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1 Uvod a cile prace

Strigolaktony jsou nejmladsi skupinou latek fadici se mezi rostlinné hormony. Jejich
doposud znamé funkce jsou iniciace symbidzy rostliny s AM houbami, inhibice
vétveni nadzemnich ¢asti rostlin a iniciace kli¢eni semen parazitickych rostlin.

Krom¢ pfirodnich strigolaktoni byly jiz pfipravené strukturné podobna
synteticka analoga a skupina strukturné jednodussich latek oznacovana
za strigolaktonova mimika.

Cilem prace je vypracovani literarni reSerse o strigolaktonech se zamétenim na
uziti strigolaktontl, jejich analogli a mimetik pro kli¢eni semen parazitickych rostlin
z rodu Striga a Orobanche. Syntéza novych strigolaktonovych derivatl, zejména
strigolaktonovych mimik. Dale pak wvyuziti pfipravenych latek v biologickém
testovani stanovujici iniciaci kliCeni semen parazitickych rostlin rodu Striga

a Orobanche.



2 Teoreticka Cast

2.1 Riistové regulatory

Z nepieberného mnozstvi latek vyskytujicich se v rostlinach je zcela po pravu upfena
velkd pozornost na latky, které piimo ovliviiuji vyvoj a rist rostlin. Tyto latky
muzeme roz¢lenit do skupin podle ucinkd, oblasti pisobeni apod. Zakladni rozdéleni
vSak vychazi zufinnych koncentraci latek. Latky uc¢inné jiz pfi nepatrnych
koncentracich ( 10° a mén¢) se nazyvaji rostlinné hormony — fytohormony. Latky,
jejichz vliv se projevi az pii vyssich koncentracich (10™ a vice) se nazyvaji latky
sregulacni funkci. Do prvni skupiny patii strigolaktony, cytokininy, auxiny,
gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. Jednotlivé rostlinné hormony ovliviiuji:
tvorbu adventivnich kofent, stimuluji déleni bunék, potlacuji apikalni dominanci,
zpomaluji starnuti, indukuji kveteni, reguluji dormanci a atd. Do druhé skupiny jsou
fazeny brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova a jeji derivaty,
oligosacharidy a fenolické latky. Tyto latky se vyznacuji podobnymi funkcemi jako
fytohormony a velice ¢asto s nimi interaguji (Prochazka a kol., 2003).

Strigolaktony jsou nejmladsi skupinou latek fadici se mezi rostlinné hormony,

byly zafazeny mezi skupinu fytohormont teprve béhem poslednich 10 - 15 let.

2.2 Objeveni strigolaktonii a jejich funkeci

Uz vroce 1823 bylo zjisténo, Ze rostlinni parazité rodu Orobanche a Striga se
vyznacuji tim, ze jejich semena vyZaduji pro své vyklieni specifickou latku, kterd je
oznaCovana jako stimulant klieni. Tento stimulant kliceni je produkovan
hostitelskou rostlinou a semena parazitickych rostlin poté reaguji na tento podnét
vykli¢enim a naslednym napojenim se na kofeny hostitelské rostliny pomoci
haustorii, které umoznuji parazitu ¢erpat ziviny (Yoneyama, 2010).

Mezi roky 1940 az 1950 bylo prozkoumano mnoho rostlin ve snaze
identifikovat rostliny, které produkuji stimulanty kliceni, a tim umoziuji ovlivnit
vyvoj parazitd rodu Striga a Orobanche (Brown a kol., 1951a; Brown a kol., 1951b).
Na zakladé experimentl s extrakty z rostlin bylo pfedpovézeno, ze strigolaktony by

mély obsahovat laktonovou skupinu. Tento piedpoklad byl podpotfen relativni



stabilitou aktivnich latek v lehce kyselém prostfedi a jejich rozkladem v prostiedi
alkalickém (Brown a kol., 1952).

V roce 1966 se povedlo vyizolovat z baviniku (Gossypium hirsutum) prvni
stimulanty kli¢eni, ktefi byly ucinni na kli¢eni semen parazita rodu Striga. Témito
prvnimi strigolaktony byly (+)-strigol (1) a strigyl acetat (2) (Obr. 1) (Cook a kol.,
1966).
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Obr. 1 — (+)-Strigol a strigyl acetqt.

(+)-Strigol (1) byl poté objeven i ujinych druhi rostlin jako je naptiklad ¢irok
(Sorghum bicolor), kukufice (Zea Mays) a proso (Panicum miliaceum) (Siame,

1993).
Dalsim strigolaktonem, ktery byl identifikovan, byl v roce 1992 sorgolakton

(3) (Obr. 2) (Hauck a kol., 1992).
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Obr. 2 — Sorgolakton.

Do poloviny 90. let 20. stoleti byly objeveny jen strigolaktony, které iniciovaly
kli¢eni semen jen u parazitickych rostlin rodu Striga. Az v roce 1998 se povedlo
vyizolovat také latku zodpovédnou za iniciaci klieni semen rodu Orobanche

orobanchol (4) (Obr. 3), byl identifikovan v exudatu kofeni cerveného jetele

(Trifolium pratense) (Yokota a kol., 1998).
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Obr. 3 — Orobanchol.

Otazkou bylo, pro¢ by hostitelské rostliny dobrovolné produkovaly latky, které
zpusobuji rust jejich paraziti. Na zéklad¢ této hypotézy bylo piepokladéano, ze
strigolaktony maji i jinou funkci, pii které vyuziva rostlina tyto latky ke svému rustu
a vyvoji.

Tato hypotéza byla potvrzena vroce 2005 kdy ruku vruce s izolaci
5-deoxystrigolu (5) (Obr. 4) z lekninu japonského (Lotus japonicus) objevila skupina
prof. Akiyamy vztah mezi strigolaktony a symbidzou rostlin s arbuskuldrnimi
mykorhiznimi houbami (AM houby). Zjistili, Ze strigolaktony indukuji vétsi vétveni
hyf u AM houby. Pozdéji bylo prokdzano, ze jsou inicidtory samotné symbidzy
(Akiyama a kol., 2005).

o, o

@)
=~
5-deoxystrigol 5

Obr. 4 — 5-Deoxystrigol.

