GR 24 v koncentraci 1 mg/L nebyla testovana (Zwanenburg and Mwakaboko, 2011).

100 ~
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 ~

B GR 24 (10)

® derivat sacharinu (14)

% kli¢ivost

M derivat kys. benzoové (15)

B derivat kys. salicylové (16)

1 mg/L 0,1 mg/L 0,01 mg/L
koncentrace [mg/L]

Graf 2: Procentuadlni stanoveni klicivosti semen rodu Orobanche cernua po aplikaci roztoku
stimulantu GR24, derivatu sacharinu, kys. benzoové a kys. salicylové v koncentracich 1, 0,1 a
0.01 mg/L. GR 24 v koncentraci 1 mg/L nebyla testovana (Zwanenburg and Mwakaboko, 2011).
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1.2.4 Utinek piisobeni strigolaktonii

Po objasnéni prvnich strigolovych struktur se zacalo také patrat po tom, jak tyto latky
v rostlinach funguji, a kterd cast molekuly je pro jejich aktivitu nepostradatelna.
Na zakladé doposud ziskanych vysledki byly navrhnuty dva mozné zpusoby
pusobeni SLs.

U pfirodnich SLs a analogl se pfedpokladd, ze nukleofilni skupina piitomna v
receptorovém misté semene, napada B-pozici v a,p—nenasyceném karboxylovém systému
a dochazi tak k Michaelové adici (I). Nukleofil se piipoji na vinyl etherovy mustek (I1)
a dojde k eliminaci D-kruhu (I111) (Obr. 8). Prave tato chemicka zména mtze byt impulzem

pro zapoc¢nuti kliceni semene ¢i inhibici vétveni (Mangnus and Zwanenburg, 1992).

OO0

OH

o
o_ 0 o. ¥o S
¢ N ,~onu | I
_» +
O 1]
| ! o. _O

~ O C

\ Nu

Obr. 8: Pravdepodobny mechanismus pusobeni SLS a analog

Bylo provedeno nékolik experimentd, pii kterych doslo k nahrazeni butenolidového
D-kruhu jinou odstupujici skupinou. Tato zaména zapficinila ztratu aktivity molekuly. Na
zaklade téchto vysledkl se usuzuje, ze prislusny butenolid hraje nepostradatelnou roli pro
biologickou aktivitu strigolaktond (Hassanali, 1984).

Vzhledem k tomu, Ze SL mimetika postradaji vinyl etherovy mdstek,
je pravdépodobny mechanismus tc¢inku jiny. Proto byl navrzen alternativni mechanismus
pusobeni (Obr. 9), ktery taktéz zahrnuje pocatecni Michaelovu adici tentokrate piimo
na butenolidovy kruh (1V), nasledny presmyk protonu (V) a eliminaci skupiny R (VI).
Aby tento mechanismus mohl fungovat, musi byt substituent R dobte odstupujici skupinou

(Mangnus and Zwanenburg, 1992).
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Obr. 9: Pravdépodobny mechanismus pisobeni SL mimetik

K potvrzeni této teorie také prispéla prace profesora Zwanenburga, ktery nahradil
vodikovy atom v poloze C-4 methylovou skupinou (Obr. 9). Tato zména znemozZnila
nukleofilni atak v pfedpovidaném mechanismu adice-eliminace a latka skute¢né ztratila

schopnost podporovat kli¢eni semen rodu Striga hermonthica (Zwanenburg et al., 1994).

1.3 Parazitické rostliny

Orobanche a Striga jsou dvoudélozné rostliny ¢eledi Zarazovité (Orobanchaceae), které
jsou schopny parazitovat na celé Skale hospodafsky vyznamnych plodin. Za jedno
vegetacni obdobi dokaZou vyprodukovat 50 000 az 200 000 semen. Ty se dale mohou
rozsifovat z jednoho pole na druhé, uchycené na farmarskych nastrojich ¢i pomoci
kontaminovanych semen zakoupenych na mistnich trzich (Berner et al., 1994). V dasledku
toho nartsta nekontrolovatelné §ifeni téchto parazitd, a to predevsim v oblastech, kde jsou

tyto plodiny hlavnim zdrojem obZivy.

