POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 332006 NR 1 (137-158)

WYBRANE MECHANIZMY NABYWANIA
ODPORNOSCI ORGANIZMOW NA SRODKI
OCHRONY ROSLIN

CHOSEN MECHANISMS OF ACQUIRING ORGANISMS’ RESISTANCE
TOWARDS PESTICIDES

Katarzyna NOWACZYK, Aleksandra OBREPALSKA-STEPLOWSKA

Miegdzyzaktadowa Pracownia Biologii Molekularnej, Instytut Ochrony Ros$lin
w Poznaniu

Streszczenie: Wystapienie odpornosci jest naturalng konsekwencja zachodzacych nieprzerwanie proceséw
ewolucyjnych wywotanych presja selekcyjna. W przypadku stosowania $rodkéw ochrony roslin presja ta sa
pestycydy, wykorzystywane w celu zapobiegania stratom w uprawach, spowodowanym przez patogeny,
szkodniki itp. Wyksztatcanie przez agrofagi odpornosci na te preparaty jest zjawiskiem stosunkowo czgstym,
pojawiajacym si¢ nawet po krotkim czasie kontaktu z substancja czynna. Nabycie odpornoscei jest najczesciej
skutkiem mutacji punktowych, wptywajacych na zmiang struktury biatek docelowych dla dziatania pestycy-
dow, czy powodujacych zmiang funkcjonalng innych biatek (np. enzymatycznych), lub tez zwigkszonej eks-
presji gendw kodujacych biatka odpowiedzialne za detoksykacje substancji czynnej. Zardbwno mechanizmy
dzialania biocyddw, jak i nabywania na nie odpornosci stanowig bardzo szerokie zagadnienie, w zwiazku z
czym W niniejszej pracy omowione zostaly wybrane mechanizmy molekularne, wplywajace na pojawienie si¢
odpornosci na $rodki ochrony ro$lin. Podane przyklady dotycza najczesciej wystepujacych szkodnikow i
patogendow roslinnych — owadow, grzybow 1 patogenicznych bakterii, a takze chwastow.

Stowa kluczowe: odpornos¢, biocydy, patogeny roslin, szkodniki.

Summary: Pests and plant pathogens are important reason of crops’ quality and productivity limitation. Che-
mical drugs and pesticides belong to the most common among the strategies used to restrict losses in agricul-
tural production. However, agrophags frequently acquire the resistance towards these substances, even after
short time of contact with them. The occurring resistance is a natural consequence of the continuous evolutio-
nary processes influenced by the selective pression of pesticides. The resistance results from point mutations
and, in consequence, the changes of target protein’s structure for pesticides or the functional changes of other
proteins, for example enzymes. The matter of the mechanisms of pesticides’ action and the formation of
resistance is very extensive, therefore in this paper only chosen molecular mechanisms, that influence the oc-
currence of resistance towards pesticides are discussed. Given examples had been restricted to the most com-
mon pests and plant pathogens — insects, fungi, pathogenic bacteria, as well as herbs.

Key words: resistance, biocides, plant pathogens, pests.
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WSTEP

Ciagly i szybki wzrost populacji ludzkiej wymaga nieustannego zwigkszania produkcji
zywnosci, a zwlaszcza jej wydajno$ci. Jednym ze sposobdw jest ograniczenie roz-
przestrzeniania si¢ szkodnikéw ros$lin, powodujacych wraz z chorobami ok. 60% strat
w produkcji roslinnej. Stosowane w ostatnich latach strategie ochrony roslin polegaty
gldwnie na krotkoterminowych interwencjach wykorzystujacych pojedynczo dostepne
na rynku technologie, szczegdlnie chemiczne pestycydy. Nie prowadzono badan nad
mozliwym wspoétdziataniem roéznych technologii i ich kompatybilno$cia. Doswiadczenia
ostatnich lat pokazuja, ze im wigksza kontrolg udaje sig uzyskac nad patogenami roslin
w wyniku dziatan krétkoterminowych, tym wigksze prawdopodobienstwo powaznego
zatamania rownowagi w poddanych im ekosystemach. Szkodniki zawsze wptywaty na
spadek wydajnosci produkc;ji, jednak wiele z zaistniatych obecnie problemow wynika z
dziatan podjetych w celu ochrony ro$lin [39]. Jednym z takich problemdw jest pojawienie
si¢ odpornosci u patogenow i szkodnikdw roslinnych na stosowane przeciw nim $rodki.

