Rosliny, podobnie jak inne organizmy sg nieustannie narazone na rézne czynniki chorobotwércze. Statyczny charakter roslin jako
organizméw nie mogacych sie przemiesci¢ w bardziej korzystne warunki oraz brak aktywnego, ukladowego systemu
immunologicznego (obronnego) podobnego do ludzkiego i zwierzecego stanowi dla nich dodatkowe utrudnienie w
przeciwstawianiu sie czynnikom stresowym. A jednak w naturze infekcja chorobowa roélin jest raczej wyjatkiem niz regutg. Jest
tak dlatego, ze rosliny wypracowaty szereg roznych, niekiedy bardzo wyrafinowanych mechanizméw obronnych przeciwko
czynnikom chorobotwdrczym, a szerzej przeciwko biotycznym stresom. Przy braku mechanizméw obronnych nawet minimalna
ilos¢ patogenu bytaby zabdjcza dla roslin. Pierwsza linie obrony roslin stanowig bariery fizyczne, takie jak kutikula i pogrubione
$ciany komorkowe oraz metabolity szkodliwe dla patogendw. Jest to odporno$é konstytucjonalna, wystepujaca stale bez wzgledu
czy patogen atakuje rosline czy nie. Jest jakby czescia urody rosliny. Oprocz tego ro$liny posiadajg takze aktywne mechanizmy
obronne wzbudzane przez obecno$¢ patogenéw. Dzieki uwarunkowaniom genetycznym roélina jest trwale wyposazona w
odporno$¢ indukowana, ktdra jest zwykle w stanie wiekszego lub mniejszego uspienia (wyciszenia) i uruchamia sie w czasie
ataku czynnika chorobotworczego. Obecnie u roslin rozpoznaje sie dwa poziomy odpornosci indukowanej (dwie linie obrony): (1)
Odpornos¢ indukowana przez molekuty patogenu wystepujace np. w $cianach komérkowych ; jest to odporno$¢ podstawowa,
wczesniej nazywana odpornoscig pozioma. (2) Odpornos$¢ indukowana przez specjalne biatka (efektory), zwane awirulentnymi
biatkami (avr) produkowane przez patogena celem ostabienia odpornosci podstawowej. Z kolei roslina poprzez biatko-receptor,
produkowane przez jej odpornosciowy gen R rozpoznaje efektor (avr) i nastepuje indukcja odpornosci. Wczesniej ten typ
odpornosci nazywano odpornoscia pionowa.

Sposrod réznych mechanizméw obronnych odpornosci podstawowej (poziomej), duze nadzieje wigze sie z systemiczng
odpornoscig nabyta (Systemic acquried resistance, SAR). Systemiczna odpornos¢ nabyta (SA) dziata przeciwko szerokiemu
zakresowi patogenow, jest trwata, moze by¢ przenoszona z pokolenia na pokolenie oraz jest indukowana nie tylko przez patogeny,
ale takze przez rozne elicytory czyli substancje, ktére majg zdolno$¢ wzbudzania w roslinach odpornosci podobnej do tej
indukowanej przez patogeny, imitujac interakcji roslina-patogen. Substancje te, nawet syntetyczne, nie wywotujg zjawiska
odpornos$ci patogendw na nie, takiego jak u patogendw traktowanych klasycznymi srodkami ochrony roslin. Naturalne elicytory
to substancje wyizolowane z roélin, zwierzat oraz mikroorganizméw takie jak laminaryna, chityna, chitozan i inne, oraz naturalne
substancje powstate w procesie indukcji odpornosci takie jak kwas salicylowy (SA), kwas jasmonowy (JA), etylen i systemina
ktdre stosowane zewnetrznie wykazujg zdolno$¢ do indukcji odpornosci.. Najwyzszg efektywno$¢ jako elicytory odpornosci
wykazuja niektdre substancje chemiczne, a w szczegélnosci: benzo(1,2,3)tiodiazol (BTH), kwas DL-B-aminobutyrowy (BABA),
kwas oksalikowy, kwas azelikowy, kwas 2,6-dichloroiso- nikotynowy (INA) i jego pochodne.

