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Nazev vynalezu:

PouZiti N-furfuryl-N"-1,2,3-thiadiazol-5-yl
modoviny pro inhibici senescence, stresu a
oxidativniho poskozeni

Anotace:

Reseni poskytuje pouziti N-furfuryl-N"-1,2,3-thiadiazol-
5-yl-moéoviny vzorce I pro inhibici senescence, stresu
a/nebo oxidativniho poskozeni rostlinnych bunék,
rostlinnych organt a/nebo celych rostlin, a/nebo pro
zvyseni vynosu rostlin bez vedlejsich u¢inkd inhibice
riistu kofene. Popsany jsou i pipravky tuto latku
obsahujici a zpisob ochrany rostlin.
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Pouziti N-furfuryl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-yl moéoviny pro inhibici senescence, stresu
a oxidativniho pefkozeni

Oblast techniky

Vynélez se tykd pouziti N-furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5-yl modovity pro inhibici senescence,

stresu a oxidativaiho poSkozeni rostlinnych organi, bunék a celych rostlin, a pfipravki tento
derivat obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Stresem indukovand senescence je dnes hlavnim problémem z agro—ekonomického Ghlu pohledu
a ohrozuje dostupnost potravin na celém svété. Je znamo pouze nékolik latek, které na hormonal-
ni drovni maji anti-senescenéni a/nebo antioxidaéni vlastnosti, ale fada z nich zarovei vykazuje
nezadouci vedlejsi ucinky, jako je inhibice ristu kofene. Z tohoto diivodu je potfeba poskytnout
nové latky se silnymi antistresovymi vlastnostmi, které nevykazuji nezadouci vedlejsi ucinky.

Podstata vynalezu

Pfedmétem pfedloZeného vynalezu je pouziti N—-furfuryl-N ~1,2,3-thiadiazol-5—yl-mocoviny
vzorce |

T OH
\/erf\f O\\ ),

N—S o

pro inhibici senescence, stresu a/nebo oxidativniho poskozeni rostlinnych bungk, rostlinnych
organii a/nebo celych rostlin, a/nebo pro zvyseni vynosu rostlin bez vedlejsich ucinkd inhibice
riistu kofene.

Sloucenina vzorce I podle piedkladaného vynalezu nevykazuje neadouci inhibiéni aktivitu na
rust kofent, ktera je typicka pro jiné anti-senescenéni slou¢eniny podle dosavadniho stavu tech-
niky. I pti vysokych koncentracich negativni vliv na riist kofent neni pfitomen.

Sloucenina vzorce 1 se podle pfedkladaného vynalezu mize aplikovat na celé rostliny, rostlinné
organy, nebo na rostlinné buiiky, napf. v tkatiovych kulturach. Je vhodna zejména pro pouZziti
v tkanovych kulturach, protoZe nevykazuje inhibidni efekt na riist a délen{ rostlinnych bunék pfi
vysokych koncentracich a vykazuje minimalni toxicitu pro tyto buiiky ve srovnani s Jinymi anti—
senescencnimi slou¢eninami zndmymi z dosavadniho stavu techniky. To umoZziuje jejich pouziti
v Sirokém kongentraénim rozmezi bez negativnich G&inkd.

Jednim provedenim tohoto vynalezu je pouZiti sloudeniny vzorce I pro oddaleni degradace
chiorofylu a senescence rostlinnych tkani. Tento pozitivni G&inek souvisi s Jedine¢nym efektem
této latky na peroxidaci membranovych lipidii. Slougenina vzorce I podle pfedkladaného vynale-
zu brani peroxidaci membranovych lipidd, coZ dile zvyiuje jeji anti-senescenéni a anti—streso-
vou aktivitu,
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Dal$im provedenim tohoto vynalezu je pouziti slou¢eniny vzorce I jako inhibitoru stresu a stre-
sem indukované senescence v produkcei rostlin.

S vyhodou jsou rostliny vybrany ze skupiny zahrnujici zejména obiloviny (pSenice, jemen, ryZze,
kukufice, Zito, oves, &irok a pfibuzné druhy), fepu (cukrova fepa a krmna fepa); malvice, pecko-
vice a mékké ovoce (jablka, hrusky, Svestky, broskve, mandle, tfe$né, jahody a ostruziny); lusté-
niny (fazole, ¢ocka, hrach, s6jové boby); olejniny (fepka, hoi¢ice, mak, olivy, slunecnice, kokos,
ricinus, kakaové boby, podzemnice olejna); okurky (dyné, okurky, melouny); vldknité rostliny
(bavlna, len, konopi, juta); citrusové plody (pomerande, citrony, grapefruity, mandarinky); zele-
ninu ($penat, skoficovnik, kafr) nebo rostliny, jako je tabak, ofechy, lilek, cukrova titina, Caj,
vinna réva, chmel, banany a pfirodni kauduk a 1é¢ivé rostliny, stejné jako okrasné rostliny.

Stresem miiZe byt zejména stres zptsobeny suchem, chladem a salinitou (salinni stres).

Vynalez se déle tyk4 zplsobu inhibice stresu, nezadoucich oxidativnich procesi a/nebo senescen-
ce v rostlinach, rostlinnych organech a/nebo v rostlinnych buiikach, kdy se na rostlinu, rostlinny
organ a/nebo rostlinnou butiku aplikuje N—furfuryl-N%1,2,3—-thiadiazol-5—yl-moCovina.