1.3.1 Striga spp.

Striga jsou obligatni hemiparazitické fotosyntetizujici rostliny. Na svych hostitelich jsou
zavislé z divodu neschopnosti ptijimat anorganické latky.

Striga napadaji piedev§sim hospodarky vyznamné obilniny v subtropickych
oblastech Afriky, Indie ¢i Indonésie (Obr. 10).
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World wide distribution of important Striga species
* countries with reported Striga occurrences
— — Striga asiatica — - — Striga gesnerioides —- — - — Striga hermonthica

Obr. 10: Celosvétové rozsireni parazitickych rostlin rodu Striga spp. (stazeno z https://www.uni-
hohenheim.de/www380/380b/science/supraregional/images/Dist_Orob.gif, dne 15. 5. 2015)

Nejdestruktivnéjsimi  rody jsou S. hermonthica (Obr. 11), S. asiatica a

S. gesneroides, které poskozuji kukufici, proso, fazole, ¢irok ¢i ryzi (Parker, 2013).

Obr. 11: Striga hermonthica (stazeno z
https://troz.uni-hohenheim.de/millet-sorghum-research00?&L=1, dne 14. 5. 2015)
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1.3.2 Orobanche spp.

Orobanche spp. (syn. Phelipanche) jsou obligatni holoparazité, ktefi neumi
fotosyntetizovat. Postradaji jak schopnost tvorby organickych latek, tak piijjem latek
anorganickych. Jsou pIn¢ zavisli na pfitomnosti hostitele.

Obdobné¢ jako rostliny rodu Striga, zptisobuji i Orobanche nevy¢islitelné skody na
mnoha plodinach. Vyskytuji se nejcastéji v oblasti Stfedozemniho mofte, severni
a vychodni Evrop¢ a severni Africe, ze které se dostavaji az do Asie.

Nejvétsi skody zpusobuji rostliny O. ramosa (Obr. 12) a O. aegyptiaca napadajici
rajéata, brambory, lilek, fazole, c¢ocCku, cizrnu, okurky, kapustu ¢i sluneénici
(Parker and Riches, 1993). Dalsim vyznamnym zastupcem je O. crenata, ktera vyuziva

jako hostitele pfedevs§im obili a lusténiny.

Orobanche ramosa L. subsp. mutelii (F*W. Schultz) Cout. <

Sierra de [a"Xorta, Castell de Castelis(Alicante)
© Santiago Gonzdlez Torregrosa
www.apatita.com

Obr. 12: Orobanche ramosa (stazeno z
http://www.apatita.com/herbario/Orobanchaceae/Orobanche_ramosa_subsp_mutelii.html, dne
14. 5. 2015)

1.3.3 Zivotni cyklus parazitickych rostlin rodu Striga a Orobanche

Zivotni cyklus rostlin Strigy a Orobanche je velice podobny a specificky. Jedna se
0 kofenové parazity, ktetfi vétSinu svého zivota prozivaji pod zemi (Xie et al., 2010). Zde,
v podobé¢ velice malych semen (0,3 mm), dokazou v dormantnim Stavu piezit 15 az 20 let.
K zapoc¢nuti kliceni, potfebuji chemicky impuls v podobé strigolaktonu ¢i jiného
stimulacniho faktoru, ktery do pidy vylouci jejich potencialni hostitelska rostlina. Jakmile

se tak stane, vytvoii se Klicek, ktery se postupné prodluzuje, dokud nedojde k primarnimu
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kontaktu s hostitelem. Poté se zacne vyvijet specializovany organ, tzv. haustorium, ktery
pronika do kofenového systému a napojuje se na cévni systém rostliny. Skrz né&j poté
parazit rostlin¢ odebira vodu a potiebné Ziviny (Thuring, 1996). Po né&jaké dobé vyhonek
prorusta napovrch, kvete a produkuje nova semena. Tim se uzavira cely zivotni cyklus

parazitické rostliny (Obr. 13).