AM houby jsou plidni mikroorganismy, které jsou Vsymbidze s mnoha
rostlinami a jsou schopny pronikat a vazat se na kofeny rostlin pomoci rozvétvenych
struktur, které se nazyvaji arbuskuly. Pravé tyto struktury jsou dilezité pro vyménu
zivotné dilezitych Zivin. AM houby poskytuji rostling Ziviny, které ziskavaji pomoci
hyf z okolni ptdy, naopak rostlina jim poskytuje produkty fotosyntézy (Smith a kol.,
2008).

Strigolaktony jsou tedy nezbytnym signalem pro iniciaci tvorby
symbiotického spojeni mezi hostitelskou rostlinou a AM houbami. Nicméné

strigolaktony produkuji i dal$i rostliny, které nejsou hostitelem pro AM houby.
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Takovou rostlinou je napiiklad huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) nebo lupina
bila (Lupinus albus), coz jsou hostitelské rostliny pro Orobanche spp. Na zakladé
téchto poznatki se usoudilo, ze strigolaktony maji dalsi neznamou funkci, ktera
pravdépodobné ovliviiuje rast a vyvoj rostlin.

Tato funkce byla objevena dvéma tymy nezavisle na sobé&. Zjistily, ze
strigolaktony inhibuji vétveni stonku (Gomez-Roldan a kol., 2008; Umehara a kol.,
2008).

Umehara a kol., provadéli testy na mutantu ryze, kdezto Gomez- Roldan a kol.
s mutanty hrasku. Ob¢ skupiny prokazaly, Ze pifi vyssSich koncentracich se jakékoliv
vétveni stonku Uplné potlaci. Na zéklad¢ vysledkt se uvazuje o hypotéze, Ze syntéza
strigolaktont v rostling je reakci na nedostatek zivin. Mohlo by se jednat o strategii,
ktera vede ke snizeni vétveni nadzemnich ¢ésti, ale nasledné maximalizace symbidzy
s AM houbami (Umehara a kol., 2008; Gomez-Roldan a kol., 2008).

V soucasnosti se strigolaktony zkoumaji pfevazné ve vztahu k jejich u¢inkim
na vyvoj rostlin a to inhibice vétveni a vliv na symbidzu rostlin s AM houbami.
Studiu negativni vlastnosti strigolaktonil (iniciace kli¢eni parazitickych semen) neni
vénovana védeckou komunitou pfilisnd pozornost kli€eni parazitickych rostlin.

Tato prace se vénuje vyhradné strigolaktonim ve vztahu k parazitickym

rostlinam rodu Striga a Orobanche.

2.3 Strigolaktony a parazité

24 .

Mezi hospodaisky nejzavazngjsi parazitické rostliny patii pravé rody Striga a
Orobanche. Oba dva rody jsou velkym problémem z divodu napadani kulturnich
plodin, a to v oblastech, kde je tamni obyvatelstvo zavislé na zeméd¢€lstvi. Proto je
nezbytné, aby se nasel zpUsob, ktery by pomohl regulovat tento problém a eliminovat
tak snizovani vynosu urody z divodu napadeni plodin parazity. Striga spp. parazituji
na jedno i dvoudéloznych rostlinach, kdezto Orobanche spp. jsou vice specifické na
sv¢ hostitele a parazituji pouze na dvoud€loZnych rostlinach.

Scrophulariaceae. Do tohoto rodu patti hlavné Striga hermonthica (Obr. 5), Striga
asiatica a Striga gesnerioides. S. hermonthica se nachazi hlavné v Africe, kde
parazituje na obilninach, jako jsou Cirok a proso. S. asiatka napada jak vySe zminéné

4

obilniny, tak hlavné kukufici, na niZz zptusobuje nejvétsi skody. Nejrozsifenéjsi je
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v Africe, Indii, ale také v Indonésii a Filipinach. Striga gesnerioides napada zejména

dvoudélozné rostliny jako jsou fazole, brambory a tabak.

Obr. 5 — Striga hermonthica (stazeno13.3.2014 z
http://blog.plantwise.org/2012/01/17).

Orobanche spp. jsou holoparazité, ktefi postradaji jakykoliv chlorofyl a stejné jako
Striga spp. zpusobuji velké mnozstvi Skod na urodé. Vyskytuje se zejména v
oblastech stfedniho vychodu, Stfedozemniho moie a vychodni Evropy. Orobanche
spp. parazituji pouze na dvoudéloznych rostlinach, jako jsou fazole, rajcata, tabak,
slunec¢nice, okurek, zeli, mrkev a hrasek. Nejvice skodi O. crenata (Obr. 6), které
napada fazole, hrasek a mrkev a dalsim druhem je O. ramosa, které parazituje hlavné

na zeli, mrkvi a slunecnici.
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Obr. 6 — Orobanche crenata (prevzato z Orobanche: The European broomrape
species, C.A.J. Kreutz).

Oba vyse uvedené rody parazitickych rostlin maji podobny zivotni cyklus. Jednim z
pfistupti pro G¢inny boj s témito parazity je vyuziti kritickych bodd v Zivotnim cyklu

parazita, a tim snizit procento parazitickych rostlin na polich, které byly zasazeny.

2.3.1 Zivotni cyklus parazitickych rostlin
Zivotni cyklus parazitickych rostlin je velice dobfe pfizptisoben Zivotnimu cyklu
hostitelskych rostlin. Jde pfedev§im o vnimani riznych vyvojovych signalt, které
jsou dilezité pro jednotlivé faze Zivotniho cyklu parazita (Musselman, 1987).