N—-furfuryl-N ~1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocovina mize byt pfipravena znamymi chemickymi zpi-
soby. S vyhodou mize byt pfipravena zpisobem, ve kterém je 1,2,3—thiadiazol-5—yl-isokyanat
pripraven konven¢ni metodou (Kurita K. a Iwakura Y., J. Org. Chem. 41, 2070-71 (1976 ))
z 1,2,3—thiadiazol-5—laminu a difosgenu. 1,2,3—Thiadiazol-5—yl-isokyanat se pak neché reago-
vat s furfurylaminem, ¢imz se ziska poZadovany produkt.

Vynélez dale zahrnuje anti-senescen¢ni, antioxidaéni a/nebo anti—stresové pfipravky pro rostliny,
rostlinné organy a rostlinné buiiky, obsahujici slou¢eninu vzorce I a alespoii jednu pomocnou
latku.

N-furfuryl-N%1,2,3-thiadiazol-5-yl-moCovina se pouziva v nemodifikované formé nebo vy-
hodné spole¢né s pomocnymi latkami bézné pouzivanymi pro formulaci ptipravki. Za timto ace-
lem jsou pfipravky vyhodn& formulovany jako koncentraty ucinné latky, jakoZ i suspenze
a disperze, s vyhodou izotonické vodné roztoky, suspenze a disperze, zfedéné emulze, rozpustné
prasky, poprasky, granulaty, krémy, gely, olejové suspenze a také obalované formulace, napf.
polymernimi latkami. Stejn& jako u typu ptipravku, zplisoby aplikace, jako je posttik, rozpraso-
vani, praskovani, rozptyl, natirani nebo zalévani, se voli v souladu se zamy3lenymi cili a pfevazu-
jicimi okolnostmi. Pfipravky mohou byt sterilizovany a/nebo mohou obsahovat dal$i pomocne
latky neutralni povahy, jako jsou konzervaéni ¢inidla, stabiliztory, smacedla nebo emulgatory,
solubiliza¢ni ¢inidla, stejné jako hnojiva, donory stopovych prvki nebo jinych prostfedkd k dosa-
Zeni specialnich efekti.

Ptipravky

Ptipravky obsahujici slougeninu vzorce I (aktivni slozka) a pokud je tfeba, jednu nebo vice pev-
nych nebo kapalnych pomocnych latek, jsou piipraveny znamymi zplsoby, napiiklad smisenim
nebo mletim G&inné latky s pomocnymi latkami, jako jsou napf. rozpoustédla nebo pevné nosice.
Do pripravkii mohou byt pfidavany povrchové aktivni latky (surfaktanty) a smacedla.

Ptiklady vhodnych aniontovych, neiontovych a kationtovych smacedel jsou shrnuty naptiklad ve
WO 97/34485.

Také vhodné pro pfipravu kompozic, které obsahuji slouceninu vzorce I jsou povrchove aktivni
latky b&zng pouzivané pii formulaci prostfedki, které jsou popsany napf. v ,McCutcheon's
Detergents and Emulsifiers Annual® MC Publishing Corp., Ridgewood New Jersey, 1981,
Stache, H., ,Tensid— Taschenbuch“, Carl Hanser Verlag, MunichNienna, 1981 and M. and
J. Ash, ,.Encyclopedia of Surfactants“, Vol-111, Chemical Publishing Co., New York, 1980-81.



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 306009 B6

Formulace pfipravku obsahuje vahové od 0,1 do 99 % (w/w), zejména pak od 0,1 do 95 % (w/w)
aktivni slozky N-furfuryl-N%1,2,3-thiadiazol-5—yl-mog&oviny, pficemz obsahuje i od 5 do
99,9 % smési ptisad ¢i farmaceutickych nosi¢i, a to v zavislosti na zplsobech aplikace, a popii-
padé obsahuje i vahové od 0,1 do 25 % smacedla.

Ackoliv jsou komeréni produkty obvykle pfipravovany ve formé koncentratt, konedny uZivatel
upotiebi nafedény pfipravek. Kompozice miize proto obsahovat i dal3i ptisady, jakymi jsou stabi-
lizatory, napf. rostlinné oleje nebo epoxidované rostlinné oleje (epoxidovany palmovy olej 0;1,
fepkovy nebo olivovy olej), odpéiovade, napk. silikonovy olej, konzervaéni pfipravky, stabiliza-
tory, zvlhCovadla anebo emulgatory, viskozitni ¢inidla, pojiva, lepidla, a také hnojiva a dalsi
aktivni ptisady. S vyhodou jsou pouzivany piipravky nasledujiciho sloZeni: (% = hmotnostni pro-
cento).

