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Uzyte skroty:

AABA
AIDS

ASM

BABA
BABA-IR

BAC

BTH
BTHCOOH
CIBE

cMV
COR
EPS
ESPOL
ET

ETI
GABA
GMO
HR

ICS

INA
INIAP
IOR-PIB
ISR

JA
JA-Ile
LOX-9
LPS
MAMPs

MBC

MCMoV
MDMV
MeJA
MeSA
MIC
MLND
NCI
NPR-1
NPSI
PAL.

kwas a-aminomastowy,

zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome),

tioester kwasu 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowego (ang. acibenzolar S-
methyl),

kwas B-aminomastowy,

odpornos¢ zalezng od kwasu [-aminomastowego (ang. beta-aminobuturic
acid induced resistance),

chlorek benzalkoniowy [N1110BENZ][CI],

tioester kwasu 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowego, benzotiadiazol,

kwas 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowy,

Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (Guayaquil,
Ekwador),

wirus mozaiki ogorka (ang. cucumber mosaic virus),

koronatyna,

egzopolisacharydy,

Escuela Superior Politécnica del Litoral (Guayaquil, Ekwador),

etylen,

efektoro-zalezna odpornos¢ (ang. effector-triggered immunity),

kwas y-aminomastowy,

organizm genetycznie modyfikowany (ang. genetically modified organism),
reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response),

enzym syntazy izochoryzmianowej (ang. isochorismate synthase),

kwas 2,6-dichloroizonikotynowy,

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (Ekwador),

Instytut Ochrony Roslin - Paristwowy Instytut Badawczy w Poznaniu,
indukowana odpornos¢ systemiczna (ang. induced systemic resistance),

kwas jasmonowy,

koniugat kwasu jasmonowego i izoleucyny,

lipooksygenaza,

lipopolisacharydy,

wzorce molkularne zwigzane z mikororganizmami (ang. microbe-associated
molecular pattern),

minimalne  stezenie  bakteriobdjcze  (ang. minimum  bactericidal
concentration),

wirus chlorotycznej pstrosci kukurydzy (ang. maize chlorotic mottle virus),
wirus kartowej mozaiki kukurydzy (ang. maize dwarf mosaic virus),

ester metylowy kwasu jasmonowego,

ester metylowy kwasu salicylowego,

minimalne stezZenie hamujgce (ang. minimum inhibitory concentration),

ang. maize lethal necrosis disease,

N-cyjanometylo-2-chloroizonikotynamid,

biatko nieekspresjonujgce PR-1 (ang. non-expressor of PR-1),
N-fenylosulfono-2-chloroizonikotynamid,

amoniakoliaza L-fenyloalaninowa (ang. phenylalanine ammonia lyase),
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PAMPs

PCD
PR
PR-1
PRRs

PRSV
PTI
PVY
RNA
SA
SABP?2
SAR
SCMV
SOR
™V
TSWV
WsSMV

wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associated
molecular patterns),

programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cell death),

biatka “R” (ang. proteins ,R”),

biatko zalezne od patogenezy (ang. pathogenesis related proteins),

receptory  rozpoznajqce wzorce/patogeny (ang. pattern/pathogen
recognition receptors),

wirus pierscieniowej plamistosci papai (ang. papaya ringspot virus),
patogeno-zalezna odpornos¢ (ang. pathogen/pattern-triggered immunity),
wirus Y ziemniaka (ang. potato virus Y),

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid),

kwas salicylowy,

biatko wigzqce kwas salicylowy (ang. SA-binding protein 2),

nabyta odpornos¢ systemiczna (ang. systemic acquired resistance),

wirus mozaiki trzciny cukrowej (ang. sugarcane mosaic virus),

Srodki ochrony roslin,

wirus mozaiki tytoniu (ang. tobacco mosaic virus),

wirus brqzowej plamistosci lisci pomidora (ang. tomato spotted wilt virus),
wirus smugowatej mozaiki pszenicy (ang. wheat streak mosaic virus).
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1. Wstep
1.1. Wspotczesne rolnictwo
1.1.1. Wpyzwania prawne we wspotczesnym rolnictwie

Stale rosngce zapotrzebowanie na zywno$¢ jest waznym czynnikiem
wymuszajacym zwiekszenie efektywnos$ci metod agrotechnicznych. Jednak
nowoczesne i zintensyfikowane uprawy wielkopowierzchniowe czesto
prowadzg do problemoéw zwigzanych z ekspozycjg ro$lin na czynniki
drastycznie obnizajace plony. Czynnikami takimi sg na przyktad: patogeny,
owady lub inne szkodniki oraz stres abiotyczny, m. in. susza czy ograniczony
dostep do sktadnikéw odzywczych. Dlatego wyzwania, stojace przed
nowoczesnym rolnictwem, wymagaja nowych i bardziej wyrafinowanych
metod ochrony roslin. Obecnie s3 zwykle ograniczone do poprawy
wytrzymato$ci roslin poprzez ich nawozenie lub zapobieganie infekcji
poprzez kontrole zainfekowanych ro$lin lub zastosowanie zwigzkéw
dziatajacych bezposrednio na patogeny, szkodniki lub niepozadane rosliny

(chwasty).

Jak donosi Eurostat,! obecne stosowanie $rodkéw ochrony roslin (SOR)
wynosi ~ 200 000-220 000 ton rocznie w samej Unii Europejskiej (UE). [1o$¢
ta daje $rednio w catej UE dawke SOR na poziomie ~ 2,1-2,5 kg substancji
czynnych na hektar z czego najwiekszy udziat majg fungicydy (Rys. 1).
Nie uwzglednia sie tutaj Srodkow chemicznych, stosowanych w uprawie
winogron, w ktorej Srednio uzywa sie 25-30 kg siarki nieorganicznej

na hektar rocznie.
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W wyniku rosnacej Swiadomosci na temat ochrony upraw i zagrozen, jakie
niesie ona dla zdrowia ludzkiego i ekosystemu poszukuje sie lepszych,
a zarazem bezpieczniejszych dla sSrodowiska i konsumentéw metod ochrony

ro$lin.

Udziat poszczegélnych SOR w UE

Inne
Insektycydy 39
10%

Rys. 1 Udzial poszczegdlnych $rodkéw ochrony roslin w Unii Europejskiej?!

Z przyczyn, ktére wskazano powyzej, Unia Europejska jest ukierunkowana
na jak najszybsze ograniczanie stosowania pestycydow. Krokiem
do realizacji tego celu bylo uchwalenie Dyrektywy Parlamentu
Europejskiego i Rady 2009/128/WE z dnia 21 paZdziernika 2009r.>2
okreslajacej zatozenia zrownowazonego stosowania pestycydéw. Znaczna
cze$¢ obowigzkéw, naktadanych na Polske postanowieniami dyrektywy
2009/128/WE, jest realizowana poprzez dziatania wynikajace z prawnych
rozwigzan legislacyjnych, okre$lonych poczatkowo w ustawie z 1995r.
o ochronie roslin uprawnych,?® a nastepnie w ustawie z dnia 18 grudnia

2003r. o ochronie roélin.4
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Wspomniana dyrektywa UE ma za zadanie zacheci¢ do stosowania
alternatywnych technik rolniczych w ochronie roslin przed zastosowaniem
konwencjonalnych pestycydow. Podjete kroki powinny doprowadzi¢
do redukcji czynnika chorobotwoérczego w taki sposob, aby uzycie Srodkow
chemicznych i ich wptyw na $rodowisko byty jak najnizsze. Akt prawny
definiuje, czym sg preferowane jako zréwnowazone ,metody niechemiczne”.
S3 to m. in. (i) ptodozmian, (ii) stosowanie wtasciwych technik uprawy, (iii)
stosowanie odmian roslin odpornych/tolerancyjnych oraz materiatu
siewnego wolnego od patogenéw, (iv) stosowanie Srodkow higieny
w stosunku do sprzetu w celu zapobiegania rozprzestrzeniania sie
czynnikow chorobotworczych, (v) ochrona i stwarzanie warunkéw
do wystepowania gatunkéw pozytecznych, regulujacych populacje/ilo$¢
patogenéw oraz (vi) fizyczne, biologiczne lub mechaniczne metody
zwalczania organizméw szkodliwych. Ponadto, wspomniany dokument
naktada zakaz dokonywania opryskéw z powietrza, z powodu duzego
rozproszenia cieczy roboczej i jej znoszenia spoza terenu oprysku. Co wiecej,
uzyte pestycydy powinny by¢ zastosowane w najnizszej mozliwej dawce,
zredukowanej ilosci powtdrzen oraz z zastosowaniem dawek dzielonych,
jak rowniez z mozliwie najwieksza rotacja skltadnikéw aktywnych,
aby nie doprowadzi¢ do uodpornienia patogenéw na stosowang metode

zapobiegawcza.

W  rezultacie dyrektywy opisanej powyzej, parlament UE stworzyt
Rozporzadzenie UE 2015/408 z dnia 11 marca 2015 r.5 Wymienione sg
w nim konkretne substancje/preparaty, ktére powinny zosta¢ usuniete

z rynku i powody ich zakwalifikowania do usuniecia. Na tej liScie znajdujg sie
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m. in. dwa najbardziej rozpowszechnione fungicydy, bez ktérych ochrona
ros$lin bedzie bardzo utrudniona - tebukonazol i propikonazol - bedace
gléwnymi substancjami aktywnymi w ponad 50 preparatach dostepnych
na polskim rynku, np. Wirtuoz 250 EC (DuPont), Soligor 425 EC (Bayer Crop
Science), Tern Premium 575 EC (Syngenta) lub Sarfun Pro 187.5 S.C.
(Organika Sarzyna). Usuniecie preparatéw zawierajacych wszystkie
z wycofywanych substancji aktywnych bedzie bardzo dotkliwe

dla producentéw $srodkéw ochrony roslin (Rys. 2).

Prognoza rynku polskiego dla

FUNGICYDOW, STYMULATOROW i INDUKTOROW
Sposréd 618 srodkéw,obecnych na polskim rynkuod 2017 roku, nalezacych do: FUNGICYDOW
INDUKTOROW ODPORNOSCI STYMULATOROW ODPORNOSCI 290 zakwalifikowane jest dousuniecia

90
Sposréd 618 srodkdw,
obecnych na polskim rynku

80

70 od 2017 roku, nalezgcych do:
60 FUNGICYDOW
INDUKTOROW ODPORNOSCI
>0 STYMULATOROW
40 ODPORNOSCI
30 290 zakwalifikowane jest do
usuniecia
20
5
4
10
v EENRERERRER
0 w = ||
< > ¢ N >
é{@ Q,?‘? <& ooﬂ"’ (OQQ ’é'?’ . é‘& ,\(;z}{" @k@ N &59 \(\e@ v?éo . {\o@ +®°‘§\ & fz,"éo «\&5 é'\‘@
& \s & o BN o S @\, & C A ° & @ & o o e
2 ¢ Ww SARS) S O ¢ & &
&bz \QV. @\, (}’z?\ & S %\\Q C & A2 }«
N O N S
& L o&°

B POZOSTAJE M DO USUNIECIA

Rys. 2 Prognoza rynku ochrony roslin w Polsce po wycofaniu fungicydow wg.

Rozporzadzenia UE 2015/408 z dnia 11 marca 2015 r.>
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1.1.2. Skutki zmian legislacyjnych dla rolnictwa

Na podstawie powyzszych danych powstaly raporty rynkowe opisujace
prawdopodobne skutki (réwniez ekonomiczne) planowanego wycofywania
z rynku preparatow, o ktéorych mowa w powyzZszym rozporzadzeniu.
Dokument przygotowany przez firme Bayer® koncentruje sie gtéwnie
na tematyce herbicydowej i wskazuje, ze Unia Europejska planuje wycofanie
75 substancji czynnych sposrod srodkéw ochrony roslin. W warunkach
Polski dotyczy¢ to bedzie 54 zwigzkéw, w tym 24 fungicydow,
18 herbicydéw, 11 insektycydoéw i 1 regulatora wzrostu. [lo$¢ preparatow,
zawierajagcych wspomniane substancje czynne, jest ogromna, a usuniecie
samych triazoli wsréd fungicydéw (11 zwigzkéw) spowoduje wycofanie

az 211 preparatow.

Kolejnym dokumentem, obrazujacym problemy zwigzane z ograniczeniem
stosowania SOR, jest bardziej rozbudowany raport przygotowany w 2016 .
przez firme Kleffmann Group (czotowego ustugodawce w dziedzinie badania
rynku rolniczego) i wykonany na zlecenie Polskiego Stowarzyszenia
Ochrony Ro$lin.”? Dotyczy on skutkow potencjalnego wycofania
poszczegblnych SOR z rynku sektora rolniczego. Z opublikowanych danych
wynika, Ze wycofanie wielu popularnych srodkéw ochrony roslin spowoduje
straty wielko$ci plonu, obnizenie jego jakos$ci, a takze zwiekszenie kosztow
produkgji rolniczej. Raport zostal przygotowany dla siedmiu upraw: jabtoni,
czarnej porzeczki, rzepaku, buraka cukrowego, ziemniaka, pszenicy
i kukurydzy. Ponizej przedstawiono prognozowany wptyw wycofania
substancji czynnych na parametry jakoSciowe i ekonomiczne na przyktadzie
upraw ziemniakow i pszenicy (Rys. 3 i Rys. 4).
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Skutki wycofania poszczegolnych substancji czynnych

ZIEMNIAKI

* Gifosat
* Fluayiop-P-

* Teprslcksydym

* Loern

* Metnbuzyms

* Pendmetsing

* Gldosyna
amonaowy

o ] |

[ Strata jakosei pumuJ

Zmiana kosztow
produkeji

=
BKLEFFMANNC
v rate.

our

Rys. 3 Skutki ekonomiczne wprowadzanych zmian w SOR w uprawach ziemniakéw
wedtug analizy Kleffmann Group?

Skutki wyecofania poszezegblnych substancji czynnych

PSZENICA

Diametoat
Lambda-
cyhalotryna
Imidachlopryd
Deltametryna
Beta-cyflutrma
Esfenwalerat
Tiametoksam

Glifogat
Tralkoksydym
Metrybuzyna
Chlorotoluron
Pendimetalina
Fluroksypyr
Chlopyralid
Pinoksaden

[ Strata plonu

5-30% J

[ Strata jakosei plonu

10-70% J

Zmiana kosztow
produkeji

Insektycydy
(7

12-31% I

om
BKLEFFMANMNCROLIP
+ cran s

J [ 413-1046[PLN}]1J ?

Tebukonazol
Epokaykonazal
Propikonazol
Protikonazol
Prochloraz
Cyprokenazol
Metkonazol
Tetrakonazol
Difenkonazol
Fluchinkonazol
Karbendazym
Tiofanat
metylowy
Triadimenol
Mankozeb
Folpat

Tiuram

/

Rys. 4 Skutki ekonomiczne wprowadzanych zmian w SOR w uprawach pszenicy
wedlug analizy Kleffmann Group?’



Jak wynika z raportu w przypadku wycofania z rynku wybranych substancji
czynnych nalezy oczekiwa¢ wielu skutkéw o charakterze negatywnym.

Cytujac raport, do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢:

1. Wzrost odpornos$ci patogendéw wynikajacy z mniejszej rotacji
substancji czynnych w ochronie roslin, co przyczyni sie miedzy innymi

do zwiekszenia zagrozenia mykotoksynami.

2. Paradoksalnie, wieksze uzycie Srodkéw ochrony roslin, w stosunku
do obecnego, spowodowane zwiekszong liczbg zabiegéw koniecznych
do wykonania dla nowych substancji o nizszej aktywnos$ci biologiczne;j.
Czynnik ten bedzie oddziatywa¢ szczegblnie silnie przy Srodkach
owadobodjczych, w przypadku definitywnego wycofania wiekszoSci

neonikotynoidéw i braku zapraw nasiennych.

3. Zmniejszenie wielkoSci oraz jakosci uzyskiwanego plonu w uprawach
polowych i sadowniczych, wywotany mniejsza skuteczno$cia chemicznej

ochrony roslin.

4, Zwiekszenie kosztéw produkcji rolniczej wynikajagce ze stosowania
wiekszej liczby zabiegow oraz wyzszych cen $rodkéw opierajacych sie

na alternatywnych (pozostajacych na rynku) substancjach czynnych.

5. Nizsze dochody gospodarstw rolnych wywotane wyzszymi kosztami
ochrony oraz nizszym plonowaniem i pogorszeniem jakosci uzyskiwanych

plonéw.
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6. Rosngce zagrozenie stosowania $rodkow ochrony roslin niezgodnie
z przeznaczeniem, czyli w uprawach, dla ktérych nie maja one rejestracji
i nie sa do nich przeznaczone (np. stosowanie zwigzkéw przystosowanych

do upraw polowych w uprawach pod ostonami).

7. Wzrost zagrozen zwigzanych z nielegalnym importem Srodkéw
ochrony roslin do Polski oraz wprowadzaniem produktéw pochodzacych

z szarej strefy o nieznanym sktadzie i pochodzeniu.

1.1.3. Indukcja odpornosci u ros$lin jako alternatywa

W $wietle wprowadzanych w Unii Europejskiej przepiséw, wykorzystanie
zjawiska nabytej odpornosci systemicznej (SAR) moze doprowadzic¢
do uzyskania szeregu korzysci. SAR w ro$linach to naturalny mechanizm
wyzwalany w odpowiedzi na atak patogenu, owadéw lub poprzez
zastosowanie = odpowiedniego  czynnika  chemicznego.8  Zaletami
wykorzystania zjawiska SAR s3 jego wyjatkowe wtasciwosci:
(i) jest on bezpieczny dla Srodowiska, (ii) patogeny nie moga rozwijac
opornosci przeciwko tej metodzie ochrony ros$lin, tak jak ma to miejsce w
przypadku uzycia konwencjonalnych SOR, (iii) dziata przeciwko szerokiemu
spektrum patogenéw w tym samym czasie oraz (iv) moze by¢ alternatywa
dla. GMO  (nieakceptowanego  przez  zdecydowanga  wiekszo$¢
spoteczenistwa).? Ponadto, induktory SAR nie dziataja bezposrednio na
patogeny, wiec nie zabijajg mikroorganizmow i owaddw niezbednych w
$rodowisku. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze konwencjonalne SOR s3 czesto
stosowane przeciwko okreslonej grupie patogendw, podczas gdy aktywacja

zjawiska SAR indukuje odpornos¢ na szerokie ich spektrum, w tym wirusy,
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przeciw ktéorym nie ma skutecznych metod ochrony roslin. Tak wiec
zjawisko indukcji odpornosci, oparte na solidnych podstawach naukowych,
jest doskonatla metoda walki z chorobami roslin i potencjalnie moze

zrewolucjonizowac rolnictwo w XXI wieku.

1.2. Choroby wirusowe roslin

Wirusy sa wewnatrzkomdérkowymi czgstkami patogennymi, zdolnymi do
infekowania zywych organizmoéw. Chociaz wirusy kojarzone sg z chorobami
ludzi i zwierzat (np. ospa wietrzna, grypa czy AIDS), pierwszym opisanym
wirusem byl wirus mozaiki tytoniu (TMV), ktérego odkrycia dokonat
Martinus W. Beijerinck w 1898 roku. Co ciekawe, termin ,wirus” pochodzi
od oryginalnego opisu czynnika chorobotwdrczego TMV, ktoéry brzmiat

"contagium vivum fluidum ", czyli ,zakaZny ptyn zyjacy”.10

protein molecule

€1 936 Encyolopaedsa Britannica, Inc

Fot. 1 Struktura wirusa TMV11

Wirusy sa zbudowane z materialu genetycznego, zazwyczaj RNA
(w 80% przypadkow), ostonietego otoczka biatkowg, zwang kapsydem
(Fot. 1).11 Wirusy sa pasozytami obligatoryjnymi i poza organizmem
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zywiciela nie sg zdolne do poruszania sie, replikacji, ani nie wytwarzajg
zadnych biatek ani enzyméw, przez co uwaza sie, ze nie wykazujg
metabolizmu. Te cechy definiujag wirusy jako materie nieozywiona.
Aby doszto to infekcji wirus musi sie przedosta¢ do wnetrza komoérki.
Jako, Ze sam nie jest w stanie pokona¢ bariery Sciany komérkowej u roslin,
musi dojs¢ do mechanicznego uszkodzenia tkanek, w trakcie ktorych wirus
moze przenikng¢ do ich wnetrza. Dzieje sie tak m.in. w trakcie zabiegow
agrotechnicznych czy bytowania na roslinie wektorow patogendéw roslin,
czyli gtdbwnie owadéw badZ innych czynnikéw przenoszacych materiat
wirusowy i uszkadzajacych strukture rosliny, przez co mozliwe jest

rozpoczecie infekcji (wektorow).

Po infekcji wirus uwalnia materiat genetyczny z kapsydu i rozpoczyna jego
replikacje oraz synteze biatek umozliwiajacych korzystanie z proceséw
biochemicznych, zachodzacych w komoérce Zywiciela. W tym czasie jest
réwniez w stanie przemieszcza¢ sie pomiedzy komoérkami w roslinie,
wykorzystujac plazmodesmy oraz dalej poprzez tyko. Co wazne, replikacja
uzalezniona jest od dopasowania inzynierii molekularnej danej komorki
i wirusa, przez co niektére wirusy sg w stanie infekowac¢ swoiste dla siebie
gatunki ro$lin. Co wiecej, sam proces replikacji moze zachodzi¢
bezobjawowo (w sposdb latentny) i nie wptywac na wzrost czy plonowanie

rosliny.

Na potrzeby krétkiego przedstawienia wyzwan, stojacych przed
wspotczesnym rolnictwem w Swietle choréb wirusowych roslin, przyblize

metody ich zapobiegania wedtug ,Metodyki Integrowanej Ochrony Pomidora
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pod Ostonami dla Doradcéw”, wydanej przez Instytut Ogrodnictwa
w Skierniewicach na zlecenie Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi.12
Dokument ten przedstawia metody prowadzenia danej uprawy, zagrozenia
Z nig zwigzane oraz sposoby ich przeciwdziatania, zgodne z obowigzujgcymi
zaleceniami dotyczacymi ochrony S$rodowiska itp. W przypadku upraw
pomidora w Polsce najgroZniejsze s3 trzy patogeny wirusowe.
Jak przedstawiono ponizej nie istniejg skuteczne metody walki z tego typu

chorobami roslin.

Pierwszym z patogendéw jest wirus mozaiki ogérka na pomidorze
(CMV - Cucumber Mosaic Virus). Wirus ten moze pasozytowal na wielu
réznych roslinach uprawnych oraz chwastach i jest przenoszony przez
mszyce (gtéwny wektor) lub podczas prac pielegnacyjnych na roslinach.
Powoduje szerokie spektrum objawoéw, takich jak mozaika, nitkowatos¢,
paprociowato$¢, smugowato$¢ Ilub nekrozy na powierzchni lisci
oraz pier$cieniowe plamy na owocach (Fot. 2).13 Poza przeciwdziataniu
wptywowi wektoréw (za pomoca insektycydéw), nie s3 znane skuteczne

metody walki z tym wirusem.

Fot. 2 Skutki infekcii wirusa CMV na pomidorze
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Kolejnym z patogendéw jest wirus brazowej plamistosci lisci pomidora
(TSWV - Tomato Spotted Wilt Virus). Jest on przenoszony wyltacznie przez
cztery gatunki owadéw (z rzedu weciornastkéw), a Zrédtem wirusa
sa chwasty (kilkaset gatunkéw). W tym przypadku infekcji towarzysza
bardziej ostre objawy, w tym ograniczenie zawigzania owocéw
lub ich deformacja, zahamowanie wzrostu, a nawet zamieranie roslin
(Fot. 3).14 W przypadku infekcji na wczesnym etapie rozwoju ros$liny w ogole
nie wydaja plonu. Metody zapobiegania tej chorobie wirusowej réwniez
sg oparte na zwalczaniu wektor6w poprzez zastosowanie insektycydow,
ograniczeniu ilosci chwastow badZz izolacji upraw. Ostateczne
wyeliminowanie tej choroby upatruje sie w genetycznie zmodyfikowanych

odmianach wykazujacych wysoka odpornos¢ na ten wirus.

LS

Fot. 3 Skutki infekcji wirusa brazowej plamistosci (TSWV) na
pomidorze
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Trzecig z choréb wirusowych jest smugowato$¢ ziemniaka na pomidorze
wywotana przez wirus PVY (Potato Virus Y). Wirus ten atakuje gtéwnie
ziemniaki, ale obecny jest rowniez na papryce, pomidorach czy tytoniu.
Jak w poprzednich przypadkach jest przenoszony przez insekty (mszyce)
lub w trakcie zabiegdw agrotechnicznych. Powoduje szerokie spektrum
objawéw, w tym nekrozy lisci (szczeg6lnie na pedach wierzchotkowych),
mocne znieksztatcenie owocoéw i lisci oraz zahamowanie wzrostu rosliny
(Fot. 4).15 Profilaktyka w tym przypadku zaktada usuwanie porazonych
roslin oraz izolacja od upraw ziemniakéw. Powinno sie réwniez odkazac
narzedzia stosowane do pielegnacji roslin, uzywajac podchlorynu sodu

lub fosforanu tréjsodowego.

Fot. 4 Znieksztalcenie lisci pomidora
spowodowane przez wirus PVY
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W Swietle gospodarki swiatowej szczegdlnie dotkliwe sg choroby wirusowe
ros$lin w strefie tropikalnej. Tamtejszy klimat zapewnia doskonaly rozwdj
owadom, przez co presja Srodowiska ze strony wektoréw przenoszacych
choroby wirusowe jest ogromna. Ponadto, niektére choroby wirusowe roslin
moga by¢ wywotywane przez symbiotyczne dziatanie dwdéch lub wiecej
wirus6w w tym samym czasie, co powoduje wieksze zagrozenie dla rosliny.
Sztandarowym przyktadem jest choroba MLND (Maize Lethal Necrosis
Disease), wystepujaca tylko w klimacie tropikalnym i spowodowana przez
synergistyczne dziatanie dwoch wiruséw: MCMoV (Maize Chlorotic Mottle
Virus) oraz jednego z grupy Potyviridae: SCMV (Sugarcane Mosaic Virus),
MDMYV (Maize Dwarf Mosaic Virus) lub WSMV (Wheat Streak Mosaic Virus).
Jest to jedna z najbardziej dotkliwych choréb wirusowych roélin,
powodujgca m.in. w 2013 roku w Kenii straty w warto$ci plonéw kukurydzy
na poziomie 52mln USD.!¢ Choroba ta powoduje stopniowe zo6tkniecie i

wysychanie lisci co prowadzi do przedwczesnej $mierci rosliny (Fot. 5).

Fot. 5 Zétkniecie lisci spowodowane choroba MLND
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W wyniku tego nie dochodzi do prawidtowego wyksztatcenia kolb

kukurydzy (Fot. 6).17

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Fot. 6 Prawidlowo wyksztalcona kolba kukurydzy (po lewej) w stosunku do kolb
znieksztalconych przez chorobe MLND

Innym wirusem, bedgcym problemem dla gospodarki swiatowej, jest wirus
pierscieniowej plamistosci papai (PRSV - papaya ringspot virus) atakujacy
papaje.l’® Papaja jest rosling szybko rosngcg i plonujacg (od nasiona
do plonowania potrzeba jedynie 9-12 miesiecy). Po osiggnieciu dojrzatosci
plonuje w przeciggu catego roku przez okres nawet 10 lat. Wirus PRSV
powoduje szereg objawow, miedzy innymi pojawienie sie pier$cieniowych
plam na powierzchni owocéw, mozaiki i chlorozy na powierzchni blaszek
lisSciowych oraz znieksztalcenia miodych lisci (Fot. 7). Finalnie,
zainfekowane roSliny przestaja wydawa¢ plon po okoto 2-3 latach
od infekgcji, a jezeli do infekcji dojdzie w okresie dwdch pierwszych miesiecy

wzrostu, roslina nie plonuje wcale.