Orobanche minor

& %
52 ~3
= 3

'Aq Xie X, et al. 2010.
Annu. Rev. Phytopathol. 48:93—-117

Obr. 13: Zivotni cyklus Orobanche minor
a) Kliceni semen je vyvolano strigolaktony produkovanymi hostitelskou rostlinou, b) Klicek napada
korenovy systém hostitele a napojuje se na néj skrz haustorium, c-d) Parazit se pod zem? rozristd
a behem néekolika tydnii ¢i mésicii Se objevi vyhonek, €) Parazit produkuje mnoho malych seminek,
které prezivaji v piide po mnoho let (prrevzato z Xie et al., 2010).

1.4 Metody kontroly ristu parazita rodu Striga a Orobanche

V poslednich nékolika letech dochazi k velkému zamofovani poli riznymi druhy
parazitickych rostlin rodu Striga a Orobanche. Primarnim cilem vyzkumu je vyvinout
metodu, ktera bude levna, snadno aplikovatelna a predevsim vysoce ucinna v eradikaci
tohoto plevele.

Mezi stézejni body kontrolnich strategii ristu téchto parazitickych rostlin lze
zahrnout inhibici kliceni, eliminaci semen z pady ¢i redukci produkce stimulacnich latek
(Runyon et al., 2009). Bylo vyzkouseno ru¢ni pleti, Slechténi hospodaiskych plodin,
vysazovani rezistentnich plodin ¢i pouzivani herbicidt, ale bohuzel ani jeden z téchto

zpusobu nebyl dostatecné ucinny (Zwanenburg et al., 2009).



Hlavnim divodem neuspés$nosti je jednak velice sofistikovany zivotni cyklus
parazitti, a jednak produkce mnoha malych, dlouho piezivajicich semen, ktera se snadno
Sifi do okoli (Bebawi et al., 1984). Kompletni vymyceni semen z pady je tedy prakticky

nemozné.

1.4.1 Sebevrazedné kli¢eni

Jednou z nejucinngjsich metod v boji proti parazitickému plevelu se osvéd¢ila tzv. metoda
sebevrazedného kli¢eni, pomoci niz bylo zredukovano vice nez 90 % parazitické populace
rostliny Striga asiatica v Severni a Jizni Karolin¢ (USA). K vymyceni byl pouzit rustovy
regulator ethylen (Eplee, 1981), ktery ma vysokou schopnost podporovat kli¢eni
parazitickych semen rostlin rodu Striga. Paklize je vyvolano kli¢eni semen bez pfitomnosti
hostitele, dojde po vycerpani zivin v semenech b&hem par dni k jejich thynu
(Rodenburg et al., 2005).

Prakticka aplikace ethylenu zahrnuje vstiikovani tohoto plynu do ptdy za vysokého
tlaku pomoci specialnich pfistroji. Jeho aplikace se provadi v pravidelnych ¢asovych
intervalech do hloubky cca 10-20 cm, a to minimalné 1 tyden pted vysetim plodin. Je ale
nezbytné, aby se na poli nevyskytovali zadni potencionalni hostitelé paraziti
(Logan and Stewart, 1991).

Piestoze je tato metoda ucinna, pro nejvice postizené oblasti Afriky ¢i Indonésie je
z divodl potieby speciadlniho pfistrojového vybaveni, a s tim spojenych vysokych
finan¢nich nakladi, zatim nepouzitelna (Goldwasser and Rodenburg, 2013).

Kromé ethylenu byly rovnéz provedeny pokusy se strigolaktonovymi analogy, jako
jsou GR 24 (10) a GR 7 (11). Tyto slouceniny se ovSem ukazaly byt pro tuto metodu
nevhodné vzhledem ke svému postupnému rozkladu v pudé (Kgosi et al., 2012).

Dalsi variantou v boji proti parazitickému plevelu je vyroba a pouziti
Vv piipadé analog, naskyta se zde mnoho moznosti, jak je strukturné modifikovat. Cilem je

najit vhodné a stabilni latky, pouzitelné v boji proti parazitickému plevelu.
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EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material a metody

2.1.1 Chemikalie

K syntéze latek byly pouzity chemikalie: thiophenol a benzyl mercaptan od spolec¢nosti
Fluka; phenylethyl mercaptan od spole¢nosti Acros Organic; tricthylamine (TEA)
a kyselina meta-peroxybenzoova (MCPBA) od spole¢nosti Sigma Aldrich. Siran sodny
bezvody, petrolether (PE), diethyl ether, dichlormethan (DCM), ethylacetat (EtOAC),
aceton od firmy Lachner. Jednomethylovy i dvoumethylovy brom butenolid byl ptipraven
v laboratofi organické syntézy, latky GR 24 a NIJ-1 byly darem od prof. Zwanenburga
(Radboud University Nijmegen).