Emulgované koncentraty:

aktivni slozka: 1 az 90 %, s vyhodou 5 az 20 %
smacedlo: 1 a7z 30 %, s vyhodou 10 az 20 %
kapalny nosic: 5 az 94 %, s vyhodou 60 az 85 %
Prasky:

aktivni slozka: 0,1 az 10 %, s vyhodou 0,1 az 5 %
pevny nosi¢: 99,9 a7 90 %, s vyhodou 99,9 az 95 %

Suspenzni koncentraty:

aktivni slozka: 5az 75 %, s vyhodou 10 az 50 %
voda: 94 az 24 %, s vyhodou 88 az 30 %
smacedlo: 1 az 40 %, s vyhodou 2 a7 30 %

Smacivé prasky:

aktivni slozka: 0,5 az 90 %, s vyhodou 1 az 80 %
smacedlo: 0,5 az 20 %, s vyhodou 1 az 15 %
pevny nosic: 5 az95 %, s vyhodou 15 az 90 %
Granule:

aktivni slozka: 0,1 aZ 30 %, s vyhodou 0,1 az 15 %
pevny nosié: 99,9 az 70 %, s vyhodou 99,9 az 85 %

Kompozice mohou rovnéz obsahovat dalsi pfimési, jakymi jsou stabilizatory, napiiklad rostlinné
oleje nebo epoxidované rostlinné oleje (epoxidovany kokosovy olej, fepkovy olej nebo s6jovy
olej), odpéiiovace, napf. silikonovy olej, konzervaéni latky, regulatory viskozity, pojiva, zahu$-
tovadla, a také hnojiva a dal3i aktivni latky. Pro pouziti slouteniny vzorce I nebo kompozic je
obsahujicich, se pouZivaji rozdilné metody a technologie, kterymi jsou napiiklad nasledujici:

i) Obalovani osiva

a) Obalovani osiva sméacivou praskovou formulaci sloudeninu vzorce I nebo jeji soli, a to michd-
nim v nadobe€ az do stejnorodé distribuce na povrchu semen (suché obalovani).
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b) Obalovéni osiva emulzifikovanym koncentratem slou¢eninu vzorce I nebo jeji soli, v souladu s
metodou a) (mokré obalovant).

¢) Obalovani osiva cestou ma¢eni semen po dobu 1 az 72 h v tekutiné obsahujici od 100 do
1000 ppm slouceninu vzorce I nebo jeji soli, a s vyhodou nasledného usuSeni semen (imerzni
obalovani).

Obecné je slouéenina vzorce I nebo jeji soli pouzivany v mnozstvi od 1 do 1000 g, s vyhodou od
5 do 250 g, na 100 kg semen, aviak v zavislosti na metodice, ktera rovnéz umoZiuje pidani
dalgich aktivnich latek nebo mikroZivin; uréené koncentraéni limity se mohou pohybovat nahoru
nebo dolt (opakované obalovani).

ii) Aplikace cisternové smési

Kapalna formulace je aplikovana v mnoZstvi od 0,005 do 5,0 kg na hektar. Takova cisternova
aplikace se provadi pied anebo po seti.

iii) Aplikace do semenné brazdy

Slougenina vzorce I nebo jeji sil, je zavedena do oteviené brazdy oseté semenem ve forme emul-
zifikovaného koncentratu, smacivého prasku nebo granuli. Jakmile je semenna brazda zaklopena,
je rlistovy regulator aplikovéan cestou obvykle pouZivanou pfi pre—emergentnim procesu.

iv) Kontrolované uvoliiovani aktivnich latek

Slougenina vzorce I nebo jeji soli, jsou aplikovany v roztoku k mineralnim granulovanym nosi-
&@im nebo polymerizovanym granulim (mocovina, formaldehyd) a jsou vysuseny.

V piipads, Ze je to zadouci, tak se provadi obalovani, které umoziiuje postupné uvolfiovani latky
v méfitelnych mnozstvich po uréitou specifickou periodu (obalované granule).

Objasnéni vykresu

Obrézek 1 ukazuje G¢inek thiadiazuronu (TDZ) a N-furfuryl-N*-1,2,3—thiadiazol-5-yl-mo&ovi-
ny (ASES) na primérnou délku kofene Arabidopsis (A) a plenice seté Triticum aestivum (B)
v kofenovém testu. V experimentu bylo pouzito 0,01% DMSO jako kontrola a slouceniny v kon-
centraci 100 nM. Chybové usetky predstavuji Sd (n=50). HvézdiCky oznaluji statisticky
vyznamné rozdily oproti kontrolnimu oSetieni (studentiv t-test, dvéma hvézdi¢kami: P = 0,001;
jedna hvézdic¢ka P = 0,05).

Ptiklady uskute¢néni vynalezu

Vychozim materidlem pro N—furfuryl-N*1,2,3—thiadiazol-5-yl-mocovinu je 1,2,3—-thiadiazol-
5—yl-amin, ktery byl ziskan z TCI Europe. 1,2,3-Thiadiazol-5-ylamin se pfevede na S5-iso-
kyanato—1,2,3-thiadiazol mich4nim 1,2,3-thiadiazol-5—yl-aminu s nadbyte¢nym mnoZstvim di-
fosgenu v tetrahydrofuranu (THF). N—furfuryl-N*1,2,3-thiadiazol-5~yl-moCovina miize byt po-
tom pFipravena mirnym zahfivanim S-isokyanato—1,2,3—thiadiazolu a furfurylaminu (komercné
dostupné od Sigma Aldrich) v pfitomnosti katalytického mnoZstvi triethylaminu v THF.