Biocydy (ksenobiotyki) to substancje lub mieszaniny substancji przeznaczone do
zwalczania chwastow, szkodnikow 1 patogendw roslin. Sg to zwykle zwiazki organiczne
lub mineralne, toksyczne w okreslonych st¢zeniach dla kazdej zywej komorki [28]. Do
ich najwazniejszych cech naleza: wysoka aktywno$¢ i duza selektywnos¢, decydujaca
o szybkosci dziatania zwiazku i liczbie koniecznych aplikacji. Istotny jest takze czas
rozktadu substancji w §rodowisku i jego ewentualny toksyczny wptyw na cztowieka i
zwierzeta. W tabeli 1 przedstawiono podziat pestycydéw ze wzgledu na grupy
organizmow, na ktore dziataja.

Najliczniejsze i najczgsciej stosowane sa organiczne biocydy, czyli chemiczne $rodki
ochrony ro$lin, zywnosci i czlowieka, uniemozliwiajace lub ograniczajace rozwdj
mikroorganizméw odpowiedzialnych za biologiczny rozktad roslin, srodkow spozywczych,
przemystowych i tworzyw. Naleza do nich m.in. aminy, amidy, fenole i ich pochodne,
sulfidy, karbaminiany, izotiazole, tioftalimidy, pochodne triazynowe i inne [30].

PRZYKEADOWE MECHANIZMY DZIALANIA PESTYCYDOW

Omowienie mechanizmdéw nabywania odpornosci na srodki ochrony roslin wymaga
uprzedniego zapoznania si¢ ze sposobem dzialania najczesciej stosowanych substancji.
Nabywanie odpornosci jest zwykle zwiazane z modyfikacja struktur lub czasteczek
docelowych dla biocydow lub tez ze zmianami w transporcie substancji czynnej wewnatrz
organizmu patogena. W celu petniejszego obrazowania efektow zmian w genomie
patogenow roslinnych, w niniejszej pracy przedstawiono przyktady dzialania zwiazkéw
stosowanych w ochronie roslin. Do najczgsciej spotykanych patogenow i szkodnikow
ro$linnych naleza bakterie, grzyby, owady oraz chwasty. Z tego wzgledu liczbe przykta-
dow ograniczono do zwiazkow skierowanych przeciwko tym organizmom.
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TABELA 1. Podziat biocydéw w zalezno$ci od typu zwiazku, jego wlasciwosci
lub organizmu docelowego (wg [30], zmodyfikowano)

Podzial biocydow w zaleznos$ci od organizmow docelowych

Bakteriocydy — zwalczajace bakterie

Zoocydy — zwalczajace organizmy zwierzgce:
Insektycydy — $rodki owadobojcze
Rodentycydy — $rodki gryzoniobdjcze
Moluskocydy— srodki migczakobdjcze
Nematocydy — $rodki nicieniobdjcze

Larwicydy - $rodki larwobodjcze

Aficydy — $rodki mszycobojcze
Akarycydy — $rodki roztoczobojcze
Owicydy  — $rodki niszczace jaja i roztocza

Fungicydy — zwalczajace grzyby

Herbicydy — zwalczajace chwasty

Podzial biocydow w zalezno$ci od typu zwiazku chemicznego — przyklady

Nieorganiczne zwiazki rteci, cynku, miedzi, arsenu, fluoru, siarka, boraks,
chloran sodu

Metaloorganiczne alkilowe pochodne cyny (estry i etery tributylocyny), miedzi,
cynku, manganu i rteci

Organiczne aminy, amidy, chlorowane i niechlorowane pochodne
fenolowe, bifenole, sulfidy, karbaminiany (ditiokarbaminian,
aminokarb, propoxur, karbaryl), izotiazole, tioftalimidy,

pochodne triazynowe (symazyna, atrazyna, propazyna)