29



Fot. 7 Objawy infekcji papai przez wirus PRSV (plntacja firmy Green Garden, Ekwador)

Wirus rozprzestrzeniany jest przez mszyce, ale pozostaje rowniez w glebie,
przez co pola uprawne muszg by¢ przenoszone na nowe obszary. Pozostaje
on réwniez w nasionach z owocéw ros$lin zainfekowanych, dlatego trzeba
stale pozyskiwa¢ nowy materiat siewny dla zaktadania kolejnych plantaciji.
W uprawach prowadzonych w Brazylii walka z tym wirusem polegata
na statym przemieszczaniu plantacji. Na Tajwanie natomiast, z uwagi
na ograniczenie areatu uprawnego, rok rocznie po plonowaniu rosliny
usuwa sie i nasadza kolejne, przez co pomimo wystepowania wirusa
dochodzi do plonowania. Obecnie, jedyng skuteczng metoda walki z wirusem
PRSV jest uprawa roslin genetycznie zmodyfikowanych, odpornych na atak
tego patogenu. W ten sposob poradzono sobie ze skutkami ekonomicznymi
tej choroby m.in. na Hawajach czy Brazylii. Niestety w krajach takich
jak Ekwador, gdzie uprawa ro$lin genetycznie zmodyfikowanych jest
zabroniona konstytucyjnie, jedyng metodg zapobiegania chorobie
spowodowanej przez PRSV jest stosowanie insektycydéw na ogromna skale
oraz stata migracja upraw.
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Najwazniejszym, w Swietle niniejszej rozprawy doktorskiej, jest fakt,
ze wirusowe choroby roslin nie moga by¢ kontrolowane przez zadne
konwencjonalne metody ochrony roslin. Wirusy poza organizmem zywiciela
sq bardzo trwate i ewentualne dziatanie na nie $rodkami chemicznymi
wymagatoby uzycia zwigzkéw o bardzo drastycznym dziataniuy,
co spowodowatoby us$miercenie innych organizméw w zasiegu aplikacji.
Po dostaniu sie wirusa do wnetrza ro$liny nie ma juz mozliwoSci
unicestwienia patogenu bez uszkodzenia rosliny z powodu bardzo bliskiego
powigzania patogenu i zywiciela. Metodami stosowanymi w celu ochrony
roslin przed chorobami wirusowymi s3: ograniczenie wektoréw, uzywajac
srodkéw insektycydowych i pokrewnych; stosowanie odmian roslin
odpornych na choroby wirusowe (zazwyczaj odmiany GMO) oraz zakup
zweryfikowanego materiatu nasiennego wolnego od wiruséw, pochodzacego
z bankéw nasion. W momencie odkrycia infekcji na roslinach zaleca sie ich
izolacje od sasiadujacych upraw badz likwidacje (np. spalenie) w zaleznoSci

od rodzaju infekcji.

Indukcja nabytej odpornosci systemicznej (SAR), mozliwa do wzbudzenia
poprzez uzycie sSrodkéw chemicznych, zwanych induktorami (elicytorami),
jest w stanie zapobiega¢ rozwojowi choroby wirusowej w roslinie. Niniejsza
rozprawa doktorska, omawiajgca zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng
induktoréw odpornosci roslin, a ich aktywnos$cig biologiczng, rozpatruje
badane zwigzki jako jedng z niewielu skutecznych metod ochrony roslin

przed chorobami wirusowymi.
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1.3. Odpornos¢ roslin - rodzaje i mechanizmy

Fakt, Ze rosliny moga naby¢ systemowa odporno$¢ w wyniku zlokalizowanej
infekcji, jest znany od dawna.l® Doniesienia literaturowe, obejmujgce
badania fitopatologiczne, chemiczne i biochemiczne, genetyczne i
genomowe, molekularne i agronomiczne, nieustannie dostarczajg nowe
informacje dotyczace tego zjawiska, okreslajac je jako potencjalng metode
walki z patogenami w ochronie roslin. Modele, majgce na celu
zasugerowanie w jaki sposéb proces SAR jest aktywowany w sposob
naturalny, jak rowniez po zastosowaniu Srodkéw chemicznych, byty czesto
publikowane.2021.2223 =~ Nowe doniesienia, oprdécz sposobow dziatania
testowanych laboratoryjnie, zajmujg sie réwniez skutecznoscig indukowanej

opornosci w warunkach polowych.242526

Zastosowanie Wystepowanie
Atak patogena induktora organizmow
odpornosci symbiotycznych
Odpc . .
p on Reakdja Indukeja SAR Indukcja ISR
konstytutywna nadwrazliwosci ' ’
cinfel Smieré ’
Brak infelkcji komérki < Walka z patogenem

Rys. 5 Rodzaje odpornosci u roslin

32



Ro$lina, oprécz odpornosci konstytutywnej, wynikajgcej z mechanicznej
bariery Scian komorkowych czy wydzielania substancji o charakterze
repelentnym, ma mozliwo$§¢ wzbudzenia innych mechanizméw
odpornosciowych na skutek dziatania patogenu badz obecnoSci specjalnych
substancji chemicznych (induktoréw). Ta odpornos¢, zwana indukowang,
moze by¢ nastepnie podzielona na dwie gtéwne grupy - odpornos¢ lokalng
oraz systemiczng. Odpornos¢ lokalna jest zwigzana z reakcjg nadwrazliwosci
(HR) i wigze sie z programowang $Smiercig komorki oraz powstaniem nekroz
(uniemozliwiajacych rozprzestrzenienie sie patogenu). Jest to najprostszy
z mechanizméw ochronnych ro$liny, ale moze prowadzi¢ tez do
uruchomienia odpornosci systemicznej (Rys. 5).27 Odpornos$¢ systemiczna
jest z drugiej strony nastawiona na walke z patogenem, ale przy zachowaniu
procesow fizjologicznych komoérek i prowadzi do ekspresji genéw
i wytworzenia biatek lub innych substancji umozliwiajacych walke

zZ patogenem.

Odpornos¢ systemiczna jest podzielona na trzy gtéwne kategorie - nabytg
odpornos¢ systemiczng (SAR - systemic acquired resistance), indukowang
odpornos¢ systemiczng (ISR - induced systemic resistance) oraz odporno$¢
zalezng od kwasu f3-aminomastowego (BABA-IR - Beta-Aminobuturic Acid
Induced Resistance).8 Wszystkie te procesy, ze wzgledu na charakter
systemiczny, wykorzystuja zwigzki sygnalne (zwane induktorami
lub elicytorami), przenoszace informacje o koniecznosci produkcji biatek,
zwigzanych z odpornoscia, do wszystkich komdrek w roSlinie. SAR
uruchamiany jest w momencie wykrycia przez rosline infekcji, a czasteczka

sygnalng tego szlaku jest kwas salicylowy (SA) oraz jego ester metylowy
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(MeSA). ISR jest natomiast wzbudzany przez niepatogeniczne organizmy
symbiotyczne, np. grzyby mikoryzowe. Tutaj zwigzkami sygnalnymi sg kwas
jasmonowy (JA), jego ester metylowy (Me]JA) oraz etylen. Ostatni
z mechanizméw zostat wyszczeg6lniony w ostatnim dziesiecioleciu dzieki
odkryciu, Ze zastosowanie BABA moze aktywowal wiele odpowiedzi
immunologicznych poprzez wzmacnianie indukowalnych przez SA $ciezek
i zainicjowaniu produkcji kalozy, niezaleznie od kwasu salicylowego (SA)

i jasmonowego (JA).28

Pomimo szczeg6towych badan prowadzonych nad zjawiskami indukowania
odpornosci, podstawa molekularna SAR nie jest jeszcze jasno sformutowana.
Liczba faktow, ktére pojawiajg sie w ostatnich dziesiecioleciach, pozwala
na rozwazenie SAR jako jednego z gtéwnych mechanizméw
w wieloaspektowym systemie obronnym roslin, indukowanym w roslinach
poprzez ro6zne S$ciezki, charakteryzujace sie wlasnymi sygnatami,
metabolitami i genami. SAR jest wtedy definiowany jako szeroko pojety
proces zalezny od bioakumulacji kwasu salicylowego i aktywujacy biatko

transdukcyjne NPR-1, umozliwiajac rozwiniecie odpowiedzi obronne;j.

Aby wyjasni¢ og6lny mechanizm nabytej odpornosci systemicznej, powstato
kilka modeli zaktadajacych, ze wczesne (lub podstawowe) mechanizmy
obronne roslin sg uruchamiane przez odpowiednie receptory rozpoznajace
wzorce lub patogeny (pattern/pathogen recognition receptors (PRRs)),
ktore identyfikuja czasteczki zwigzane z patogenem/drobnoustrojem
(pathogen/microbe-associated molecular patterns - PAMPs/MAMPs).2°

Odpornos$¢ aktywowana w ten sposob nazywamy PTI (pathogen-triggered
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immunity albo pattern-triggered immunity). Ewolucja patogenéw poszta
w kierunku wytwarzania przez nie efektoréow, tlumigcych tak
wygenerowang odpornos$¢. Jako kontratak, rosliny wyksztatcity biatka ,R”
(PR - eng. Proteins ,R”), ktoére rozpoznaja specyficzne efektory pochodzace
od efektoro-zaleznej odpornosci (effector-triggered immunity - ETI, dawniej
nazywane odpornoscia oparta na genie R lub odpornosciag pionowa).
Wspomniany mechanizm Kkontrataku skiada sie na wzbudzenie SARu.30
Odpowiedzi na atak patogenu moga by¢ preaktywowane lub regulowane
za pomoca wielu sygnatow i wyzwalane przez endogenne lub syntetyczne

induktory.

Wczesna odpowiedZ roS$lin na patogeny wywotuje wiele reakgji,
w tym powstawanie metabolitow i gen6w Scisle zaangazowanych w obrone.
Zwiazki o niskiej masie czasteczkowej, ktére zazwyczaj gromadza sie
w zainfekowanych tkankach (nazywane hormonami) s3 ogdélnie
klasyfikowane jako zwigzki sygnalne (elicitory). Rosnaca liczba elicitorow,
znanych w literaturze, czyni ich prawidtowe uszeregowanie bardzo trudnym
zadaniem. Aby unikng¢ arbitralnos$ci, najwazniejsze z nich zostang

omowione w kolejnosci w jakiej zostaty odkryte.
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1.4. Endogenne induktory odpornosci u roslin i mechanizmy ich dziatania

1.4.1. Kwas salicylowy (SA) i salicylan metylu (MeSA)

(0] o
L L
OH OH
Kwas salicylowy Salicylan metylu

Rys. 6 Struktura kwasu salicylowego i salicylanu metylu

Kwas salicylowy jest najlepiej znanym sygnatem, ktérego obecnos$¢ zostata
udowodniona jako niezbedna do ekspresji zjawiska SAR u wiekszos$ci roslin,
zaroOwno w inokulowanych przez patogeny liSciach jak i odpowiedziach
dystalnych, nawet jesli wymagat translokacji w postaci estru metylowego.3!
Synteza kwasu salicylowego na drodze hydroksylowania kwasu
benzoesowego jest podejmowana przez enzym syntazy izochoryzmianowe;j
(ICS - eng. isochorismate synthase) i nastepuje natychmiast
po uruchomieniu odpowiedzi na stres wywotany przez infekcje. Wtasciwo$ci
chemiczne SA s3 odpowiednie, aby mogt odgrywac znaczaca role w wielu
reakcjach i oddziatywaniach z czasteczkami i enzymami uczestniczacymi
w indukcji SAR.32 Jednakze jego gtéwna funkcja polega na indukcji ekspresji
genow PR-1, z udziatem niezbednej mediacji biatka NPR-1. Ostatnie badania
wykazaty, ze oligomeryczna forma NPR-1, obecna w cytoplazmie, jest
w obecnosci kwasu salicylowego rozdzielana na monomery i przenoszona
do jadra komorki, gdzie jest w stanie zapoczatkowa¢ wydajng ekspresje
genow obronnych (PR-1). Bez obecnosci kwasu salicylowego, podanego
z zewnatrz lub zsyntezowanego endogennie w skutek dziatania patogenu,

nie dochodzi do aktywacji biatka NPR-1 ani ekspresji genéw PR-1.33
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Najnowsze badania na temat mediacji biatka NPR-1 wskazuja, ze NPR-1
wigze sie z SA poprzez koordynacje z atomem miedzi tworzac kompleks,
w ktérym ligandy to odpowiednio dwa atomy tlenu grupy hydroksylowej
i karboksylowej kwasu salicylowego i dwa atomy siarki Cys521 i Cys529
biatka (Rys. 7). Utworzony kompleks charakteryzuje sie niskg statg
dysocjacji Kd = 1,4 x 107 M (140 nM). Wigzanie to wzmacnia podatno$¢
biatka NPR-1 do oddziatywania z czynnikiem transkrypcyjnym TGA2,

prowadzacym do ekspresji genéw obronnych (PR-1).34
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H’o\ H
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SH HS _
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521 0 o 529
HN HN
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NPR-1
Ekspresja < [/ Czynnik
genu \_ transkrypcyjny TGA2
PR1

Rys. 7 Schemat oddzialywania kwasu salicylowego z biatkiem
NPR-134
Oddziatywanie pomiedzy kwasem salicylowym a biatkiem powoduje zmiane
konformacyjng w dimerowej postaci NPR-1, co prowadzi do uwolnienia
C-terminalnej domeny transaktywacyjnej, finalnie umozliwiajagc domenie
transkrypcyjnej NPR-1 aktywowanie ekspresji genow PR-1.34 Co wazne,
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oddzialywania pomiedzy SA a NPR-1 nadal pozostaja kwestia debaty
i wymagaja dalszych analiz strukturalnych, co niedawno zasugerowat
Fu i Dong.z2¢ Ostateczne potwierdzenie tego mechanizmu bedzie miato
miejsce po wykrystalizowaniu biatka NPR-1 oraz zbadaniu jego struktury

krystalograficznej w stanie wolnym oraz w obecnosci kwasu salicylowego.

Jak wspomniano powyzej, NPR-1 jest przechowywany w cytoplazmie jako
oligomer, aby zapobiec niepozadanej aktywacji SAR w przypadku braku
obecnosci patogenu. Inng funkcja oligomeréw jest utrzymywanie
homeostazy NPR-1, w trakcie transportowania monomeréw do jadra
podczas indukcji SAR i ich degradacji przez szlak proteasomu 26S.35
Degradacja NPR-1 wystepuje zaré6wno w przypadku braku SA
i/lub w obecno$¢ wysokich stezen tego hormonu, czyli podczas ataku
patogenu i odbywa sie za posrednictwem dwoch paralogoéw NPR-1: NPR-3
i NPR-4, ktore s3 receptorami SA o réznym powinowactwie do jego
wigzania.3637 SA promuje interakcje pomiedzy NPR-1 i NPR-3 oraz zaburza
oddziatywanie pomiedzy NPR-4 i NPR-1, kontrolujac w ten sposéb stezenie
NPR-1. Gdy poziomy SA s3 wysokie (tj. w komodrce bezposrednio
kontaktowanej przez efektor patogenowy) NPR-3 pozostaje potaczony
z NPR-1 i kompleks jest nastepnie degradowany przez proteasom 26S,
co prowadzi do programowanej Smierci komoérki (PCD) i tym samym reakcji
nadwrazliwosci (HR), bedacej odpornoscia zlokalizowang i niesystemiczna.
Ta degradacja musi mie¢ miejsce zanim NPR-1 zacznie regulowac jego geny
docelowe (PR-1). Przeciwnie, $rednie stezenie SA (np. w sasiednich
komorkach) jest niewystarczajace na stymulacje wigzania NPR-1 - NPR-3,

ale wysokie na tyle, Ze pozwala na oddzielenie sie NPR-1 i NPR-4; przez co
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wolny NPR-1 moze oddzialywa¢ z czynnikiem transkrypcyjnym TGA-2,
promujac transkrypcje gendéw PR i synteze biatek PR. To prowadzi
do akumulacji NPR-1, co zapobiega $mierci komorki i pozwala uruchomic

SAR.2637

Ester metylowy kwasu salicylowego MeSA jest metabolitem, ktérego funkcja
jest przenoszenie sygnatu przez tyko, powodujac indukowanie SAR
w komorkach dystalnych. Po dotarciu na miejsce jest on hydrolizowany
za pomocy esterazy metylowej do SA. W tytoniu i Arabidopsis esteraza
zostata scharakteryzowana w biatku SABP2 (SA-binding protein 2).38
Co ciekawe nadmierna ilo§¢ MeSA jest w stanie uwalnia¢ sie z ros$liny
i indukowac¢ odpornos$¢ u sgsiednich roslin, nie porazonych jeszcze przez

patogen.3?

1.4.2. Kwas jasmonowy (JA), jasmonian metylu (MeJA) i etylen (ET)
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Rys. 8 Struktura kwasu jasmonowego (JA), jasmonianiu metylu (MeJA) i
etylenu (ET)

Kwas jasmonowy (JA) oraz jego ester metylowy (MeJA) s3a znane
z pobudzania $ciezek odrebnych od tych zwigzanych z akumulacjg SA,
jednak mogacych z nig oddziatywa¢ w sposéb antagonistyczny,
synergistyczny lub addytywny. JA jest czasteczka sygnalng, produkowang w

wyniku reakcji rosliny na rany i szkody spowodowane przez organizmy
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bytujace na tkankach roslinnych, analogicznie do tych wywotanych przez
patogeny. Ponadto, JA i ET sa indukowane przez symbiotyczne gatunki
drobnoustrojow, takie jak bakterie kolonizujagce Kkorzenie, grzyby
mikoryzowe, czy Trichoderma spp. Sama obecno$¢ tych organizméw na
powierzchni rosliny, nie powodujaca uszkodzen tkanek, powoduje wzrost
odpornosci u ro$lin. Ten rodzaj symbiotycznej korzysci, nazywany
indukowang opornoscia systemiczng (ISR), jest najprawdopodobniej
wywotany przez substancje pochodzgce od symbiontow, takie jak
lipopolisacharydy (LPS) i egzopolisacharydy (EPS). Okazato sie rowniez, ze
inne czynniki, takie jak siderofory, antybiotyki, biosurfaktanty i roézne
metabolity organizméw symbiotycznych, rowniez prowadza do aktywacji
odpowiedzi immunologicznej.*0 Interesujaca cecha wielu z tych interakc;ji
jest zalezno$¢ ISR nie tylko od JA i ET, ale rowniez od transkrypcji regulatora
NPR-1. W rzeczywistosci, byto to czesto kluczowe w indukowaniu primingu
do ekspresji gendéw zaleznych od JA/ET i odktadaniu sie kalozy w miejscu
ataku patogenu. W obecnie wspomnianym mechanizmie odpornosci zaktada
sie, ze NPR-1 odgrywa zupeie inng funkcje, nizZ we wczes$niej opisywanym
mechanizmie zaleznym od SA. W tym przypadku NPR-1 petni role
regulacyjng pomiedzy wspolistnieniem drég indukcji zaleznych od SA
i JA.4L42 Qczywiscie, jeSli obie drogi indukcji odpornosci odbywatyby sie
systemowo w tym samym czasie, mogloby to by¢ bardzo niebezpieczne dla
rosliny.#2 Aktualnie, wzajemny antagonizm szlakow zaleznych od SA oraz JA
u roznych gatunkow roslin, jest przedmiotem badan.43 Interakcje te
rozszerzaja sie nawet na efektory patogendéw, ktore moga byc¢
wykorzystywane do wzmocnienia ich zjadliwosci. Koronatyna (COR) to
efektor produkowany przez niektore szczepy patogenow Pseudomonas
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syringae. Jego najbardziej znaczacym dzialaniem jest nasladowanie
koniugatu JA-izoleucyny (JA-Ile), ktory hamuje odpowiedZ zalezng od SA.
COR dziata wiec jako silny agonista JA-Ile i silnie indukuje geny reagujace
z kwasem jasmonowym. Jak wykazano, dziatajac jako analog JA, pokonuje on
mechanizmy obrony zalezne od SA podczas infekcji bakteryjnej
u Arabidopsis thaliana.***> Co ciekawe, COR jest roéwniez w stanie
wywotywal otwarcie aparatow szparkowych, utatwiajac bakteriom

penetracje do rosliny.46

Ze wzgledu na nizsza wydajno$¢ mechanizmu ISR niz SAR oraz bardzo
ograniczong liczbe doniesien, dotyczacych wzbudzania tej drogi indukcji
odpornosci przez induktory syntetyczne, w dalszej czesci pracy skupiono sie
wylacznie na zwigzkach bedacych analogami funkcjonalnymi kwasu

salicylowego.
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1.5. Wybrane chemiczne induktory egzogenne

Aktywacja naturalnych mechanizméw obronnosci u roslin, takich jak SAR,
moze by¢ wzbudzana przez zwigzki chemiczne, imitujace sygnaty wysytane
naturalnie podczas pojawienia sie uszkodzen martwiczych, wystepujacych
tylko po ataku patogenu. Zabieg ten zostat po raz pierwszy zastosowany
przez White’a, ktory zastosowal egzogenng aplikacje salicylanéw w celu
ochrony roé$liny tytoniu przed rdéznymi patogenami.*” White byt zatem

pionierem tego, co znane jest obecnie jako indukcja odpornosci.

Sukcesywne badania agrochemiczne, prowadzone gtéwnie przez koncerny
produkujgce S$rodki ochrony roslin, doprowadzity do odkrycia kilku
niezwykle skutecznych, funkcjonalnych analogéw SA, mogacych mie¢ nawet
silniejsze dziatanie od induktora endogennego. W niniejszym rozdziale
zostang przedstawione najwazniejsze z syntetycznych induktoréw
odpornosci u ros$lin, ktérych analogi s3 tematem niniejszej rozprawy

doktorskiej.

1.5.1. BTH

7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolo-S-metyl ester

Rys. 9 Struktura 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolo-S-metyl estru
(BTH, ASM)

Tioester metylowy kwasu 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowego (BTH),
zidentyfikowany jako najbezpieczniejszy i najbardziej wydajny z serii
analogbéw, zostat wprowadzony na rynek pod nazwg acibenzolar-S-methyl
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(przez koncern Ciba-Geigy, w dalszych latach Novartis oraz Syngenta)
w preparacie BION 50WG oraz Actigard 50WG.48 Co wazne, na niektorych
rynkach jest dostepny do dzi§ oraz sprzedawany jako fungicyd. Wykazano,
ze wchodzi w interakcje z biatkiem NPR-1 poprzez wigzanie analogiczne do
kwasu salicylowego, o podobnym lub nawet wiekszym powinowactwie.34
Efektem dziatania BTH jako induktora jest bezposrednia aktywacja biatek
PR. Analiza dziatania BTH w ros$linach pomidora wykazata, ze zwigzek ten
jest szybko transportowany do lisci wierzchotkowych oraz przeksztatca sie
w wolny kwas karboksylowy na drodze hydrolizy juz po 3 dniach od

aplikacji.3*

Poczatkowe badania przyniosty dowody na to, ze w roslinach tytoniu BTH
byt w stanie wywota¢ odporno$¢ przeciwko biotroficznym grzybom
patogennym, jak rdéwniez Pseudomonas syringae i wirusowi mozaiki
tytoniowej. Co wazne, nie zaobserwowano ochrony przed grzybami

nekrotroficznymi.*8

W kolejnych badaniach wykazano, Zze zastosowanie BTH w steZeniu
0,3-1 mM na ros$linach Arabidopsis umozliwito wykrycie maksymalne;j
ekspresji genow PR-1, PR-2 i PR-5 juz w 1 dniu po aplikacji i wykazywato
wysoka skutecznos¢ przeciwko Peronospora parasitica i Pseudomonas
syringae. Odporno$¢ za pomocg BTH byta réwniez indukowana w roslinach
transgenicznych (NahC), niezdolnych do akumulacji kwasu salicylowego,

wskazujac, ze BTH dziata niezaleznie od SA.4°

Badanie indukowanej odpornosci przeciwko maczniakowi prawdziwemu
na jeczmieniu Blumeria graminis, wykazato skuteczno$s¢ BTH w roéznych
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odstepach czasu od aplikacji induktora do inokulacji grzyba (nazwany
czasem indukcji (IT - induction time)). Juz po IT wynoszacym 3 dni infekcja
na pierwotnym liSciu =zostala zmniejszona o 68,9%, natomiast,
gdy IT zostat wydtuzony do 5 dni, zakazone obszary zmniejszyty sie 0 77,2%
w stosunku do kontroli. Podobng redukcje mierzono réwniez we wtérnych,
nietraktowanych induktorem lisciach, gdy IT przedtuzono do 10 dni.>°
Wptyw zastosowania BTH na ros$linach soi przeciwko Phytophthora sojae,
opisany przez innych autoréw wykazuje, ze ekspresja biatek PR-1, PR-3a-b,
PR-9 i PR-10 zostata aktywowana w réznych odstepach czasu i na réznych
poziomach.5! Jak sugerujg autorzy, ekspresja biatek PR-1, PR-9 i PR-10
przyczynia sie bezposrednio do wzrostu odpornosci w komérkach soi, ale
rola odgrywana przez PR-3a i PR-3b, kodujacych biatka wykazujace
aktywnos$¢ jako chitynazy, pozostaje niejasna, poniewaz gatunki

Phytophthora, jak i Oomycetes, nie majg chityny w Scianach komérkowych.