Elementarni analyzy (C, H a N) byly méfeny na EA1108 CHN analyzéatoru (Fissons Instru-
ments). Analyticka tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na destikach silikagelu 60
WF254 (Merck), v mobilni fazi CHCl;:MeOH:konc. NH,OH (8:2:0,2, v/v/v). ES+ hmotova
spektra byla namétena za pouZiti pfimého nastfiku na Waters ZMD 2000 hmotovém spektromet-
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ru. Hmotnostni interval pfi méfeni byl 10 az 1500 u. Spektra byla méfena za pouziti cyklickych
skenii o délce 3,0 sekundy, pfi napéti na vstupni $térbing 25 V a teploté vypafovaciho bloku
150 °C, desolvataéni teploté 80 °C a priitoku desolvata¢niho plynu 200 I/hodinu. Ziskana data
byla zpracovana pomoci programu MassLynx data systém. NMR spektra byla méfena na piistroji
Jeol 500 SS pfi teploté 300 K a frekvenci 500,13 MHz ('H). Vzorky byly pfipraveny rozpusténim
danych latek v DMSO-d;. Tetramethylsilan (TMS) byl pouzit jako interni standard.

Priklad 1
Ptiprava 5—isokyanato—1,2,3~thiadiazolu

Syntéza izokyanat z amini byla popsana jiz diive (Kurita K. a Iwakura Y., J. Org. Chem. 41,
2070-71 (1976)). Detailng, 1,2,3~thiadiazol-5~yl amin (1,01 g, 10 mmol) byl rozpustén v THF
(40 mL) a pfidavan po kapkéch do roztoku difosgenu (2,6 g, 13 mmol) v THF (100 mL). Reakéni
smés byla michana po dobu 40 minut pfi teplot& 0° C; pak se reakéni smés krétce zahfeje na tep-
lotu 30 °C. Po zaht4ti, se rozpoustédlo a prebytek difosgenu odpafi. Zluty pevny zbytek byl 5-
isokyanéto-1,2,3~thiadiazol, ktery se znovu resuspenduje v dicthyletheru a odfiltruje se. Vyté-
zek: 95%, 'H NMR (3, ppm, DMSO—d6): 7,75 (1H, s, CH).

Priklad 2
Pfiprava N~furfuryl-N"-1,2,3-thiadiazol-5~yl-mo&oviny

S-Isokyanato-1,2,3~thiadiazol (1,27 g, 10 mmol) byl rozpu§tén ve 100 mL tetrahydrofuranu
(THF). K tomuto roztoku bylo pfidano 100 pL triethylaminu a pfikapan furfurylamin (0,97 g,
10 mmol) ve 20 mL THF pfi teplotd 30 °C. Smés se necha reagovat 5 hodin, potom byl THF
odpafen na vakuové odparce a k surovému produktu bylo pfidano 50 mL dichlormethanu. SraZe-
nina byla re-suspendovana a odfiltrovana. Vytézek: 1,2g; 53%, '"H NMR (8, ppm, DMSO-d6):
4,32(2H, d, J=5,5 Hz, CH2), 6,24(1H, d, J=4,0 Hz, ArH-furfuryl), 6,36(1H, t, J=2,0 Hz, ArH-
furfuryl), 7,52(1 H, t, J=5,5, NH), 7,56(1 H, d, J=4,0 Hz, ArH-furfuryl), 8,47(1H, s, CH),
10,76(1H, s(br), NH).

Tabulka 1

Elementarni analyza N-furfuryl-N~-1 ,2,3-thiadiazol-5~yl-mo&oviny

Elementérni analyza vypo&teno/nalezeno
N-furfuryl-N'-1.2 3- %C %H %N ES MS [M+H]'
—thiadiazol-5-yl-mo&ovina 42,9/43,2 3,6/3,7 25,0/24,8 2253
Piiklad 3

Anti—senescenéni aktivita N-furfuryl-N"-1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo&oviny v senescenénim testu
na listovych segmentech p3enice kultivovanych ve tm&

Semena ozimé psenice Triticum aestivum cv. Hereward byla promyta pod tekouci vodou po
24 hod. a poté vyseta do vermikulitu nasyceného Knopovym Zivnym roztokem. Nadoby se seme-
ny byly umistény do klimatizované riistové komory s 16/8 hodinovou svételnou periodou (svétel-
n4 intenzita 50 mmol.m>.s™) a teplotou 15 °C. Po 7 dnech mély semenacky vyvinuty prvni pra-

porcovy list a druhy list za¢inal proristat. Z prvnich lista vzdy od 5 rostlin byly odebrany vrcho-