Podzial biocydéw w zaleznos$ci od wlasciwosci zwigzku chemicznego - przyklady

Utleniajace brom, bromochlorohydantoina, chlor, dwutlenek chloru, jod,
estry kwasu izocyjanurowego

Nieutleniajace bromonitropropandiol, bromonitrostyren, karbaminian, aldehyd
glutarowy, izotiazol

Bakteriocydy

Stosowane w rolnictwie §rodki bakteriobdjcze stanowia duza grupe, w sktad ktorej
wchodza glownie antybiotyki, sulfonamidy, pochodne 8-hydroksychinoliny i in. Anty-
biotyki, stanowia bardzo liczna grupe zwiazkow i nie beda szczegotowo omawiane w
niniejszej pracy.

Podstawowe mechanizmy dziatania bakteriocydéw polegaja na rozbijaniu struktury lub
zmianie przepuszczalnosci Sciany komorkowej, hamowaniu procesow energetycznych oraz
biosyntezy. Przyktady zwiazkow dziatajacych bakteriobdjczo przedstawiono w tabeli 2.
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TABELA 2. Przyklady bakteriocydow (wg [18], zmodyfikowano)

Elementy/mechanizmy komoérki Przyklady zwiazkow

docelowe dla bakteriocydu

Sciana komérkowa bacytracyna, cefalosporyny, penicyliny
Blony komérkowe jonofory, polimyksyny

Synteza bialek aminoglikozydy, chloramfenikol, tetracyklina
Synteza RNA rifamycyna

Synteza DNA chinolony

Synteza kwasu foliowego sulfonamidy

Jednym ze zwiazkow stosowanych jako sktadnik preparatow bakteriobdjczych jest
inhibitor syntetazy glutaminy, fosfinotricyna (PPT). Zwiazek ten jest analogiem kwasu
glutaminowego toksycznym dla bakterii i roslin. Forma stosowana w ochronie roslin jest
tripeptyd L-alanino-L-alanino-fosfinotricyna, z ktorego komérkowe peptydazy odcinaja dwa
aminokwasy, a powstata fosfinotricyna dziata jako kompetycyjny inhibitor syntetazy
glutaminy. Blokada enzymu przyczynia si¢ do raptownego zwickszenia wewnatrz-
komorkowego poziomu amoniaku, co skutkuje rozbiciem struktur blonowych, a u roslin
dodatkowo zahamowaniem fotosyntezy. Konsekwencja jest Smier¢ organizmu [21].

Sulfonamidy sa kompetycyjnymi inhibitorami syntazy dihydropteronianu, analogami
kwasu p-aminobenzoesowego. Dziatanie antybiotyku zaburza wewnatrzkomorkowy
metabolizm bakterii blokujac syntez¢ kwasu dihydrofoliowego, co w konsekwencji
prowadzi do zahamowania biosyntezy puryn i pirymidyn oraz nukleotydowych kofak-
torow, takich jak NAD [17,29].

Czwartorzegdowe zwiazki amoniaku (np. chlorek benzalkoniowy) wplywaja na
przepuszczalnos¢ bton bakteryjnych i powoduja koagulacjg cytoplazmy. Stosowane sa glownie
przeciw bakteriom Gram, ale tez niektorym Gram-, wirusom, grzybomi pierwotniakom [40].

Insektycydy

Sposrod preparatow insektycydowych najliczniej reprezentowana grupa sa neuroto-
ksyny, dzialajace na receptory synaptyczne, acetylocholinesteraze lub aksony komorek
nerwowych owada. Dzialanie insektycydow nalezacych do grupy tzw. insektycydow
o niekonwencjonalnym mechanizmie dziatania polega na zaburzeniu rozwoju biologicz-
nego owadow, ich zerowania i komunikacji osobniczej. Tego typu preparaty blokuja
m.in. syntezg chityny czy receptory blon komorek nabtonka jelita sSrodkowego.