Wsréd patogendw roslinnych najczesciej wystepuja grzyby chorobotwarcze, przy czym ich wystepowanie i szkodliwo$¢ mozemy
efektywnie ograniczac przez stosowanie réznych fungicydéw, syntetycznych srodkéw ochrony roslin. Z kolei przeciwko wirusom
ros$linnym nie dysponujemy zadnymi $rodkami ochrony roslin, a dziatania profilaktyczne najczesciej zawodza. Wirus jest
pasozytem molekularnym $cisle zwigzanym z gospodarzem i wszystkie substancje oraz zwigzki chemiczne, ktore szkodza
wirusowi, szkodza takze roslinie. Z tego powodu szczego6lnie duze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem indukcji SAR, ktdéra jest
aktywnoscig pochodzacg od rosliny i ktéra moze ingerowa¢ w poczatkowe procesy infekcji i/lub w namazanie sie wirusa. Co
istotne, wirusy ze wzgledu na ich specyfike stawiajg szczegélnie duze wymagania efektywnosci SAR. Efektywno$¢ SAR na
poziomie 80% jest wystarczajgca do ograniczania wystepowania patogenéw grzybowych do poziomu nieszkodliwego, ale nie jest
wystarczajgca w ochronie roslin przed wirusami. Dlatego celem proponowanego projektu jest zbadanie mozliwosci indukcji
odpornosci, ocena skutecznosci stymulatoréw odpornosci, ktére w trakcie projektu beda tworzone oraz charakteryzowane pod
wzgledem fizyko-chemicznym, a takze okreslenie sposobu ich dziatania na poziomie makroskopowym i molekularnym, tak aby
zbada¢ naukowe podstawy funkcjonowania nowo opracowanych stymulatorow SAR w ograniczaniu infekcji wirusowych.
Pierwszym i najwazniejszym zadaniem proponowanych badan jest opracowanie najefektywniejszych elicytorow SAR przeciwko
wirusom. Proponuje sie dwa sposoby modyfikowania induktoréw odpornosci (1) poprzez wiaczenie do czastki znanego induktora
nowej grupy funkcyjnej wzmacniajacej dziatanie SAR, oraz (2) tworzenie nowych dwufunkcyjnych induktoréw przez synteze
soli, gdzie kation i anion sg dwoma, r6znymi substancjami chemicznymi, przy czym co najmniej jedna z nich zawsze jest
induktorem SAR, a druga wprowadza dodatkowsg aktywnos$¢ biologiczng. Modyfikowaniu beda poddawane znane induktory,
szczegblnie BTH, BABA, GABA, INA, oraz SA. Dotad, w literaturze naukowej nie spotkano prac naukowych dotyczacych prob
wykorzystania dwufunkcyjnych soli jako induktorow SAR, tym bardziej przeciwko infekcjom wirusowym. Technologia ta daje
mozliwos¢ trwatego taczenia dwdch, a nawet wiecej réznych substancji chemicznych celem osiggniecia poprawy ich wiasciwosci
fizykochemicznych i aktywnosci biologicznej. Tworzenie takich soli wymaga opracowania warunkéw modyfikowania
wyjsciowych substancji chemicznych do postaci kationéw i aniondw. Czesto modyfikacje te obnizaja ich pozadane wiasciwosci,
albo uzyskana substancja nie spetnia oczekiwanych efektdw koncowych. Jednakze wytworzenie dwufunkcyjnych soli daje szanse
potaczenia dwaoch elicytoréow indukujgcych SAR réznymi szlakami sygnalnymi dla uzyskania efektu synergistycznego
indukowanej odpornosci.

W ekologii wirusow istotng role odgrywa rozprzestrzenianie ich przez owadzie wektory, co jest szczeg6lnie ucigzliwe w produkcji
materiatu nasiennego wolnego od wiruséw. Jest to problem gospodarczo wazny i dotad nie rozwigzany. Dlatego, w trakcie badan
podejmujemy sie syntezy dwufunkcyjnych soli, stanowigcych potaczenie induktora odpornosci z substancjg czynna
odpowiedniego insektycydu. Skutkowaé to bedzie tym ze insektycyd wyeliminuje mszyce, ktore jednak zanim padng zdaza
jeszcze dokonac kilku naktu¢ i wprowadzi¢ wirusa do rosliny ale wtedy sprzezony induktor odpornosci powinien uniemozliwi¢
lub ograniczyé jego rozwoj w komoérkach gospodarza.