10

1S

20

25

30

35

40

45

CZ 306009 B6

lové sekce dlouhé priblizné 35 mm, které byly zkraceny tak, aby jejich vaha byla pfesn¢ 100 mg.
Bazalni konce téchto 5 listovych segmentii byly umistény do jamek mikrotitracnich polystyréno-
vych desti¢ek obsahujicich 150 mL roztoku testované latky. Destiky byly umistény do plastové-
ho boxu vystlaného filtraénim papirem, ktery byl nasycen vodou za (¢elem maximalni vzdusné
vihkosti. Po 96 hodinach inkubace ve tmé pfi 25 °C byly listové sekce vyjmuty a chiorofyl extra-
hovéan v 5 mL 80% ethanolu zahtatim pti 80 °C po dobu 10 min. Objem vzorku byl poté dopinén
na 5 mL ptidanim 80% ethanolu. Absorbance extraktii byla méfena pfi 665 nm. Jako kontroly
byly méfeny rovnéz chlorofylové extrakty z listii a listovych vrcholil inkubované v deionizované
vodg. Vypoétené hodnoty jsou primérem z 5 opakovéni a cely experiment byl zopakovan mini-
maln& 2-krat. Testované latky (6-benzylaminopurin, trans—zeatin, thidiazuron a N—furfuryl-N*
1,2,3-thiadiazol-5-yl-mogovina) byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a zésobni roztok
dopinén vodou na 10~ M. Tento zasobni roztok byl dale fedén testovacim médiem v koncent-
raénim rozsahu 10 az 10 M. Finaln{ koncentrace DMSO v médiu nepfevysila 0,2 % a v této
koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu. Hodnoty ICso byly stanoveny pro vSechny
testované slougeniny. N—furfuryl-N“1,2,3-thiadiazol-5-yl-mocovina vykazuje pozitivni vliv na
oddéleni senescence v segmentech listd pSenice ve tm&. N—furfuryl-N"-1,2,3~thiadiazol-5-yl-
modovina prekrodila anti-senescenéni aktivitu 6-benzylaminopurinu minimaln€ 100x, trans-
zeatinu a thidiazuronu minimaing 10x. To znamen4, Ze k dosaZeni stejného antisenescen¢niho
uginku je tieba 10x mensi mnozstvi N—furfuryl-N*1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocoviny nez napi.
trans—zeatinu nebo thidiazuronu.

Tabulka 2

Vliv N-furfuryl-N*1,2,3—thiadiazol-5—-yl-mocoviny na oddaleni senescence v dekapitovanych
segmentech listd Triticum aestivum cv. Hereward ve tmé.

Latka Senescenéni biotest

(ICsp, pM)/s.d.
6-benzylaminopurin (BAP) 155 (£22)
trans-zeatin 30 (#4,5)
thidiazuron 13 (3,0
N-furfuryl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-yl-modovina 1,2 (+0,3)

Priklad 4

Anti—senescenéni aktivita N—furfuryl-N’-1,2,3-thiadiazol-5—yl-mocoviny v senescencnim testu
na listovych segmentech p3enice pfi piisobeni svétla

Schopnost N—furfuryl-N*~1,2,3-thiadiazol-5—yl-mocoviny zpomalit degradaci chlorofylu v lis-
tech pienice byla testovana také ve svételnych podminkach. Experiment byl proveden, jak je po-
pséano v piikladu 7 s modifikacemi takto — inkubace listt se slouceninami byla provedena pfi pe-
riodé osvétleni 8/16 (tma/svétlo — mol.m2.s™") pfi 22 °C po dobu 7 dnd. Jak je ukdzano v tabul-
ce 3, N-furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5—yl-moCoviny mé& mnohem silngj8i pozitivni G¢inky na
oddéleni senescence v segmentech listd pSenice ve svételnych podminkach ve srovnani s 6—
benzylaminopurinem, trans—zeatinem i thidiazuronem. 1Csy N—furfuryl-N*~1,2,3—thiadiazol-5-
yl-mo&oviny je 40 nmol.
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Tabulka 3

Vliv N~furfuryl-N“1,2,3thiadiazol-5-yl-mo&oviny na oddéleni senescence v dekapitovanych
segmentech listh Triticum aestivum cv. Hereward na svétle.

Latka Senescenéni biotest

(ICso, pM)/S.d.
6-benzylaminopurin (BAP) 12,5 (£22)
Irans-zeatin 2,2 (+4,5)
thidiazuron 0,5 (£3,0)
N-furfuryl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-yl-mo&ovina 0,03 (£0,3)

Priklad 5
Ochrana pfed peroxidaci membranovych lipidii v psenici

Typickym projevem provazejicim senescenci je zvy3eni hladiny reaktivnich kyslikovych derivati
a nasledna peroxidace membrénovych lipidd. Proto byly stanoveny hladiny malonyldialdehydu
(MDA), oxidativniho markeru poskozeni membréanovych lipidi, v odd&lenych listech psenice
vystavenych plsobeni N-furfuryl-N-1,2,3~thiadiazol-5—yl-mo&oviny a thidiazuronu po dobu
Ctyf dnii v temnu, jak bylo popséno v piikladu 7. Hladiny MDA byly stanoveny pomoci kyseliny
thiobarbiturové (TBA). 100 mg &erstvého rostlinného materialu bylo homogenizovano pomoci
oscila¢niho mlyna (MM301, Retsch, Germany), s 1 mL 80% metanolu. Surovy extrakt byl centri-
fugovan pti 10,000xg po dobu 5 minut, 100 uL alikvot supernatantu byl protiepan se 100 pL
0.5% (w/v) TBA obsahujicimi 0.1% (w/v) trichloroctovou kyselinu, a vysledny roztok byl inku-
bovén 30 minut pfi 95 °C. Vzorky byly rychle ochlazeny na ledu a centrifugovany 5 minut pii
1000xg. Absorbance supernatantu byla zméfena pti 532 nm s korekei pfi 600 nm a mnoZstvi
vzniklého komplexu MDA-TBA bylo vypo&itano z extink&niho koeficientu 155 mM™~' cm™.

N-furfuryl-N~1,2,3-thiadiazol-5-yl-mo&oviny vyrazné sniZuje peroxidaci membranovych lipi-
dil ve srovnani s neoSetfenou kontrolou a vzorky oSetfené thidiazuronem (Tabulka 5 — hodnoty
vyjadiuji obsah MDA, coz je produkt rozkladu membranovych lipidd). N-furfuryl-N~1,2,3—~
thiadiazol-5—yl-mo&oviny sniZuje tirovesi membréanové lipidové peroxidace ve starnoucich oddg-
lenych listech pSenice o 41 %, zatimco thidiazuron pouze 0 27 %.