Rody Orobanche a Striga maji komplexni Zivotni cyklus, ktery se sklada
z nékolika c¢asti (Obr. 7). Poc¢inaje dormanci, kli¢eni, tvorba haustorii, pfipojeni
K hostiteli, proniknuti do cévniho systému hostitele, samotny riist a vyvoj semena.
Semena téchto parazitii jsou velice mala (asi 0,2 mm) a jedna rostlina jich dokaze
vyprodukovat az 100 000 za jedno vegetacni obdobi. Navic semena mohou v plidé
vydrzet v dormanci po dobu nékolika desitek let (Worsham, 1987). Pii dosazeni
spravné teploty a vlhkosti je semeno schopno reagovat na podnét, ktery zptisobi jeho
kliceni a tvorbu haustorii. Haustoria jsou dulezitd pro napojeni se na kofenovy

systém hostitele. Kritickou fazi v zivotnim cyklu parazita je doba mezi reakci semena
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na podnét kliCeni a napojeni na hostitelskou rostlinu, které by mélo probéhnout

béhem nékolika dnt, jinak parazit zahyne.

o §
Q Kliceni
Qv

—
Tvorba G2V
haustorii

7 - \ J ustiteni it

e pipojeni
S—
Rust &

R

Pripojeni

Obr. 7 — Zivotni cyklus parazitickych rostlin rodu Orobanche a Striga.

2.4 Reseni problému parazitického plevelu

Nejjednodussi metodou jak se zbavit parazitického plevelu je pleti, které pomiize
snizit jeho ptfitomnost. Této metody se vyuzivd v zemédé€lsky chudych oblastech,
kde neni moznost pouZzit jinou metodu z finan¢nich divodu.

Dalsim moznym feSenim je seti rostlin, které nejsou hostiteli a jsou schopny
vylucovat latky podnécujici kli¢eni paraziti. Vysledkem je, Zze dojde k vykli¢eni
parazitli a v nepfitomnosti hostitele poté parazit zahyne. Uzitim falesnych hostitelt
se snizi mnozstvi semen v pudé, ale nevyhodou této metody je obsazeni pole na cely
vegetatni cyklus a omezeny vybér pouzitelnych plodin (bavlnik, s6ja, sudanska
trava). Aby doSlo k vyraznému snizeni mnozstvi paraziti na napadeném poli je
zapotiebi n¢kolika let (Ramaiah a kol.,1985).

Dalsi moznosti jak zamezit Sifeni parazitického plevele je vyuziti jejich
pfirozenych neptatel. Prvni pokusy byly provedeny s vyuzitim hmyzu, ktery mél
napadat parazity rodu Striga (Girling a kol., 1979). V Indii, vychodni Africe
a Sudanu byli vyzkouseni brouci druhu Smicrony, ale vysledky nenaplnily ocekavani
(Bashir a kol., 1987).
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Dalsim pokusem bylo pouziti houbového patogenu Fusarium oxysporium,
ktery snizoval ptitomnost Orobanche spp. na polich, kde byl vysazen tabak
(Mazaheri a kol., 1991). Hlavni nevyhodou bylo, Ze dany patogen produkuje
mykotoxiny, které maji negativni vliv na ¢lovéka (Kroschel, 1996).

Efektivni metodou pro hubeni paraziti by mohlo byt upraveni plodin, tak aby
byly resistentni vici parazitickym rostlinam. Pro tyto ucely byla vyuzita naptiklad
vigna c¢inska. Nevyhodou bylo, ze ackoliv byly plodiny imunni vici parazitim,
nem¢ly takovou trodnost jako ptvodni druh. Navic béhem delSiho ¢asového useku
doslo ke ztraté odolnosti plodin a naslednému napadeni parazity (Lane a kol., 1994).

Kromé¢ biologickych metod byly provadény experimenty i s fungicidy, které
umoznuji zahubit nejen semena, ale i rostliny nachéazejici se v ruznych fazich
zivotniho cyklu. Nejucinngj$im fungicidem se stal methyl bromid, ktery se pouzival
na hubeni semen, hlistic a patogent, které se nachazely v pudé. Protoze methyl
bromid je silné alkyla¢ni ¢inidlo, které zptisobuje zmény ve struktute DNA, je jeho

pouziti v praxi nemozné (Eplee, 1971).

2.4.1 Dalsi moZnost - Sebevrazedné kli¢eni parazitickych rostlin

Dalsi metodou, kterd by mohla dopomoci k vyfeSeni problému S parazitickymi
rostlinami je sebevrazedné kli¢eni. Hlavnim principem této metody je pouZiti
aplikace stimulantu kliceni v nepfitomnosti jinych plodin. Tato latka vyvola kliceni
parazitt, ale jelikoz neni pfitomen zadny vhodny hostitel, parazit zahyne b&hem
nckolika dni.

Jako prvni byl pouzit rostlinny hormon ethylen, ktery byl vpravovan do pudy
pomoci jehly a vysokého tlaku. Ukazalo se, Ze ethylen je velice U¢inny na druhy
Striga asiatica a Striga hermonthica, ale bohuzel neptsobil na druh Striga
gesnerioides. Takova latka, ktera ptsobi specificky jenom na nékteré druhy parazitd,
nebyla vhodna pro pouZiti v zeméd¢€lstvi. Finan¢ni naro€nost, pfistrojové vybaveni
a specialni technika byly také limitujicim faktorem k efektivnimu pouzivani (Egley
a kol., 1990).

Dal$im pokusem bylo vyuziti stimulantd kli¢eni, které byly odvozeny ze
struktury a aktivity strigolu, viz. kapitola 2.5. Mezi takové latky patii GR 24 (5)
a GR 7 (6) (Obr. 8). Tyto latky byly aplikovany na pole napadené Striga spp., kde

bylo pozorovano zna¢né snizeni populace semen (kolem 50 %). Vyuziti analogi
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strigolu vykazovalo slibné vysledky, ale z divodu jejich pred¢asného rozkladani
v pudé se od jejich pouziti ustoupilo (Eplee a kol., 1987). Timto se podpoftila
domnénka, ze strigolaktony jsou velice nachylné na hydrolyzu a jejich stabilita klesa

v alkalickém prostredi.

0 (@]

O 0
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Obr. 8 — Struktura GR 24 a GR 7.