2.1.2 Biologicky material

Pro biologické testovani byla pouzita semena rodu Striga hermonthica (Stidan, 1994).

2.1.3 Metody

Pribéh chemickych reakcei byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC). Pro
tuto metodu byly pouzity hlinikové TLC desky Silikagel 60 W F3s4 0d spole¢nosti Merck.
Pouzité mobilni faze jsou uvedeny nize u jednotlivych postupid. Analyty na TLC
destickach byly detekovany UV lampou spole¢nosti Camag pii vinové délce 254 nm
a pomoci barvicich roztokt vanilinu a manganistanu draselného (KMnO4).

Pro purifikaci latek sloupcovou chromatografii byl pouzit Silikagel Davisil
LC60A 40-63 micron od spole¢nosti Grace Davison. Cistota latek byla ovéfena pomoci
HPLC na koloné (150 mm x 2,5 mm x 5 um) s reverzni fazi (Symmetry C18, Waters)
v gradientu methanol/uhli¢itan amonny (pH = 4) pfi pritoku 0,3 ml/min a 20 °C.

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla zméfena na pfistroji Jeol 500 ECA,
méficiho pii frekvenci 500 MHz pro jadro 'H a 125 MHz pro jadro *3C. Kalibrace
chemickych posunti byla provedena na signal deuterovaného chloroformu (CDCls)
0'H = 7,25 ppm, 6°C = 77,2 ppm.

Hmotnostni spektra byla zméfena na piistroji Q-TOF MICRO od spolecnosti Waters.

Pro biologické testovani byly pouzity filtracni disky spolec¢nosti Whatman. Semena
byla inkubovana v termostatu INOVA 42 a hodnocena pomoci binokuldrniho mikroskopu
znac¢ky Motic Microscopy (SMZ 16 TL).
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2.2 Syntéza

2.2.1 Priprava sirnych sulfidovych mimetik

Br 'e) TEA R/S O
o0 4 O —» _ o
= aceton, r. t.

Obr. 14: Obecné reakcni schéma pripravy sirnych mimetik

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi v inertni atmosféte argonu. Do banky byl
ptidan brom butenolid (1 eq.) rozpustény v suchém acetonu (0,1 M). Poté byl k roztoku
ptidan TEA (1 eq.) a nasledn¢ i sirny derivat (1 eq). Reak¢ni smés byla michana do dalsiho
dne pfi laboratorni teploté. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (PE/EtOAC 1:1).
Po skonceni reakce byl roztok rozpustén ve vodé a poté extrahovan do
dichlormethanu. Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem chloridu sodného a
nasledné vysuSena pomoci bezvodého siranu sodného. Vysusena organicka faze byla
zfiltrovana a zakoncentrovana na vakuové odparce. Surovy produkt byl piecistén pomoci

sloupcové chromatografie v elu¢nim gradientu od 15:1 do 1:1 (PE/EtOAC).

3-methyl-5-(phenylthio)furan-2(5H)-one (17)
Vytézek: 14 %, svétle Zluta krystalickd latka
HPLC Cdistota: 88 %

S.__O 'H (CcDCl;, 500 MHz) &(ppm): 1.95 (s, 3H); 5.69
©/ Lfo (m,J=1.83Hz, 1H); 7.20 — 7.21 (m,J=1.83 Hz, 1H);
an 7.57 - 7.62 (m, 2H); 7.70 — 7.73 (m, 1H); 7.91 — 7.94 (m, 2H).

BBC (CDCls, 125 MHz) &(ppm): 11.2, 91.6, 129.5, 129.8,

134.9, 135.2, 136.2, 138.3, 171.0.
MS (ES+), m/z: 255.82 [M+1]
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3,4-dimethyl-5-(phenylthio)furan-2(5H)-one (18)

Vytézek: 61 %, svétle zluta olejovita kapalina

HPLC ¢istota: 100 %

'H (CDCls, 500 MHz) 6(ppm): 1.67 (s, 3H); 2.03 (s, 3H); 5.91
(s, 1H); 7.28 — 7.33 (m, 3H); 7.48 — 7.50 (m, 2H).