N-furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5—yl-mo&oviny m4 ochrannou funkei pied negativnim pisobe-
nim reaktivnich forem kysliku, které se hromadi v tkanich béhem senescence listu.
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Tabulka 4

Efekt N—furfuryl-N~1,2,3-thiadiazol-5—yl-mocoviny a thidiazuronu na peroxidaci membrano-
vych lipidii v prib&hu senescence extirpovanych listd Triticum aestivum cv. Hereward v temnu.

MDA
Testovana latka
(nmol/g FW)
Neosetiena kontrola 21,5 (£2,8)
thidiazuron 15,7 (£1,7)
N-furfuryl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-yl-mo&ovina 12,7 (£1,1)

Ptiklad 6

N-furfuryl-N"-1,2,3~thiadiazol-5—yl-mogovina oddaluje senescenci rostlin pSenice stresovanych
suchem

Sucho je jednim z hlavnich problémd, ktery omezuje riist a produkei rostlin. Sucho vede ke stre-
sem—vyvolané senescenci rostlinnych organd, a miZe mit za nasledek smrt rostlin. Oddélenim
suchem indukované senescence se zvysuje délka Zivota stresovanych rostlin i jejich produktivita.

Pro zkoumani G&inku N—furfuryl-N%1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocoviny na suchem-vyvolanou se-
nescenci, semena ozimé pienice, Triticum aestivum cv. Hereward, byly promyty pod tekouci
vodou po dobu 24 hodin a pak vysety do taci (30 x 40cm) na perlit naskly vodou, nebo 100 nM
vodnym roztokem N—furfuryl-N~1,2,3-thiadiazol-5-yl-mogoviny. Tacy byly umistény v risto-
vé komote pii 25 °C s 16/8 h svétlo/tma pfi intenzité¢ 100 mol.m™2.s". 30 dnii po vysadb& bylo
spotitano kolik % rostlin preZilo na jednotlivych tacech.

Vysledkem bylo, Ze pouziti N—furfuryl-N £1,2,3-thiadiazol-5—yl-moc&oviny zpomaluje senes-
cenci peniénych rostlin, které jsou péstovany ve stresovych podminkach. Rostliny oSetfené N—
furfuryl-N%1,2,3~thiadiazol-5—yl-mo&ovinou jsou zelengj3i (obsahuji vice chlorofylu), a také
jich preziva vice (71 % rostlin) proti neoetfenym rostlinam (pieziva jen 37 % rostlin).

Tento in vivo experiment je dikazem toho, ze N—furfuryl-N £1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo¢ovina
prodluzuje fotosyntetickou Zivotnost rostlin péenice, které byly vystaveny stresu Zivotniho pro-
stiedi.

Priklad 7

N-furfuryl-N1,2,3-thiadiazol-5—y}-mogovina neinhibuje rist primarnich kofend Arabidopsis
thaliana ani psenice seté Triticum aestivum

Anti—senescenéni latky jsou znamy jako negativni regulatory prodluzovani kofeni a tvorby late-
ralnich kotenii (Werner, T. et al., Proc Natl Acad Sci US4 98, 10487-92, 2001) a jejich exogenni
aplikace v koncentraci vy3§i nez 1 pM Casto zplsobuji iplnou inhibici ristu kofene. Abychom
prozkoumali in vivo 0¢inek N-furfuryl-N £.1,2,3-thiadiazol-5—yl-mo&oviny na riist a vyvoj kofe-
ne, semena Arabidopsis thaliana (wild-type Col-0) byla sterilizovana a zaseta na vertikalni des-
ky na 1/2 Murashige—Skoog médium (obohacené o 0,1% sacharézu a 6 g/L phytagel) obsahuji-
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cim 100 nM thidiazuron nebo N-furfuryl-N ~1,2,3-thiadiazol-5-yl-moc¢ovinu, nebo 0,01%
DMSO (kontrola rozpoustédla). Po vernalizaci (4 dny ve tmg, 4 °C), desky byly prevedeny do
ristové komory (22 °C, 8/16 svétlo/tma). Dva tydny po pfenosu, semenacky byly vyfotografova-
ny a prodlouZeni kofene a tvorba lateralnich kofend byla hodnocena pomoci Scion image softwa-
re (Scion Corp., Frederick, MD, USA). Nejméné 40 rostlin bylo méfeno pro kazdé osetfen.

Zatimco kofeny rostlin, které rostly v pfitomnosti thidiazuronu (obr. 1), byly vézné a vyznamné
retardované, kofeny rostlin, které rostly v p¥itomnosti N~furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5—yl-mo-
Coviny se vyvinuly normélng (obr. 1) a délka primarniho kofene nebyla zkrécena. To znamena,
ze N-furfuryl-N*1,2,3-thiadiazol-5—yl-mo&ovina nema negativni vliv na riist a vyvoj kofene ve
100 nanomolarni koncentraci na rozdil od vazného inhibi¢niho G¢inku thidiazuronu. N—furfuryl-
N*1,2,3~thiadiazol-5-yl-mo&ovina miZe byt s vyhodou pouZita na semena, sazenice a mladé
rostliny v §ir§im rozsahu koncentraci, nez thidiazuron a bez nezadoucich inhibi&nich G&inki.