Aby se dosahlo lepsi stability v ptidé, bylo uvazovano o pouziti strigolaktonti
Vv podobné formé jako jsou aplikovany herbicidy. Doposud je znam jediny
experiment s vyuzitim tohoto pfistupu. Na tabakovych polich v jiznim Némecku,
ktera byla napadena O. ramosa byl aplikovan synteticky analog Nijmegen-1 (7)
(Obr. 9) v koncentraci 7x10” mol/L. Po aplikaci doslo ke sniZeni po&tu semen aZ o

70 % (Zwanenburg a kol., nepublikovano).

O O /
C :i o
NA\%‘
o O
o
Nijmegen-1 (7) 3 0
Obr. 9 — Nijmegen-1.
2.5 Predpokladany mechanismus piisobeni strigolaktonit

Ptirodni strigolaktony maji v§echny stejnou strukturu. Skladaji se z ABC skeletu, na

kterém je napojen D kruh pomoci enoletherového mustku.
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Obr. 10 — Zdkladni ABCD skelet prirodnich strigolaktonii.

Piedpokladany mechanismus pusobeni strigolaktoni se zaméfuje na enoletherovy
mustek a zahrnuje adici nukleofilu (Michaelovu adici), ktery se nachazi
na receptorové stran¢. Mechanismus je ilustrovan na Obr. 11. Po Michaelové adici
dochazi k eliminaci D kruhu a vznika ABC skelet, na ktery je kovalentné vazan
atakujici nukleofil. Pfi pfedpokladu, ze nukleofil je soucasti receptoru, je kovalentni
vazba mezi receptorem a ABC skeletem iniciatorem kliceni. Timto mechanismem se
vysvétluje bioaktivita vSech pfirodnich strigolaktonti. Dale se na zaklad¢ tohoto
poznatku miiZze vysvétlit nestabilita v alkalickém prostiedi, kdy roli nukleofilu hraje

hydroxidovy iont (Mangnus a kol, 1992a).

0
% Q)_ Z% o,
(Sh A
0 Nu
Q 0.
Lo Ba
= (0]
% o Oy 0 o OO
—»%o + Lg\/ _:L(Eo
\
Nu

Obr. 11 — Predpoklddany molekularni mechanismus prirodnich strigolaktonii.

Velice zajimavy je vyzkum na latkach, které jsou odvozeny od D kruhu
strigolaktonti, ale oproti pfirodnim strigolaktonlim postradaji enoletherovy mustek.
Tyto latky se nazyvaji strigolaktonova mimika.

Vzhledem Kk neptitomnosti enoletherového mustku u strigolaktonovych mimik,
mechanismus biologického G¢inku musi byt jiny, a proto byl navrzen alternativni

mechanismus (Obr. 12) (Zwanenburg a Mwakaboko, 2011). Prvnim krokem je opét
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Michaelova adice na butenolid, dale dochazi k pfesmyku protonu a postupné
eliminaci odstupujici skupiny (Obr. 12). Na zakladé tohoto mechanismu byly
pfipraveny strigolaktonovd mimika, kde doslo k néhrad¢ dilezit¢ého vodikového
atomu na ctvrtém uhliku za methylovou skupinu. Pfitomnost methylové skupiny na
¢tvrtém uhliku by méla zabranit probéhnuti prepoklddané adi¢ni-eliminacni reakci
(Obr. 13) a tyto latky by m¢ly byt neaktivni jako stimulant kliceni. Biotesty ukazaly,
ze strigolaktonovd mimika S methylovou skupinou nemaji zadnou aktivitu vici

semendm Striga hermothica. (Zwanenburg a kol., 2013).

Ls0, o L})/o
— O —— H / o — R OH
4 3 Nu Nu”
L= odstupuijici skupina l
-L
(0] (0]

| )—OH __. | o
Nu Nu

Obr. 12 - Predpokladany mechanismus pusobeni strigolaktonovych mimik.

]
L o ,  L=odstupujici skupina
S
* 3

Nu~
Obr. 13 — Predpokladany mechanismus pri pritomnosti methylové skupiny na ctvrtém

uhliku u strigolaktonovych mimik.

Na zaklad¢ predpokladanych mechanismu pisobeni se uvazuje, ze strigolatony
iniciuji kliceni semen pomoci receptoru. Nalezeni tohoto receptoru by mohlo vést
Kk pochopeni mechanismu putisobeni a nasledné pfipravé syntetickych strigolaktont,

které by se vyuzily ke snizeni poctu parazitickych rostlin na napadenych polich.

2.6 Prirodni strigolaktony

Vsechny piirodni strigolaktony se skladaji z ABC kruhti. Na tento skelet je napojena
butenolidova skupina oznacovana jako D kruh. ABC skelet a D kruh jsou k sobé
pfipojeny pomoci enoletherového mistku. Piedpoklad4d se, Ze prekurzorem pro
pfirodni strigolaktony je 5-deoxystrigol. Pomoci hydroxylaci a acetylaci dochézi ke
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konverzi v ostatni strigolaktony (Rani a kol., 2008). Jednotlivé konverze jsou

znazornény na Obr. 14.

" o o
. = =
5-deoxystrigol 5 sorgolakton 3

(@)
=
orobanchol 4

Obr. 14 — Preména 5-deoxystrigolu v ostatni strigolaktony.

Stereochemie u strigolaktoni hraje velkou roli pfi jejich aktivité. Tato

domnénka byla ovéfena na stereoizomerech strigolu.
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OH *—Q

. o
(+)-strigol 1 (+)-2"-epi-strigol 8 (+)-5-epi-strigol 9 (+)-5-epi-2°-epi-strigol 10
O
ent-strigol 11 (-)-ent-2"-epi-strigol 12 )-ent-5-epi-strigol 13  (-)-ent-5-epi-2’-epi-strigol 14

Obr. 15 — Stereoizomery strigolu.

(+)-Strigol, je vyrazné aktivnéjsi nez enantiomer ent-strigol (11) (Obr. 15), kdy
1 mé¢l aktivitu pii kli¢eni semen Striga hermonthica 95 %, 11 pouhych 22 %, a ani
ostatnich 6 stereoizomeri nedosahuje ucinnosti (+)-strigolu (Graf 1) (Reizelman,
2001).