Aktywnos¢ biologiczna nowych soli i modyfikowanych substancji bedzie wstepnie oceniona na testach szklarniowych (testy
przesiewowe) przy uzyciu standaryzowanych modeli roslina-wirus np. tytori (Nicotiana tabacum) odm. Xanthi nc i wirus mozaiki
tytoniu (Tobacco mosaic virus, TMV), z wykorzystaniem zjawiska nadwrazliwosci (lokalne, nekrotyczne plamki). Poréwnanie
liczby nekrotycznych plam na lisciach traktowanych elicytorem odpornosci i nie traktowanych (kontrola) pozwoli na precyzyjne
wykazanie wystepowania indukowanej odpornosci oraz jej poziomu. Dodatkowo bedzie oceniana fitotoksyczno$¢ substancji
poprzez opryskiwanie siewek réznych gatunkéw roslin. Nastepnie, najbardziej obiecujgce zwiagzki zostang wybrane do
szczegdtowych testow biologicznych obejmujacych: (i) bezposredni wptyw soli na wirusy — rosliny tytoniu beda zakazane TMV
inkubowanym w induktorach ; (ii) wptyw dwufunkcyjnych soli na indukcje odpornosci w réznych uktadach roslina-gospodarz,



przy réznych sposobach stosowania; (iii) wptyw na przenoszenie wiruséw przez owady - na rosliny traktowane dwufunkcyjnymi
elicytorami (induktor + insektycyd) bedg nanoszone wektory skazone wirusami oraz (iv) na przenoszenie wiruséw przez nasiona —
rosliny pomidora zakazone wirusem czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora co dwa tygodnie, az do zbioru nasion beda
traktowane induktorem i potem bedzie oceniany i porownywany zakres skazenia nasion wirusem pochodzacych z roslin
traktowanych i nie traktowanych induktorem odpornosci oraz (v) wptyw zréznicowania genetycznego wirusa (rézne biotypy) na
efektywnos$¢ SAR - rosliny pomidora bedg traktowane elecitorami SAR i nastepnie zakazane réznymi biotypami tego same
wirusa i po ok. 7 i 14 dniach po zakazeniu bedzie okreslana akumulacja wirusow poszczeg6lnych biotypéw przy pomocy Real-
time PCR.

Rosliny pod wptywem czynnikéw biotycznych i abiotycznych uruchamiajg aktywnosci wielu gendw. W zaleznosci od czynnika
stresowego, a w tym przypadku typu induktora uruchamiane sg szlaki sygnalne gtéwnie powigzane funkcjonalnie z kwasem
salicylowym (SA) ale takze kwasem jasmonowym (JA) i etylenem (ET). ktdre sg markerami wskazujagcymi na aktywacje
poszczegblnych szlakéw sygnalnych. Aby wyjasni¢ efekt biologiczny uzycia nowych elicytoréw, dla szeregu uktadéw gospodarz-
patogen wykonane zostang eksperymenty z wykorzystaniem technik biologii molekularnej. Dla kazdego z analizowanych
uktadéw roslina-wirus przeprowadzona bedzie takze analiza akumulacji patogenu w komérkach gospodarza po zastosowaniu
roznych induktoréw SAR, o réznych stezeniach i przy roznych sposobach stosowania (podawanie do korzenia, opryskiwanie itd.).
Zostanie okreslony i poréwnany takze poziom fitohormonu — kwasu salicylowego — w tkankach roélin, zaréwno nie traktowanych
(kontrola), jak i traktowanych induktorami odpornosci oraz wirusami roslinnymi.

Proponowane badania nad systemiczng odpornoscig nabyta (SAR) kontekscie jej aktywnosci przeciwko infekcji wirusowej moga
da¢ podstawy i mozliwosci wykorzystania tego zjawiska jako waznego elementu biologicznej ochrony roslin, konkurencyjnego
wzgledem $rodkdw ochrony roélin oraz roslin transgenicznych, wcigz nieakceptowanych przez wiekszo$¢ konsumentow.