Hamowanie aktywnos$ci acetylocholinesterazy (AChE), enzymu hydrolizujacego
acetylocholing w synapsach nerwowych, zachodzi na zasadzie inhibicji kompetycyjne;.
Zwiazki fosforoorganiczne bedace sktadnikami preparatow insektycydowych sa hydrolizo-
wane przez AChE, czego skutkiem jest fosforylacja seryny w miejscu aktywnym enzymu
i kilkudniowa blokada jego aktywno$ci, prowadzaca do $mierci owada [35].
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Jako tzw. bioinsektycydy stosuje si¢ pochodne toksyn bakteryjnych — grupy
bioinsektycydowych biatek krystalicznych (Cry) produkowanych przez Bacillus
thuringiensis®. Do tej pory zsekwencjonowano ponad 100 genéw kodujacych biatka
Cry. Sa to sekwencje o wysokim stopniu zmiennosci, czgsto kodowane przez plazmidy
jako fragmenty wigkszych struktur, zawierajacych ruchome elementy genetyczne.
Toksyczne dziatanie tych biatek zostato stwierdzone dla wielu gatunkow owadow, jak
réwniez dla niektorych nicieni i pierwotniakow. Krysztaly biatkowe po spozyciu ulegaja
solubilizacji, a uwolnione protoksyny podlegaja obrobce proteolitycznej w jelicie owadow.
Powstate toksyny wiaza si¢ z receptorami powierzchniowymi komorek nabtonka jelita
srodkowego, wnikaja w btony i formuja nieselektywne kanaty jonowe lub pory. W
wyniku niekontrolowanego naptywu wody i jonéw komorki pecznieja i nastgpuje ich
liza. Geny kodujace krystaliczne biatko B. thuringiensis wykorzystuje si¢ rowniez do
transformacji rolin w celu uzyskania odmian odpornych na owady. Toksyczno$¢ biatek
Cry jest wysoce specyficzna i ogranicza si¢ do niektorych grup owadow i bezkrggow-
coOw. Z tego wzgledu B. thuringiensis jest obecnie najszerzej stosowanym pestycydem
pochodzenia biologicznego [33].

Potencjalnym bioinsektycydem jest rowniez neurotoksyna z jadu pajaka — atracotoksyna.
Blokuje ona bramkowane napigciem kanaty wapniowe w blonie komorkowej neuronow [42].

Dziatanie owadobojcze bedace wynikiem specyficznego blokowania kanatow
jonowych wykazuja tez syntetyczne insektycydy organiczne (pyretroidy, cyklodieny).
Blokuja one kanaty sodowe w ostonce neuronow, doprowadzajac do hiperpolaryzacji
btony, blokady przewodzenia impulsow i paralizu uktadu nerwowego [8,34,46].

Fungicydy

Wigkszo$¢ fungicydéw wplywa hamujaco na procesy zwiazane z biosynteza oraz
podziatem jadra komérkowego, funkcjonowaniem blony cytoplazmatycznej i mitochondriow,
atakze na przemiany energetyczne. Natomiast tzw. fungicydy trzeciej generacji wzbudzaja
reakcje odpornosciowe rosliny, dziatajac jak abiotyczne induktory (elicitory).

Zanajbardziej aktywne grzybobdjczo uwaza sig pestycydy blokujace podziat jadra
komorkowego i biosynteze ergosterolu. Podzialy mitotyczne sa hamowane przez zwiazki
benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol, benomyl, tiofanat metylu). Dziatanie tych
zwiazkdw polega na blokowaniu kurczliwosci mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego,
po zwiazaniu si¢ herbicydu z podjednostka 3 biatek tubulinowych. Do fungicydow
blokujacych synteze ergosterolu (IBE, inhibitory biosyntezy ergosterolu) naleza zwiazki
triazolowe, imidazolowe i strobilurynowe [2].