Priklad 8

N-furfuryl-N*1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo&ovina neni cytotoxické vii&i lidskym koZnim fibroblas-
tim (buné&¢na linie BJ)

Cytotoxicita N-furfuryl-N~1,2,3-thiadiazol-5-yl-mo&oviny vigi lidskym koznim fibroblastiim
(buné¢na linie BJ) byla stanovena ve standardnim Calceinovém AM testu. Buiiky byly udrzovany
v plastikovych lahvich pro tkatiové kultury a p&stovany v Dulbecco modifikovaném Eagle médiu
pro buné&&né kultury (DMEM) pii teploté 37 °C v atmosféte 5% CO, a 100% vlhkosti. Buiiky
byly vysety do 96—jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek (Nunc, Déansko) a po 12 hodinach pre—
inkubace, byla pfidana testovana latka, aby kone&na koncentrace byla v rozmezi od 0 do
100 mM. Buiiky byly inkubovany po dobu 72 hodin. Na konci inkuba&ni doby byl pfidan Calcein
AM v PBS v konecné koncentraci 1 pg / ml. Po dalsi 1 hoding inkubace byla méfena fluorescen-
ce pi 485/538 nm (ex/em) pomoci Fluoroskan Ascent (Labsystems, Finsko). Hodnoty ICsy,
(4. koncentrace zplisobujici sniZeni konverze kalceinu AM na 50%) byly spocitany ze ziskanych
kiivek. Viechny experimenty byly opakovany &éty¥ikrat s maximdlni odchylkou 15%. Vzhledem
k omezené rozpustnosti latek ve vodg, viechny testované slou¢eniny byly rozpustény v DMSO
a zfedény vodou na kone&nou koncentraci DMSO 0,6%.

Pomoci tohoto testu bylo zjist&no, ze N~furfuryl-N ~1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo&ovina nebyla to-
xicka pro lidské kozni fibroblasty a to a¥ do nejvy3{ testované koncentrace 100 mM. Piedpokla-
da se, ze N-furfuryl-N*1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocovina, bude mit praktické vyuziti v zemé&dgl-
stvi a tudiZ s touto latkou budou lidé moci manipulovat. Je tedy vysoce zadouci, aby tato latka
nebyla toxicka.

Ptiklad 9

Aplikace N-furfuryl-N*1,2,3-thiadiazol-5~yl-mo&oviny zvysila vynos ozimé fepky a jarniho
JjeCmene v polnich pokusech

V8echny polni pokusy byly provedeny v souladu s kritérii pro fadnou experimentalni praxi (Good
Experimental Practices). Sest stejnych ploch (kazd4 10 m?), bylo pouzito na jednu variantu. Polni
pokusy nebyly oSetfeny Zadnymi regulatory ristu ani fungicidy, ale pouze pouzitou latkou. N—
furfuryl-N~1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo&ovina byla aplikovéana jednou v pfesném &ase (prodluzo-
vaci rist, BBCH 50), listovym postiikem v koncentraci 25 mM. K ziskani parametrti morfologie
bylo pouzito alespoti 50 rostlin pro kazdou variantu. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno
v statisticky program PAST v. 2.17¢.
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Aplikace N-furfuryl-N~1,2,3-thiadiazol-5-yl-mocoviny vedla ke zvySeni vynosu semen ozimé
fepky na 120,9% proti neosetiené kontrole (tab. 5). Zvysila se také hmotnost tisice zrn (HTZ),
a to na 110% oproti kontrole (tab. 5).

Aplikace N—furfuryl-N*~1,2,3-thiadiazol-5-yl-mocoviny vedla ke zvy$eni vynosu semen jeCme-

ne jarniho na 104,8% oproti kontrole. HTZ zistala stejna, zvysil se oviem pocet zrn v klasu a to
na 104,6% oproti kontrole (tab. 6).

Tabulka 5

Vliv aplikace N-furfuryl-N“-1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocoviny (ASES) na vynos ozimé fepky

. Vynos semen 0 HTZ 0
Aplikace (t/ha) % (@) )
Kontrola 4,994 100 4,35 100

ASES 6,038 120,9 4,8 110,3

Tabulka 6

Vliv aplikace N—furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5—yl-mocoviny (ASES) na vynos ozimé fepky

. vynos semen 0 HTZ 0 pocet zrm v %
Aplikace (t/ha) Yo @) % Klasu
Kontrola 7,65 100 45,85 100 23,5 100
ASES 8,02 104,8 45,88 100,06 24,6 104,6

Ptiklad 10 Ptipravky
Aktivni slozkou v pFipravcich se mysli N—furfuryl-N*1,2,3~thiadiazol-5—yl-moCovina

Al. Emulgovatelné koncentraty a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 10% 25% 50%
dodecylbenzensulfonan vapenaty 6% 8% 6% 8%
polyoxyethylovany ricinovy olej

(polyglykolether ricinového oleje) 4% - 4% 4%
(36 mol ethylenoxid)

oktylfenolpolyglykolether - 2% - 2%
(7 az 8 mol ethylenoxid)

cyklohexanon : - - 10% 20%
smés aromatickych uhlovodikii 83% 8% S53% 18%
C9_C12

Emulze o vyZzadované finalni koncentraci mohou byt ziskany z takového koncentratu zfedénim
vodou.