100 -

90 -

80 -

70 - M strigol
g 60 - M ent-strigol
E 50 - M (+)-2"-epi-strigol
fg 40 - M (-)-ent-2"-epi-strigol

30 - M (+)-5-epi-strigol

20 - (+)-5-epi-2"-epi-strigol

10 - GR24

0 -
10-8 M 10-10 M 10-12 M
c (mol/1)

Graf 1. — Srovnani stereoizomerii strigolu na kliceni semen S. hermonthica.
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2.7 Strigolaktonova analoga

Z diivodu nelehké izolace ptirodnich strigolaktontl, popiipadé jejich drahé syntézy,
byla snaha ptipravit takové latky, které jsou snadné a levné na ptipravu. Takové latky
se nazyvaji strigolaktonova analoga a obsahuji D kruh pfipojeny ke zbytku molekuly
pies enoletherovy mustek, tudiz mechanismus ptisobeni je podobny jako u pfirodnich

strigolaktonu (Obr. 15).

Ak

Obr. 16 — Vyznaceni diilezité casti u strigolaktonovych analogii.

Mezi nejdulezitéjsi analoga patii slouCeniny, které¢ byly pfipraveny tymem
strukturu, ale jejich aktivita zGstavd podobnd jako u pfirodnich strigolaktont.
Konkrétné mezi GR latky patii GR 24 (5) a GR 7 (6) (Obr. 8) (Johnson a kol., 1976;
Johnson a kol, 1981).

Stejné jako u pfirodnich strigolaktonti je i u strigolaktonovych analogi dilezita
stereochemie. Testovani ucinnosti jednotlivych stereoizomert latky GR 24 (5)
(Obr. 8) bylo provadéno na semenech druhu Striga hermonthica. Potvrdilo se, Ze
slou¢enina, ktera ma podobnou konfiguraci jako (+)-strigol (1) (Obr. 1), ma pfi nizké
koncentraci vyssi aktivitu nez ostatni sterecoizomery (Graf 2) (Mangnus a kol.,
1992Db). GR 24 se od 80. let stala standardni latkou nahrazujici ptirodni strigolaktony

Vv experimentech.
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R 40 W rac. GR 24
L o4
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[ EGR24
2 " 2"-epi GR 24
M ent-2"-epi GR 24
10 1 M ent.GR 24
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0,1 0,001
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Graf. 2 — Bioaktivita vsech stereoizomerit GR 24 proti S. hermonthica

(rac GR 24 znaci racemickou smeés).

2.8 Strigolaktonova mimika
Strigolaktonova mimika byla pfipravena kvili jejich vyssi stabilité, kterd vyplyva

Z absence enoletherového mistku (Obr. 16).

Obr. 16 — Zvyrazneni diilezité casti strigolaktonovych mimik.

Ptredpokladany mechanismus plisobeni téchto latek je odlisny od strigolaktonovych
analog, viz. kapitola 2.5, ale vzhledem Kk jejich snadnéjsi pfipravé jde o zajimavy
ptistup k vyzkumu strigolaktont.

Variabilita strigolaktonovych mimik je ukdzana na vybranych piikladech (Obr.
17). Testy na parazitickych semenech druhti S. hermonthica a O.cernua ukazaly, ze
ackoliv mechanismus uc¢inku je zaméfen na butenolidovy kruh, je odstupujici
skupina dalezitd vzhledem kvysi aktivity (Zwanenburg, 2011; Mwakaboko,
disertacni prace, 2003).
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Obr. 17 — Strigolaktonovd mimika.

100 -
90 -
80 -
_ 70 - B GR24
£ 60 -
§ 0 M sacharin-butenolid (15)
é 20 | ® benzoyl-butenolid (16)
= 30 - M salicyl-butenolid (17)
20 - M derivat kyseliny felurové (18)
10 - m derivat kyseliny felurové (19)
0 -
1 0,1 0,01
c (mg/l)

Graf 3 — Srovnani strigolaktonovych mimik s GR 24 na klicivosti semen S.

hermonthica.
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Graf 4 — Srovnani strigolaktonovych mimik S GR 24 na klic¢ivosti semen O. cernua.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pro jednotlivé kroky syntézy byly pouZity tyto chemikalie: anhydrid kyseliny
2,3-dimethylmaleinové a GR 24 jako dar od Prof. B. Zwanenburga. Borohydrid
sodny (NaBH4), N-bromsukcinimid (NBS), azobisisobutyronitril (AIBN),
tetrachlormenthan  (CCl;),  dimethylacetamid  (DMA),  3-methylfuranon
od spole¢nosti Sigma-Aldrich; tetrahydrofuran (THF), siran sodny bezvody
(Na;SQ,), ethylacetat (EtOAc), isopropanol a methanol od spole¢nosti Lachner;
6-benzylaminopurin, 6-isopentenyladenin a nasyceny roztok chloridu sodného byly

pfipraveny v Laboratofi rustovych regulatort.

3.2 Material

Biologické testovani bylo provadéno se semeny Striga hermonthica (Sudan, 1994)

a Orobanche crenata (Spanélsko, 1992).

3.3 Metody

Pribéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na
hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 WF 254 a 60 RP — 18 Fys4 S (Merck).
Spektra nuklearni magnetické rezonance byla ziskana na Jeol 500 JNM-ECA
500 MHz pii frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C). Pro mé&feni byla pouZita
rozpoustédla: deuterovany chloroform (CDCl3), deuterovany dimethylsulfoxid
(DMSO0-d6), deuterovany methanol (CD3OD). Kalibrace chemickych posunti byla
provedena na TMS. Bromace byla provadéna pii 365 nm pomoci UV lampy
(100 W). Syntéza pomoci mikrovlnného reaktoru byla provedena na pfistroji CEM
Discover SP. Finalni produkty byly purifikovany pomoci kolony Versa flash-C18
(Supelco). Cistota latek byla stanovena pomoci HPLC a provedena na RP-sloupci
(150 mm x 2,1 mm, 5 um, Symmetry C18, Waters). Eluce byla provedena
gradientem (metanol/uhli¢itan amonny, pH = 4) pfi prutoku 0,3 ml/min a 20°C.
Slouceniny byly detekovany pomoci skenovani UV absorbance eludtu mezi 200
a 400 nm. Hmotnostni spektra byla ziskdna na pfistroji znacky Waters (Q-TOF

MICRO). Semena byla inkubovana v termostatu znacky Biological thermostat BT
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120. Pocitani semen bylo provadéno pomoci mikroskopu znacky Motic Microscopy

(SMZ 168 TL).