Czasteczke BTH zastosowano rdéwniez do ochrony soi przed zgnilizng
hipokotylowg, spowodowang przez Rhizoctonia solani. Co ciekawe, testy
in vitro wykazaty, Ze rozrost grzybni tego patogenu zostal czeSciowo
zahamowany (o 40%) w roztworze BTH o stezeniu 2,4 mM (mankozeb
w 0,2 mM wykazywat 94% inhibicje). Jednak dziatanie to nie miato wpltywu
na wirulencje Rhizoctonia solani, ktérego inokulum, hodowane w roztworze
BTH, byto tak samo patogenne, jak to utrzymane w domys$lnym medium.
Z drugiej strony impregnacja nasion soi za pomocg BTH znacznie
zmniejszyto objawy chorobowe hipokotylu, powodowane przez patogen.52
Badania te potwierdzaty wytacznie systemiczny, a nie kontaktowy, charakter

dziatania przeciwgrzybicznego.
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1.5.2. Kwas 3-aminomastowy (BABA).
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Rys. 10 Struktura kwasu f-aminomastowy (BABA)

Kwas B-aminomastowy stat sie obiektem wielu badan, dotyczacych indukcji
odpornosci u roslin, po odkryciu, Ze jego zastosowanie poprzez podlewanie
ochronito rosliny grochu od zakazenia legniowcem (grzybopodobnym
organizmem eukariotycznym) Aphanomyces euteiches.>®> Nowsze prace
potwierdzity, ze zastosowanie BABA powoduje szerokie spektrum dziatania
indukcyjnego i chroni przed chorobami powodowanymi,
m in. przez grzyby z grup maczniakéw rzekomych, grzyby nekrotroficzne,
a takze patogeny bakteryjne i wirusowe. Udowodniono brak bezposredniego
dziatania tego kwasu na patogeny, co dowodzi jego dziatania systemicznego
jako elicitor. Podczas gdy w roslinach pomidora byt on w stanie indukowa¢
szybka akumulacje biatek PR-1, w przypadku tytoniu stwierdzono, ze jego
aplikacja rozwija rowniez typowe objawy nadwrazliwosci (HR) jeszcze
przed wywotaniem akumulacji kwasu salicylowego.>* Najnowsze badania
dowodzga, Zze BABA jest w stanie indukowa¢ wiecej niz jeden mechanizm
odpornosci u roslin (w Arabidopsis). Jednym z nich jest odpornos$¢ zalezna
od SA, o ktérym $wiadczy zwiekszona ekspresja genu markerowego PR-1
po infekcji przez Pseudomonas syringae pv tomato lub Botrytis cinerea.
Kolejnym z mechanizméw dziatania jest przygotowanie do odpornosci przez
stymulacje do wytwarzania kalozy (np. przeciwko Hyaloperonospora

parasitica i  nekrotroficznym  patogenom  Alternaria  brassicola
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i Plectrosphaerella cucumerina). Podczas infekcji kaloza uwazana jest
za fizyczng bariere tworzaca sie w miejscach penetracji tkanki roslinnej
przez grzyba.>>56 BABA ma réwniez wiasciwos$¢ ttumienia odpowiedzi
zaleznej od kwasu jasmonowego, przez co skutecznie wspomaga wzrost

ekspresji gendéw zaleznych od kwasu salicylowego.>”

Gdy zastosowano kwas [(-aminomastowy w celu wywotania opornosci
u roSlin Vitis vinifera przeciwko infekcji Plasmopara viticola, wplyw
na zmniejszenie wzrostu grzybni i sporulacji byly zwigzane z ekspresja
genéw markerowych dla SA (PR-1) i JA (PR-4 i LOX-9). Sciezka JA wydawata
sie by¢ szczegdlnie aktywna, prowadzac do poczatkowego odktadania sie
kalozy i ligniny woko6t miejsc zainfekowanych. W rzeczywistosci podobne
efekty (nawet jesli z nizsza odpornoscia) byly obserwowane przez
egzogenne zastosowanie JA, podczas gdy BTH nie spowodowat znacznego

wzrostu odpornosci.>8

1.5.3. Sacharyna
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Rys. 11 Struktura sacharyny i jej pochodnej

Sacharyna, dobrze znana jako substancja stodzaca, stosowana w zywnosSci
i napojach, jest réwniez skutecznym czynnikiem wzbudzajacym SAR,
bedacym w stanie indukowac opornos$¢ przeciwko szerokiemu spektrum
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patogendéw zaréwno zb6z, jak i ro$lin straczkowych.59.60616263 Qdkrycie
dziatania biologicznego u roslin zostalo odkryte w nastepstwie badan nad
probenazolem (ktérego sacharyna jest metabolitem) - fungicydem znanym
réwniez jako stymulator mechanizméw odpornosci w ro$linach ryzu
przeciwko porazeniu przez Magnaporthe grisea oraz bakterie Xanthomonas
oryzae. W niektorych przypadkach podlewanie roslin roztworem sacharyny
byto bardziej skuteczne niz stosowanie dolistne, np. w ochronie soi przed
rdzag. W najnowszej pracy Delgado et al. badat skuteczno$¢ sacharyny
w ochronie fasoli przed rdza wywotana przez Uromyces appendiculatus
(inokulowanie mechaniczne) oraz przeciwko rdzy w potgczeniu
z plamistoscig lisci fasoli wywotang przez Phaeoisariopsis griseola
w naturalnie porazonych roslinach. W doswiadczeniach w szklarniach fasola
opryskana sacharyng (0,24 mg/ml) i inokulowana Uromyces appendiculatus
6 dni pdzZniej wykazata zmniejszong liczbe, rozmiar i sporulacje nekroz.
W trzech kolejnych eksperymentach po naturalnej infekcji fasola,
opryskiwana roztworem sacharyny co 14 dni, byta zdolna do obrony roslin
przeciwko rdzy, jednak z nizsza skutecznos$cig przeciwko plamistosci lisci

fasoli.
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1.5.4. Kwas 2,6-dichloroizonikotynowy (INA)
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Rys. 12 Struktura kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego (INA)

Kunz et al., w patencie zgtoszonym przez koncern Ciba-Geigy, opisat badania
screeningowe duzej liczby zwigzkéw pod katem potencjatu do aktywacji
odpornosci w ogorku (Cucumis sativus) przeciwko patogenowi grzybowemu
Colletotrichum lagenarium i zidentyfikowat kwas 2,6-dichloroizonikotynowy
(INA) i jego pochodng estrowg jako zwigzki wykazujace bardzo wysoka
skuteczno$¢.* Wysoki poziom ochrony ogorka przed C. lagenarium
osiggnieto przez aplikacje w postaci oprysku w dawce 104 uM (20 ppm),
a takze poprzez podlewanie w 10-krotnie nizszych stezeniach. W warunkach
polowych, INA zapewniata odpornos$¢ przeciwko patogenom na roslinach
gruszy, pieprzu i ryzu.6>66 W dalszych badan wykazano, 6768 ze INA indukuje
SAR w tytoniu i Arabidopsis, zapewniajgc znaczaca odpornosc¢ roslin tytoniu
przeciwko TMV, Cercospora nicotianae, Peronospora tabacina, Phytophthora
parasitica var nicotianae i P. syringae pv. tabaci. Jak dotad INA byta
zastosowana na wielu gatunkach ros$lin i wykazata wysoka skuteczno$¢
w indukcji odpornosci przeciwko szerokiemu spektrum
patogendw.6970717273  Niestety, INA charakteryzuje sie podwyzszong

fitotoksycznoscig, przez co nie znalazta zastosowania w preparatach
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komercyjnych.6® Mimo to, INA jest induktorem wykorzystywanym do celéw

badawczych nad mechanizmami indukcji SAR.

1.6. Modyfikacje chemiczne znanych induktoréw odpornosci u roslin
1.6.1. Pochodne kwasu salicylowego

Oprécz funkcjonalnych analogéw SA, ktére omdéwiono powyzZej, testowano
réwniez pochodne chemiczne tego induktora. Wykazano, ze kwas
3,5-dichlorosalicylowy, 4-chlorosalicylowy i 5-chlorosalicylowy, doskonale
imitujg dziatanie kwasu salicylowego, indukujgc ekspresje genu PR-1
i wzmacniajac odpornos¢ na zakazenie TMV w tytoniu.’+70 Co ciekawe, inne
analogi  kwasu  salicylowego, takie jak kwas  benzoesowy,
2-aminobenzoesowy, 3-hydroksybenzoesowy, 4-hydroksybenzoesowy,
2,3-dihydroksybenzoesowy, 2,4-dihydroksybenzoesowy,
2,5-dihydroksybenzoesowy i 4-aminosalicylowy nie wykazywaty aktywnoSci

jako induktory odpornosci.”>76

Powyzsze wyniki pokrywaja sie z najszerszym jak dotad opracowaniem,
dotyczacym wptywu struktury chemicznej na induktory odpornosci u roslin,
ktorego wyniki przedstawiono ponizej (Tab. 1).77 Badania indukcji SAR
dla wymienionych zwigzkéw zostaly przeprowadzone na roslinach tytoniu,
w ktorych badano wzrost stezenia biatek PR-1a. Wszystkie otrzymane
wyniki przedstawiono w postaci wzglednej, gdzie jako , 1” ustalono dziatanie

kwasu salicylowego.
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Tab. 1 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych kwasu salicylowego??

Badana Substancja Podstawnik Wzglqdrslj\;{ndukqa Struktura
Kontrola 0.00 H,0
Substytucja w Pozycji 2
Kwas Salicylowy (SA) -OH 1.00 fo)
Kwas acetylosalicylowy -OAc 1.10
Kwas Benzoesowy -H 0.00 OH
Kwas 2-fluorobenzoesowy -F 0.06
Kwas Tiosalicylowy -SH 0.59 R
Substytucja w Pozycji 3
Kwas 3-aminosalicylowy -NH, 0.54
Kwas 3-chlorosalicylowy -Cl 2.67
Kwas 3-fluorosalicylowy -F 2.13 (o)
Kwas 3-formylosalicylowy -CHO 0.06
Kwas 3-hydroksysalicylowy -OH 0.00 OH
Kwas 3-izopropylosalicylowy -izopropylowy 0.00
Kwas 3-metoksysalicylowy -OCH3 0.49 OH
Kwas 3-metylosalicylowy -CH3 0.22 R
Kwas 3-nitrosalicylowy -NO; 0.27
Kwas 3-fenylosalicylowy -fenylowy 0.00
Substytucja w Pozycji 4
Kwas 4-aminosalicylowy -NH» 0.08 o
Kwas 4-chlorosalicylowy -Cl 0.32
Kwas 4-fluorosalicylowy -F 0.83 @OH
Kwas 4-hydroksysalicylowy -OH 0.00
Kwas 4-metoksysalicylowy -OCH3 0.17 R OH
Kwas 4-metylosalicylowy -CH3 0.05
Substytucja w Pozycji 5
Kwas 5-aminosalicylowy -NH, 0.00
Kwas 5-bromosalicylowy -Br 0.41
Kwas 5-chlorosalicylowy -Cl 1.07
Kwas 5-cyjanosalicylowy -CN 0.85 o
Kwas 5-fluorosalicylowy -F 1.60 R
Kwas 5-formylosalicylowy -CHO 0.00 OH
Kwas 5-hydroksysalicylowy -OH 0.00 OH
Kwas 5-jodosalicylowy -1 0.00
Kwas 5-metoksysalicylowy -OCH3 0.12
Kwas 5-metylosalicylowy -CHs 0.00
Kwas 5-nitrosalicylowy -NO; 0.15
Substytucja w Pozycji 6
Kwas 6-fluorosalicylowy -F 0.29 R O
Kwas 6-hydroksysalicylowy -OH 0.86 OH
Kwas 6-metoksysalicylowy -OCH3 0.31
Kwas 6-metylosalicylowy -CH3 0.16 OH
Substytucja w Pozycji 31 5
Kwas 3,5-dibromosalicylowy -Br, -Br 0.25 o
Kwas 3,5-dichlorosalicylowy -Cl, -Cl 1.81
Kwas 3,5-difluorosalicylowy -F,-F 3.83 R OH
Kwas 3-chloro-5-fluorosalicylowy -Cl, -F 1.70
Kwas 3-fluoro-5-chlorosalicylowy -F,-Cl 1.46 OH
Kwas 3,5-dinitrosalicylowy -NO3, -NO; 0.00 R
Kwas 3-metoksy-5-chlorosalicylowy -OMe, -Cl 0.15
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Substytucja w Pozycji 3,51 6

. R O
Kwas 3,5-dichloro-6-
hydroksysalicylowy -Cl,-Cl, -OH 141 R OH
Kwas 3,5,6-trichlorosalicylowy -Cl, -Cl, -C1 0.25 OH
R

Zwiazki badane podzielono na kilka grup, w zaleznos$ci od umiejscowienia
podstawnika w piers$cieniu aromatycznym. W pierwszej grupie zwigzkow
badano analogi kwasu salicylowego, roéznigce sie podstawnikiem przy
atomie wegla C2. Ustalono, Ze jedynymi analogami kwasu salicylowego o
wysokiej skutecznos$ci sg kwas tiosalicylowy i acetylosalicylowy (aspiryna).
Autorzy postanowili wiec pozostac przy obecnosci grupy -OH w pozycji orto
do grupy karboksylowej i skupi¢ sie na badaniu pochodnych, zawierajgcych
podstawniki przy atomach wegla C3, C4, C5 i C6 oraz zawierajacych wiecej
niz jeden podstawnik. Ws$réd zwigzkéw z podstawnikiem w pozycji
C3 bardzo dobrg skuteczno$¢ wykazaty kwasy 3-chloro- i 3-fluorosalicylowy,
znacznie przewyzszajace kwas salicylowy. Umiarkowang aktywnos$¢
wykazywaty kwasy 3-amino- i 3-metoksysalicylowy. Wprowadzenie innych
podstawnikdéw, takich jak grupa formylowa, hydroksylowa, izopropylowa,
metylowa, nitrowa czy fenylowa powodowaty dezaktywacje czasteczki.
Substytucja do wegla C4 powodowata generalny spadek wtasciwosci
indukujagcych  SAR  w  otrzymanych zwigzkach ponizej poziomu
reprezentowanego przez SA, jednakze i tutaj najskuteczniejsze okazaty sie
pochodne zawierajgce halogen, jak kwas 4-fluoro- i 4-chlorosalicylowy.
Wprowadzenie innych grup funkcyjnych powodowato dezaktywacje
biologiczng substancji. Substytucja do atomu wegla C5 zaowocowata wysoka

skutecznos$cig, tak jak poprzednio zwigzkéw z fluorem i chlorem
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(odpowiednio skutecznos¢ na poziomie 160% i 107% w stosunku do SA).
Co ciekawe, inne halogeny, takie jak brom i jod, powodowaty spadek
aktywnosci czasteczki lub jej kompletng dezaktywacje. Substytucja
w pozycje orto- do grupy karboksylowej i meta- do hydroksylowej
spowodowata ponownie spadek ogdélnej aktywnos$ci zwigzkow,
gdzie  najwydajniejszy = okazat sie  kwas  6-hydroksysalicylowy
(86% wydajnosci), a dopiero nizej uplasowaty sie pochodne zawierajace
inne grupy funkcyjne. Przytaczenie do pierScienia wiecej niz jednej grupy
funkcyjnej doprowadzito do otrzymania niezwykle skutecznych analogéw
kwasu salicylowego, w szczegb6lnosci kwasow
3,5-difluoro- (383% skutecznosci SA), 3,5-dichloro- (181%), 3-chloro-5-
fluoro- (170%) oraz 3-fluoro-5-chlorosalicylowego (146%). Wprowadzenie
innych grup funkcyjnych (np. nitrowych czy bromu), nawet w sSwietle
tak obiecujacych wynikéw dla zwigzkéw podstawionych fluorem i chlorem,
powodowato brak aktywno$ci biologicznej otrzymanych pochodnych.
Ostatnia grupa badanych zwigzkéw rozpatrywata pochodne podstawione
3 grupami dodatkowymi w pozycjach 3, 5 i 6. Jak sie okazato, wysoka
skuteczno$cig wykazat sie jedynie kwas 3,5-dichloro-6-hydroksysalicylowy
(141%). Wprowadzenie trzeciego podstawnika chlorowego (kwas
3,5,6-trichlorosalicylowy) powodowato znaczny spadek aktywnoSci
biologicznej w stosunku do analogu 3,5-dichlorosalicylowego (ponad
10-krotny). Niestety, autorzy nie pokusili sie o hipoteze ttumaczaca

wykazane tendencje.

Inna metoda modyfikacji zostata zaproponowana w pracy S Kamathan et.

al.’8 Kwas salicylowy zostat tam przylagczony do zrdéznicowanej grupy
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pochodnych kwasu benzoesowego jako grupa estrowa (Rys. 13). Co ciekawe,
wszystkie otrzymane zwigzki charakteryzuja sie wyzsza aktywnoScig
w redukcji plam nekrotycznych na roslinach tytoniu w stosunku do samego

kwasu salicylowego.

Rys. 13 Zestryfikowane pochodne kwasu salicylowego’8

Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze testy prowadzone byty w niestandardowy
sposéb, poniewaz inokulacja wirusa miata miejsce juz 24 godziny po
aplikacji induktoréow. Weryfikacja ilosci i wielkosci plam nekrotycznych
nastepowata po 72 godzinach od inokulacji. Standardowo, te odstepy
czasowe wynoszg po 7 dni kazdy. Z punktu widzenia innych doniesien
naukowych, traktujgcych o testowaniu indukcji SAR na tytoniu porazonym
TMV, 24 godziny to zbyt krétki okres czasu na wydajne uruchomienia
mechanizmu SAR. Mozliwe, Ze klimat prowadzenia badan (Indie) mégt mie¢

wptyw na zmiane parametrow przeprowadzania eksperymentow.
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1.6.2. Pochodne kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego

0 2 g [
cl H cl S

/

= X W
’ N\/CN | 'Tl \
N« N__— H
N-cyjanometylo-2-chloro- N-fenylosulfono-2-chloro-
izonikotynamid (NCI) izonikotynamid (NPSI)

Rys. 14 Struktura pochodnych kwasu salicylowego - NCI oraz NPSI

Jednymi z pierwszych pochodnych INA o udowodnionym dziataniu
biologicznym byty N-cyjanometylo-2-chloroizonikotynamid (NCI) oraz jego
pochodna N-fenylosulfono-2-chloroizonikotynamid (NPSI). NCI wykazat
jedna z najwyzszych aktywnosci indukujacych SAR w poréwnaniu do innych
N-alkilo-2-chloroizonikotynoamid dw.79.80.81 Nie wykazat dziatania
przeciwgrzybiczego w stosunku do Magnaporthe grisea w testach in vitro
przy stezeniach nawet 1100 uM (500 ppm). Jego aktywnos$¢ jest
dtugotrwata, chronigc rosliny ryzu nawet do 30 dni po pojedynczym
zastosowaniu. Te wyniki sugeruja, ze NCI skutecznie indukuje mechanizmy
obronne u roslin. W tytoniu NCI moze wywotywaé¢ SAR i posredniczy¢
w ochronie przeciwko TMV, Oidium lycopersici i P. syringae pv. tabaci. Tutaj
takze indukuje ekspresje biatek PR-1, PR-2 i PR-5, ale jest aktywny réwniez
w transgenicznych roslinach tytoniu typu nahG. To dowodzi, Ze nie wymaga
obecnosci SA do aktywacji obrony.82 W Arabidopsis NCI redukuje wzrost
P. syringae i indukuje odporno$¢ niezaleznie od akumulacji SA, ET i JA,
ale wymaga NPR-1. Tak wiec, podobnie jak INA i BTH, NCI wydaje sie

oddziatywa¢ ze $ciezka indukcji powigzang z SA i NPR-1.8384 Brakuje
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doniesien na temat innych pochodnych kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego

testowanych pod katem indukcji odpornosci.

1.6.3. Pochodne BTH
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Rys. 15 Znane pochodne kwasu benzotiadiazolowego
Tioester metylowy benzo[1.2.3]tiadiazolu oraz kwas

7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowy zostaty wytonione jako najbardziej
efektywne oraz bezpieczne substancje w ramach badan screeningowych

szerokiego spektrum substancji chemicznych, prowadzonych przez koncern
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Ciba-Geigy (obecnie Syngenta).8> Po opatentowaniu catej grupy zwigzkow
zdecydowano sie opublikowa¢ badania wskazujgace metody syntezy
oraz wptyw struktury chemicznej zwigzkéw z grupy benzotiadiazoli na ich
efektywnos$¢ biologiczna.8¢ Zaprezentowana grupa pochodnych (Oznaczona
na potrzeby omawiania prezentowanych wynikéw jako K1 do K35)

charakteryzuje sie r6znymi drogami modyfikacji czasteczki (Rys. 15).

Pierwsza z nich bylo miejsce przytaczenia grupy karboksylowej
do pierscienia (K1, K7-K9). Aktywnym biologicznie okazat sie jedynie
zwigzek z grupa karboksylowa, umieszczong w pozycji C7 (K1).
Aby utrzymac¢ aktywno$¢ biologiczng grupa ta mogla by¢ zamieniona
na estrowa (K18, K20), alkilohydroksylowa (K19) i aldehydowa (K17).
Zwigzki podstawione innymi grupami funkcyjnymi w tym miejscu okazaty
sie nieaktywne. Nastepnie rozpatrzono wplyw drugiego podstawnika
w pozycji C4, C5 lub C6. Jego wprowadzenie generalnie obnizato skuteczno$¢
biologiczng, jednakze zwigzki podstawione fluorem (K22) odbiegatly
nieznacznie od najaktywniejszych substancji. Wprowadzenie chloru badz
bromu znacznie obnizato skuteczno$¢ induktoréw, a zwigzki podstawione
grupami hydroksylowymi czy metoksylowymi byty kompletnie nieaktywne.
Wprowadzenie pierscienia sprzezonego do pierscienia benzotiadiazolowego
w pozycji C4-5 (zwigzki K26 i K27) powodowato dezaktywacje czasteczki.
Podobny efekt zostat uzyskany przy modyfikacjach uktadu heteroatoméw w
pierScieniu  bicyklicznym (K28-35), z wyjatkiem pochodnej K29
o umiarkowanej aktywnosci. Ostatecznie, modyfikacja grupy przytgczonej do
grupy karboksylowej, ktéra zaowocowata powstaniem estréw, tioestrow,

amidow i hydrazyd pozwolila utrzyma¢ wysoka aktywnos$¢ indukcji SAR.
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Z tej grupy najmniej efektywne okazaly sie amidy. Co wazne, wplyw
na dziatanie biologiczne miata réwniez wielko$¢ grup Ri i Rz w
przytaczonych grupach - im dtuzszy tancuch, tym gorsza aktywnos¢

biologiczna.

Kolejng grupa pochodnych BTH zostata zaprezentowana w pracy Du et al.
(Rys. 16).87 Skupiono sie tam na gtéwnie na wtasciwosciach biologicznych
halogenowanych estrow kwasu 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowego
w  badaniach przesiewowych przeciwko Erysiphe cichoracearum
i Colletotrichum lagenarium na ogérku. Wyniki testow terenowych wykazaty,
ze dwa z testowanych estrow fluorowanych (D3, D4) byty silniejsze niz BTH
w stosunku do tych patogenéw. Wyniki drugiej grupy zwigzkow
charakteryzuja sie niestety duzym zrdéznicowaniem skutecznosci

biologicznej, w ktorej ciezko doszukac sie prawidtowosci.

(0]
(0] R (0] (o]
\/\O)J\R.]
S\ s\
’/N , N
N
R: R:

-OCH3 (D1) - 100% -CgHs (D5) - 97%
-SCH; (D2) - 100% -CgF5 (D6) - 30%
-OCH,CF5 (D3) - 100% -2-CICgH4 (D7) - 32%
-OCH,CF,CF5 (D4) - 99% -2-OHCgH, (D8) - 89%

-2-FCgH, (D9) - 14%
-2-BrCgH, (D10) - 72%
-2-ICgH, (D11) - 38%

-4-FCgH, (D12) - 62%
-4-CICgH,4 (D13) - 42%
-4-(NO,)CgH, (D14) - 43%
-2-CH50CgH, (D15) - 65%
-2,4-Cl,CgH30CH, (D16) - 92%

Rys. 16 Efektywno$¢ indukcji SAR [%] nowych estréw na bazie BTH.87
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1.6.4. Jonowe induktory odpornosci roslin na bazie BTH

Badania nad induktorami odporno$ci u ro$lin, prowadzone w grupie
badawczej, ktérej jestem cztonkiem, rozpoczety sie w 2013 roku. Ich celem
byta modyfikacja BTH do formy anionowej badz kationowej oraz potaczenia
go w dwufunkcyjng sél. Prowadzone badania zaowocowaty stworzeniem
pierwszych znanych jonowych induktoréw odpornosci roslin, wykazujacych
oczekiwang aktywnoS¢ biologiczna.888% Rozwiniecie tych badan
opublikowano w ramach pracy magisterskiej mojego autorstwa (pochodne
anionowe BTH)? oraz autorstwa mgr Rafata Kukawki (pochodne
kationowe).?t Wyniki tych prac poszerzone o wyniki badan biologicznych na
innych ro$linach i patogenach byly réwniez podstawa do wniesienia
czterech zgtoszen patentowych do Polskiego Urzedu Patentowego

prowadzac do uzyskania ochrony patentowej w kazdej ze spraw.92.93.94.95

Wyniki badan wykazaty, ze bardziej aktywna formga BTH byt jego anion
(w postaci zdeprotowanego kwasu karboksylowego), anizeli pochodne
kationowe ze zalkilowanym atomem azotu w pierScieniu tiadiazolowym.
Whiasciwosci przeciwjonu dotagczonego do BTH mozna byto zakwalifikowac
do dwoch Kkategorii - aktywnych biologicznie jondéw antybakteryjnych
(np. anion dokuzynianowy lub kation dimetylobutylodecyloamoniowy)
oraz jondw nie wprowadzajagcych nowej funkcji biologicznej,
ale modyfikujacych rozpuszczalno$¢ w wodzie (kation NTf, oraz anion
potasowy i choliniowy). Wyniki badan dla wybranych soli wykazaty
dwufunkcyjno$¢ otrzymanych pochodnych oraz znaczny wzrost
ich rozpuszczalno$ci w wodzie, do okoto 10000 mg/L dla [Chol][BTHCOO]

(neutralny ASM wykazywal rozpuszczalno$¢ na poziomie 7 mg/L,
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co powodowalo problemy zdawkowaniem w uprawach polowych).
Co wiecej, pochodna anionowa [N11410][BTHCOO] oraz dwie pochodne
kationowe [BTHMe][NTFz] i [BTHMe][DOC] wykazywaty temperature
przemiany fazowej ponizej 100°C, co uczynito je pierwszymi znanymi

cieczami jonowymi o charakterze induktoréw odpornosci u roslin.

W ramach tych prac zsyntezowano szereg soli (Rys. 17) oraz okreslono ich
podstawowe parametry fizyczne, takie jak temperatura topnienia
i stabilno$¢ termiczna. Wspdlne badania doprowadzity tez do syntezy

i zbadania zwitterjonu - zalkilowanego 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolanu.
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Rys. 17 Sole kationowej i anionowej pochodnej BTH
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Rozwiniecie badan biologicznych nad zwigzkami opracowanymi w tym
czasie sg jednym z elementéw niniejszej rozprawy doktorskiej oraz zostaty

opublikowane w formie dwdch artykutéw naukowych.?6.97

1.7. Wptyw  podstawnikéw halogenowych na aktywno$¢ zwigzkow

aromatycznych

Jedna z najpopularniejszych metod modyfikacji zwigzkéw biologicznie
polega na wprowadzeniu do ich struktury atomu halogenku, w szczego6lnoSci
chloru. Wyjasnienie tej tendencji, Swietnie opisano w pracy przegladowej
autorstwa K. Neumanna.?® Zwraca on uwage na fakt, ze wprowadzenie
atomu chloru powoduje wzrost lipofilowosSci zwigzku, a przez wysoka
elektroujemnos¢ chloru - wysokie spolaryzowanie wigzania wegiel-chlor
oraz  mozliwos¢  wystepowania  miejscowych  elektrostatycznych
oddziatywan z aminokwasami, znajdujacymi sie w biatkach. Ponadto, wolne
pary elektronowe, znajdujace sie na atomie chloru, umozliwiajg tworzenie
wigzan wodorowych, stabilizujacych oddziatywania z makromolekutami
oraz mozliwo$¢ stabilizowania odziatywan majgcych udzial w tworzeniu
zwigzkow koordynacyjnych. Wszystkie te cechy biorg udziat w czesto
wystepujacym  podwyzszeniu  aktywnoSci  biologicznej  zwigzkéw
zawierajacych w swojej strukturze atom chloru, w szczegdlnosci jezeli ich

dziatanie przebiega poprzez oddziatywanie z centrami aktywnymi biatek.

Ekstrapolacja tych wtasciwosci na pozostate halogenki moze sugerowac, ze
wprowadzenie atomu fluoru moze jeszcze bardziej zwiekszy¢ aktywnos$¢
biologiczng takich zwigzkoéw ze wzgledu na silniejszg elektroujemnosc¢ oraz

mniejszy rozmiar, ktéry powoduje jeszcze wyzsza lipofilowos¢ uzyskanej
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struktury, silniejsza polaryzacje wigzania z weglem oraz wyzsze
powinowactwo do tworzenia wigzan wodorowych. Wprowadzenie
natomiast wiekszych halogenkéw, czyli bromu i jodu skutkuje co prawda
uzyskaniem wtasciwosci o tym samym charakterze, jednakze s3 one coraz
stabsze, a dodatkowo duza wielko$¢ wprowadzonego podstawnika, ktory
zaczyna stanowi¢ zawade steryczng, zaczyna dominowaé jako gléwny

czynnik obnizajgcy aktywnos$¢ tak zmodyfikowanych pochodnych.
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1.8. Cel rozprawy doktorskiej

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest okres$lenie wptywu struktury

chemicznej na aktywnos$¢ biologiczng induktoréw odpornosci u rosélin, ktéry

jest przedstawiony w aspekcie wielowatkowym, jako badania:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

soli opartych na kationowej oraz anionowej
pochodnej  znanego  induktora  odpornosci u  roSlin,
7-tiokarboksybenzo[1.2.3]tiadiazolanu metylu (BTH),
z uwzglednieniem dziatania dwufunkcyjnego nie tylko jako
induktoréw odpornosci u roslin, ale réwniez jako czynnikéw
antybakteryjnych,

poziomu fitotoksycznosci, cytotoksycznosci i toksycznoSci
w $rodowisku wodnym wybranych pochodnych BTH

amidow opartych na kwasie 2,6-dichloroizonikotynowym w celu
okreSlenia wptywu podatnosci na hydrolize na aktywnos$¢
biologiczng induktoréw oraz

pochodnych strukturalnych induktoréw odpornosci roslin w celu
okreslenia wplywu modyfikacji ,rdzenia” czasteczki induktora, w
szczegblnosci  obecno$ci  podstawnikow ~ w  pierscieniu
aromatycznym na podatno$¢ czasteczek do wzbudzenia indukcji u

ro$lin.