*Owadzi patogen B. thuringiensis nalezy do bakterii Gram (+) produkujacych przetrwalniki.
Podczas stacjonarnej fazy wzrostu produkuje krystaliczne biatko (Cry) o wlasciwosciach owa-
dobdjczych. Toksyczne biatka kodowane sa przez licznie wystgpujace w genomie bakterii pla-
zmidy. Zaobserwowano interakcje (synergistyczne, jak i antagonistyczne) pomigdzy toksynami
pochodzacymi z roznych szczepow B. thuringiensis. B. thuringiensis oficjalnie jest gatunkiem
odrebnym od B. cereus, lecz metody biochemiczne i morfologiczne, a nawet niektére z metod
molekularnych nie pozwalaja na jednoznaczne rozréznienie obu gatunkéw. Czgs¢ badaczy po-
stuluje wigc traktowanie ich jako cztonkoéw tego samego gatunku (B. cereus).
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Zwiazki metali, siarki oraz wigkszo$¢ fungicyddéw aromatycznych to niespecyficzne
inhibitory enzymow uczestniczacych w przemianach energetycznych. Zaburzenia
przemian energetycznych moga tez wynika¢ z uszkodzen btony lub zaburzenia transportu
elektrondw przez btong mitochondrialng. Zahamowanie biosyntezy biatek polega
najczesciej na zaktoceniu reakcji wlaczeania aminokwasoéw do kompleksu polipepty-
dowego. Taki sposob dziatania charakteryzuje organiczne zwiazki fosforu. Uszkodzenie
bialek btony komorkowej zaktoca jej przepuszcezalnosé [2], a stymulacja wzrostu stezenia
akumulowanego glicerolu wywoluje w komoérkach stres hiperosmotyczny [45]. Sposoby
dziatania fungicydéw oraz przyktady substancji czynnych przedstawiono w tabeli 3.

TABELA 3. Przykladowe fungicydy oraz sposob ich dziatania

Sposo6b dzialania fungicydu Przyklady zwigzkow Litera-
tura
Blokada podzialu mitotycznego * zwiazki benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol, | [2]
benomyl, tiofanat metylu)
Blokada biosyntezy ergosteroiu zwiazKi triazolowe, imidazolowe, strobilurynowe (IBE) | [2]
Zahamowanie biosyntezy bialek organiczne zwiazki fosforu (pirazofoz), niektore [2]
fungicydy dichlorofenyloamidowe procymidon,
iprodion, winklozolina)
Zahamowanie biosyntezy RNA zwiazki fenyloamidowe (metalaksyl) [2]
Zaburzenia przemian energetycznych:
— uszkodzenia blon mitochondrialnych | zwiazki difenyloamidowe, dinokap [22]
— wakuolizacja wewngtrznej blony terrazol [22]
mitochondrialnej
Zaburzenia przemian energetycznych
— zahamowanie transportu elektronow | zwiazki strobilurynowe [22]
przez blong mitochondrialna
Zaburzenia przemian energetycznych zwiazki metali (miedzi, cyny, rteci), zwiazki siarki [22]
— niespecyficzna inhibicja enzymow tiokarbaminiany, fingicydy aromatyczne
Zaklocenie przepuszczalno$ci blony dodyna (monooctan guanidyny, kationowy surfaktant), [2]
komoérkowej tridemorf
Stres hiperosmotyczny fungicydy fenylpirolowe [45]
Wzbudzenie reakcji odpornosciowe;j fosetyl glinu [43]

rosliny

*) Dzialanie tych zwiazkow polega na blokowaniu kurczliwosci mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego,
po zwiazaniu si¢ fungicydu z podjednostka [ bialek tubulinowych
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Herbicydy

Dziatanie herbicydow polega gtéwnie na blokowaniu syntezy aminokwasow, karote-
noidow lub lipidow, a takze na zaburzeniu cyklu wzrostowego rosliny. Wiele zwiazkow
dziata tez poprzez hamowanie transportu elektronéw w chloroplastach.

Przyktadem zwiazkow uszkadzajacych elementy fotosystemu moga by¢ DCMU
(dichlorofenylodimetylomocznik) i Parakwat (dichlorek 1,1°-dimetylo-4,4’-dipirydylu).
DCMU blokuje przepltyw elektronéw pomigdzy fotouktadami PS II i PS I przy
przeno$niku elektronow — czasteczce ubichinonu Q,, ktora jest potaczona z druga
czasteczka ubichinonu Q,. Struktura Q decyduje o powstaniu pofaczenia z Q,. W
przypadku zablokowania transferu elektronow migdzy czasteczkami ubichinonu (na
skutek dziatania herbicydu lub np. mutacji w genie kodujacym Q,) mozliwe jest
powstanie mutacji, zmieniajacej strukturg Q,, co decyduje o powstaniu alternatywnego
potaczenia migdzy biatkami, a zatem o odpornos$ci na DCMU.