3.4 Priprava strigolaktonovych mimik

3.4.1.1 Redukce anhydridu

o) NaBH, o)
O —» o)
Sy =
THF, 0°C

Schéma 1 — Obecné schéma redukce anhydridu.

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon). Anhydrid
(1 mmol) byl pfidan do bariky a nasledn¢ rozpustén v suchém THF (2 ml), roztok byl
zchlazen na 0°C. Pfi teploté¢ 0°C byl pfidan borohydrid sodny (2,5 mmol). Vznikly
roztok byl michan pii 0°C po dobu 2h. Reakce byla ukonéena piidanim destilované
vody. Nasledné byl roztok okyselen pomoci kyseliny chlorovodikové na pH 1.
Produkt byl extrahovan pomoci liquid-liquid extrakce (ethylacetat : voda). Organicka
faze byla vysuSena nasycenym roztokem chloridu sodného a nasledné bezvodym
siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovdn na
vakuové odparce a vycistén na sloupcové chromatografii (silikagel, petrolether :

ethylacetat, 1:1).

3,4-dimethylfuran-2(5H)-on

0 ° Vytézek: 63 %, zluta olejovita kapalina
/Lf 'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.81 (s, 3 H), 2.00 (s, 3 H), 4.61

(s, 2 H).
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3.4.1.2 Bromace furanonu

n NBS, AIBN Br_ o
R CCly 105°C, hv R

Schéma 2 — Obecné schéma bromace furanonu.

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). Do suché
jedno hrdlé banky s kulatym dnem byl pfidan furanon (1 mmol), ktery byl rozpustén
v tetrachlomethanu (2,5 ml). Poté bylo k roztoku pfidano NBS (1 mmol) a AIBN
(0,006 mmol). Roztok byl zahtat v olejové lazni na 105°C a ozafovan UV svétlem
(365 nm). Reakce byla kontrolovana pomoci TLC az do uplné konverze.

Po skonceni reakce byl roztok zchlazen na 0°C a poté zfiltrovan. Rozpoustédlo
bylo odpafeno pomoci vakuové odparky. Surovy produkt byl ziskan v dostate¢né

éistote.

5-brom-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on

Vytézek: kvantitativni, olejovita kapalina

Br. o)
>;<EO 'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.88 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 6.67
(s, 1H).

5-brom-3-methylfuran-2(5H)-on

Vytézek: kvantitativni, olejovitd kapalina

(0]
Lfo 'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.04 (s, 3H), 6.83 (t, 1H), 7.19
(t, 1H).
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3.4.1.3 Napojeni furanonu na derivaty adeninu

Ry~
™NH
N B0 | D
N7
mﬁ\> o Lm0
N7 Ry DMA, 120°C o
MW Ry—4Q
o)

Schéma 3 — Obecné schéma pripravy latek strigolaktonovych mimik.

Reakce byla provedena v mikrovinném reaktoru. Do zkumavky byl piidan derivat
adeninu (1 mmol), ktery byl rozpustén v DMA (5 ml). Poté byl pfidan bromofuranon
(1,4 mmol). Vznikly roztok byl vlozen do mikrovinného reaktoru. Reakce probihala
pfi 120°C, stalém vykonu 10 W po dobu 50 minut. Po skonceni reakce byl vzorek
zakoncentrovan pomoci vakuové odparky. Nasledné byla surovd reakéni smés
vytfepana mezi vodu a ethyl acetat (HO 20 ml; ethyl acetat 3x20 ml). Organicka
faze byla vysusena nasycenym roztokem chloridu sodného a poté bezvodym siranem
sodnym. Vysuseny produkt byl zfiltrovan a zakoncentrovan na vakuové odparce.
Pied purifikaci byl vzorek sorbovan na silikagel C18 a nasledné vyc¢iStén pomoci
Versa Flash sloupcové chromatografie (C18 silikagel; isopropanol : voda, gradient

0 - 40% isopropanolu).
5-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on

Vytézek: 18 %, pevnd bila latka

'H NMR (500 MHz, CDs0D) 8(ppm): 1.95 (s, 3H), 1.95 (s, 3H),
4.97 (s, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.27 — 7.44 (m, 5H), 8.35 (s, 1H), 8.79

NH
NN (s, 1H).
'kJNI,f

0

3¢ NMR (125 MHz, CD30D) 6(ppm): 7.46; 9.96; 45.29; 88.49,
\ o 88.56, 127.81, 127.99, 128.60, 128.93, 136.35, 146.58 (2xC),

147.06, 152.05, 152.21, 171.41.

MS (ES+), m/z (%): 336.15 [M+1].
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5-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-3-methylfuran-2(5H)-on

Vytézek: 16 %, pevna bila latka
'H NMR (500 MHz, CD;0D) §(ppm): 2.07 (t, J = 1.53 Hz, 3H),

4.97 (s, 2H), 7.31 — 7.44 (m, 7H), 8.39 (s, 1H), 8.78 (s, 1H).

127.53, 127.98, 128.66, 136.02, 136.31, 140.77, 140.85, 144.74,
146.73, 152.01, 170.96.
MS (ES+), m/z (%): 322.15 [M+1].