Wyniki otrzymane w trakcie realizacji zadan badawczych moze umozliwi¢ w

przyszioSci $wiadome projektowanie nowych pochodnych induktoréw

odpornosci u roslin o wysokiej aktywnosci biologiczne;j.
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2. Metodologia
2.1. Zwigzki badane

Zwiazki chemiczne badane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej

i 0znaczone numerami pomocniczymi (numer) zostaty zakupione w:

SIGMA ALDRICH: (1) kwas izonikotynowy (CAS: 55-22-1, 99%), (3) kwas
2-chloroizonikotynowy (CAS: 6313-54-8, 97%), (4) kwas
2-hydroksyizonikotynowy (CAS: Brak, 97%), (7) kwas 2-chloro-3-
hydroksyizonikotynowy (CAS: Brak, 97%), (8) 2,6-dichloropirydyna
(CAS: 2402-78-0, 98%), (10) kwas DL-piperydyno-3-karboksylowy
(CAS: 498-95-3, 98%), (11) kwas 2-chloronikotynowy (CAS: 2942-59-8,
99%), (12) kwas 2-hydroksynikotynowy (CAS: 609-71-2, 98%), (13) kwas
2,6-dichloronikotynowy (CAS: 38496-18-3, 97%), (15) kwas DL-pipekolowy
(CAS: 535-75-1, 98%), (17) kwas 6-chloropikolinowy (CAS: 4684-94-0,
97%), (18) kwas 3-hydroksypikolinowy (CAS: 874-24-8, >99%), (20) kwas
DL-3-aminomastowy (CAS: 541-48-0, 97%), (21) kwas 4-aminomastowy
(CAS: 56-12-2, >99%), (24) sacharynian sodu jednowodny (CAS: 82385-42-
0, >98%), (25) bezwodnik 2-sulfobenzoesowy (CAS: 81-08-3, 90%), (26)
3-sulfobenzoesan sodu (CAS: 17625-03-5, 97%), (27) 4-sulfobenzoesan
potasu (CAS: 5399-63-3, 95%), (32) kwas 2-metoksybenzoesowy
(CAS: 579-75-9, 99%), (33) kwas antranilowy (CAS: 118-92-3, 98%),
(34) kwas acetylosalicylowy (CAS: 50-78-2, >99%), (38) kwas ftalowy,
(CAS: 88-99-3, >99,5%), (39) kwas 3-hydroksybenzoesowy (CAS: 99-06-9,
99%), (40) kwas 4-hydroksybenzoesowy (CAS: 99-96-7, 99%), (41) kwas
3-chlorobenzoesowy (CAS: 535-80-8, >99%), (43) kwas

2,6-dimetoksybenzoesowy  (CAS: 1466-76-8, 98%), (44) kwas
63



2,3-dihydroksybenzoesowy  (CAS: 303-38-8, 99%), (45) kwas
2,4-dihydroksybenzoesowy  (CAS:  89-86-1, 97%), (46) kwas
2,5-dihydroksybenzoesowy  (CAS: 490-79-9, 96%), (49) Kkwas
3,5-dichlorobenzoesowy (CAS: 51-36-5, 97%), (50) kwas
3,5-dimetoksybenzoesowy  (CAS: 1132-21-4, 97%), (51) kwas
3,5-diaminobenzoesowy (CAS: 535-87-5, 98%), (52) kwas
3-chlorosalicylowy (CAS: 1829-32-9, 98%), (53) kwas 4-chlorosalicylowy
(CAS: 5106-98-9, 93%), (54) kwas 5-chlorosalicylowy (CAS: 321-14-2,
98%), (55) kwas 6-chlorosalicylowy (CAS: 56961-31-0, 97%), (56) kwas
3,5-dichlorosalicylowy (CAS: 320-72-9, 97%), (57) kwas 4-fluorosalicylowy
(CAS: 345-29-9, 96%), (58) kwas 5-fluorosalicylowy (CAS: 345-16-4, 97%),
(59) kwas 4-bromosalicylowy, (CAS: 1666-28-0, 97%), (60) kwas
5-bromosalicylowy (CAS: 89-55-4, 90%), (61) kwas 3,5-dibromosalicylowy
(CAS: 3147-55-5, 97%), (62) kwas 4-jodosalicylowy (CAS: 16870-28-3,
97%), (63) kwas 5-jodosalicylowy (CAS: 119-30-2, 90%), (64) kwas
3,5-dijodosalicylowy (CAS: 133-91-5, 99%), (69) kwas 4-aminosalicylowy

(CAS: 65-49-6,99%), (70) jasmonian metylu (CAS: 39924-52-2, 95%);

ABCR: (2) kwas piperydyno-4-karboksylowy (CAS: 498-94-2, 98%),
(5) kwas 2,6-dichloroizonikotynowy (CAS: 5398-44-7, 97%), (6) kwas
2,6-dihydroksyizonikotynowy (CAS: 99-11-6, 97%), (9) kwas nikotynowy
(CAS: 59-67-6,99%), (14) kwas pikolinowy (CAS: 98-98-6, 99%), (15) kwas
DL-pipekolowy (CAS: 4043-87-2, 99% - co ciekawe, ten sam zwigzek
sprzedawany przez firme SIGMA ALDRICH jest oznaczony innym numerem
CAS), (19) kwas DL-2-aminomastowy (CAS: 2835-81-6, 99%),

(22) B-Alanina (CAS: 107-95-9, 98%), (23) DL-Metionina (CAS: 59-51-8,
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98%), (29) kwas cykloheksanokarboksylowy (CAS: 98-89-5, 97%),
(31) kwas 2-chlorobenzoesowy (CAS: 118-91-2, 98%), (35) kwas
2-nitrobenzoesowy (CAS: 552-16-9, 98%), (36) kwas tiosalicylowy
(CAS: 147-93-3, 98%), (42), kwas 2,6-dichlorobenzoesowy (CAS: 50-30-6,
98%), (47) kwas 2,6-dihydroksybenzoesowy (CAS: 303-07-1, 98%),

(48) kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy (CAS: 99-10-5, 98%);

ROTH: (16) DL-Prolina (CAS: 609-36-9, >99%), (28) kwas benzoesowy

(CAS: 65-85-0,>99,5%), (30) kwas salicylowy (CAS: 200-712-3, >99%).

Aktyn: (68) kwas 5-sulfosalicylowy dwuwodny, (CAS: 5965-83-3, cz.d.a.);

Zwiazki: (37) kwas 2-(metylotio)benzoesowy, (65) kwas 3-nitrosalicylowy,
(66) kwas 5-nitrosalicylowy, (67) kwas 3,5-dinitrosalicylowy zostaty
zsyntezowane znanymi metodami przez cztonkéw grupy badawczej, ktorej
jestem cztonkiem, w ramach innych projektow badawczych oraz zostaty

uzyczone na potrzeby badan biologicznych.
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Rys. 18 Struktury badanych pochodnych kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego
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Rys. 19 Struktury badanych pochodnych kwasu 3-aminomastowego (BABA) oraz

sacharyny

66



o)
OH O)km-l
OH

.

OH
Kwas benzoesowy Kwas cykloheksano- Kwas salicylowy Kwas 2-chloro-
28 karbolz(gylowy 30 benzoesowy
o o o o]
S O T L
OH
o— NH, < NO,
2- .
metoks?lgzzz oesowy Kwas an3t:;'amlowy Kwas acetylosalicylowy Kwas 2-nitrobenzoesowy
32 34 35
(0] o
o (0]
OH OH
OH
o O :
S_
Kwas tios:IIi-:;ylowy K 2-(metylotio) o oH
was 2-(metylotio)-
Kwas ftalowy Kwas 3-hydroksy-
36 benzoesowy 38 benzoesowy
37
39
(o) (o)
/
/@)\OH OH Cl (o] (0] (0]
HO @EM OH OH
ci cl o~
Kwas 4-hydroksy- Kwas 3-chloro- Kwas 2,6-dichloro- Kwas 2,6-dimetoksy-
benzoesowy benzoesowy benzoesowy benzoesowy
40 | 42 43

o
(o] (o] OH O
OH
OH HO OH OH
OH
Kwas 2,3-dihydroksy- kwas 2,4-dihydroksy- Kwas 2,5-dihydroksy- kwas 2,6-dihydroksy-
benzoesowy benzoesowy benzoesowy benzoesowy
44 45 46 47
o) o o ® 0
cl - HoN
HO\Q)KOH \Q)J\OH OH OH
OH cl A0 NH;
Kwas 3,5-dihydroksy- Kwas 3,5-dichloro- kwas 3,5-dimetoksy- Kwas 3,5-diamino-
benzoesowy benzoesowy benzoesowy benzoesowy
48 49 50 51
o (o] (0} cl o
Cl
OH OH OH OH
OH cl OH OH OH
ci Kwas 4-chloro- Kwas 5-chloro- Kwas 6-chlorosalicylowy
Kwas 3-chlorosalicylowy salicylowy sallcgalowy 55
52 53

Rys. 20 Struktury badanych pochodnych kwasu salicylowego (28 - 55)
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Rys. 21 Struktury badanych pochodnych kwasu salicylowego (56 - 69) oraz jasmonianu
metylu (70)
Zwigzki: amid N,N-Dibutylo-2,6-dichloroizonikotynowy (71), amid

N-butylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy (72), amid N-benzylo-N-
metylo-2,6-dichloroizonikotynowy (73) i amid N,N-di(2-hydroksyetylo)-2,6-
dichloroizonikotynowy (74) (Rys. 22) zostaty zsyntezowane w ramach

niniejszej rozprawy doktorskiej wedtug procedur opisanych ponizej.
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OH

5. — v

Amid Amid Amid Amid N,N-di(2-
N,N-Dibutylo- N-butylo-N-metylo- N-benzylo-N-metylo-2,6- hydroksyetylo)-
2,6-dichloroizonikotynowy 2,6-dichloroizonikotynowy dichloroizonikotynowy 2,6-dichloroizonikotynowy
(71) (72) (73) (74)

Rys. 22 Amidy oparte na bazie kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego (71-74)

Do syntez uzyto rozpuszczalnikéw dostepnych komercyjnie o czystoSci
cz.d.a lub wyzszej. Reagenty uzyte w reakcji: N,N-dibutyloamina, N-butylo-N-
metyloamina, N-benzylo-N-metyloamina, N,N-di(2-hydroksyetanolo)amina

i chlorek tionylu zostaty zakupione w firmie SIGMA ALDRICH.

Zwiazki bedace pochodnymi BTH (Rys. 23, Rys. 24, Rys. 25) czyli
7-tiokarboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan =~ metylu = (BTH) (75), Kwas
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowy (BTHCOOH) (76),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan metylu (BTHCOOMe) (77),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan potasu [K][BTHCOO] (78),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan choliny [Chol][BTHCOO] (79),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan tetrabutyloamoniowy [Na444][BTHCOO]
(80), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N-butylo-N-
decyloamoniowy [N11410][BTHCOO] (81), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan
N,N-dimetylo-N,N-didecyloamoniowy [N111010][BTHCOO] (82),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N-decylo-N-
benzyloamoniowy [N1110Benz] [BTHCOO] (83),
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-metylo-N,N-didecylo-N-
benzyloamoniowy [N11010Benz][BTHCOO] (84),
7-karboksybenzo([1.2.3]tiadiazolan N-decylopirydyniowy [PyrCi0o][BTHCOO]

69



(85), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-dodecylopirydyniowy
[PyrCi2][BTHCOO] (86), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan benzetoniowy
[Benth][BTHCOO] (87), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-tetradecylo-N-
winyloimidazoliowy [C14VinIM][BTHCOO] (88), metylosiarczan
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe]
[MeSO04] (89), jodek 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][l] (90), trifluorometanosulfonian
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe]
[OTH] (91), chlorek 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe]|[Cl]
(92), Dbis(trifluorometylo)sulfonoimid 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][NTf2] (93), dokuzynian
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe]
[Doc] (94), 2-(N-morfolino)etanosulfonian 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][MES] (95), laurylosiarczan
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][LS]
(96), zwitterjon 7-karboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolan
[BTHCOO(Me)]* (97), metylosiarczan 7-karboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][MeSO04] (98), jodek
7-karboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][I]
(99), 2-(N-morfolino)etanosulfonian 7-karboksybenzo-N(3)-
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][NTf;] (100), dokuzynian
7-karboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][Doc]
(101) zostaty po raz pierwszy zsyntezowane w ramach prac magisterskich

mojego autorstwa oraz autorstwa mgr Rafata Kukawki i w ramach niniejszej
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pracy doktorskiej zostaly zsyntezowane ponownie uzywajgc metodyki

opisanej oraz opublikowanej na tamach dwéch artykutéw naukowych.96.97
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Rys. 24 Anionowe pochodne BTH (78-88)
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Rys. 25 Sole na bazie alkilowanych pochodnych BTH (89 - 101)

2.1.1. Czes¢ syntetyczna
2.1.1.1. Synteza chlorku kwasowego kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego

W probowce ciSnieniowej, szklanej umieszczono 5,1 mmola kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego  (5), 68,9 mmola chlorku tionylu
oraz mieszadetko magnetyczne. Probowke szczelnie zakrecono
i umieszczono w tazni olejowej na mieszadle magnetycznym. Reakcje
prowadzono przez 12 godzin w temperaturze 70°C. Po tym czasie probowke
ochtodzono do temperatury pokojowej i otwarto powoli pod wyciggiem.
Zawarto$¢ przeniesiono do kolby jednoszyjnej oraz odgazowano, a nastepnie
odparowano chlorek tionylu pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany osad
wysuszono pod wysoka préznig (0,01 milibara) przez 24 godziny.
Otrzymano brazowy bezpostaciowy osad z wydajnoscia 99%, ktory bez

oczyszczania uzyto w kolejnych reakcjach.
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2.1.1.2. Synteza amidéw kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego (71-74)

W kolbie okragtodennej z mieszadetkiem magnetycznym 4,4 mmola chlorku
kwasowego kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego rozpuszczono w 20ml
osuszonego chlorku metylenu. Nastepnie dodano do niego 4,4 mmola
odpowiednio N,N-dibutyloaminy, N-butylo-N-metyloaminy, N-benzylo-N-
metyloaminy lub N,N-di(2-hydroksyetanolo)aminy. Roztw6r byt nastepnie
mieszany przez 72 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
rozpuszczalnik zostal odparowany pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostato$¢ osuszona na wysokiej prozni (0,01 milibara) w temperaturze
pokojowej przez 48 godzin). W przypadku wszystkich amidéw otrzymano
brgzowy osad Kkrystaliczny z wydajnoscia powyzej 97%. Czystos¢
otrzymanych zwigzkéw potwierdzono za pomoca analizy magnetycznego

rezonansu jagdrowego.

2.1.2. Dane NMR otrzymanych zwigzkow.

Analiza NMR zostata wykonana za pomoca spektrometru Bruker BioSpin
(400MHz dla widm protonowych oraz 151 MHz dla widm weglowych)
oraz Varian XL 300 NMR (300 MHz dla widm protonowych oraz 75 MHz
dla widm weglowych). Jako rozpuszczalnika uzyto deuterowanego DMSO

(SIGMA ALDRICH) z tetrametylosilanem (TMS) jako standard wewnetrzny.

2.1.2.1. Amid N,N-Dibutylo-2,6-dichloroizonikotynowy (71)

tH NMR (400 MHz, [Ds]DMSO, 25°C, TMS)); §/ppm = 7.67 (2H, s, C3, C5), 2.93
(4H, dd, ] = 51.9, 44.2 Hz, N-CH,-), 1.56 (4H, dt, ] = 15.4, 7.6 Hz, -CHz-), 1.32

(4H, m, -CHz-), 0.88 (6H, m, -CHs);
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13C NMR (151 MHz, DMSO) §/ppm = 8 164.60, 153.68, 149.65, 123.30, 46.83,

27.99,19.78, 13.96.

2.1.2.2. Amid N-butylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy (72)

1H NMR (400 MHz, [Ds]DMSO, 25°C, TMS)); §/ppm = 7.72 (2H, s, C3, Cs), 2.86
(2H, dd, ] = 13.8, 6.4 Hz, N-CHz-), 2.51 (3H, s, N-CHs), 1.55 (2H, m, -CHz-),

1.32 (2H, ddd, ] = 32.4, 20.0, 12.7 Hz,, -CHz-), 0.88 (3H, m, -CHs3);

13C NMR (151 MHz, DMSO) 6/ppm = & 164.69, 151.75, 149.87, 123.32, 48.32,

32.80,27.89,19.67,13.95.

2.1.2.3. Amid N-benzylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy (73)

1H NMR (400 MHz, [Ds]DMSO, 25°C, TMS)); 6/ppm = 7.70 (2H, s, C3, Cs), 7.51
(1H, d, ] = 7.0 Hz, C-H in benzyl), 7.49 (1H, d, ] = 6.7 Hz, C-H in benzyl), 7.41

(3H, m, C-H in benzyl), 4.13 (2H, s, N-CH2-Benz), 2.56 (3H, s, N-CH3);

13C NMR (151 MHz, DMSO) 6/ppm = 6§ 164.69, 152.94, 149.73, 132.76,

130.24, 129.30, 129.15, 123.33, 51.66;

2.1.2.4. Amid N,N-di(2-hydroksyetylo)-2,6-dichloroizonikotynowy (74)

1H NMR (400 MHz, [Ds]DMSO0, 25°C, TMS)); 8/ppm = 7.67 (2H, s, Cs, Cs), 3.67
(2H,t, ] = 6.1 Hz, -N-CHa-), 3.41 (2H, s (wide peak), -OH & H20), 3.03 (2H, t, ]

= 8.1 Hz, -CH2-OH);

13C NMR (151 MHz, DMSO) §/ppm = § 164.90, 151.72, 149.52, 123.20, 57.99,

49.48.
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2.2.Badanie Indukcji SAR

2.2.1. Badania w uktadzie modelowym - tyton inokulowany wirusem

mozaiki tytoniowej

Materiaty uzyte do badan biologicznych, takie jak inokulum wirusowe
zawierajgce wirus mozaiki tytoniu (TMV) oraz ro$liny tytoniu Nicotiana
Tabacum var. Xanthi pochodza z zasoboéw wewnetrznych Zaktadu
Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Ro$lin - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu (IOR-PIB). Badania biologiczne byty
réwniez prowadzone w komorach szklarniowych, udostepnionych dzieki
uprzejmosci IOR-PIB. Komory szklarniowe sg wyposazone w automatyke
sterujaca temperaturg (ogrzewanie/klimatyzacja), o$wietleniem (blendy
ostaniajgce przed nadmiernym os$wietleniem i lampy przystosowane
do doswietlania roslin) oraz wilgotnoscia powietrza, umozliwiajac

przeprowadzanie testow biologicznych w jednorodnych warunkach (Fot. 8).

Fot. 8 Komora szklarniowa w Instytucie Ochrony Roslin w Poznaniu
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Kazda z ro$lin tytoniu odmiany Nicotiana Tabacum var. Xanthi w fazie
wzrostu trzech rozwinietych lisci byta opryskiwana 15 ml roztworu zwigzku
badanego. Roztwdr ten byt sporzadzany poprzez rozpuszczenie substancji
badanej w 10% roztworze metanolu (w celu podwyzszenia rozpuszczalnosci
w wodzie). Na kazdy zwigzek badany przeznaczano 3 ro$liny. RoS$liny
kontrolne (3 ro$liny) opryskiwane byly 10% roztworem metanolu
w wodzie. Po siedmiu dniach ros$liny traktowane substancjami badanymi
oraz kontrole inokulowano wirusem w spos6b mechaniczny. W tym celu
na powierzchnie liSci nanoszono minimalng ilo$¢ karborundu (opylanie
za pomoca rozpylacza proszkéw DeVilbiss® DV-119), a nastepnie pocierano
liscie kazdej z roslin rekg wcze$niej zanurzong w roztworze inokulum. Okoto
15 minut po zabiegu roSliny polewano woda oraz ostaniano przed
dziataniem bezposredniego Swiatta przez okres 24 godzin. Po siedmiu
dniach od inokulacji oceniano powierzchnie plam nekrotycznych,
wystepujacych na powierzchni lisci i $wiadczacych o stopniu infekcji
wirusowej. Redukcja powierzchni plam nekrotycznych u roslin
traktowanych badanymi substancjami w stosunku do kontroli $wiadczyta
o stopniu indukcji odporno$ci wywotanej badang substancjag. W celu
dokumentacji prowadzonych badan oraz analizy otrzymanych wynikow
lisScie reprezentatywne dla danej préby fotografowano badZz skanowano
w wysokiej rozdzielczosci (suplement nr 1). Powierzchnia plam
nekrotycznych byta okreslana wizualnie w stosunku do kontroli. Ewentualng
fitotoksyczno$¢ zwigzkéw okreslano wizualnie na podstawie wystepowania

przebarwien na powierzchni lisci badz nekroz.
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W ramach tego eksperymentu przetestowano wszystkie z substancji
prezentowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej (1 - 101). Testy
prowadzono w okresie odpowiadajagcym najlepszym  warunkom

dla wegetacji roslin, to jest od kwietnia do konca wrzesnia kazdego roku.

2.2.2. Badania bezposredniego wptywu badanych zwigzkéw na patogen

wirusowy

W celu okre$lenia czy dziatanie substancji badanej polega na stymulowaniu
mechanizméw immunologicznych rosliny, a nie bezposrednio i kontaktowo
niszczace materiat wirusowy przeprowadzono eksperyment, w ktérym
zwigzki badane rozpuszczono w wodzie z dodatkiem metanolu lub DMSO
do stezenia 100 mg/L. Wirus TMV inkubowano w tak otrzymanym
roztworze przez 30 minut, a nastepnie uzywano go do mechanicznego
inokulowania ros$lin tytoniu N. tabacum var. Xanthi. W prébie kontrolne;j
liscie tytoniu zainfekowano wirusem TMYV, inkubowanym w wodzie
destylowanej. 7 dni po zakaZeniu okreslono stopien porazenia roslin przez
chorobe wirusowa na podstawie okresSlenia ilosci i powierzchni plam
nekrotycznych na ro$linach tytoniu. Wystepowanie nekroz S$wiadczyto
o braku bezposredniego dziatania induktoréw odpornosci u ros$lin
na materiat wirusowy. W ten sposob przetestowano wszystkie ze zwigzkow

bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej (1-101).

2.2.3. Testy indukcji odpornosci u roslin ze strefy tropikalnej

Testy aktywnosci indukcji SAR w warunkach szklarniowych prowadzono w
tunelu foliowym (Fot. 9) nalezagcym do CIBE (Centro de Investigaciones

Biotecnologicas del Ecuador) wchodzacym w sktad Uniwersytetu ESPOL
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(Escuela Superior Politécnica del Litoral) znajdujacym sie w Guayaquil,
w Ekwadorze. Warto nadmieni¢, ze w Ekwadorze CIBE pelni role doradcza
w sprawie identyfikacji choréb wirusowych ro$lin oraz metod
ich zapobiegania oraz wspotpracuje z plantatorami i rolnikami w tym
zakresie. Wszystkie z opisanych ponizej testow przeprowadzone zostaty
w trakcie mojego stazu zagranicznego w ramach projektu ETIUDA

finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Opiekunem stazu byt

dr Diego Fernando Quito-Avila.

4

S -

foliowy w CIBE (Guayaquild, Ekwador)

U,

Fot. 9 Tunel

Tunel foliowy podzielony byt na komory (Fot. 10), w ktoérych prowadzono
testy biologiczne. Kazda z komoér byta niezaleznie klimatyzowana,
aby uzyska¢ jednorodne warunki prowadzenia eksperymentu oraz nie

dopusci¢ do przegrzania ro$lin. Materiat wirusowy byt pozyskiwany

78



z porazonych roslin nalezgcych do kolekcji wtasnej CIBE. Badane rosliny
papai (Melonowiec wtasciwy (Carica papaya L. var.. Sunrise)) pochodzity
ze szkoéiki plantatorskiej firmy Green Garden znajdujacej sie w okolicy
miejscowosci Buena Fe (Ekwador), rosliny kukurydzy zwyczajnej (Zea mays
var. Hercules) byly uprawiane na miejscu z certyfikowanego materiatu
nasiennego pochodzacego z Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP). RoS$liny babako (Carica pentagona, inaczej
Vasconcellea xheilbornii) pochodzity ze szkoétki znajdujacej sie w goérskiej
czeSci Ekwadoru, w miejscowosci Paute. Wszystkie z wymienionych roslin
byty testowane przed rozpoczeciem testow pod katem infekcji wirusowej

i byty wolne od choréb.

Fot. 10 Klimatyzowana komora znajdujaca sie w tunelu foliowym

W ramach tych testow zbadano aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow

osiggajacych najwyzsza skuteczno$¢ w trakcie badan prowadzonych w
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Polsce, czyli: kwas 2-chloroizonikotyowy (3), kwas
2,6-dichloroizonikotynowy (5), kwas 2-chloro-3-hydroksyizonikotynowy
(7), kwas nikotynowy (9), kwas 2-chloronikotynowy (11), kwas
2,6-dichloronikotynowy (13), kwas DL-2-aminomastowy (19), kwas
DL-3-aminomastowy (20), B-Alanina (22), kwas salicylowy (30), kwas
3-chlorosalicylowy  (52), kwas  5-chlorosalicylowy (54), kwas
3,5-dichlorosalicylowy (56), kwas 5-fluorosalicylowy (58), amid
N,N-Dibutylo-2,6-dichloroizonikotynowy (71), amid N-butylo-N-metylo-2,6-
dichloroizonikotynowy (72), amid N-benzylo-N-metylo-2,6-
dichloroizonikotynowy (73), amid N,N-di(2-hydroksyetylo)-2,6-
dichloroizonikotynowy (74), 7-tiokarboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan metylu
(BTH) (75), 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan potasu [K][BTHCOO] (78),
7-karboksybenzo|[1.2.3]tiadiazolan choliny [Chol][BTHCOO] (79),
7-karboksybenzo|[1.2.3]tiadiazolan tetrabutyloamoniowy [Na444][BTHCOO]
(80), 7-karboksybenzo|[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N,N-
didecyloamoniowy [N111010][BTHCOO] (82) i dokuzynian
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe]
[Doc] (94). Substancje byty testowane w dawkach 250 i 500 mg/L,
z wyjatkiem soli opartych o anionowa badZ kationowa pochodng BTH

testowanych w stezeniach 20 i 50 mg/L (75, 78, 79, 80, 82, 94).