-10 -
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A2. Roztoky a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 10%  50% 90%
polyethylenglykol MW 400 20% 10% - -
N-methyl-2—pyrrolidon - - 30% 10%
sm¢s aromatickych uhlovodiki 5% 60% -~ -

CoCia

Roztoky jsou vhodné k aplikaci ve form& mikrokapének.

A3. Smacivé prasky a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 25% 50% 80%
ligninsulfonan sodny 4% - 3% -
laurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
diisobutylnaftalensulfonat - 6 % 5% 6%
sodny

oktylfenol polyglykol ether - 1 % 2% -

(7 az 8 mol ethylenoxid)

vysoce disperzni kyselina kfemiditd 1 % 3% 5% 10 %
kaolin 87% 61% 37% -
Aktivni slozka je dikladng promisena s pomocnymi latkami a smés je diikladné rozemleta ve

vhodném mlynu. Suspenzi libovolné koncentrace je mozné ziskat smisenim vzniklého prachu
s vodou.

A4, Potahované granule a) b) c)
Aktivni slozka 0,1% 5% 15%
vysoce disperzni kyselina kfemigita 09% 2% 2%
anorganicky nosi¢ 99,0% 93% 83%

(0,1 az 1 mm)
napf. CaCOj; nebo SiO,

Aktivni slozka je rozpusténa v methylenchloridu a nasprejovana na nosi¢. Rozpoustédlo je odpa-
feno ve vakuu.

AS5. Potahové granule a) b) c)
Aktivni slozka 0,1% 5% 15 %
polyethylenglykol MW 200 L0% 2% 3%
vysoce disperzni kyselina kiemidita 09% 1% 2%
anorganicky nosié 980% 92% 80%

(AE 0,1 az 1 mm)
napf. CaCO; nebo SiO,

Jemné rozemleta aktivni slozka je v mixéru stejnomémé nanesena na nosi¢ zvlh¢eny polyethylen-
glykolem. Takto jsou ziskdny neprasné granule.

-11 -
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A6. Extrudované granule a) b) ) d)
Aktivni slozka 0,1% 3% 5% 15 %
ligninsulfonan sodny 5% 2% 3% 4%
karboxymethylcelul6za 4% 2% 2% 2%
kaolin 970% 93% 90% 9%

Aktivni slozka je smisena a rozemleta s pomocnymi latkami a slozka je zvlhéena vodou.

Smés je extrudovana a usu$ena v proudu vzduchu.

A7. Prachy a) b) c)
Aktivni slozka 0,1% 1% 5%
talek 399% 49% 35%
kaolin 60,0% 50% 60%

Prachy k pfimému pouziti jsou ziskany rozemletim aktivni slozky s nosi¢em ve vhodném mlynu.

A8. Suspenzni koncentrat a) b) c) d)
Aktivni slozka 3% 10% 25% 50%
ethylenglykol 5% 5% 5% 5%
nonylfenolpolyglykolether - 1% 2% -
(15 mol ethylenoxid)

lignosulfonat sodny 3% 3% 4% 5%
karboxymethylceluloza 1% 1% 1% 1%
37% vodny roztok formaldehydu 02% 02% 02% 0,2%
emulze silikonového oleje 0,8% 08% 08% 0,8%
voda 86% 8% 64%  38%

Jemn& rozemleta aktivni slozka je smichana s pomocnymi latkami. Vznikly suspenzni koncentrat
umoziiuje piipravu suspenze o pozadované koncentraci zfedénim vodou.

-12 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti N~furfuryl-N*-1,2,3-thiadiazol-5-yl-mocoviny vzorce I

TH
N / O
\N/—\?/ Z]/N\/@ M,

pro inhibici senescence, stresu a/nebo oxidativniho poskozeni rostlinnych bunék, rostlinnych
organill a/nebo celych rostlin, a/nebo pro zvyseni vynosu rostlin bez vedlejsich uc¢inkd inhibice
ristu kofene.

2. PouZiti podle ndroku 1, kde inhibice senescence zahrnuje oddaleni degradace chlorofylu
a senescence rostlinnych pletiv a organi.

3. Pouziti podle naroku 1, kde rostliny zahrnuji obiloviny, cukrovou fepu, malvice, peckovice a
ovoce, lusténiny, olejniny, okurky, citrusové ovoce, zeleninu, tabak, ofechy, lilek, cukrovou titi-
nu, ¢aj, vinné hrozny, chmel, bandny, ptirodni kauduk, 1é&ivé rostliny, okrasné rostliny.

4. Pouziti podle naroku 1, kde stresem je stres zpusobeny suchem, chladem nebo salinitou.

S.  Anti-senescenéni, antioxidaéni a/nebo antistresové pripravky pro oSetfeni rostlin, rostlin-
nych organd a/nebo rostlinnych bunék, vyznaéen y tim, Ze obsahuji N-furfuryl-N%
1,2,3-thiadiazol-5-yl-mocovinu a alespoii jednu pomocnou latku.

6. Zpusob inhibice senescence, oxidativniho poskozeni a/nebo stresu v rostlinach, v rostlinnych

organech a/nebo v rostlinnych buitkdch, vyznaé&eny tim, e se na rostlinu, rostlinny
organ a/nebo rostlinnou burku aplikuje N-furfuryl-N ~1,2,3—thiadiazol-5—yl-mo¢ovina.

1 vykres

-13-
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