3C NMR (125 MHz, CDs;0D) 8(ppm): 9.48, 45.34, 86.18, 86.24,
(e}
@
@)

3,4-dimethyl-5-(6-((3-methylbut-2-en-1-yl)amino)-9H-purin-9-yl)furan-2(5H)-on

)W\ Vytézek: 32 %, pevna bila latka
XN
'H NMR (500 MHz, CD3OD) &(ppm): 1.79 (s, 3H), 1.80 (s,

NH
NH%/EN» 3H), 1.94 (s, 3H), 1.96 (s, 3H), 4.38 (d, J =7.03 Hz, 2H), 5.37-
LA n 5.41 (m, 1H), 7.18 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.7 (s, 1H).
(e}

‘g\\/go 13C NMR (125 MHz, CD;0D) 8(ppm): 7.45, 9.92, 16.57, 24.51,
39.54, 88.46, 88.53, 110.89, 117.61, 128.97, 138.73, 144.47,

147.10, 151.81, 152.13, 171.40.
MS (ES+), m/z (%): 314.17 [M+1].
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3-methyl-5-(6-((3-methylbut-2-en-1-yl)amino)-9H-purin-9-y)furan-2(5H)-on

JI Vytézek: 12 %, pevna bila latka

X

NH 'H NMR (500 MHz, CDsOD) &(ppm): 1.77 (s, 3H), 1.79 (s,
NN N\> 3H), 2.06 (s,3H), 4.35 (d, J = 7.03 Hz, 2H), 5.38 (t, J = 7,34 Hz,
kN/ N 1H), 7.30 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 8.68 (s, 1H).

(@]
§\i¥o 3C NMR (125 MHz, CD;OD) 3(ppm): 9.49, 16.74, 19.10,
2451, 39.47, 86.19, 99.78, 131.66, 135.65, 135.99, 140.81,
145.78, 146.54, 171.00.

MS (ES+), m/z (%): 300.19 [M+1].

Produkty hydrolyzy:

5-hydroxy-3-methylfuran-2(5H)-on

HO. o H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.97 (t, J = 1.6 Hz, 3H), 6.08 (s,
Lﬁ 1H), 6.88 (M, 1H).

3.5 Biologické testovani

Pro biotest byla pouZita semena parazitu druhd Striga hermonthica (Sudan, 1994)
a Orobanche crenata (Spanélsko, 1992). Semena byla sterilizovdna pomoci roztoku
Sava (4,7 g chlornanu sodného/100 ml), do kterého byl pfidan Triton X-100 (1% v/v)
po dobu 5 minut za stdlého michéni. Sterilizovand semena byla zfiltrovana pomoci
Biichnerovy nalevky, promyta destilovanou vodou a nasledné byla vysus$ena.

Pted aplikaci semen byly nachystany Petriho misky, do kterych byly pfidany
dva filtra¢ni kruhové papiry o priméru 9 cm. Na filtracni papiry byly pfidany 4 ml
destilované vody a bylo piiloZeno 5 kust skelnych filtra¢nich diskt. Jednotlivé disky
byly pfed aplikaci semen rozstithdny na 4 Casti. Na takto pfipravené disky se
aplikovala semena.

Semena byla pridavana po 25 kusech na kazdy skelny disk, po aplikaci semen
byly jednotlivé disky ptikryty dalSim diskem. Petriho miska se semeny byla uzaviena

a nasledné vlozena do uzaviratelného plastového sacku. Semena S. hermonthica byla
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inkubovéna pii 27°C po dobu 14 dni. Semena O. crenata byla inkubovana pii 24°C
po dobu 14 dni.

Po ukonceni doby inkubace byly jednotlivé disky v Petriho miskach vysuseny
pomoci filtratniho papiru. Filtra¢ni papiry s destilovanou vodou byly vyjmuty
a Petriho miska ocisténa. Do Petriho misky byly vlozeny papirové krouzky
0 priméru 9 cm a o Sifce 1 cm. Na tento krouzek byla aplikovana destilovana voda
(2 ml). Na Petriho misku byly vlozeny vysusené disky se semeny. Poté na disky byl
aplikovan roztok latky (100 ul) o testované koncentraci. Petriho misky byly uzavieny
a vlozeny do uzaviratelného sacku.

Jednotlivé latky byly aplikovany ve dvou koncentracich, které byly ptfipraveny
postupnym fedénim. 10 mg latky bylo rozpusténo v 10 ml acetonu a poté doplnéno
na objem 100 ml. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml a opét doplnéno na objem
100 ml, timto byl ziskédn zasobni roztok o koncentraci 1 mg/l s objemovym obsahem
acetonu 0,1 %. Ze zasobniho roztoku byl odpipetovan 1 ml a doplnén na objem
100 ml. Byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 0,01 mg/l s objemovym obsahem
acetonu 0,001 %.

Negativni kontrolou byla destilovand voda s objemovym obsahem acetonu
0,1 a 0,001 %. Pozitivni kontrolou byly roztoky GR 24, které byly pfipraveny
stejnym postupem jako u testovanych latek. Pro kazdou koncentraci byly provedeny
3 opakovani.

Ptipravené Petriho misky byly inkubovany po dobu 5 dni, semena
S. hermonthica pii 27 °C a semena O. crenata piti 24 °C.

Vykli¢ena semena byla spocitana pod mikroskopem a bylo stanoveno

procento vykli¢enych semen.
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4 Vysledky a diskuze

Ptiprava novych strigolaktonovych mimik byla zaméfena na derivaty odvozené
od jinych rastovych reguldtori — cytokininii. Prvni byly pfipraveny butenolidové
kruhy, které jsou nezbytné pro strigolaktonovou aktivitu. Dimethyl anhydrid kyseliny
maleinové 20 byl zredukovan pomoci borohydridu sodného na pozadovany butenolid

21. Byl izolovan ve formé& zluté olejovité kapaliny s 63% vytézkem (Schéma 4)

(Sharma a kol., 2008).
Ox-0 NaBH, 0
lfo HL&O
THF, 0°C

20 63 % 21

Schéma 4 — Redukce anhydridu 20.

Butenolid 21 byl stejné jako komeréni monomethylovy derivat 22 substituovan
bromem v pozici 5 za vyuziti termicky i fotochemicky iniciované radikalové
bromace (Schéma 5) (Malik a kol., 2010). Bromované butenolidy 23 a 24 byly
pripraveny s kvantitativnim vytézkem a jejich Cistota byla dostatecnd, a proto

Vv dal$im pribéhu syntézy byly pouzity ve formé surového produktu.

Br.