Badania polowe na kukurydzy zostaty przeprowadzone w osrodku
doswiadczalnym, nalezgcym do INIAP (Estacién Experimental Portoviejo del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias) znajdujgcego sie
w okolicach miejscowosci Portoviejo (Manabi, Ekwador). Certyfikowany

materiat nasienny nalezat do zasob6ow INIAP.
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2.2.4. Papaja porazona wirusem pierscieniowej plamistosci papai (PRSV)

Ro$liny papai (3 rosliny na 1 zwigzek badany), mierzace okoto 30 cm
wysokosci, byty opryskiwane 15 ml formulacji substancji badanej w postaci
roztworu wodnego z dodatkiem 10% metanolu oraz 0,1% adjuwantu (Agral
90, Syngenta) lub podlewane 50 ml tej formulacji bez adjuwantu. Po siedmiu
dniach ro$liny traktowane substancjami badanymi oraz kontrole
inokulowano wirusem w sposdb mechaniczny. W tym celu na powierzchnie
lisci nanoszono minimalng ilo$¢ karborundu (opylanie za pomoca rozpylacza
proszkow DeVilbiss® DV-119), a nastepnie pocierano liscie kazdej z roslin
reka wczesniej zanurzong w roztworze inokulum wirusowego. Inokulum
przygotowywano poprzez roztarcie fragmentu lisScia (okolo 5g)
pochodzacego z juz porazonej rosliny (na ktérym mozna byto zaobserwowac¢
widoczne objawy choroby) w matej ilosci (10ml) wodnego roztworu bufora
fosforanowego (0,05M, pH = 7). Okoto 15 minut po zabiegu rosliny polewano
wod3a oraz ostaniano przed dziataniem bezposredniego Swiatta przez okres
24 godzin. Po siedmiu dniach od inokulacji oceniano symptomy choroby
wirusowej wystepujace na powierzchni lisci i $wiadczace o stopniu infekcji
wirusowej. W celu dokumentacji prowadzonych badan oraz analizy
otrzymanych wynikéw liscie reprezentatywne dla danej proby

fotografowano.
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2.2.5. Kukurydza porazona chorobg wirusowa MLND (Maize Lethal

Necrosis Disease)
2.2.5.1. Badania szklarniowe

Rosliny kukurydzy (3 rosliny na 1 zwigzek badany), mierzace okoto 30 cm
wysokosci, byty opryskiwane 15 ml formulacji substancji badanej w postaci
roztworu wodnego z dodatkiem 10% metanolu oraz 0,1% adjuwantu (Agral
90, Syngenta) lub podlewane 50 ml tej formulacji bez adjuwantu. Po siedmiu
dniach rosliny traktowane substancjami badanymi oraz Kkontrole
inokulowano wirusem w sposéb mechaniczny. W tym celu na powierzchnie
lisci nanoszono minimalng ilo$¢ karborundu (opylanie za pomoca rozpylacza
proszkoéw DeVilbiss® DV-119), a nastepnie pocierano liscie kazdej z ro$lin
reka wczesniej zanurzong w roztworze inokulum wirusowego. Inokulum
przygotowywano poprzez roztarcie fragmentu lisScia (okoto 5g)
pochodzacego z juz porazonej rosliny (na ktérym mozna byto zaobserwowac
widoczne objawy choroby) w matej ilosci (10ml) wodnego roztworu bufora
fosforanowego (0,05M, pH = 7). Okoto 15 minut po zabiegu rosliny polewano
woda oraz ostaniano przed dziataniem bezposredniego $wiatta przez okres
24 godzin. Po siedmiu dniach od inokulacji oceniano symptomy choroby
wirusowej, wystepujace na powierzchni lisci i $wiadczace o stopniu infekcji
wirusowej. W celu dokumentacji prowadzonych badan oraz analizy
otrzymanych wynikow liScie reprezentatywne dla danej proby

fotografowano.
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2.2.5.2. Badania polowe

Rosliny kukurydzy byty uprawiane na poletkach o wymiarach 3 x 5 metrow
w rzedach (Fot. 11), utrzymujac state odleglo$ci pomiedzy roslinami
(Fot. 12). W momencie osiggniecia przez rosliny wzrostu na poziomie 75 cm
wysokosci przeprowadzano oprysk formulacjami substancji badanych,
identycznymi jak przy testach szklarniowych. Zabieg powtarzano
co 2 tygodnie przez okres 8 tygodni. W tym czasie oraz przez okres miesigca
po zakonczeniu aplikacji zwigzkéw obserwowano wystepowanie choroby
MNLD na ros$linach. Nie inokulowano roslin mechanicznie, a jedynie
pozwalano dziata¢ insektom i naturalnej presji Srodowiska. Na poletkach na
ktorych testowano pochodne induktoréw odpornosci nie stosowano
insektycydéw. Kontrolg byta préba traktowana wytacznie insektycydami,
czyli standardowym zabiegiem agrotechnicznym stosowanym w Ekwadorze

w celu zapobiegania wystepowaniu choréb wirusowych.

Fot. 11 Przygotowanie do badan polowych na kukurydzy
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Fot. 12 Widok na poletka testowe do badania indukcji SAR na kukurydzy przecwko
chorobie MLND

2.2.6. Babako porazone kompleksem wirusowym potexvirus i PRSV

Ro$liny babako (3 rosliny na 1 zwigzek badany), mierzace okoto 30 cm
wysokosci i pochodzace z rozmnazania z réznych peddw,
w tym wierzchotkowych, byty opryskiwane 15 ml formulacji substancji
badanej w postaci roztworu wodnego z dodatkiem 10% metanolu oraz 0,1%
adjuwantu (Agral 90, Syngenta) lub podlewane 50 ml tej formulacji
bez adjuwantu. Po siedmiu dniach ro$liny traktowane substancjami
badanymi oraz kontrole inokulowano wirusem w spos6b mechaniczny.
W tym celu na powierzchnie lisci nanoszono minimalng ilo$¢ karborundu
(opylanie za pomoca rozpylacza proszkéw DeVilbiss® DV-119), a nastepnie

pocierano liscie kazdej z roslin reka wczes$niej zanurzona w roztworze
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inokulum wirusowego. Inokulum przygotowywano poprzez roztarcie
fragmentu liscia (okoto 5g) pochodzacego z juz porazonej rosliny (na ktérym
mozna byto zaobserwowa¢ widoczne objawy choroby) w matej ilosci (10ml)
wodnego roztworu bufora fosforanowego (0,05M, pH = 7). Okoto 15 minut
po zabiegu ro$liny polewano woda oraz ostaniano przed dziataniem
bezposredniego S$wiatta przez okres 24 godzin. Po siedmiu dniach
od inokulacji oceniano symptomy choroby wirusowej, wystepujace
na powierzchni lisci i $wiadczace o stopniu infekcji wirusowej. W celu
dokumentacji prowadzonych badan oraz analizy otrzymanych wynikow
liscie reprezentatywne dla danej préby fotografowano badZ skanowano
w wysokiej rozdzielczos$ci. Powierzchnia plam nekrotycznych byta okreslana

wizualnie w stosunku do kontroli.

2.3.Badanie dziatania antybakteryjnego

Testy przeprowadzono na mikroorganizmach referencyjnych ze szczepdéw:
Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens 23373,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus epidermidis ATCC 49134,
Pantoea ananatis 33244, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Proteus
vulgaris NCTC 4635 i Serratia marcescens ATCC 8100 dostarczonych przez
Leibniz Institute (DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures); Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pectobacterium carotovorum
ATCC 15713 i Pseudomonas syringae ATCC 19508, zakupionych z American
Type Culture Collection (ATCC); Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) i Pseudomonas fluorescens (Pfl), pochodzacych
z kolekcji wtasnej Instytutu Ochrony Roslin - Panstwowego Instytutu

Badawczego w Poznaniu.
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Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa okreslono metodg
mikrorozcienczeniowa wedtug standardu dla bakterii tlenowych (dokument
CLSI MO07-A9). Szczepy bakterii hodowano na bulionie Muellera-Hintona
przez 24 godziny. Z kazdej hodowli bakteryjnej przygotowano zawiesine
bakterii o stezeniu 10°¢ cfu/cm-3. Nastepnie kazde z testowanych rozcieniczen
badanych soli inokulowano za pomocg zawiesiny bakterii w stosunku 1:1.
Wzrost (lub jego brak) iloSci mikroorganizmoéw okreSlono wizualnie
po inkubacji przez 24 godziny w temperaturze 37 °C dla S. aureus i E. coli,
oraz w 27 °C dla pozostalych szczepow. Najnizsze stezenie badanych
substancji, przy ktérych nie zaobserwowano widocznego wzrostu
(zmetnienie), przyjeto jako MIC (minimalne stezenie hamujace). Nastepnie,
probke pobrang z kazdej probéwki w petli probki hodowano w pozywce
agarowej z inaktywacja (0,3% lecytyny, 3% polisorbatu 80 i 0,1%
L-cysteiny) i inkubowano przez 48 godzin w wyzej wymienionych
temperaturach. Sole byly testowane pod katem ich aktywnoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej i poréwnywane z referencja (Benzalkonium
Chloride (BAC)). Sprawdzono wszystkie $rodki przeciwdrobnoustrojowe

w serii dwukrotnych rozcienczen od 1000 do 1 mg/L.

W ramach badan aktywnos$ci antybakteryjnej przebadano wszystkie
neutralne pochodne BTH (75 - 77) oraz pochodne oparte na anionowych

i kationowych pochodnych BTH (78 - 101).

2.4. Badania ekotoksykologiczne

Ocena toksykologiczna zwigzkéw o charakterze induktoréw odpornosci

u roSlin sktadata sie z testow opisanych ponizej. Badania zostaty
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przeprowadzone na nastepujacych zwigzkach: BTH (75), [K][BTHCOO] (78),
[Chol][BTHCOO] (79), [Na444][BTHCOO] (80), [N11410][BTHCOO] (81),
[N11010Benz] [BTHCOO] (84), [PyrC10][BTHCOO] (85), [PyrC:2][BTHCOO] (86),

[BTHMe][MeS04] (89), [BTHMe][Cl] (92) i [BTHMe][LS] (96).

2.4.1. Badanie wtasciwosci cytostatycznych na komérkach IPC-81

Test cytotoksycznoSci przeprowadzono zgodnie z metodologia znang
w literaturze.?® Zywotno$¢ komoérek mierzono za pomoca testu
kolorymetrycznego dla 96-studzienkowych ptytek z odczynnikiem WST-1.
Kazda ptytka zawierata Slepg probe (bez komérek), kontrole (bez substancji
toksycznych) i substancje w serii rozcienczen w ktoérej kazda kolejne
stezenie byto dwukrotnym rozcienczeniem poprzedniego. W celu
przeprowadzenia testu komorki IPC-81 inkubowano przez 44 godziny na
96-studzienkowych ptytkach w obecnos$ci substancji badanej i przez
dodatkowe 4 godziny w obecno$ci odczynnika WST-1. Zywotno$¢ komorek,
mierzona jako zdolno$¢ do reakcji z odczynnikiem WST-1, obserwowano
fotometrycznie w czytniku mikroptytek (dtugos¢ fali - 450 nm).
Cytotoksyczno$¢ zwigzkéw wyrazono jako procent zywotnosci komorek
zmierzony jako zmniejszenie WST-1 w poréwnaniu do kontroli. Kazda
krzywa dawka-reakcja rejestrowano dla co najmniej 9 réwnolegtych serii
rozcienczen na trzech réznych 96-studzienkowych ptytkach. Kontrola
dodatnia z karbendazymem byta kontrolowana w regularnych odstepach

CzZasu.

87



2.4.2. Badanie toksycznosci w Srodowisku wodnym na Daphnia magna

Test toksycznosci w Srodowisku wodnym na rozwielitce Daphnia magna
przeprowadzono za pomoca dostepnej w handlu Daphtoxkit F (MicroBioTest
Incorporation, Gent, Belgia), opracowanej zgodnie z wytycznymi OECD 202.
Zastosowano zarodki w wieku ponizej 24 godzin, uzyskane z wylegania
efipii. Test przeprowadzono w temperaturze 20°C w ciemnoSci. Piec
wstepnie karmionych rozwielitek umieszczono w 10 ml roztworu substancji
badanych zawierajacych pozywke mineralng. Toksyczno$¢ substancji
okreslano na podstawie obserwacji zywotnoSci i ruchliwosci rozwielitek po
24 i 48 godzinach. Wzgledng toksycznos$¢ probek wyrazono jako odsetek
nietknietych organizméw w poréwnaniu do kontroli. Dla kazdej proby
badano 5 réznych stezen cieczy jonowych w 5 powtérzeniach i 5 kontrolach.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono co najmniej dwa razy.

2.4.3. Badanie podatnoSsci na biodegradacje

Wybrane sole zostaly roéwniez poddane badaniu podatnos$ci
na biodegradacje. Ocene przeprowadzono przy uzyciu zmodyfikowanej
wersji wytycznych OECD 301D. Inokulum uzyskano z osadéw dennych
domowej oczyszczalni Sciekow w Delmenhorst (Niemcy), ktore zostaty
przefiltrowane i napowietrzone przed uzyciem. Do przesaczu dodano
pozywke mineralng (pH 7,2). W teScie zastosowano liczbe bakterii
wynoszacg 106 komorek na litr (okreSlong przez Paddle-Tester, Hach
Europe, Diisseldorf). Przygotowano probki zawierajace 100 uM substancji
badanej, a takze prébki Slepej proby (zaszczepione podtoza bez substancji
badanej) i kontrole pozytywne (kwas benzoesowy), kazda w trzech

powtdérzeniach, umieszczano w naczyniach OxiTop control. Test polegat na
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pomiarze biochemicznego zapotrzebowania tlenu odpowiadajacego
podatnosci na biodegradacje substancji badanej. Test prowadzony byt przez

20 déb, wiec wyznaczona podatno$¢ na hydrolize odpowiada parametrowi

BZT>o.
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3. Wyniki badan biologicznych pochodnych induktoréw odpornosci u roslin

i ich omdéwienie

3.1. Jonowe pochodne 7-tiokarboksybenzo[1.2.3]tiadiazolanu metylu

3.1.1.

Wyniki badan indukcji SAR

opublikowane w formie dwdch artykutéw naukowych

Ponizsze wyniki zostaty uzyskane w ramach moich badan pod kierownictwem

Prof. dra hab. Henryka Pospiesznego w ramach projektu Homing Plus oraz

96,97

Sole oparte na anionowej oraz kationowej

pochodnej

BTH zostaty

przebadane pod katem ich aktywnosci w indukcji SAR. Wyniki badan

sg zaprezentowane ponizej (Tab. 2).

Tab. 2 Wyniki indukcji SAR dla jonowych pochodnych BTH

Stezenie Poziom Fito-
Numer Nazwa zwiagzku [I?l /1] indukgcji toksveznodé
8 SAR [%] y
75 7-tiokarboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan metylu (BTH) 20 951 -
76 Kwas 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowy (BTHCOOH) 20 90 -
77 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan metylu (BTHCOOMe) 20 95 -
78 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan potasu [K][BTHCOO] 20 851 -
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan choliny L i
79 [Chol][BTHCOO] 20 90
80 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan tetrabutyloamoniowy 20 1001 i
[N4444][BTHCOO]
81 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N-butylo- 20 951 i
N-decyloamoniowy [N11410][BTHCOO]
82 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N,N- 20 1001 i
didecyloamoniowy [N111010][BTHCOO]
83 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N-decylo- 20 54 .
N-benzyloamoniowy [N1110Benz][BTHCOO]
84 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-metylo-N,N-didecylo- 20 85 i
N-benzyloamoniowy [N11010Benz] [BTHCOO]
85 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-decylopirydyniowy 20 751 .
[PyrCi10][BTHCOO]
36 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-dodecylopirydyniowy 20 80 .
[PyrCi2][BTHCOO]
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan benzetoniowy 1
87 [Benth][BTHCOO] 20 75 ¥
88 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N-tetradecylo-N- 20 75 .
winyloimidazoliowy [C14VinIM][BTHCOO]
89 Metylosiarczan 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)- 20 0 ot

metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][MeSO04]
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Jodek 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-

90 metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][I] 20 0 i

91 Trifluorometanosulfonian 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)- 20 0 o
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][OTf]

92 Chlorek 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)- 20 0 o

metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][CI]

bis(trifluorometylosulfono)imid 7-
93 tiometylokarboksybenzo-N(3)- 20 552 +
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][NTf]

Dokuzynian 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-

o4 metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][Doc] 20 757 "
95 2-(N-morfolino)etanosulfonian 7-tiometylokarboksybenzo- 20 0 o
N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][MES]
9 Laurylosiarczan 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)- 20 0 o
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHMe][LS]
97 Zwitterjon 7-karboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolan 20 02 -
[BTHCOO(Me)]*
98 Metylosiarczan 7-karboksybenzo-N(3)- 20 0 o
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][MeSO4]
99 Jodek 7-karboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy 20 0 o
[BTHCOOH(Me)][I]
100 2-(N-morfolino)etanosulfonian 7-karboksybenzo-N(3)- 20 0 o
metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][NTf2]
101 Dokuzynian 7-karboksybenzo-N(3)- 20 02 o

metylo[1.2.3]tiadiazolanowy [BTHCOOH(Me)][Doc]

,-  oznacza brak oznak fitotoksycznos$ci zaobserwowanych na badanych ro$linach; ,+” oznacza delikatng
fitotoksyczno$¢ objawiajaca sie w postaci nieznacznych przebarwien i plam na powierzchni lisci; ,++” oznacza
znaczng fitotoksycznos$¢ badanych substancji w postaci przebarwien na lisciach, przepalen na powierzchni
blaszki liSciowej oraz inhibicji wzrostu roélin. 1,2 - wyniki wcze$niej opublikowane90.91

Prezentowane wyniki jasno pokazujg, ze wyzszg aktywnos$¢ biologiczng pod
katem indukcji SAR wykazuja anionowe pochodne BTH w formie
karboksylanow niz alkilowane pochodne czwartorzedowe w postaci

zarOwno metylowanego tioestru, jak réwniez kwasu karboksylowego.

Wynika z tego, zZe czwartorzedowanie atomu azotu w pierScieniu
tiadiazolowym  wplywa negatywnie na  aktywnos$¢  biologiczng
do indukcji odpornosci. Sposrod wszystkich kationowych pochodnych BTH
jedynymi aktywnymi zwigzkami byty bis(trifluorometylosulfono)imid
7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy (93)
i dokuzynian 7-tiometylokarboksybenzo-N(3)-metylo[1.2.3]tiadiazolanowy
(94), wykazujace odpowiednio indukcje odpornosci na poziomie 55 i 75%,

co jest wynikiem gorszym od neutralnego BTH (75) wykazujgcego poziom
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indukcji odpornosci na poziomie 95%. Daje to jednak informacje, ze kation
[BTHMe]* jest w stanie indukowa¢ odpornos$¢ u roslin, jednak nie tak dobrze
jak wyjSciowe substancje neutralne (niejonowe). Jeszcze gorsze wyniki
uzyskano, badajac pochodne oparte na alkilowanym kwasie BTH, czyli
[BTHCOOH(Me)]*, z ktorych zadna pochodna nie wykazata zdolnosci
do indukcji SAR, pomimo faktu, ze neutralny kwas
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolowy (76) indukuje odpornos¢ u roslin
na poziomie 90%. Tak niska aktywnos$¢ tej grupy pochodnych wynika
gtownie z faktu, ze alkilowany pierscien kwasu tiadiazolowego wywotuje
uroslin dos¢ wysoka fitotoksycznos¢ (pomimo, ze zwigzki stosowane sg
w bardzo niskim stezeniu na poziomie 20 mg/L), przez co roS$lina
najprawdopodobniej nie ma juz zasobdw energetycznych na indukcje

odpornosci systemiczne;j.

Zdecydowanie wyzszg aktywno$¢ biologiczng wykazuja sole z anionowg
pochodng BTH, w formie karboksylanu. Co prawda pochodna potasowa (78)
wykazuje delikatnie nizszg aktywnos$¢ (85%) niz wyjSciowy kwas
karboksylowy (90%), jednak kolejne badane sole, takie jak
7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan choliny (79), zréwnuja sie z nim
aktywnoscig, a 7-karboksybenzo[1.2.3]tiadiazolan N,N-dimetylo-N-butylo-N-
decyloamoniowy (81), 7-karboksybenzo|[1.2.3]tiadiazolan
tetrabutyloamoniowy (80) i 7-karboksybenzo([1.2.3]tiadiazolan
N,N-dimetylo-N,N-didecyloamoniowy (82) ja przewyzszaja, wykazujac
odpowiednio 95% i 100% aktywnos$ci. Tym samym, dwie ostatnie pochodne
s3 najskuteczniejszymi znanymi induktorami odpornosci u roslin.

Analizjgc aktywnosci kolejnych pochodnych mozna zauwazy¢, ze w solach,
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do ktérych wprowadzono kation zawierajacy strukture pierScienia
aromatycznego, obserwuje sie delikatny spadek aktywnosci biologiczne;j.
Najmniej aktywng solg sposréd tej grupy testowanych pochodnych
(na poziomie 54%) okazat sie 7-karboksybenzo[l.2.3]tiadiazolan
N,N-dimetylo-N-decylo-N-benzyloamoniowy (83), ktory byl rdéwniez
fitotoksyczny dla roslin. W tej grupie roslin badanych réwniez aspekt
fitotoksycznosci redukowal poziom indukcji odpornosci u roslin
wywotywany  przez  badane  substancje, poniewaz  wszystkie
z testowanych substancji, wykazujacych aktywnos$¢ réwnag badZ nizsza

od 75%, wykazywaty rowniez dziatanie fitotoksyczne.

3.1.2. Bezpos$rednie dziatanie zwigzkéw badanych na materiat wirusowy

Zadna z testowanych substancji nie wykazywata bezposredniej aktywnosci
przeciwko wirusom. Udowadnia to fakt, ze mechanizm umozliwiajacy
powstrzymanie choroby wirusowej przebiega z wykorzystaniem

mechanizméw odpornosciowych rosliny.

3.1.3. Testy ekspresji gendéw potaczonych z indukcja odpornosci u roslin.

Ponizsze wyniki zostaty uzyskane przez zespét Prof. dr hab. Aleksandry
Obrepalskiej-Steplowskiej oraz dr Marty Budziszewskiej (IOR PIB) w ramach
projektu Homing Plus oraz opublikowane w formie dwdch artykutéw

96,97
naukowych™

Wyniki badan molekularnych dotyczacych indukcji SAR pokazuja ekspresje

genu PR-1, odpowiedzialnego bezposrednio za indukcje odpornosci u roslin
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(Tab. 3, Rys. 26), oraz genu PAL zwigzanego z akumulacjag kwasu

salicylowego (Tab. 4, Rys. 27).

Tab. 3 Wyniki badan ekspresji genu PR-1,wywolanej przez wybrane pochodne BTH

Dzien po aplikacji 2 4 7
Gen PR-1
Srednia ekspresja Wyv&/é)(i):;ma [N4424][BTHCOO] 14.402 12554 4,922
p-value 0,003 0 0,038
Srednia ekspresja wywotana [BTHMe][DOC] (94) 31,017 0,054 92,358
p-value 0,004 0,002 0,002
Srednia ekspresja wywotana przez BTH (75) 89,688 297,944 139,862
p-value 0 0 0
Ekspresjagenu PR1
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Dzien po aplikacji

Rys. 26 Ekspresja genu PR-1, wywotana aktywnos$cia wybranych pochodnych BTH

Tab. 4 Ekspresja genu PAL, wywotana aktywnoscia wybranych pochodnych BTH

Dzien po aplikacji 2 4 7
Gen PAL
Srednia ekspresja wywotana [N.,][BTHCOQ] 0,313 0,263 3,351
(80)

p-value 0,026 0,001 0,1
Srednia ekspresja wywotana [BTHMe][DOC] (94) 2,472 0,144 5,467
p-value 0,005 0,009 0,009
Srednia ekspresja wywotana przez BTH (75) 3,041 0,111 2,792
p-value 0,04 0,001 0,191
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Ekspresjagenu PAL
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Dzien po aplikacji

Srednia ekspresja
w

Rys. 27 Ekspresja genu PAL, wywolana aktywnos$cig wybranych pochodnych BTH

W przypadku pierwszego z genow ekspresja jest najsilniej wzbudzona
poprzez traktowanie ro$lin roztworem BTH i ma przebieg nieliniowy.
Jej maksimum jest osiggniete czwartego dnia po aplikacji, a nastepnie
maleje. Niezwykle silne dziatania BTH jako induktora odpornos$ci u roslin
wigzane jest gtdwnie z tak wysoka ekspresja genéw PR-1. W ramach badan
zmierzono ekspresje tego genu w roSlinach traktowanych solami
zawierajacymi zaro6wno anionowg jak i kationowa pochodng BTH,
odpowiednio [Na444][BTHCOO] (80) i [BTHMe][Doc] (94). Wyniki
otrzymane dla tych soli sg co najmniej zaskakujace. Przede wszystkim
krzywe poziomu ekspresji gendéw ro6znig sie znaczaco dla obu soli
oraz w poréwnaniu do BTH. Dla pochodnej kationowej maksimum poziomu
ekspresji wystepuje wtasciwie po 7 dniach od aplikacji, wcze$niej bedac
na bardzo niskim poziomie (praktycznie zerowym dnia czwartego). Moze
to by¢ zwigzane z wolniejszym wchtanianiem substancji aktywnej
do wnetrza rosliny badz konieczno$cig jej metabolizowania. W siédmym
dniu poziom ekspresji dla pochodnej kationowej jest wysoki - bliski temu
wywotanemu przez zastosowanie BTH. Pochodna anionowa natomiast
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powoduje ekspresje genéw PR-1 na niskim poziomie, jednak jednostajnym
przez caly okres po aplikacji. W tym przypadku wydaje sie, ze so6l
posiadajgca anionowg pochodng BTH wywotata mniejszy stres dla rosliny,
nie powodujac gwattownej ekspresji gendw PR-1, przez co ro$lina miata
wiekszy zapas energii do przeciwdziatania chorobie wirusowe;j

przy wystarczajacym poziomie indukcji odpornosci.

Ekspresji genéow PAL, zwigzanych z kodowaniem enzymu prowadzacego
do akumulacji kwasu salicylowego w roslinie, ma podobny przebieg
dla wszystkich z badanych zwigzkéw i jest na bardzo niskim poziomie.
Bierze sie to z faktu, Ze pochodne BTH indukuja odporno$¢ u roslin,
aktywujac ekspresje gendéw PR-1, ale nie doprowadzajg do akumulacji kwasu

salicylowego w roslinie.

3.1.4. Badania antybakteryjne

Ponizsze wyniki zostaty uzyskane podczas moich badan w grupie dra Krzysztofa

Krawczyka (IOR-PIB) w ramach projektu Homing Plus oraz opublikowane w

formie dwéch artykutéw naukowych®®®’

Pierwszymi zwigzkami poddanymi testom aktywnos$ci antybakteryjnej byty
pochodne zawierajace kationowa pochodng BTH. W ramach testéw
ustalono, ze wszystkie 12 z testowanych substancji wykazywato aktywnos$¢
przeciwbakteryjna. Sa to zwigzki [BTHMe][MeSO4] (89), [BTHMe][I] (90),
[BTHMe][OTf] (91), [BTHMe][Cl] (92), [BTHMe][NTf2] (93), [BTHMe][Doc]
(94), [BTHMe][LS] (96), [BTHCOO(Me)]+ (97), [BTHCOOH (Me)][MeSO4]

(98), [BTHCOOH(Me)][I]  (99), [BTHCOOH(Me)][NTf2]  (100)
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i [BTHCOOH(Me)][Doc] (101) (Tab. 5). Wyniki sugeruja, ze dziatanie
antybakteryjne prezentowanych soli jest selektywne, a najskuteczniejszymi
z nich sg [BTHMe][MeSO4] (89), [BTHMe][NTf2] (93) i [BTHMe][Doc] (94).
Sole [BTHMe][MeSO4] (89) i [BTHMe][Doc] (94) byty skuteczne przeciwko
wszystkim  badanym patogenom bakteryjnym (zaréwno ludzkim
jak i roslinnym), substancja [BTHMe][NTf:] (93) byta aktywna tylko
przeciwko patogenowi roslinnemu P. syringae i wykazywata MIC przeciwko
S. aureus i P. carotovorum, jednak nie zaobserwowano jej dziatania

przeciwko bakteriom E. coli.

Tab. 5 Warto$ci MIC I MBC {mg/L] dla testowanych soli opartych na kationowej pochodnej BTH.
89 920 91 92 93 94 95 96 97 98 99 | 100 | 101
Ziarniaki:
MIC 125 — | 1000 | 1000 | 175 | 253 — | 1013 | 673 | — — — 997
S. aureus
MBC 125 — — — — 253 — | 1013 | 673 | — — — 997
Pateczki:
MIC 667 — — — — 675 — — — — — — —
E. coli
MBC 667 — — — — 675 — — — — — — —
P. MIC 500 — — — 175 | 253 — — — — — —
carotovoru
m MBC 500 — — — — 253 — — — — — —
MIC 125 | 1000 | 1000 | 1000 | 175 | 253 — — 253 | 125 | 1000 | 80 | 997
P. syringae
MBC 125 | 1000 | 1000 | 1000 | 175 | 253 — — 253 | 125 | 1000 | 160 | 997
Symbol “— “ oznacza, Ze najwyzsze testowane stezenie soli (~1000 mg/l) nie wykazywato dzialania

antybakteryjnego, przez co wyznaczenie parametru MIC I MBC nie byto mozliwe.

Z drugiej strony sole [BTHMe][OTf] (91), [BTHMe][Cl] (92), [BTHCOO(Me)]
+ (97) i [BTHCOOH(Me)][Doc] (101) wykazywaly selektywng aktywnos$¢
tylko przeciwko ziarniakom (S. aureus) i pateczkom (P. syringae).
Sole [BTHMe][I] (90), [BTHCOOH(Me)][MeSO4] (98), [BTHCOOH(Me)][I]

(99) i [BTHCOOH(Me)][NTf2] (100) wykazywaty dziatanie selektywne tylko
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przeciwko P. syringae, a substancja [BTHMe][LS] (96) byta selektywna
przeciwko S. aureus. Ze wszystkich testowanych soli jedynie [BTHMe][MES]

(95) w ogole nie wykazywat aktywnoSci przeciwbakteryjne;j.