3C (CDCls, 125 MHz) 8(ppm): 8.6, 12.7, 88.4, 126.2, 129.1,
129.7,134.1, 155.2, 172.8.

MS (ES+), m/z: 220.83 [M+1]

5-(benzylthio)-3-methylfuran-2(5H)-one (19)

@\/S (@)
@)
(19)

Vytézek: 17 %, svétle Zlutd krystalicka latka

HPLC C¢istota: 84 %

'H (CDCl;, 500 MHz) &(ppm): 191 (s, 3H); 3.85
(d, J =13.45 Hz, 1H); 3.97 (d, J = 13.45 Hz, 1H); 5.76 (s, 1H);
6.87 (s, 1H); 7.26 - 7.33 (m, 5H).

B3C (CDCls, 125 MHz) &(ppm): 10.8, 34.9, 825, 127.6,
128.9, 129.3, 132.0, 136.7, 145.3, 173.1.

MS (ES+), m/z: 236.83 [M+1]

5-(benzylthio)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-one (20)

Vytézek: 7 %, bila krystalicka latka

'H (CDCl3, 500 MHz) 8(ppm): 1.79 (s, 3H); 1.85 (s, 3H); 3.77
(d, J = 13.45 Hz, 1H); 3.89 (d, J = 13.45 Hz, 1H); 5.62 (s, 1H);
7.26 — 7.31 (m, 5H).

3¢ (cDCl;, 125 MHz) &(ppm): 8.8, 12.5, 34.1, 85.3,
125.7, 127.6, 128.7, 129.3, 136.8, 156.4, 173.2.
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3-methyl-5-(phenethylthio)furan-2(5H)-one (21)
Vytézek: 7 %, zluta olejovita kapalina
HPLC ¢istota: 99 %
s o 'H (CDCl;, 500 MHz) &(ppm): 1.94 (s, 3H); 2.66 — 2.89
©/\/ Lfo (m, 4H); 5.90 (d, J = 1.82 Hz, 2H); 6.89 (d, J = 1.53 Hz, 2H);
@) 7.18 —7.31 (m, 5H).
3¢ (CDCl;, 125 MHz) &(ppm): 10.7, 29.8, 32.2, 36.5,
84.2,126.7,128.7, 131.9, 139.7, 145.4, 173.0.
MS (ES+), m/z: 235.08 [M+1]

3,4-dimethyl-5-(phenethylthio)furan-2(5H)-one (22)
Vytézek: 19 %, pruhledna olejovita kapalina
HPLC Cdistota: 100 %

s o 'H (CDCl;, 500 MHz) &(ppm): 1.84 (s, 3H); 1.97 (s, 3H);

mzﬁo 2.77 — 2.87 (m, 2H); 2.91 — 2.94 (m, 2H); 5.71 (s, 1H);
7.17 - 7.23 (m, 3H); 7.27 — 7.30 (m, 2H).
B3¢c (cDCls, 125 MHz) &(ppm): 8.8, 12.6, 31.3, 36.4,
86.8, 125.8, 126.7, 128.7, 139.8, 156.2, 173.1.
MS (ES+), m/z: 248. 85 [M+1]

2.2.2 Oxidace sulfidovych mimetik na sulfonové derivaty

O
[l
S

S o)
R o mCPBA R i O o
S —> T
CH,CI,, 0 °C
Obr. 15: Obecné reakcni schéma pripravy sulfonovych mimetik

Reakce byla provadéna v bezvodém prostiedi a pod inertni atmosférou argonu. Do
vychlazené smési (0 °C) nové piipraveného sirného derivatu (1 eq.) s dichlormethanem
(0,1 M) byla ptidana mCPBA (2 eq.). Reakce byla ponechana se ohtat na laboratorni
teplotu a michana pies noc. Pribéh byl kontrolovan pomoci TLC (PE/EtOAC 1:1).