@) NBS, AIBN 0
(@] s (@)
S =
R CCly, 105 °C, hv R
21 R=Me kvant. 23 R= Me
22 R=H 24 R=H

Schéma 5 — Bromace latek 21 a 22.

Findlnim krokem pfipravy novych strigolaktonovych mimik bylo spojeni
nabromovanych furanoni 23 a 24 scytokininy 6-benzylaminopurin (25)
a 6-isopentenyladenin (26). Toto spojeni bylo provedeno pomoci substituéni reakce

za zvySené teploty a mikrovinného reaktoru (Schéma 6).
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NH
RisnH le X N\>
Br.
O =
NTX—N N~ N
4>
L~ Ot <~/ ° o
N” N Ry DMA, 120°C Ro—
H MW
o}
25R,=Bn 23 R,= Me OK-A-034 (27) Ri=Bn; R,=H 16 %
26 R,= iP 24R,=H OK-A-035 (28) R,=iP; R,=Me 32 %

OK-A-036 (29) R,=iP; R,=H 12 %
OK-A-037 (30) R,=Bn; R,= Me 18 %

Schéma 6 — Spojeni 25, 26 s 23, 24.

Purifikace findlnich produkta 27, 28, 29, 30 byla nejdiive provadéna pomoci
sloupcové chromatografie za pouziti klasického silikagelu. Bohuzel byl zaznamenan
rozklad latek na ptislusny cytokinin a furanon (31) (Schéma 7). Hydrolyza latek byla

patrné zpisobena kyselosti silikagelu.

NH NH
N7 N\> SiO, NTX N\> HO__o
L L ' 0
N ~ N =
N . N™ 3
\
o)
27 25 31

Schéma 7 — Rozklad 27 na 25 a 31 pri pouziti klasického silikagelu.

Latky byly poté Cistény na reversni fazi (C18) s regulovanym gradientem.
Separace byla provedena uspésné. Produkty 27, 28, 29, 30 byly ziskany jako pevné
latky s velmi malymi vytézky (12 — 32 %) (Schéma 6). Pozd¢&jsi analyza pomoci
TLC a NMR ukazala, ze tyto latky se i v ¢isté formé samovolné hydrolyzuji
vzdusnou vlhkosti.

Biologicka aktivita nove pfipravenych derivatl byla otestovana na standartnim
pouzivaném biotestu pro kli¢eni parazitickych semen (Mangnus a kol., 1992a).
Postup pripravy biotestu je detailné popsan v kapitole 3.5. Testovani bylo provedeno
na jednom zastupci rodu Striga konkrétn¢ druhu Striga hermonthica a na jednom

zastupci rodu Orobanche (O. crenata).
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U obou druhti reagovaly semena odpovidajicim zplisobem pro dané roc¢ni
obdobi a danou koncentraci pozitivni kontroly (Mangnus a kol., 1992a). Za pozitivni
kontrolu se standardné pouziva GR 24 (5) (Obr. 8).

Test byl provadén v dubnu a Striga hermonthica kli¢ila okolo 70 % bez
zavislosti na koncentraci GR 24 (Graf 5), kdezto Orobanche crenata vykazovala
vyrazné niz§i aktivitu pii niz$i koncentraci (7 % : 53 %), coz odpovida publikované
aktivit¢ pro dané ro¢ni obdobi (Mangnus a kol., 1992a). Kvalita testu byla ovétena
negativni kontrolou (destilovana voda), u které nevyklic¢ilo ani jedno seminko bez
ohledu na druh.

Ani jedna z ptipravenych latek nevykazovala zadnou aktivitu. Latky 27, 28, 29,
30 nevykazovaly zadnou aktivitu bez ohledu na koncentraci a druhu parazitické
rostliny. Sou€asné byly provedeny klicivostni testy s vychozimi cytokininy (iPA,
BAP), ani tyto latky nevykazovaly aktivitu. Vychozi cytokininy byly testovany
z diivodu nestability latek 27, 28, 29, 30, pti jejichz hydrolyze dochazi ke zpétnému
vzniku cytokininu a timto jsme chtéli vyloulit jejich efekt na kli¢eni semen.
O druhém produktu hydrolyzy furanonu 31 je znamo, ze v kli¢ivostnim testu neni

aktivni (Zwanenburg a kol., 1999).

ul
o
1

H1mg/l

klicivost (%)
N
o

w
o
1

M 0,01 mg/l

N
o
1

=
o
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o
|

GR24 27 28 29 30 IPA BAP
¢ (mg/l)

Graf 5 - Srovnani klic¢ivosti semen S. hermonthica mezi GR 24 a latkami 27, 28, 29,
30, iPA a BAP (1 mg/l, 0,01 mg/l).
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Graf 6 - Srovnani klicivosti semen O. crenata mezi GR 24 a latkami 27, 28, 29, 30,
iPA a BAP (1 mg/l, 0,01 mg/l).

Divodem nulové aktivity latek 27, 28, 29, 30 je pravdépodobné jejich
hydrolyza na neaktivni cytokinin a furanon. ReSeni tohoto problému miize byt
piiprava strigolaktonovych analogii (32) odvozenych od danych cytokinint, kde
napojeni heterocyklu na strigolaktonovy enoletherovy mustek pomoci acetylu by

mélo prispét k vétsi stabilité produktu (Obr. 18).

R

N

NH e

N
LY &
NN/O
OM

32

Obr. 18 — Strigolaktonovy analog.
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5 Zavér
Byla pfipravena 4 nova strigolaktonova mimika, ktera se nasledné testovala na
iniciaci kli¢eni parazitickych semen rodu Striga a Orobanche. Latky byly
ptipravovany z duvodu jednoduché piipravy a predpokladané aktivity. Vysledné
testovani ukazalo velkou nestabilitu pripravenych latek a tudiz jejich nevhodnost
k jakémukoliv pouziti.

Bylo navrzeno feSeni stabilizace podobnych latek pfidanim enoletherového
mustku. Tyto nova strigolaktonova analoga, by mohly vykazovat nejen aktivitu
viniciaci klieni parazitickych semen, ale i Vv dalSich oblastech pulsobeni

strigolaktonti.
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