Jak wynika z testéw, najlepsze wtasciwosci antybakteryjne byty wyrazane
przez sole z anionami [MeSO4]- i [Doc]: [BTHMe][MeSO4] (89)
i [BTHMe][Doc] (94). Takie wyniki nie sg zaskoczeniem. Anion [MeSO4]-
w roztworze wodnym moze ulega¢ rozktadowi do MeOH i H2SO04
(oba sg toksyczne dla organizméw, w tym bakterii), a anion dokuzynianowy
jest znany z wilasciwosci antybakteryjnych. Ciekawy jest fakt, Ze ponownie
pochodne z kationem opartym na metylowanym kwasie okazywaty sie mniej
aktywne biologicznie od pochodnych z zalkilowanym tioestrem. Sam kation
w postaci alkilowanej pochodnej BTH lub kwasu BTHCOOH z przeciwjonem
nieorganicznym, [BTHMe][I] (90), [BTHMe][Cl] (92), [BTHCOOH(Me)][I]
(99), wykazywal bardzo stabe wtasciwosci antybakteryjne gtoéwnie

przeciwko bakteriom P. syringae.

Zarowno MIC, jak i MBC w stosunku do wszystkich testowanych bakterii sg
osiggane przy dos$¢ wysokich stezeniach badanych zwigzkéw: 125 mg/L
[BTHMe][MeSO4] (89) i 253 mg/L dla substancji [BTHMe][Doc] (94),

kilkukrotnie wyzszych niz te przy aplikacji wymaganej do indukcji SAR.
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Tab. 6 Wartosci MIC I MBC {mg/L] dla testowanych soli opartych na anionowej pochodnej BTH.

BAC |75 |76 |77 |78 |79 | 80 | 81 82 | 83 84 85 86 87 88
Clavibacter MIC | 60 - - - - - - 250 | 2 60 30 120 | 60 16 250
michiganensis ss.
michiganensis MBC | 120 | - - - - - - 250 | 4 120 | 60 250 | 60 16 250
Staphyllococcus MIC | 60 - - - - - - 250 | 2 60 8 120 | 60 16 120
epidermidis MBC | 120 | - - - - - - 500 | 4 120 | 16 250 | 60 16 250
Pantoed ananatis MIC | 60 - - - - - - 250 | 2 60 30 250 | 120 | 16 250
MBC | 120 | - - - - - - 500 | 4 120 | 60 250 | 250 | 16 250
Enterobacter MIC | 60 - - - - - - 250 | 4 120 | 60 250 | 60 16 250
cloaceae  subsp.
dissolvens MBC | 120 | - - - - - - 500 | 4 120 | 60 500 | 120 | 16 250
Escherichia coli MIC | 250 | - - - - - - 500 | 30 | 250 | 250 | 500 | 250 | 60 250
MBC | 250 | - - - - - - 500 | 60 | 250 | 500 | 500 | 250 | 120 | 250
Pseudomonas MIC | 120 | - - - - - - 250 | 16 | 120 | 16 250 | 120 | 60 250
aeruginosa MBC | 250 | - - - - - - 500 | 30 | 250 | 30 500 | 250 | 60 500
Pseudomonas MIC | 120 | - - - - - - 500 | 2 60 60 120 | 60 30 250
fluorescens MBC | 120 | - - - - - - 500 | 2 120 | 60 250 | 60 30 250
Serratia MIC | 250 | - - - - - - 500 | 8 250 | 250 | 500 | 120 | 60 250
marescens MBC | 250 | - - - - - - - 16 | 500 | 250 | 500 | 250 | 120 | 250
Proteus vulgaris MIC | 250 | - - - - - - 500 | 16 | 250 | 250 | 250 | 250 | 60 250
MBC | 250 | - - - - - - 500 | 16 | 250 | 500 | 500 | 250 | 60 250
Bacillus subtilis MIC | 120 | - - - - - - 500 | 8 250 | 250 | 250 | 120 | 30 250
MBC | 250 | - - - - - - 500 | 16 | 250 | 500 | 500 | 120 | 30 250
Symbol “— “ oznacza, Ze najwyzsze testowane stezenie soli (~1000 mg/1) nie wykazywalo dziatania antybakteryjnego,

przez co wyznaczenie parametru MIC I MBC nie byto mozliwe, “BAC” to substancja referencyjna - chlorek benzalkoniowy

(BAC).

Bardziej rozbudowane testy antybakteryjne przeprowadzono dla
pochodnych opartych na anionowej pochodnej BTH. Minimalne stezenie
hamujgce (MIC) i minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) =zostato
wyznaczone dla wiekszej iloSci patogendéw, ktére podano w tabeli (Tab. 6).
W wyniku przeprowadzonych testow ustalono, ze dziesie¢ analizowanych
substancji wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. Wszystkie testy

przeprowadzono z uzyciem chlorku benzalkoniowego (BAC) jako referencji.

Najsilniejsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng odnotowano dla substancji
[N111010][BTHCOO] (82), ktéra hamuje wzrost wszystkich badanych bakterii

przy bardzo niskich stezeniach w zakresie od 2 do 16 mg/L. Kolejna
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substancjg aktywnie hamujacg wzrost bakterii jest [Benth][BTHCOO] (87),
ktéra zwalcza wszystkie badane bakterie w niskich stezeniach w zakresie
od 16 do 120 mg/L. Substancje: [Nii10Benz][BTHCOO] (83),
[N11010Benz] [BTHCOO] (84) i [PyrCi2][BTHCOO] (86) sa rowniez aktywne
w tym samym zakresie stezen, jednak tylko przeciwko bakteriom
C. michiganensis, S. epidermidis P. ananatis, P. aeruginosa i P. fluorescens.
Inne bakterie s3 hamowane przez wymienione substancje w stezeniach
250-500 mg/L. Substancje [N11410][BTHCOO] (81), [PyrC10][BTHCOO] (85)
i [C14Vinlm][BTHCOO] (88) hamuja wzrost wszystkich bakterii w stezeniu
okoto 500 mg/L. Pozostate badane substancje neutralne, czyli (1), (2), (3),
oraz sole zawierajagce jon  potasowy (4), choliniowy (5)
i tetrabutyloamoniowy (6) nie wykazaty Zadnej aktywnoSci

przeciwdrobnoustrojowej nawet przy stezeniach tak wysokich jak 1000

mg/L.

Dla poréwnania, chlorek benzalkoniowy (BAC), stosowany jako referencja,
hamuje wzrost wszystkich badanych szczepéw bakteryjnych w zakresie
stezen 60-250 mg/L. Nie ma znaczacej rdéznicy w aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej testowanych cieczy jonowych, gdy poréwnamy
ich wptyw na bakterie atakujace ludzi (E. coli, S. epidermidis, P. aeruginosa)
i rosliny (C. michiganensis, P. ananatis, E. difficvens) oraz w stosunku
do bakterii niechorobotwoérczych (gleba i woda) (P. fluorescens, P. vulgaris,
B. subtilis). Badane ciecze jonowe rowniez nie wykazujg selektywno$ci
w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec bakterii Gram ujemnych

lub Gram-dodatnich.
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Przedstawione testy sugerujg, ze samo BTH w postaci kationowej wykazuje
podbnee dziatanie antybakteryjne co pochodna anionowa.
Z drugiej strony, biorgc pod uwage sole jako cato$¢ i wptyw przeciwjonu,
wyzsza aktywnos$¢ biologiczng wykazuja pochodne z BTH w postaci anionu,
gdzie efekt antybakteryjny jest wprost zalezny od zastosowanego kationu.
Istotny jest fakt, ze najlepsze pochodne anionowe wykazujg dziatanie
antybakteryjne w stezeniu nizszym, niz referencyjna substancja
antybakteryjna (BAC). Jednocze$nie, stezenie aktywne dla substancji
[N111010][BTHCOO] (82), [Benth][BTHCOO] (87), powodujace efekt
antybakteryjny, jest zbiezne ze stezeniem odpowiednim dla wzbudzania
SAR, przez co zwigzki te sg pierwszymi dwufunkcyjnymi solami taczacymi

efekt indukcji odpornosci oraz antybakteryjnosc.
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3.1.5. Badania ekotoksykologiczne

Wyniki toksykologiczne, osiggniete na wybranych zwigzkach, przedstawiono
w  tabeli ponizej (Tab. 7). Zebrane wyniki wykazaty,
ze anionowe sole BTH Z przeciwjonem choliniowym
i tetrabutyloamoniowym wykazuja bardzo wysoka biodegradowalnosc,
co jest zwigzane z dobrym rozkitadem biologicznie neutralnego przeciwjonu.
Biodegradacja soli potasowej znaczgco spada do 10%. Jest to niska wartos¢,
jednak wystarczajaca w potaczeniu z bardzo niskimi dawkami w aplikacji
(~ 8 g/ha) aby nie pozwoli¢ na akumulacje w Srodowisku. Niestety, dodanie
antybakteryjnego przeciwjonu z dtugim tanncuchem alkilowym zahamowato
biodegradacje do 0%. Kationowe pochodne wykazujg sie brakiem
podatnosci na biodegradacje niezaleznie od zastosowanego przeciwjonu,
co Swiadczy nie tylko o trwatoSci struktury chemicznej ale rowniez

toksycznos$ci wzgledem bakterii.

Tab. 7 Badania ekotoksykologiczne wybranych pochodnych BTH
Zwiazek Biodegradacja ICP-81 (ECso) D. magna (ECso)
BTH (75) 20% - - - -
[K][BTHCOO] (78) 10% 300 uM | 0,0654g/L | >916 uM >0,2 g/L
[Chol][BTHCOO] (79) 70% 314uM | 0,0889g/L | 1764 uM 0,5 g/L
[N,,,,J[BTHCOO] (80) 70% 312uM | 0,1315g/L | 712 uM 0,3 g/L
[N,,,,,]J[BTHCOO] (81) 0% 18,5uM | 0,0078 g/L - -
[N, 10108enz] [BTHCOO] (84) 0% 0,625 uM | 0,0003 g/L | 0,267 uM | 0,00011g/L
[PyrC, ][BTHCOO] (85) 0% 29,6 M | 0,0118 g/L | < 0,600 uM | < 0,00024 g/L
10 g g
[PyrC,,][BTHCOO] (86) 0% 6,37 uM | 0,0027 g/L | <0,61uM | <0,00026 g/L
[BTHMe][MeSO,] (89) 0% 1902 uM | 0,6398 g/L | 2,97 uM 0,001 g/L
[BTHMe][CI] (92) 0% 3193 uM | 0,8327 g/L | 53,69 uM 0,014 g/L
[BTHMe][LS] (96) 0% 631uM | 0,2995g/L | 1,68 uM 0,008 g/L

Wyniki réznych wykonanych badan toksycznoSci w postaci medialnego
stezenia skutecznego (EC50) dla wszystkich badanych zwigzkow

przedstawiono w tabeli (Tab. 7). Badania cytotoksycznosci dla szczurzych

102




linii komoérkowych IPC-81 jest stosunkowo dobrym testem pokazujacym
ogblne wiasciwosci toksyczne substancji. Zebrane wyniki pokazuja,
Zze najmniej toksycznymi zwigzkami sg, sole kationowej pochodnej ASM,
z anionami [Cl]- (92), [MeSO4]- (89) oraz [LS]- (96) z EC50, osiggnietymi
w stezeniu na poziomie odpowiednio 3193, 1902 i 631uM. Ostatnia
wymieniona pochodna zawdziecza wyzszy poziom toksycznosci dtugiemu
fancuchowi alkilowemu w przeciwjonie. Bardzo podobng toksycznos$¢
wykazujg trzy sole anionowej pochodnej ASM w polaczeniu
z biologicznie  neutralnym  przeciwjonem  ([K][BTHCOO] (78),
[Chol][BTHCOO] (79) i [N4444][BTHCOO] (80)), co oznacza, Ze toksycznos¢
EC50 na poziomie okoto 300 pM jest spowodowana jedynie wtasciwo$ciami
samego anionu. Toksyczno$s¢ innych zwigzkéw (zaprojektowanych
jako $rodki przeciwbakteryjne) jest wysoka i wynosi odpowiednio
dla pochodnych pirydyniowych 29,6uM [PyrCio][BTHCOO] (85) i 6,37 uM
[PyrCi2][BTHCOO] (86), oraz dla pochodnych amoniowych 18,5 uM
[N11410][BTHCOO] (81) i 0,625 pM [N11010Benz][BTHCOO] (84). Na wzrost
toksyczno$ci ma wiec wptyw dtugos¢ tancucha alkilowego, ilo$¢ tancuchéw

alkilowych oraz obecnos$¢ grup benzylowych w czasteczce.

Wyniki testu ostrej immobilizacji u D. magna wykazuja znacznie wyzsza
wrazliwo$¢ tych organizmoéw niz komdrek uzytych w poprzednim teScie.
Cze$¢ wynikow jest przeciwna do testu IPC. Pochodne anionowe BTH
z przeciwjonem nieantybakteryjnym wykazujg wzglednie niska toksycznos$¢
EC50 dla [K][BTHCOO] (78) i [Ns44s][BTHCOO] (80), osiggnieta
odpowiednio w stezeniu 916 puM i 712 pM. Zauwazalny jest wptyw jonu

choliniowego jako reduktora toksycznosci, poniewaz sél ta wykazuje EC50
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w stezeniu 1764 uM. Sole oparte na kationowej pochodnej BTH okazaly sie
o dwa rzedy wielkosci bardziej toksyczne z wynikami EC50 na poziomach
53,69 uM dla [BTHMe][Cl] (92), 2,97 uM dla [BTHMe][MeSO4] (89)
i 1,68 uM dla [BTHMe][LS] (96). Niezwykle wysoka toksyczno$cig wykazujg
sie pochodne anionowe z jonem zawierajagcym dtugi tancuch alkilowy,
z wynikiem EC50 ponizej stezenia 1 uM, szczegolnie [PyrC1o][BTHCOO] (85),
[PyrCi2][BTHCOO] (86), wykazujgce toksyczno$¢ na podobnym poziomie
(~0,6 uM) oraz najbardziej toksyczny z testowanych zwigzkdéw,
[N11010Benz][BTHCOO] (84), z EC50 na poziomie 0,267 puM. Te pochodne
nie mogtyby by¢ stosowane jako $rodki ochrony roslin, gdyz stanowityby

zagrozenie dla organizméw wodnych.
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3.2. Neutralne pochodne induktoréw opornosci u roslin o zmodyfikowanej

strukturze

Gléwna czescig niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wplywu
struktury chemicznej induktoréw odpornosci u roslin dla niejonowych
pochodnych znanych induktorow odpornosci - kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego, salicylowego, 3-aminomastowego oraz
sacharyny. Wyniki tej czeSci badan s3 przedstawione w Kkolejnych

podrozdziatach

3.2.1. Wpyniki testow indukcji opornosci SAR

W trakcie badan realizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
dokonano oceny aktywnoSci biologicznej, pod katem indukcji nabytej
odpornosci systemicznej u roslin, 69 zwigzkéw chemicznych, bedacych
neutralnymi pochodnymi kwasu salicylowego (30), kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego (5), sacharyny oraz kwasu 3-aminomastowego
(20). Wszystkie z wymienionych substancji byty badane w ten sam sposob,
przy  zachowaniu  Kkontrolowanych  warunkéw  os$wietleniowych
i termicznych podczas uprawy roslin. Aktywno$¢ indukcji SAR, oceniana na
podstawie inhibicji infekcji wirusowej wirusa mozaiki tytoniu,
weryfikowana byta na tym samym inokulum wirusowym, stosowanym
jednakowym stezeniu przez caty okres trwania badan. Kazdy z wynikow jest
Srednig z trzech préb (po 3 rosliny kontrolne kazda). LiScie tytoniu
wybierane do skanowania badz fotografowania byly wybierane

reprezentatywnie dla wszystkich proéb.
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Substancje aktywne stosowane byty jako roztwory wodne (z dodatkiem 10%
metanolu w celu podwyzszenia rozpuszczalnosci badanych pochodnych)
w stezeniu wyjsciowym wynoszacym 500 mg/L lub 250 mg/L w przypadku
wybranych zwigzkéw, wykazujacych zbyt wysokg aktywnos$¢, prowadzaca
do fitotoksycznoSci (zwiazki 52, 54, 56-58). Wyniki przedstawiono w tabeli
ponizej (Tab. 8).

Tab. 8 Aktywno$¢ biologiczna  neutralnych  pochodnych  kwasu  salicylowego,

2,6-dichloroizonikotynowego, 3-aminomastowego i sacharyny jako induktoréw odpornosci
uroslin

Nr Nazwa Zwigzku Dawka [mg/L] | % SAR
1 Kwas izonikotynowy 500

2 Kwas piperydyno-4-karboksylowy 500 0
3 Kwas 2-chloroizonikotyowy 500 80
4 Kwas 2-hydroksyizonikotynowy 500 0
5 Kwas 2,6-dichloroizonikotynowy 500 80
6 Kwas 2,6-dihydroksyizonikotynowy 500 0
7 Kwas 2-chloro-3-hydroksyizonikotynowy 500 100
8 2,6-dichloropirydyna 500 0
9 Kwas nikotynowy 500 40
10 Kwas DL-piperydyno-3-karboksylowy 500 50
11 Kwas 2-chloronikotynowy 500 75
12 Kwas 2-hydroksynikotynowy 500 0
13 Kwas 2,6-dichloronikotynowy 500 75
14 Kwas pikolinowy 500 0
15 Kwas DL-pipekolowy 500 0
16 DL-Prolina 500 0
17 Kwas 6-chloropikolinowy 500 0
18 Kwas 3-hydroksypikolinowy 500 40
19 Kwas DL-2-aminomastowy 500 95
20 Kwas DL-3-aminomastowy 500 85
21 Kwas 4-aminomastowy 500 0
22 -Alanina 500 95
23 DL-Metionina 500 0
24 Sacharynian sodu jednowodny 500 55
25 Bezwodnik 2-sulfobenzoesowy 500 0
26 3-sulfobenzoesan sodu 500 0
27 4-sulfobenzoesan potasu 500 0
28 Kwas benzoesowy 500 0
29 Kwas cykloheksanokarboksylowy 500 0
30 Kwas salicylowy 500 80
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31 Kwas 2-chlorobenzoesowy 500

32 Kwas 2-metoksybenzoesowy 500 0
33 Kwas antranilowy 500 0
34 Kwas acetylosalicylowy 500 70
35 Kwas 2-nitrobenzoesowy 500 0
36 Kwas tiosalicylowy 500 85
37 Kwas 2-(metylotio)benzoesowy 500 0
38 Kwas ftalowy 500 0
39 Kwas 3-hydroksybenzoesowy 500 0
40 Kwas 4-hydroksybenzoesowy 500 0
41 Kwas 3-chlorobenzoesowy 500 0
42 Kwas 2,6-dichlorobenzoesowy 500 0
43 Kwas 2,6-dimetoksybenzoesowy 500 0
44 Kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy 500 0
45 kwas 2,4-dihydroksybenzoesowy 500 0
46 Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy 500 0
47 kwas 2,6-dihydroksybenzoesowy 500 0
48 Kwas 3,5-dihydroksybenzoesowy 500 0
49 Kwas 3,5-dichlorobenzoesowy 500 0
50 kwas 3,5-dimetoksybenzoesowy 500 0
51 kwas 3,5-diaminobenzoesowy 500 0
52 Kwas 3-chlorosalicylowy 250 95
53 Kwas 4-chlorosalicylowy 500 50
54 Kwas 5-chlorosalicylowy 250 85
55 Kwas 6-chlorosalicylowy 500 0
56 kwas 3,5-dichlorosalicylowy 250 95
57 Kwas 4-fluorosalicylowy 250 75
58 Kwas 5-fluorosalicylowy 250 100
59 Kwas 4-bromosalicylowy 500 40
60 Kwas 5-bromosalicylowy 500 75
61 Kwas 3,5-dibromosalicylowy 500 75
62 Kwas 4-jodosalicylowy 500 0
63 Kwas 5-jodosalicylowy 500 50
64 Kwas 3,5-dijodosalicylowy 500

65 Kwas 3-nitrosalicylowy 500

66 Kwas 5-nitrosalicylowy 500 60
67 Kwas 3,5-dinitrosalicylowy 500 25
68 Kwas 5-sulfosalicylowy dwuwodny 500 60
69 Kwas 4-aminosalicylowy 500 0
70 Jasmonian metylu 500 0
71 Amid N,N-dibutylo-2,6-dichlorizonikotynowy 500 90
72 Amid N-butylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy 500 90
73 Amid N-benzylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy 500 70
74 | Amid N,N-di(2-hydroksyetylo)-2,6-dichloroizonikotynowy 500 90
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Stezenie i ilo§¢ zwigzku badanego zostala dobrana tak, aby substancje
wyjsciowe znane obecnie ze swojej aktywnosci biologicznej, czyli kwas
salicylowy (30) i 2,6-dichloroizonikotynowy (5) wykazywaty aktywnos¢

indukcji SAR w testowanym uktadzie biologicznym na poziomie 80%.

Omoéwienie konkretnego wptywu podstawnikéw na aktywno$¢ biologiczng

pochodnych zostanie przedstawiona w nastepnym rozdziale.

3.2.2. Bezposrednie dziatanie zwigzkéw badanych na materiat wirusowy

Podobnie jak w przypadku jonowych pochodnych BTH, zZadna z testowanych
substancji nie wykazywata bezposredniej aktywnos$ci przeciwko wirusom.
Ponownie udowadnia to fakt, Ze mechanizm umozliwiajacy powstrzymanie
choroby wirusowej przebiega z wykorzystaniem mechanizmoéw

odpornos$ciowych rosliny, a nie ma charakteru kontaktowego.
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3.2.3. Korelacje wynikéw biologicznych ze struktura chemiczna

3.2.3.1. Wpltyw obecnosci chloru oraz potozenia azotu w pierScieniu

aromatycznym - pochodne izonikotynowe, nikotynowe i pikolinowe

Poziom indukcji SAR:

(0] 0 o
>~ ~ | NS
Ccl” N7 cl N7 Cl N
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dlchloror;lé(otynowy chloronikotynowy nikotynowy
11 9
75% 75%
0] o
Cli Cl 0
= OH X OH
N | | " “OH
>~ N_ =~ ‘
N __=
(o]
Kwas 2,6- Kwas 2-chloro- Kwas
dichloroizonikotynowy izonikotynowy izonikotynowy
3
80% 80% 0%
Q )
=
|N OH P | OH
T ~__N
Cl
Kwas 6-chloro- Kwas
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17 14
0% 0%

Rys. 28 Aktywno$¢ biologiczna pochodnych kwasu izonikotynowego, nikotynowego i

pikolinowego podstawionych chlorem

Wsrod pierwszej grupy pochodnych kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego
mozemy wyr6zni¢ 2 podstawowe rodzaje modyfikacji strukturalnych
(Rys. 28). W pierwszej z nich w zwigzku wyjsciowym, czyli kwasie
2,6-dichloroiznikotynowym (5) zredukowano liczbe podstawnikéw
halogenkowych. Jak wykazano, wyjsciowy kwas podstawiony dwoma

atomami chloru w pozycjach 2 i 6 (5) jest tak samo aktywny jak kwas
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2-chloroizonikotynowy (3) i indukuje SAR na poziomie 80% skuteczno$ci.
Usuniecie ostatniego chloru w przypadku kwasu izonikotynowego (1)

doprowadzito do kompletnej dezaktywacji czasteczki.

Druga grupa pochodnych byty zwigzki ze zmienionym potozeniem atomu
azotu wzgledem grupy karboksylowej w piers$cieniu. Przetestowano wiec
pochodne nikotynowe oraz pikolinowe. Pochodne pikolinowe okazaly sie
nieaktywne biologicznie, zar6wno sam kwas pikolinowy (14)
jak i 6-chloropikolinowy (17). Natomiast pochodne nikotynowe z azotem
w potozeniu meta w stosunku do podstawnika karboksylowego
oraz podstawione chlorami - czyli kwas 2,6-dichloronikotynowy (13)
i 2-chloronikotynowy (11) wykazaty wysokg aktywnos¢ biologiczng (75%),
bardzo podobng do analogéw izonikotynowych (80%). Co ciekawe, w tym
przypadku kwas nikotynowy (9) wykazat umiarkowang aktywno$¢

biologiczng (40%).

Przedstawione dane wskazujg, Ze aktywno$¢ biologiczna pochodnych
kwasoéw  izonikotynowego jest uwarunkowana przez obecno$¢
podstawnikéw chlorowych w pozycjach orto do azotu. ROwnocze$nie zmiana
potozenia azotu w pozycje meta wzgledem grupy karbonylowej powoduje
utrzymanie aktywnosci biologicznej, jednakze przesuniecie go jeszcze blizej
podstawnika karbonylowego (pozycja orto) prowadzi do dezaktywacji
czasteczki. Rozpatrujac pochodne niepodstawione, kwas nikotynowy (9)
ma wyzszg aktywnos$¢ biologiczng niz kwas izonikotynowy (1) co moze

Swiadczy¢ o preferencji tej wiasnie struktury do wzbudzania indukcji SAR.
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Jest to wazny wniosek, poniewaz pochodne nikotynowe nie byly dotad

znane jako induktory odporno$ci u roslin.

3.2.3.2. Wplyw polozenia azotu w pierScieniu aromatycznym oraz

aromatycznosci zwigzkow

Poziom indukcji SAR:
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Rys. 29 Aktywno$¢ biologiczna pochodnych kwasu izonikotynowego - wplyw
aromatycznosci i polozenia azotu w pierscieniu
W badaniach indukcji SAR kolejnej grupy pochodnych okre$lono wptyw
wystepowania aromatycznosci na aktywno$¢ biologiczng (Rys. 29).
Pochodne w postaci kwasu piperydyno-4-karboskylowego (2), kwasu
DL-pipekolowego (15) wykazatly brak aktywnosci biologicznej, podobnie
jak ich aromatyczne odpowiedniki - kwas izonikotynowy (1) oraz kwas
pikolinowy (14). Redukcja wielkosci pierscienia u DL-proliny (16) réwniez
nie spowodowata aktywacji czasteczki. Jedyng pochodng niearomatyczng,
zdolng do wzbudzania indukcji roslin,

odpornosci u byt kwas
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DL-piperydyno-3-karboksylowy (10) wykazujacy aktywnos$¢ na poziomie
50%, co jest wynikiem nawet lepszym niz jego aromatyczny analog (9)
(40%). Ponownie, najbardziej aktywna okazala sie pochodna z atomem
azotu w potozeniu meta do podstawnika karboksylowego, co potwierdza
wczesniejsze obserwacje. Warto zauwazy¢, ze jest to pierwszy odKkryty
niearomatyczny induktor odpornosci u ro$lin oparty na pierScieniu

heterocyklicznym.

3.2.3.3. Zmiana podstawnika chlorowego na grupe hydroksylowg -

pochodne nikotynowe i izonikotynowe

Poziom indukgcji SAR:

o 0 o)
Cl Cl
| S OH = | OH = | OH
N N
= 3 SN el
Cli
Kwas 2-chloro- Kwas 2,6- Kwas 2-
izonikotyowy dichloroizonikotynowy chloronikotynowy
5 11
80% 80% 75%
e 0
i A0 ~"oH
HO = OH
| = OH N >~ ‘ ~ |
N __~ N° "OH
OH
Kwas 2- Kwas 2.6- Kwas 2-
hydroksyizonikotynowy dihydroksyizon’ikotynowy hydroksynikotynowy
4 6 12
0% 0% 0%

Rys. 30 Wplyw zmiany podstawnika chlorowego na hydroksylowy w pochodnych kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego

Nastepna grupa zwigzkéw przebadanych pod katem indukcji odpornosci

u ro$lin byly pochodne najaktywniejszych halogenowanych induktoréw

nikotynowych oraz izonikotynowych (3, 5, 11) z grupg hydroksylowa
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w  miejscu chloru -  kwasy  2-hydroksyizonikotynowy  (4),
2,6-dihydroksyizonikotynowy (6) oraz 2-hydroksynikotynowy (12)
(Rys. 30). Tego typu modyfikacja prowadzi do catkowitej dezaktywacji
biologicznej czasteczki we wszystkich przypadkach, nawet kwasu
nikotynowego. Pomimo, ze kwas 2-hydroksynikotynowy jest potaczeniem
strukturalnym kwaséw nikotynowego (9) i salicylowego (30), nie

wykazywat aktywno$ci biologicznej (o czym pdzniej).