K reak¢ni smési byl ptidan hydrogenuhli¢itan sodny a produkt byl vyextrahovéan do
diethyl etheru. Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem chloridu sodného

anasledn¢ vysusena pomoci bezvodého siranu sodného. Smeés byla zfiltrovana
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arozpoustédlo odpaieno na vakuové odparce. Vysledny produkt byl ptecistén pomoci

sloupcové chromatografie v elu¢nim gradientu od 15:1 do 1:1 (PE/EtOAC).

3-methyl-5-(phenylsulfonyl)furan-2(5H)-one (23)

Vytézek: 9 %, Zluta olejovita kapalina

HPLC ¢istota: 75 %

'H (CDCl;, 500 MHz) 6&(ppm): 1.82 (s, 3H); 6.1
(p, J=1.83 Hz, 1H); 6.94 (p, J=1.83 Hz, 1H); 7.28 — 7.52
(m, 5H).

3C (CDCl;, 125 MHz) &(ppm): 10.6, 29.8, 85.8, 129.2,
130.2, 132.1, 134.1, 144.9, 172.8.

MS (ES+), m/z: 206.9 [M+1]

3, 4-dimethyl-5-(phenylsulfonyl)furan-2(5H)-one (24)

o

(24)

0O
Il
S
[l
O

0]
O
—

Vytézek: 39 %, bilé krystalicka latka

HPLC ¢istota: 95 %

'H (CDCls, 500 MHz) &(ppm): 1.81 (s, 3H); 2.28 (s, 3H);
5.52 (s, 1H); 7.58 (t, J = 7.79 Hz, 2H); 7.71 (t, J = 7.49, 1H);
7.91 (d, J = 7.95 Hz, 2H).

3C (CDCls, 125 MHz) &(ppm): 9.1, 13.4, 93.3, 129.4, 129.7,
135.1, 135.3, 150.6, 171.4.

MS (ES+), m/z: 252.78 [M+1]

5-(benzylsulfonyl)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-one (25)

@\/0

(25)

ﬁ O
OI?
=

O

Vytézek: 4 %, zluté olejovita kapalina

HPLC cistota: 99 %

'H (CDCl5, 500 MHz) &(ppm): 1.91 (s, 3H); 2.09 (s, 3H);
4.29 (d, J = 14.06 Hz, 2H); 4.58 (d, J = 14.06, 2H); 5.34
(s, 1H); 7.41 — 7.49 (m, 5H).

3C (CDCls, 125 MHz) &(ppm): 9.2, 13.2, 29.8, 58.8,
88.4,126.8, 129.4, 129.6, 131.2, 150.1, 171.5.

MS (ES+), m/z: 266.9 [M+1]
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2.3 Biologické testovani
Pro testovani kli¢ivosti byl pouzit standardizovany biotest v Petriho miskach podle

protokolu publikovanym v roce 1992 Mangnusem et al.

2.3.1 Sterilizace semen

Pouzita semena rodu Striga hermonthica byla nejdiive sterilizovana v roztoku chlornanu
sodného (2 g aktivniho chléru/100 ml) a detergentu Tritonu X-100 (1% v/v). Po 5
minutach michani byla semena z roztoku odstranéna pomoci filtrace pies fritu. Semena

byla nékolikrat promyta destilovanou vodou a ponechana 3 h na vzduchu schnout.

2.3.2 Prekondiciovani semen

Do Petriho misky byly vlozeny dv¢ vrstvy filtra¢nich papirti (9 cm v praméru) a navlhéeny
6 ml destilované vody. Na né bylo umisténo 30 filtracnich diskli ze skelného vldkna o
praméru 5 mm.

Semena byla rozlozena na disky (cca 25 semen na disk), zakryta druhou vrstvou
filtra¢nich diskd. Petriho misky byly uzavieny parafilmem, vloZeny do uzaviratelnych

polyethylenovych sacki a inkubovany ve tmé pti 23 °C po dobu 2 tydn1.

2.3.3 Priprava roztoku stimulantu

Roztok stimulantu byl pfipraven z testované latky rozpusSténé v acetonu a doplnéného
destilovanou vodou na objem tak, aby vznikl zasobni roztok o koncentraci 10° mol/L
S objemovym obsahem acetonu 0,1 % (V/v). Z takto pfipraveného roztoku byly postupnym
fedénim ziskany roztoky stimulantu o koncentracich 107 a 10® mol/L a objemovym
obsahem acetonu 0,01 % respektive 0,001 % (v/v).