3.2.3.4. Obecno$¢ azotu badz grupy Kkarboksylowej w pierScieniu

aromatycznym - pochodne nikotynowe i izonikotynowe

Poziom indukcji SAR:

o o
(0]
Cl
i = OH
= OH A OH |
| | NS
NS
N~ °CI N~ Cl
Kwas 2- Kwas 2- Kwas 2,6-
chloronikotynowy chloroizonikotyowy dichloroizonik’otynowy
11 3
5
75% 80% 80%
(o]
o o cl G~
cl OH |
OH OH N~
Cl cl Cl
Kwas 2-chloro- Kwas 3-chloro- i i
K 3,5-dichloro- - -
benzoesowy benzoesowy Wg:nzoeslgw;f) e 2,(:);:;«;[;}3;0
31 41 49 8
0% 0% 0% 0%

Rys. 31 Wplyw obecno$ci azotu oraz grupy karboksylowej w pierscieniu aromatycznym na
aktywnos¢ pochodnych kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego

W  kolejnym etapie badan przeanalizowano wplyw obecnosSci azotu
w pier$cieniu aromatycznym induktora. W tym celu przebadano takie

zwigzki jak kwas 2-chlorobenzoesowy (31), kwas 3-chlorobenzoesowy (41)
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oraz kwas 3,5-dichlorobenzoesowy (49). W przypadku kazdego z badanych
zwigzkéw brak obecnosci azotu w pier$cieniu aromatycznym skutkowat

catkowitg dezaktywacjg biologiczng czgsteczki (Rys. 31).

Nastepnie, przeprowadzono badania biologiczne 2,6-dichloropirydyny (8),
w celu okres$lenia wplywu obecnosci grupy karboksylowej na aktywno$¢
biologiczng. Badania wykazaly, ze zwigzek ten byl réwniez kompletnie
nieaktywny biologicznie. Podsumowujgc, obecno$¢ atomu azotu w
pierscieniu aromatycznym w pozycji meta i para w stosunku do grupy
karboksylowej, jak i obecnos¢ samej grupy karboksylowej jest kluczowa dla
podtrzymania funkcji aktywowania mechanizméw odpornosciowych

rosliny.

3.2.3.5. Amidowe pochodne kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego

Poziom indukcji SAR :

! ! @ )

cl ~ \‘N'/ \C| Cl - N “Cl Cl~ N~ \Cl cl - “N/’C C|
Afnid Amid Amid Amid N,N-di(2-
. N,N-Dibutylo- N-butylo-N-metylo- N-benzylo-N-metylo-2,6- hydroksyetylo)-
2,6-dichloroizonikotynowy 2,6-dichloroizonikotynowy  dichloroizonikotynowy 2,6-dichloroizonikotynowy
(71) (72) (73)
90% 90% 70% 90%

Rys. 32 Aktywno$¢ biologiczna amidéw opartych na kwasie 2,6-dichloroizonikotynowym

W ramach niniejszych badan zsyntezowano 4 pochodne amidowe kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego z grupa amidowa réznej wielkosci i o réznej
podatnosci na hydrolize (Rys. 32). Wyniki otrzymanych badan wskazujg,

ze trzy z badanych amidéw wykazywaty wysoka aktywno$¢ biologiczng
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na poziomie 90%, s to amid N,N-dibutylo-2,6-dichlorizonikotynowy (71),
N-butylo-N-metylo-2,6-dichloroizonikotynowy (72) i amid
N,N-di(2-hydroksyetylo)-2,6-dichloroizonikotynowy (74). Nizsza
skutecznoscia  charakteryzowat sie amid N-benzylo-N-metylo-2,6-
dichloroizonikotynowy (73), indukujac odpornos¢ na poziomie 70%, co jest
wynikiem  gorszym w  poréwnaniu do  wyjSciowego  kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego (5), wykazujgcego aktywno$¢ na poziomie
80%. Prawdopodobnie jest to zwigzane z obecnoscig duzej sterycznie grupy
benzylowej w strukturze induktora. Podatno$¢ na hydrolize grup
funkcyjnych wskazywatby, ze najaktywniejsza powinna by¢ pochodna
z grupa N,N-dibutyloamidowa. Natomiast najnizsza aktywno$¢ powinien
wykazywa¢ zwigzek z grupa N,N-dietanoloamidowa. Brak réznic miedzy
tymi zwigzkami wskazuje, Zze ten aspekt nie jest decydujacy o aktywno$ci

biologiczne;j.

Otrzymane dane wskazuja, ze modyfikacja kwasu
2,6-dichlorozionikotynowego do formy amidowej wptyneta pozytywnie
na poziom wzbudzenia indukcji odpornosci SAR, jednak efektywnos$¢
otrzymanych zwigzkéw nie jest zalezna od podatnoSci na hydrolize
przytaczonej grupy, a bardziej jej struktury przestrzennej. Co ciekawe,
wyniki te s3 sprzeczne z tymi, ktére mozna znalez¢ w literaturze o

pochodnych amidowych BTH.
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3.2.3.6. Zmiana grupy hydroksylowej w kwasie salicylowym

Poziom indukcji SAR:

o (0] o (o)
OH cl
Kwas
Kwas cykloheksano- Kwas Kwas 2-chloro-
benzoesowy karboksylowy salicylowy bhenzoesowy
28 29 30 31
0% 0% 80% 0%
o o] O.__OH 0
00— NH, o] NO,
Kwas 2- Kwas Kwas Kwas
metoksybenzoesowy antranilowy acetylosalicylowy 2-nitrobenzoesowy
32 33 34 35
0% 0% 70% 0%
o) 0 0
OH OH OH
OH
SH S—
0
Kwas Kwas 2-(metylotio)- Kwas
tiosalicylowy benzoesowy ftalowy
36 37 38
85% 0% 0%

Rys. 33 Wplyw zmiany grupy hydroksylowej w kwasie salicylowym

Badania nad pochodnymi kwasu salicylowego rozpoczeto od analizy wptywu
zamiany grupy hydroksylowej kwasu salicylowego (30) na inng grupe
funkcyjna (Rys. 33). Sam kwas salicylowy w testowanym stezeniu osiggnat
skuteczno$¢ indukcji SAR na poziomie 80%. WSs$réd przebadanych
pochodnych  aktywnos$¢  biologiczng  wykazaly  jedynie = kwas
acetylosalicylowy (34) oraz tiosalicylowy (36) na poziomie odpowiednio 70
oraz 85%. Prawdopodobnie zachowanie aktywnos$ci biologicznej kwasu

tiosalicylowego wynika z faktu, ze grupa tiolowa -SH jest analogiem
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hydroksylowej pod wzgledem charakteru hydrofilowego, elektronowego
i zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych. Aktywno$¢ Kkwasu
acetylosalicylowego jest najprawdopodobniej spowodowana jego wysokim
powinowactwem do hydrolizy, przez co w organizmie ro$linnym jest
deestryfikowany z powrotem do kwasu salicylowego. To tlumaczytoby
réwniez wysokg aktywnos$¢ biologiczng zestryfikowanych pochodnych
kwasu salicylowego, opisywanych we wstepie, posiadajacych bardzo duzy

sterycznie podstawnik (praca S Kamathan et. al.).

Pozostate pochodne nie wykazywaty aktywnosci biologicznej. Ponadto,
charakter oddziatywan grupy hydroksylowe;j i tiolowej
w pozycji 2 pierScienia kwasu benzoesowego z uktadem immunologicznym
rosliny musi by¢ wysoce selektywny. Wynika to z faktu, ze nieaktywnymi
zwigzkami okazaty sie kwasy 2-metoksybenzoesowy (32)
i 2-(metylotio)benzoesowy (37), co ttumaczy, ze obecno$¢ atomow tlenu
i siarki, posiadajacych wolne pary elektronowe, nie wystarczy do aktywacji
dziatania biologicznego czasteczek. Podobnie, zastgpienie tych atomoéw
atomem azotu w postaci aminy (kwas antranilowy (33)) czy grupy nitrowej
(kwas 2-nitrobenzoesowy (35)) réwniez nie powoduje indukcji odpornosci.
Nieaktywny okazat sie rowniez kwas ftalowy (38), w ktéorym wystepuje
uktad dwéch grup Kkarboksylowych, zdolnych do tworzenia wigzan
koordynacyjnych. Ostatecznie, nieaktywng pochodng kwasu salicylowego
jest rowniez kwas 2-chlorobenzoesowy (31), w ktéorym obecnos$¢ halogenku
nie pozwolita na zachowanie aktywnosci. Kwas benzoesowy (28),
a takze niearomatyczna struktura kwasu cykloheksanokarboksylowego (29)

tez nie wykazywatly aktywnosci biologiczne;j.
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Wedtug znanej literatury aktywnos$¢ biologiczna induktoréw odpornosci
u roslin jest warunkowana przez ich podatno$¢ na wigzanie sie do biatka
NPR-1. Zaproponowany tam mechanizm polega na wigzaniu sie induktora
poprzez tworzenie kompleksu czterokoordynacyjnego miedzi.
W kompleksie tym dwa wigzania koordynacyjne pochodza od atomoéw tlenu
z grupy karbonylowej i hydroksylowej induktora, a kolejne dwa od atoméw
siarki z cystein pochodzacych z biatka. Wyniki moich badan moga poddac
w  watpliwo$¢ zaproponowang teze, poniewaz pochodne z grupami
metoksylowag (32) i metylotiolowa (37) powinny wykazywac chociazby
umiarkowang aktywno$¢, ze wzgledu na to, ze réwniez sg zdolne do
tworzenia wigzan koordynacyjnych. Wyglada wiec na to, Ze indukcja
odpornosci u roslin jest wzbudzana przez induktory na zasadzie jego
oddziatywania z biatkiem, ale na wyzszym poziomie dopasowania, mozliwe
ze z wykorzystaniem wigzan wodorowych. To ttumaczytoby tak dobra
zgodno$¢ grup hydroksylowej i tiolowej w aktywowaniu dziatania

biologicznego zwigzkéw.
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3.2.3.7. Zmiana potozenia grupy hydroksylowej oraz dodanie drugiej grupy

hydroksylowej

Poziom indukcji SAR:

(o} (0]
OH
OH OH
OH OH HO
I_(was Kwas 3-hydroksy- Kwas 4-hydroksy-
salicylowy benzoesowy benzoesowy
30 39 40
80% 0% 0%

(0]
oH o o) OH O
oo v o i< o
OH
HO OH OH OH

OH
Kwas 2,3-dihydroksy-  kwas 2,4-dihydroksy- Kwas 2,5-dihydroksy- kwas 2,6-dihydroksy-
benzoesowy benzoesowy benzoesowy benzoesowy
44 45 46 a7
0% 0% 0% 0%

Rys. 34 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych kwasu salicylowego ze zmienionym
polozeniem grupy hydroksylowej lub dodang druga grupa hydroksylowa
Po zaobserwowaniu, ze grupa hydroksylowa w kwasie salicylowym ma
kluczowe znaczenie w kontekscie dziatania biologicznego zbadano wptyw jej
potozenia w piersScieniu wzgledem grupy karboksylowej (Rys. 34). W tym
celu przebadano kwas 3-hydroksybenzoesowy (39) oraz
4-hydroksybenzoesowy (40). Oba z kwasdéw okazaty sie nieaktywne
biologicznie, co  wskazuje, Ze pozycja grupy hydroksylowe;j

w pozycji 2 jest kluczowa dla efektywnosci biologiczne;j.

Nastepne badania skupity sie na okresleniu wplywu dodania drugiej grupy
hydroksylowej do kwasu salicylowego (Rys. 34). W tym celu przebadano
kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy (44), 2,4-dihydroksybenzoesowy (45),

2,5-dihydroksybenzoesowy (46) i 2,6-dihydroksybenzoesowy (47). Okazato
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sie, ze zadna z testowanych pochodnych dihydroksylowych nie byta aktywna
biologicznie. Bardzo zastanawiajacy jest fakt, ze kwas
2,6-dihydroksybenzoesowy nie wykazywatl aktywnosci biologiczne;j,
pomimo Ze jest symetryczny i obie grupy hydroksylowe s3 utozone
wzgledem karboksylowej w spos6b analogiczny jak w kwasie salicylowym.
To sugeruje, Ze dopasowanie induktora odpornos$ci u roslin do biatka badz
enzymu musi mie¢ charakter bardziej przestrzenny, obejmujacy nie tylko

kilka atomow w czasteczce, ale calg strukture.

3.2.3.8. Badania pochodnych kwasu benzoesowego zawierajacych dwa

podstawniki

Poziom indukcji SAR:

OH O

cl o o o
@f%H d%” @°“
cl o~ OH

Kwas 2,6-dichloro- Kwas 2,6-dimetoksy- kwas 2,6-dihydroksy-

benzoesowy benzoesowy benzoesowy
42 43 47
0% 0% 0%
0 o 9 0 0
Cl ~ H,;N
cr A OH NH,

Kwas 3,5-dichloro-  kwas 3,5-dimetoksy- Kwas 3,5-dihydroksy-  Kwas 3,5-diamino-
benzoesowy benzoesowy benzoesowy benzoesowy
49 50 48 51
0% 0% 0% 0%

Rys. 35 Wyniki aktywnosci biologicznej pochodnych kwasu benzoesowego z dwoma
podstawnikami

W tej czeSci badan skupiono sie na okresleniu zdolnosci do indukcji SAR

przez dwie grupy zwigzkow (Rys. 35). Pierwszga z nich byty pochodne kwasu
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salicylowego (a ostatecznie benzoesowego) posiadajgce podstawniki
w pozycjach 2 i 6. Wybranie tej grupy zwigzkéw do badan wynikato z faktu,
ze oczekiwano wysokiej aktywnos$ci indukcji SAR w testowanym uktadzie
biologicznym przez kwas 2,6-dihydroksybenzoesowy (47), a zwigzki
te badano réwnolegle jako jego analogi. Pochodne posiadajace atomy chloru
(42) badz grupy metoksylowe (43) w pozycjach 2 i 6 byly réwniez
nieaktywne biologicznie (czego mozna byto sie spodziewac juz z wynikow
badan kwaséw 2-chlorobenzoesowego (31) oraz 2-metoksybenzoesowego

(32)).

Druga grupe zwigzkéw wybrano do badan ze wzgledu na podobienistwo
kwasu  3,5-dichlorobenzoesowego do  2,6-dichloroizonikotynowego.
Na etapie planowania badan zatoZono, ze pochodna bez atomu azotu bedzie
réwniez, chociaz w pewnym stopniu, aktywna biologicznie. Niestety, wyniki
wykazaly, Ze zadna z badanych substancji nie wykazata wplywu

na indukcje odpornosci u roslin.
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3.2.3.9. Dodanie chloru do pierscienia aromatycznego kwasu salicylowego

Poziom indukcji SAR:

O
OH ? o) Ccl O
o I
Cl Cl OH OH OH

Kwas 3-chloro- Kwas 4-chloro- Kwas 5-chloro- Kwas 6-chloro-
salicylowy salicylowy salicylowy V;Z?icyfowc;:o
52 53 54 55
95% 85% 0%

Rys. 36 Aktywno$¢ biologiczna z pochodnymi kwasu salicylowego, z podstawnikiem
chlorowym

Nastepnym krokiem w badaniach nad pochodnymi indukcji SAR byto
zbadanie zwigzkéw zawierajacych atom chloru, podstawiony w Kkazdej
z pozycji kwasu salicylowego (Rys. 36). Jak sie okazato, tego typu
modyfikacja moze zar6wno wzmocni¢ jak i ostabi¢ dziatanie induktora.
Miejscem podstawienia chloru umozliwiajagcym najwyzsza skutecznos¢
biologiczng w indukcji odpornosci jest pozycja 3, czyli w pozycji orto do
grupy hydroksylowej i meta do grupy karboksylowej. Kwas
3-chlorosalicylowy (52) wykazat bardzo duza aktywno$¢ biologiczng,
indukujac SAR na poziomie 95%. Bardzo zbliZzony potencjat do indukcji SAR
wykazal roéwniez kwas 5-chlorosalicylowy (54), redukujac infekcje
wirusowg o 85% w stosunku do kontroli. Warto nadmieni¢, ze pozycje
podstawienia chloru w tych dwoéch zwigzkach wzgledem grupy

karboksylowej sg identyczne jak w kwasie 2,6-dichloroizonikotynowym.

Umiarkowang aktywnos$¢ wykazat kwas 4-chlorosalicylowy (53), sugerujac,

Ze ta pozycja podstawienia chloru jest mniej korzystna. Kompletnie
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nieaktywnym biologicznie zwigzkiem okazat sie kwas 6-chlorosalicylowy

(55).
3.2.3.10. Wptyw rodzaju halogenku wprowadzonego do kwasu
salicylowego
Poziom indukcji SAR:
o o 0 o
OH OH OH OH
Cl OH F OH Br OH I OH
Kwas 4-chloro- Kwas 4-fluoro- Kwas 4-bromo- Kwas 44odo-
salicylowy salicylowy salicylowy salicylowy
53 57 59 62
75% 0%
o] (o] o o
Br
cl on OH oH | OH
OH OH OH OH
Kwas 5-chloro- Kwas 5-fluoro- Kwas 5-bromo- Kwas 5-odo-
salicylowy salicylowy salicylowy salicylowy
94 58 60 63
85% 100% 75%
0} (o] o (0]
Br
cl on F OH oH ! OH
OH OH OH OH
Cl F Br |
kwas 3,5-dichloro- Kwas 3,5-difluoro- Kwas 3,5-dibromo- Kwas 3,5-dijodo-
salicylowy salicylowy* salicylowy salicylowy
56 61 64
95% 100% 75% 0%

Rys. 37 Wyniki aktywno$ci biologicznej badanych halogenowanych pochodnych kwasu
salicylowego

W kolejnym etapie badan skupiono sie na okres$leniu wptywu rodzaju

wprowadzonego do struktury kwasu salicylowego halogenku na aktywno$¢

biologiczng zwigzkéw (Rys. 37). W tym celu przebadano pochodne
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posiadajace halogenek w pozycjach 4, 5 oraz dihalogenowe pochodne
w pozycjach 3 i 5. Pierwszym z wnioskéw, jakie mozna wysnué, jest
stwierdzenie, Ze zwigzki posiadajgce atom halogenka w pozycjach 5lub 31 5
wykazujg zdecydowanie wyzsza aktywno$¢ biologiczng niz pochodne

z halogenem w pozycji 4.

Poréwnujac wptyw charakteru halogenka na aktywnos$¢ biologiczng, mozna
zauwazy¢, ze w kazdej z grup zwigzkow najwyzszg efektywnos$¢ wykazywata
pochodna fluorowana - kwas 3,5-difluorosalicylowy (wynik ekstrapolowany
z literatury) i 5-fluorosalicylowy (58) wykazujace 100% inhibicji choroby
wirusowej oraz kwas 4-fluorosalicylowy (57) o skutecznosci 75%. Druga
najbardziej efektywna grupa byly chlorki omawiane w poprzednim
podrozdziale, z ktérych najwyzsza efektywno$¢ na poziomie 95% wykazat
kwas 3,5-dichlorosalicylowy (56). Pochodne bromkowe wykazywaty tez
silne dziatanie indukcji SAR, jednakze stabsze niz zwigzki podstawione
fluorem i chlorem. Byta to indukcja SAR na poziomie 75% dla kwaséw
3,5-dibromosalicylowego (61) i 5-bromosalicylowego (60) oraz 40%

dla kwasu 4-bromosalicylowego (59).

Najnizszg aktywnos$¢ biologiczng wykazywaty pochodne z podstawnikami
w postaci atoméw jodu, ktére w pozycji 4 (kwas 4-jodosalicylowy (62)) oraz
3 i 5 (kwas 3,5-dijodosalicylowy (64)) byty nieaktywne biologicznie,
a w pozycji 5 (kwas 5-jodosalicylowy (63)) wykazywaly umiarkowang

aktywno$¢ na poziomie 40%.

Wyniki pokazuja, Ze zaré6wno potozenie w pierScieniu jak i charakter
podstawnika halogenowego ma znaczenie dla aktywnosSci biologiczne;j.

124



Przede wszystkim aktywno$¢ biologiczna uktada sie zgodnie ze zmiang
parametrow fizycznych w grupie 17 wukladu okresowego, gdzie
najaktywniejsze sq pochodne zawierajace atom fluoru, ktéry charakteryzuje
sie bardzo matg wielko$cig i niezwykle wysoka elektroujemnoscia, co jest

najprawdopodobniej preferowane przez centrum aktywne biatka z ktérym

sie taczy.

3.2.3.11. Inne pochodne kwasu salicylowego, z podstawnikiem

nitrowym, aminowym i sulfonowym

Poziom indukcji SAR:

(0]
O.__OH
OH 0]
0-N OH
OH 2 OH
NO, OH O,N NO,
Kwas 3-nitro- Kwas 5-nitro- Kwas 3,5-dinitro-
salicylowy salicylowy salicylowy
65 66 67
0% 0%
o o) o)
H,N
OH OH 2 OH
OH H,N OH OH
NH,
Kwas 3-amino- Kwas 4-amino- Kwas 5-amino-
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Rys. 38 Wyniki aktywnosci biologicznej pochodnych kwasu salicylowego, z
podstawnikiem nitrowym, aminowym i sulfonowym
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W tym etapie badan okreslono wptyw podstawnika nitrowego, aminowego
i sulfonowego na aktywnos$¢ biologiczng pochodnych kwasu salicylowego
(Rys. 38). Pierwsza grupa zwigzkéw sg pochodne zawierajace grupe nitrowsa,
mianowicie kwas 3-nitrosalicylowy (65), 3,5-dinitrosalicylowy (67)
i 5-nitrosalicylowy (66). Dwa pierwsze okazaly sie kompletnie nieaktywne
biologicznie, natomiast ostatni ze zwigzkdw wykazal umiarkowang
aktywnos$¢ biologiczng na poziomie inhibicji choroby wirusowej réwnym
60%. Wynik ten sugeruje, ze obecnos¢ tego podstawnika obniza aktywnos¢
czesci pochodzacej od kwasu salicylowego i w pozycji 3 stanowi wieksza
zawade steryczng w dopasowaniu do biatek lub enzyméw roslinnych niz w

pozycji 5.

Odwrotng sytuacje mozna zaobserwowac¢ wsrod pochodnych aminowych,
wsérdod  ktéorych przebadano nieaktywny, jak sie okazato, kwas
4-aminosalicylowy (69). Do celow poréwnawczych uzyto danych
dostepnych ~w  literaturze dla zwigzkéw  3-aminosalicylowego
i 5-aminosalicylowego (oznaczone gwiazdka). W tym przypadku, aktywno$¢
biologiczna zostata réwniez ostabiona w stosunku do kwasu salicylowego,

ale aktywnym zwigzkiem pozostat kwas 3-aminosalicylowy.

Ostatnim testowanym w tej grupie zwigzkiem byt kwas 5-sulfosalicylowy
(68), wykazujacy aktywnos$¢ biologiczng na poziomie 60%. Jest to wiec
obnizenie aktywnos$ci w stosunku do kwasu salicylowego, jednak
w stopniu umozliwiajagcym stosowanie tego zwigzku jako induktora

odpornosci u ros$lin. Jest to réwniez pierwsza znana pochodna kwasu
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salicylowego z podstawnikiem sulfonowym o udowodnionym dziataniu

indukcji SAR.

3.2.3.12. Badanie hybryd strukturalnych badanych induktoréw

odpornosci u roslin

Poziom indukcji SAR:
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Rys. 39 Aktywnos¢ biologiczna hybryd kwasu salicylowego i nikotynowego

Znajac ogblne zasady aktywnoSci biologicznej wsréd pochodnych kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego oraz salicylowego okreSlono  wptyw
potaczenia struktur odpowiadajacych za aktywno$¢ biologiczng
w tych dwoch grupach pochodnych. W tym celu przebadano potaczenie
kwasu 2-chloroizonikotynowego (3), nikotynowego (9) oraz pikolinowego

(14) z kwasem salicylowym (30) (Rys. 39).
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W  pierwszym przypadku badany zwigzek, czyli kwas 2-chloro-3-
hydroksyizonikotynowy (7), wykazal sie aktywno$cia biologiczng
na najwyzszym poziomie sposréd wszystkich pochodnych inhibujac
w 100% infekcje wirusowa. Jak sie okazato, potaczenie strukturalne w tym
przypadku ma charakter synergistyczny, poniewaz wyjsciowe zwiazki, czyli
kwas 2-chloroizonikotynowy (3) i salicylowy (30) wykazywaty aktywno$¢
na poziomie 80% kazdy. Zwigzek ten mozna jeszcze rozpatrywac
w  kontek$cie  potaczenia kwasu izonikotynowego (1) oraz
3-chlorosalicylowego (52). W tym przypadku réwniez mozemy mowic
0 synergizmie, poniewaz dzialanie kwasu 2-chlorosalicylowego
(95% aktywnosci) zostato wzmocnione przez obecno$¢ azotu w pierScieniu
w pozycji para do grupy karboksylowej, pomimo tego, ze wyjsciowy kwas

nikotynowy byt nieaktywny biologicznie (0% indukcji SAR).

W drugim przypadku przedmiotem badan byt kwas 2-hydroksynikotynowy
(12), bedacy potaczeniem kwasu nikotynowego (9), czyli jedynego
niepodstawionego induktora opartego na pierscieniu heterocyklicznym
i wykazujacego aktywnos$¢ biologiczng (na poziomie 40%) oraz kwasu
salicylowego (30) o aktywnosci 80% inhibicji choroby wirusowe;j. Niestety,
pomimo wysokich oczekiwan badana struktura okazata sie nieaktywna
biologicznie. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze obecno$¢ azotu w pierscieniu w
pozycji orto do grupy hydroksylowej dziata niekorzystnie na dopasowanie

sie induktora do centrum aktywnego enzymu lub biatka.

Badania biologiczne kwasu 3-hydroksypikolinowego (18) wykazaty

aktywnos¢ biologiczng tego zwigzku na poziomie 40%. Wiedzac, ze znanym
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induktorem odpornosci u roslin jest kwas salicylowy, badany zwigzek jest
jego modyfikacja poprzez wprowadzenie atomu azotu do struktury
induktora w pozycje orto do grupy karboksylowej i meta w stosunku
do hydroksylowej. Taka modyfikacja powoduje obnizenie aktywnoSci
biologicznej w stosunku do znanego induktora, cho¢ nie tak znacznie jak
catkowita dezaktywacja w przypadku kwasu 2-hydroksynikotynowego (12),
omawianego w poprzednim akapicie. Z drugiej jednak strony badany
zwigzek jest pierwsza znang pochodng kwasu pikolinowego

o potwierdzonym dziataniu jako induktor odpornosci u roslin.

3.2.3.13. Badanie pochodnych kwasu DL-2-aminomastowego (BABA)

Poziom indukcji SAR:
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Rys. 40 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych kwasu 3-aminomastowego (BABA)

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przebadano réwniez na badania

pochodne kwasu 3-aminomastowego (20), znanego w literaturze dotyczacej
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indukcji SAR jako BABA (czyli kwas 3-aminomastowy) (Rys. 40). Wszystkie
badane zwigzki, o ile wystepuja w postaci enancjomeréw, byty badane

w formie ich mieszaniny racemiczne;j.

Wyniki aktywno$ci biologicznej wykazaty, ze zwigzek wyjsciowy BABA (20)
wykazywatl wysoka aktywno$¢ biologiczng na poziomie 85%. Jego pochodna
Z przeniesionym podstawnikiem aminowym w pozycje a - kwas
2-aminomastowy (19 - inaczej a-aminomastowy (AABA)) wykazat jeszcze
wyzszg aktywno$¢ biologiczng na poziomie 95%. Przesuniecie grupy
aminowej w druga strone, czyli w pozycje y w stosunku do grupy
karboksylowej w kwasie 4-aminomastowym (21 - inaczej y-aminomastowy,
(GABA)) spowodowato dezaktywacje czasteczki. Kluczowe dla aktywnosci
biologicznej wydaje sie wiec potozenie grupy aminowej -NHz w stosunku
do karboksylowej, mozliwie blisko niej w potozeniach a i . Dodatkowym
aspektem decydujacym o braku aktywnosci kwasu 4-aminomastowego moze
by¢ fakt, ze grupa aminowa znajdujgca sie na koncu tancucha alkilowego
znacznie zwieksza rozmiar (diugo$¢) aminokwasu uniemozliwiajaca

poprawng interakcje z biatkiem badZ enzymem roslinnym.