Negativni kontrolou byla destilovana voda s objemovym obsahem acetonu 0,1 % a
0,001 % (v/v). Jako pozitivni kontrola slouzily roztoky latek GR-24 a NIJ-1 ptipravené
stejnym postupem jako testované latky.

2.3.4 Aplikace stimulantu

Po inkubaci byly disky vyjmuty, vyskladany na filtra¢ni papir a ponechany na vzduchu
schnout po dobu 2 hodin. Petriho misky byly vy¢istény a na né umisténa nova dvouvrstva
filtracnich papirt (9 cm v priméru, 8 cm vnitini pramér), ktera byla navlhéena 2 ml
destilované vody. VysuSené disky se semeny byly vloZeny doprostfed Petriho misky.

Nané bylo aplikovano 100 pl piipraveného roztoku stimulantu. Misky byly uzavieny
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avlozeny do polyethylenovych sackd. Semena byla inkubovana ve tmé pii 27 °C
po dobu 6 dni.

2.3.5 Hodnoceni

Po inkubaci byla semena pocitina pod binokularnim mikroskopem a bylo stanoveno

procento kli¢ivosti.
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VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Syntéza strigolaktonovych mimetik

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace bylo pfipraveno 9 sirnych strigolaktonovych
mimetik. Syntéza probihala ve dvou krocich. V prvnim kroku reagoval sirny derivat
s brom butenolidem v pfitomnosti baze (TEA) za laboratorni teploty. V kroku druhém byl
tento novy sulfidovy derivat oxidovan pomoci kyseliny meta-peroxybenzoové pii 0 °C za

vzniku ptislusného sulfonového derivatu (Obr. 16).

Br. o TEA R/s 0 mCPBA R/ﬁ o
R/SH + W - > — O —> o |__ o
aceton, r. t. CH,Cl,, 0 °C

Obr. 16: Obecné schéma syntézy sulfidovych a sulfonovych butenolidii

U latek 23 a 25 byl postup syntézy upraven V porovnani s pivodnim postupem
(kap. 2.2.1). Prvnim krokem byla ptiprava sulfidového derivatu, ktera byla provedena dle
pivodniho postupu, avSak reakéni smés nebyla rozpusténa ve vodé a extrahovana do
diethyl etheru, ale byl zni pomoci vakuové odparky odpafen aceton. Takto
zakoncentrovana smés byla rozpusténa v CH,Cl,, ochlazena a okamzité k ni byla pfidana
mCPBA.

Tento zrychleny postup poskytl daleko nizsi vytézky (Tab. 2, produkty 23 a 25
versus 24), ale zmenSil pocet purifika¢nich krokd pfi porovnani s izolovanymi vytézky
sulfidovych prekurzori (Tab. 2, produkty 17 a 20). Je ziejmé, Ze optimalizace reakénich
podminek je nutna zejména v prvnim kroku této syntézy.

Reakéni vytéznost jednotlivych sulfidovych a sulfonovych derivati se mezi sebou
znacén¢ lisi (Tab. 2). Divodem jsou doposud neoptimalizované reakéni podminky.
Primarnim cilem bylo tyto latky pfipravit v dostate€ném mnozstvi pro jejich charakterizaci

a otestovani kli¢ivosti parazitickych semen rodu Striga a Orobanche (celkem cca 5-7 mg).
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Tab. 2: Reakcni vytezky sulfidovych a sulfonovych derivatii

Sulfidova mimetika Vytézek % Sulfonova mimetika Vytézek %
0]
S 0 [l
0] ﬁ 0]
— 14 ©/ 5 =0 9
(17) 23)
S o) ﬂ
Speg iy
— 61 ©/ OLTO 39
(18) (24)

o)
_ o) 6 o) 4
(19) (25)

(20) )=

S o,
@)

(21)

S o,
@)

3.2 Testovani kli¢ivosti semen
U ptipravenych latek 17-25 byla testovana schopnost vyvolat kliceni semen rodu Striga
hermonthica podle standardizovaného biologického testu (kap. 2.3).

Pro vérohodnost testu byla pouzita negativni kontrola destilované H,O bez obsahu
stimulantu, u niz ke kli¢eni nedoslo. Jako pozitivni kontrola byly pouzity latky NI1J-1 (13)
a GR 24 (10). Kli¢ivost semen kontrolnich latek odpovida publikované literatuie pro danou
ro¢ni dobu, ve které bylo testovani provadéno (duben).

Ze vSech pfipravenych jednomethylovych derivatd byl aktivni pouze derivat
odvozeny od thiophenolu (17), ktery pii koncentraci 10°® mol/L dosahoval kli¢ivosti 4,7 %.
Ve srovnani s kontrolnimi latkami NIJ-1 (23,2 %) a GR 24 (55,8 %) jde bohuzel o slabou

31



aktivitu (Tab. 3). Z dvoumethylovych derivati nebyl aktivni zadny. Tento vysledek
odpovida navrzenému mechanismu puasobeni SLs mimetik v rostling¢ (kap. 1.2.4.).
V piitomnosti methylové skupiny na C-4 pozici nemiize dojit k pfredpokladané Michaelové
adici na D-kruh, a tudiz neni piedan signal pro zapoc¢nuti kli¢eni semene.

Tab. 3: Procentudlni stanoveni klicivosti semen rodu Striga hermonthica po aplikaci stimulacnich
roztokii v koncentracich 10, 107 a 10 mol/L.

% Klic¢ivost = SE
Stimulant 10 mol/L 10" mol/L 10 mol/L

GR 24 558492 354+ 12 55+3,7
N1J-1 232455 15,1+0,4 13+1
17 4,7+02 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 0 0
23 0 0 0
24 0 0 0
25 0 0 0

Ptestoze pfipravené latky vykazovaly minimalni aktivitu v iniciaci kli¢eni, da se
jejich aktivita ptedpokladat v jinych oblastech ptisobeni strigolaktont. Jiz diive byl
vytvofen strukturné podobny sirny derivat (26) (Obr. 17), ktery vykazoval vysokou
u¢innost v procesu inhibice vétveni nadzemnich ¢asti rostlin. Bohuzel tato latka nebyla

nikdy testovana na iniciaci kli¢eni semen parazitickych rostlin rodu Striga a Orobanche

(Boyer et al., 2012).
S _O
e
Cl

sirny derivat (26)

Obr. 17: Vysoce aktivni sirny derivat

Lze se tedy domnivat, ze by pfipravené latky 17-25 mohly inhibici taktéz

zpusobovat, a tim by mohly byt dale vyuzivany pro kontrolu stavby rostlinného téla.
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Tyto mimetické derivaty budou taktéz testovany na semenech rostlin rodu
Orobanche, u kterych by mohly vykazovat vyss$i aktivitu v stimulaci kli¢eni oproti
rostlinam rodu Striga (kap. 1.2.3).
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ZAVER

V ramci této bakalarské prace byla vypracovana reSerSe na téma strigolaktony.
V teoretické casti byly strucné shrnuty dosavadni poznatky o vyznamu strigolaktonti
jakozto rostlinnych hormont, jejich strukturnich variant a jejich G¢inku na parazitické
rostliny rodu Orobanche a Striga. V praktické ¢asti bylo pfipraveno 6 sulfidovych
a 3 sulfonové mimetické derivaty, u kterych byla pomoci biotestu stanovena mira
schopnosti vyvolat kli¢eni parazitickych semen rodu Striga hermonthica.

Divodem pro syntézu téchto latek byla jednoducha syntéza a predpoklddana
aktivita v procesu iniciace kliceni semen. Nejucinngjsi latkou v biologickém testu byla
latka 17 a to v koncentraci 10 mol/L. Ostatni testované latky neprokéazaly Zadnou aktivitu.
Na zaklad¢ strukturni podobnosti s jiz diive pfipravenym sirnym derivatem, a¢innym jako
inhibitorem vétveni nadzemnich c¢asti rostlin, se da usuzovat podobna aktivita
I ulatek 17-25.

Biotest zalozeny na inhibici vétveni mutantnich rostlin hrachu je ve fazi ptiprav a

vSechny nové vytvorené mimetické derivaty budou dale podrobeny tomuto testovani.
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