Na potwierdzenie tej tezy przebadano metionine (23), pochodng najbardziej
efektywnego aminokwasu 2-aminomastowego, ale z przytaczong w pozycji
gamma grupg tiometylowa. Zwigzek ten okazat sie nieaktywny,
co wskazuje na fakt, Ze pomimo najbardziej efektywnego biologicznie uktadu
grupy aminowej wzgledem karbonylowej zawada steryczna tworzona przez
grupe tiometylowa jest zbyt duza i uniemozliwia dopasowanie do

mechanizmo6w roslinnych.
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Ostatnig z pochodnych przebadanych w kontekscie pochodnych BABA byta
B-alanina (22), czyli kwas B-aminomastowy ze skréconym tancuchem
alkilowym w ktéorym grupa aminowa zajmuje pozycje terminalna.
Ten zwigzek roéwniez wykazat niezwykle wysoki poziom indukcji SAR
w postaci 95% inhibicji choroby wirusowej w badanym uktadzie. Wynik ten
ponownie potwierdza, ze zwigzek posiadajacy mniejszg dtugos¢ wykazuje

wyzszg aktywnos$¢ biologiczna.

3.2.3.14. Badanie pochodnych sacharyny

Poziom indukcji SAR:
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Rys. 41 Aktywnos¢ biologiczna pochodnych sacharyny

Kolejng grupa zwigzkéw badanych w ramach rozprawy doktorskiej byty
pochodne sacharyny (Rys. 41). Jej pochodna jonowa w postaci sacharynianu
sodu (24), wykazata umiarkowang aktywno$¢ biologiczng na poziomie 55%.
Przebadano pochodng posiadajacg atom tlenu w miejscu atomu azotu, czyli
bezwodnik 2-sulfobenzoesowy (25). Zwiazek okazat sie nieaktywny
biologicznie, co pokazuje, ze atom azotu w tym uktadzie jest kluczowy
do dziatania biologicznego czasteczki. W tej grupie pochodnych przebadano

réwniez takie zwigzki jak 3-sulfobenzoesan sodu (26) oraz

131



4-sulfobenzoesan potasu (27), ktére réwniez okazaly sie nieaktywne
biologicznie. Zakwalifikowanie tych zwigzkéw do badan wigzato sie z tym,
Ze na etapie planowania eksperymentéw zatozono aktywno$¢ biologiczng
bezwodnika 2-sulfobenzoesowego. Chciano wiec wykaza¢ wptyw potozenia
grupy sulfonowej w piers$cieniu na zdolnos$¢ zwigzkéw do indukcji SAR.

Niestety wszystkie te pochodne okazaty sie nieaktywne.

3.3. Wyniki badan biologicznych na roslinach strefy tropikalnej

Wyjazd do Ekwadoru w celu przeprowadzenia badan induktoréw
odporno$ci na ros$linach strefy tropikalnej przeciwko chorobom tam
wystepujacym traktowatem jako wielka szanse na otrzymanie unikalnych
wynikéw badan. W literaturze brak jest doniesien na temat indukcji SAR
na roSlinach papai i babako w celu zapobiegania rozwojowi infekc;ji
wirusowej. To samo tyczy sie sposobow powstrzymywania choroby MLND
na kukurydzy, ktéra jest bardzo dotkliwa dla rolnikéw, powodujac znaczng
redukcje plonéw. Do badan w ramach stazu wybrano wszystkie zwigzki
wykazujace najwyzsze wartosci inhibicji choroby wirusowej sposrod

substancji testowanych w Polsce na roslinach tytoniu.

3.3.1. Badania wstepne na roslinach kukurydzy, papai i babako

Badania wstepne przeprowadzono w dawkach 250 mg/L dla pochodnych
kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego, salicylowego i 3-aminomastowego
oraz 20 mg/L dla pochodnych BTH na ros$linach kukurydzy, papai
oraz babako. Pierwsze préby aplikacji pokazaly, ze liscie tych roslin
sg stosunkowo hydrofobowe, przez co w celu prowadzenia opryskow

konieczne jest zastosowanie adjuwanta. Tak przygotowane formulacje
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aplikowano na ro$liny, po czym standardowo po siedmiu dniach
inokulowano wirusa, a po kolejnych 7 - 14 dniach (w zaleznosci od badanej

rosliny) oceniano wystepowanie widocznych $sladow infekcji wirusowe;.

Wyniki tych testéw nie byly zgodne z oczekiwaniami, poniewaz Zaden
z badanych zwigzkéw nie wykazat jakiejkolwiek inhibicji choroby wirusowej
na zadnym z testowanych gatunkéw roslin. Podniesiono wiec dawki
substancji badanych z 250 mg/L do 500 mg/L dla pochodnych kwaséw INA,
SA i BABA oraz z 20 mg/L do 50 mg/L dla pochodnych BTH. Po powtérzeniu
eksperymentéw wyniki byly tozsame z poprzednio uzyskanymi - Zadna

z testowanych substancji nie wykazata aktywnoSci biologiczne;j.

Nastepnie uznano, Ze barierg moze by¢ wchianianie substancji poprzez
powierzchnie lisci. W celu weryfikacji wptywu metody aplikacji powtérzono
testy indukcji SAR na badanych roslinach, ale podlewajac je roztworem
substancji badanej juz w wyzszym stezeniu (80 ml na rosline). Ponownie
zaobserwowano brak oznak inhibicji choroby wirusowej na roslinach

traktowanych induktorami odpornosci.

133



3.3.2.  Objawy choroby wirusowej widoczne na testowanych roslinach

Fot. 13 Skutki choroby MLND na mlodych roslinach kukurydzy w warunkach
szklarniowych

Na roslinach kukurydzy po okoto 7 dniach od inokulacji widoczne byty
delikatne zotte przebarwienia lisSci widoczne wzdtuz blaszki lisciowe;j.
W dalszym czasie (kolejne 7 dni) obserwowano zétkniecie catej powierzchni

blaszki lisciowej (Fot. 13), ktére skutkowato jej catkowitym obumarciem.
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Na roslinach papai widoczne byty mozaikowate przebarwienia mtodych lisci
wierzchotkowych (Fot. 14 - poczatkowe stadium choroby), co dalej
prowadzito do inhibicji ich wzrostu. Taka roslina w warunkach polowych nie

wydataby plonu badz plon ten bytby mocno zredukowany.

Fot. 14 Widoczne przebarwienia mtodych lisci papai w wyniku infekcji wirusem PRSV
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Na babako natomiast w efekcie choroby wirusowej dochodzi do zgrubienia i
kartowacenia mtodych lisci wierzchotkowych oraz wystepowania
przebarwien na ich powierzchni (Fot. 15). Prowadzi to do inhibicji wzrostu

rosliny.

Fot. 15 Znieksztalcenia lisci wierzchotkowych roslin babako, bedace nastepstwem
choroby wirusowej (po prawej) w porownaniu do lisci ros$lin zdrowych (ten sam etap
wzrostu)

3.3.3. Fitotoksyczno$¢ spowodowana  zastosowaniem  induktoréw

odpornosci u roslin

Stosowanie induktoréw odpornosci w dawkach poczatkowych, to jest
250 mg/L dla pochodnych kwasoéw INA, SA i BABA oraz 20 mg/L dla
pochodnych BTH nie powodowato efektéw fitotoksycznych na roslinach
badanych. Niestety, podwojenie dawki kazdego z induktorow wywotato juz

efekt fitotoksyczny roznigcy sie miedzy badanymi roslinami.
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Induktory SAR zastosowane w wyzZszej dawce na roslinach kukurydzy
spowodowaty lekkie zotkniecie lisci, jednak, co jest pewnym zaskoczeniem
stymulowaly wzrost roslin (Fot. 16). Na roslinach papai mozna byto
zauwazy¢ natomiast inhibicje wzrostu roslin, kartowatos¢ mtodych lisci
wierzchotkowych oraz plamy nekrotyczne na powierzchni lisci (Fot. 17).
Bardzo ciekawe efekty fitotoksycznoSci zaobserwowano na babako.
Zastosowanie induktora w wyzszej dawce prowadzi tam do obumarcia

mtodych lisci oraz ich opadniecia (Fot. 18).

Fot. 16 Widoczne lekkie zzo6tkniecie lisci oraz stymulacja wzrostu po zastosowaniu
induktora odpornosci na roslinach kukurydzy (3 rosliny po prawej) w poréwnaniu
do kontroli (3 rosliny po lewej).
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Fot. 18 Skutek podania induktora odpornosci na rosliny babako

Fot. 17 Zé6tkniecie lisci i inhibicjar wzrostu roslin papai potrakowanych induktorami
odpornosci (rzedy od frontu) w poréwnaniu do kontroli (rzedy tylne).
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3.3.4. Dalsze badania induktoréw SAR na roslinach kukurydzy

Na tym etapie badan zdecydowano aby skupi¢ sie wytacznie na roslinach
kukurydzy, z uwagi na duzg dostepno$¢ materiatu siewnego (po rosliny
papai i babako zaopatrywano sie w szkotkach plantatorskich, oddalonych
od miejsca prowadzenia badan), ktéry uprawiany byt na miejscu i na nich
sprébowac zoptymalizowad testy tak, aby osiaggna¢ cel w postaci inhibicji

choroby wirusowej §wiadczacej o indukcji SAR.

Kolejnym z testéw byto okreslenie wptywu stezenia inokulum wirusowego
na rozwdj choroby wirusowej w roslinach wczesniej potraktowanych
induktorami. W tym celu, 7 dni po aplikacji induktoréw rosliny infekowano
inokulum wyjSciowym w serii rozcienczen pieciokrotnych, od stezenia
wyjsciowego do inokulum rozcieniczonego 625-krotnie. W wyniku testu
zaobserwowano, ze inokulum wirusowe prowadzi do infekcji wirusowej
w rozcienczeniach siegajacych 125-krotnego, jednak sama choroba
wirusowa w poczatkowym stadium przebiega wolniej. Jedynie roztwdér
rozcienczony 625 razy okazat sie juz za mato wirulentny. Ponownie, nie byto
réznic pomiedzy roslinami kontrolnymi, a tymi traktowanymi induktorami

odpornosci.

Dalej skupiono sie na modyfikacji liczby aplikacji induktora odpornosci oraz
czasu pomiedzy aplikacja a mechanicznym inokulowaniem wirusa.
W pierwszym z wariantow testu ro$liny kukurydzy byty traktowane
induktorem dwukrotnie co 7 dni, zar6wno poprzez oprysk jak i podlewanie,
a nastepnie inokulowane wirusem 7 dni po ostatniej aplikacji substancji

badanej. W drugim wariancie induktory aplikowano raz, natomiast wirusa
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inokulowano po 3, 5, 7, 9, 11, i 13 dniach po uzyciu substancji aktywne;j.

W Zadnym z testow nie osiggnieto pozytywnych rezultatow.

Ostatnim z badan byty badania w warunkach polowych na kukurydzy.
Naturalna presja Srodowiska i przenoszenie wirusa poprzez insekty zerujace
na ro$linach jest mniej wirulentne niz mechaniczne wcieranie inokulum
wirusowego, co mogto da¢ pozytywne rezultaty. Dawka do badan zostata
ustalona na poziomie 80 g/ha dla pochodnych INA, SAL i BABA oraz 8 g/ha
dla pochodnych BTH i przeliczona na wielko$¢ poletek doswiadczalnych.
Rosliny byty opryskiwane roztworami substancji badanych w interwale
dwutygodniowym przez okres 8 tygodni. W tym przypadku roéwniez
nie uzyskano pozytywnych rezultatbw - wszystkie poletka testowe
wykazywaty oznaki rozprzestrzenienia sie choroby MLND, nawet kontrola

na ktorej stosowano insektycydy.

Wyniki otrzymanych badan s3 dwuznaczne. Pomimo tego, Ze Zadna z choréb
wirusowych w badanych uktadach biologicznych nie zostata zahamowana
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy do indukcji odpornosci nie doszto.
Mozliwe, Ze wzbudzona w ro$linach indukcja okazata sie po prostu
niewystarczajgca do powstrzymania choroby wirusowej, poniewaz czynnik
chorobotworczy byt zbyt wirulentny. Aby to zweryfikowac niezbedne bytoby
wykonanie testow biologii molekularnej okreslajacych ekspresje gendéw
PR-1 w testowanych roSlinach, co niestety nie byto mozliwe. Pomimo tego,
przetestowano wszystkie z zabranych tam substancji w szerokim spektrum
zmiennych oraz okre$lono wptyw dziatania induktora na fitotoksyczno$¢

wzgledem badanych roslin.
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4. Podsumowanie

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przebadano 101 zwigzkéw
chemicznych, bedacych pochodnymi induktoréw odpornosci u roslin.
Modyfikacje ich struktur obejmowaty derywatyzacje do formy jonowej
(w przypadku zaréwno anionowych jak i kationowych pochodnych BTH) z
przeciwjonem dodajagcym drugga funkcje biologiczng w  postaci
antybakteryjnosci, synteze amidow opartych 0 kwas
2,6-dichloroizonikotynowy, analizowanie wptywu podstawnikow
w piers$cieniach kwasow izonikotynowego i salicylowego, potozenie azotu w
pierscieniu wzgledem podstawnika karboksylowego w analogach kwasu
izonikotynowego oraz drobnych zmian strukturalnych w pochodnych dwéch

innych induktoréw odpornosci - kwasie 3-aminomastowym i sacharynie.

Wsroéd jonowych pochodnych BTH lepsza forma derywatyzacji okazata sie
deprotonacja kwasu karboksylowego do anionu umozliwiajac osiggniecie
indukcji SAR na poziomie nawet 100% inhibicji wirusa, anizeli alkilowanie
atomu azotu w pierscieniu tiadiazolowym i tworzenie kationowej pochodne;j.
Wprowadzenie przeciwjonu a wiasciwosciach biobdjczych ma pozytywny
wpltyw na aktywnos¢ antybakteryjng i zalezy bezposrednio od rodzaju
zastosowanego przeciwjonu. Daje to jasny sygnat, Ze ta metoda modyfikacji
zwigzkow  biologicznie  czynnych  umozliwia stosunkowo tatwe

otrzymywanie zwigzkéw dwufunkcyjnych o szerokim spektrum dziatania.

Dodatkowo wykazano, ze zwigzki w formie karboksylanéw wykazujg wyzsza

biodegradowalno$¢ oraz nizsza toksyczno$¢ w Srodowisku wodnym od
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pochodnych kationowych. Z drugiej strony pochodne kationowe wykazuja

nizsza cytotoksycznos¢.

Badania neutralnych pochodnych innych induktoréw (SA, INA, BABA, SACH)
doprowadzity do potwierdzenia aktywnosci biologicznej czesci z badanych
struktur takich jak halogenowane pochodne kwasu salicylowego,
szczegblnie w pozycji 3 i 5, oraz kwasu acetylosalicylowego i tiosalicylowego
(co jest potwierdzeniem wynikow badan prezentowanych we wstepie
(Silverman et al)). Poza tym stwierdzono skuteczno$¢ weczesniej
nie testowanych pochodnych, takich jak kwas 4-bromosalicylowy (59)

i kwas 3-hydroksypikolinowy (18).

W  przypadku pochodnych kwasu 2,6-dichloroizonikotynowego (6)
wytoniono 8 nowych struktur o wysokiej aktywnos$ci biologiczne;j:
kwas  2-chloroizonikotynowy (3), kwas nikotynowy (9), kwas
2-chloronikotynowy (11), kwas DL-piperydyno-3-karboksylowy (10), kwas
2,6-dichloronikotynowy (13) oraz kwas 2-chloro-3-hydroksyizonikotynowy
(7), bedacy hybryda pomiedzy pochodng izonikotynowg, a kwasem

salicylowym.

Stwierdzono réwniez, ze pochodne amidowe kwasu
2,6-dichloroizonikotynowego wykazuja wysoka aktywno$¢ biologiczna,
jednak nie jest ona zalezna od podatnos$ci na hydrolize przytaczonej grupy
funkcyjnej. Wynika to z faktu, ze trzy z czterech amidow, réznigcych sie
przytaczong grupa, wykazywaly taka samg aktywno$¢ biologiczng pomimo

zrdznicowania strukturalnego przytaczonej grupy funkcyjne;.
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Wsréd pochodnych kwasu 3-aminomastowego (20) wytoniono 2 nowe
pochodne o wysokiej aktywnosci biologicznej - kwas 2-aminomastowy (19)

oraz B-alanine (22).

Okreslono, ze praktycznie jedyna forma modyfikacji, ktéora powoduje
utrzymanie badZz nawet wzrost aktywnosci biologicznej, polega na
wprowadzeniu atomow halogenka do pierscienia aromatycznego, w
szczegblnosci w pozycjach 315 dla pochodnych SA oraz 2 i 6 dla pochodnych
kwasu izonikotynowego. Preferowanymi halogenkami s3 jedynie atomy
fluoru oraz chloru. Wprowadzenie innych grup, takich jak nitrowe czy
aminowe generalnie obniza aktywno$¢ biologiczng, a w przypadku
hydroksylowej powoduje dezaktywacje zwigzku. W tym miejscu nasuwa sie
podstawowy wniosek, Ze istotng role odgrywa hydrofobowy charakter
podstawnika, = ktéry = dodatkowo ma  mozliwos¢  oddziatywan
elektrostatycznych oraz mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych. Wyglada
wiec na to, ze czasteczka induktora powinna sktada¢ sie z dwoch czesci,
hydrofilowej obejmujacej grupe karboksylowa oraz podstawnik w pozycji
orto oraz hydrofobowej, jednak zdolnej do tworzenia wigzan
koordynacyjnych badZz wodorowych realizowanych przez obecno$¢ atomu
azotu w pierScieniu w badZz podstawnikéw, najlepiej halogenowych, w

pozycjach meta i para w stosunku do grupy karboksylowe;j.

Wsrod pochodnych kwasu salicylowego zastgpienie grupy hydroksylowe;j
inng powoduje zanik aktywnosci biologicznej, z wyjatkiem grupy tiolowej
(analogicznej chemicznie do grupy -OH) oraz acylowej (zdolnej

do hydrolizy, w wyniku ktérej otrzymujemy wyjSciowg grupe -OH).
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Potozenie tej grupy w pozycji 2 ma réwniez kluczowe znaczenie dla
aktywnosci biologicznej. Ws$réd pochodnych kwasu izonikotynowego
obecno$¢ azotu w potozenia para badz meta jest kluczowe dla aktywnosci
biologicznej, ktora zostaje zahamowana przy umiejscowieniu atomu azotu w

pozycji orto do wegla karbonylowego.

Wart podkreslenia jest fakt, ze pochodna wykazujaca jedng z najwyzszych
aktywnosci biologicznych byt kwas 2-chloro-3-hydroksynikotynowy, bedacy
wtasciwie hybryda strukturalng kwaséw INA i SA. Jego wysoka aktywno$¢
moze potwierdzac teze polegajaca na preferowaniu podziatu czasteczki na
cze$¢ hydrofobowa i hydrofilowa oraz fakt, ze oba z tych zwigzkow

oddziatujg na to samo centrum aktywne w biatku NPR-1.

Niestety, skuteczno$¢ induktoréw odpornosci u roslin w zapobieganiu
chorobom roslin charakterystycznych dla strefy tropikalnej zakonczyty sie
niepowodzeniem. Najprawdopodobniej byto to spowodowane zbyt wysoka
wirulentnoscig patogenéw w badanych uktadach biologicznych. Konieczne
jest przeprowadzenie wiekszej iloSci badan, w szczegélnosci z zakresu
biologii molekularnej, ktére pomogtyby zoptymalizowal stosowanie

elicitoréw w tych uktadach.

Z drugiej strony, bardzo obiecujace wyniki badan biologicznych zwigzkéw
badanych w uktadzie modelowym, czyli tytoniu inokulowanym wirusem
TMV oraz dane literaturowe dotyczace badan nad indukcjg odpornosci
u roslin na niezwykle szerokim spektrum badanych uktadéw biologicznych,
nie tylko uwzgledniajacych choroby wirusowe, ale rowniez bakteryjne
i grzybicze roslin pozwalajg przypuszczad, ze ta grupa zwigzkdw moze by¢
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w przysztosci waznym ogniwem w ochronie roSlin stosowanej
w konwencjonalnym rolnictwie. Otrzymane wyniki wskazujga mozliwe
trendy w modyfikacji neutralnych ,rdzeni” induktoré6w odpornosci u roslin,
ktére moga w przysztosci postuzy¢ do uzyskania zwigzkoéw o jeszcze wyzszej
aktywnosci biologicznej. Dodatkowo, drobna modyfikacja tych zwigzkéw do
formy jonowej poprzez deprotonacje, umozliwia ich polgczenie
z przeciwjonem o innych wtasciwos$ciach biologicznych, przez co mozliwe

drogi modyfikacji sg w praktyce nieskonczone.

Takie modutowe podejscie do projektowania zwigzkéw aktywnych
biologicznie Swietnie wpisuje sie réwniez w nowe trendy w rolnictwie,
wymuszone poprzez zmiany legislacyjne stuzace ochronie Srodowiska.
Indukcja odpornosci, sama w sobie przebiegajaca poprzez stymulowanie
procesow fizjologicznych roslin i osiggajac wysoka skuteczno$¢ przeciwko
ich chorobom moze by¢ dodatkowo ,wzbogacona” poprzez inne funkcje
biologiczne. Daje to ogromne mozliwosci do rozwoju metod ochrony roslin

idgcych w strone rozwigzan mniej wptywajacych na srodowisko naturalne.

145



5. Streszczenie

Rosliny na drodze ewolucji wyksztatcity naturalny system immunologiczny,
wzbudzany dopiero po ataku patogenu i majacy na celu ochrone rosliny
przed jego rozprzestrzenianiem. W tym celu w ro$linie wytwarzane sa
substancje, zwane induktorami odpornosci u roslin majace na celu transfer
informacji o zagrozeniu i powodujace ekspresje genéw odpowiedzialnych za
wzrost odporno$ci. Naturalnymi elicytorami endogennymi s3 kwas
salicylowy (SA) i jego ester metylowy. Na drodze badan odkryto rowniez
szereg innych substancji syntetycznych, zdolnych do indukcji opornosci u
roslin, takich jak kwas 2,6-dichloroizonikotynowy (INA) czy tioester kwasu

7-karboksybenzo([1.2.3]tiadiazolowego (BTH).

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest zbadanie wptywu modyfikacji
struktury chemicznej induktoréw odpornosci u roslin na ich aktywnos¢
biologiczng. W tym celu zmodyfikowano kwas salicylowy, zmieniajac
podstawnik hydroksylowy w pozycji 2 na inny oraz wprowadzajgc inne
podstawniki (m. in. halogenki, grupy hydroksylowe, aminowe czy nitrowe)
w pozycje 3, 4, 51 6. W grupie pochodnych INA zbadano wptyw obecnosci
podstawnikéw chlorowych w pozycjach 2 i 6 oraz potozenie azotu wzgledem
grupy karboksylowej. W Pochodnych BABA zbadano wptyw potozenia grupy
aminowej w stosunku do karboksylowej. Pochodne BTH, zmodyfikowane
do formy jonowej, zaréwno w postaci anionowej jak i kationowej
i przeprowadzone do formy dwufunkcyjnej soli, zbadano pod katem
aktywnosci biologicznej jako induktory odpornos$ci oraz substancje
biobdjcze oraz okreslono rowniez ich podatno$s¢ na biodegradacje,

cytotoksycznos$¢ i toksycznos$¢ w stosunku do organizmoéw wodnych.
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Wszystkie badania wstepne prowadzone byty w warunkach szklarniowych
w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Ro$lin -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu na uktadzie modelowym
roslin tytoniu porazonego wirusem mozaiki tytoniu. Najbardziej efektywne z
substancji zostaty skierowane do badan na uktadach biologicznych
wystepujgcych ze strefy tropikalnej, papai porazonej wirusem PRSV,
kukurydzy porazonej chorobg MLND oraz babako porazonym kompleksem

wirusowym z grupy potexvirus.

W trakcie badan wytoniono szereg zaleznosci strukturalnych u pochodnych
kwasu salicylowego i wykazano, Ze na zachowanie aktywnos$ci biologicznej
wptywa (i) obecno$¢ grupy hydroksylowej badz jej analogu (grupy tiolowej)
oraz acylowej (najprawdopodobniej hydrolizujacej do hydroksylowej)
w pozycji 2, (ii) wprowadzenie podstawnika w postaci chloru badz fluoru,
najlepiej w pozycje 3 i 5. Wéréd pochodnych kwasu izonikotynowego
okreslono, ze obecno$¢ atomoéw chloru w pozycjach 2 i 6 jest kluczowa dla
aktywnosci biologicznej, jak rowniez obecno$¢ atomu azotu w pierscieniu
heterocyklicznym. Samo potozenie azotu wzgledem grupy karboksylowe;j
réwniez odgrywa istotng role, ale jest mozliwe jego przesuniecie pomiedzy
pozycjami meta i para w stosunku do grupy karboksylowej. Modyfikacja
BTH do formy jonowej w celu otrzymania dwufunkcyjnych soli zaowocowata
powstaniem szeregu zwigzkow 13czacych funkcje indukcji SAR
i antybakteryjne, gdzie preferowang pod katem indukcji odpornosci byta

derywatyzacja do formy anionowej.
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6. Summary in English

Plants during the evolution process have developed a natural immune
system triggered after the attack of pathogen. The information about threat
is transported by signaling compounds called plant resistance inducers or
elicitors that lead to expression of genes responsible for the increase of
immunity. The natural endogenous elicitors are salicylic acid (SA) and its
methyl ester (MeSA). Nowadays plenty of other synthetic substances capable
of inducing resistance in plants are discovered such as
2,6-dichloroisonicotinic acid (INA), B-aminobutyric acid (BABA) or

7-thiocarboxybenzo[1.2.3]thiadiazole (BTH).

The goal of presented doctoral thesis is to examine the influence of chemical
structure modifications of immunity inducers on their biological activity.
The research includes modifications of the hydroxyl substituent in the
2-position or introducing other substituents (including halides, hydroxyl,
amino or nitro groups) in positions 3, 4, 5 and 6 in salicylic acid as well as
the investigation of the effect of presence of chlorine substituents at 2- and
6-positions and position of nitrogen relatively to the carboxylic substituent
in the group of INA derivatives. The effect of the amino group on the
carboxylic acid was examined in accordance to BABA derivatives. On the
other hand BTH derivatives were modified to the bifunctional salts, both in
anionic and cationic form and tested toward their biological activity as
inducers of resistance as well as biocides. Moreover their biodegradability,

cytotoxicity and toxicity to aquatic organisms were determined.
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All preliminary tests were performed in greenhouse conditions at the
Department of Virology and Bacteriology of the Institute of Plant Protection
- National Research Institute in Poznan on the model system of tobacco
plants infected with tobacco mosaic virus. The best-performing substances
were qualified to research on plant/pathogen models from the ecuatorial
region such as papaya infected by PRSV virus, maize infected by MLND

disease and babaco infected by potexvirus complex.

A number of structural relationships were determined as a result of
presented studies. It was shown that the biological activity of salicylic acid
derivatives is retained when (i) hydroxyl group or its analogue (thiol group)
and acyl (most likely hydrolyzing to hydroxyl) is present in 2-position and
(ii) the structure is substituted in positions 3 and 5 by small halogen atom -
chlorine or fluorine. In the group of INA derivatives presence of chlorine
atoms in positions 2 and 6 is crucial for biological activity as well as the
presence of a nitrogen atom in heterocyclic ring. The location of nitrogen
relatively to the carboxylic group also plays a significant role, but it is
possible to move it between meta and para positions. The modification of
BTH to the ionic form and finally bifunctional salts allows to combine the
SAR induction and antibacterial properties, although better performance in

biological activity was shown for anionic derivatives.
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7. Suplement 1 - Fotografie roslin ukazujace poziom indukcji SAR
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8. Suplement 2 - przyktady fitotoksycznosci halogenowanych pochodnych
kwasu salicylowego w dawce 500 mg/l, po ktérych zdecydowano o

obnizeniu stezenia.
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