Parakwat przechwytuje elektrony przekazywane pomigdzy PS [1 NADP", dzialajac jako
egzogenny akceptor elektronow i przekazujac je nastepnie na tlen. Skutkiem nieprawidtowego
transportu elektronow jest powstawanie w chloroplastach rodnikéw ponadtlenkowych O, i
uszkodzenie sktadnikéw chloroplastu, w szczegolnosci lipidow i1 biatek [28].

2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) nalezy do pochodnych fenoksykwasow
1dziata jak regulator wzrostu roslin podobny do auksyn. W wigkszych stezeniach niszczy
rosliny dwuliscienne, zmuszajac je do nadmiernie szybkiego wzrostu, w wyniku czego roslina
ginie. Rosliny jednoliscienne maja szybki sposob detoksykacji 2,4-D, dlatego herbicyd ten
stosuje si¢ do zwalczania dwulisciennych chwastow w uprawach jedno-lisciennych [28]. |

Glyfosat to herbicyd o szerokim spektrum dziatania. Blokuje on aktywno$¢ syntazy
kwasu 5-enolopirogrono-3-fosfoszikimowego (EPSPS), ktéra uczestniczy w biosyntezie
aminokwasow aromatycznych. Herbicyd jest nieszkodliwy dla zwierzat, niedokonu-
jacych syntezy tych aminokwasow [28].

Do inhibitoréw syntazy acetylomleczanowej (ang. acetolactate synthase, ALS)
naleza herbicydy sulfonynolymocznikowe oraz imidazole. Inhibitory ALS wptywaja na
zahamowanie szlaku metabolicznego leucyny, izoleucyny i waliny poprzez zablokowanie
jednego z dwoch (lub obu) miejsc w czasteczce enzymu. Herbicydy moga hamowacé
wzrost komoérek poprzez inhibicjg syntazy celulozowej, prawdopodobnie blokujac miejsce
wigzania pewnych regulatoréw lub fragment biatka odpowiedzialny za formowanie
poru, ktorym tancuchy celulozowe przechodza przez btong komérkowa. Przyktadem
tego typu herbicydow sa tiazolidinony i izoksaben [32].

Do najczesciej stosowanych naleza herbicydy triazynowe, mocznikowe, karbami-
nianowe, tiokarbaminianowe, amidowe i fenoksyalkanokarboksylowe. Wprowadza sig
tez herbicydy nowego typu — fotodynamiczne. Sa to herbicydy o strukturze dwupiers-
cieniowej typu difenyl-eter (np. acifluorfen, oksyfluorfen), dziatajace na zasadzie inhibicji
kompetycyjnej w miejscu przylaczenia naturalnego substratu dla oksydazy protopor-
firynogenu IX. Jest to ostatni enzym szlaku biosyntezy tetrapirolu, a jego zablokowanie
prowadzi do akumulacji protoporfirynogenu IX. Wynikiem jest absorpcja energii $wietlnej
przez protoporfirynogen IX, fotooksydacja i uwolnienie toksycznych dla komorki
reaktywnych form tlenu [19].
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Herbicydy dzialaja selektywnie w zaleznosci od rozmieszczenia systemu korzenio-
wego chwastow 1 roslin uprawnych w glebie. Substancje te dziataja na systemy
enzymatyczne, funkcjonujace w okreslonych, wyspecjalizowanych tkankach, dlatego
docelowe miejsce dziatania herbicydéw w roslinie odgrywa rowniez duza rolg.
Odpornos¢ na herbicyd moze by¢ wynikiem stabego przemieszczania si¢ tego zwiazku
do tkanki docelowej, na przyktad wierzchotkow wzrostu.

Selektywnos¢ dziatania herbicydu w stosunku do okreslonych gatunkéw roslin wynika
glownie ze zdolnosci pewnych roslin (np. uprawnych) do jego detoksykacji. Odporno$é
na2,4-D polega na jego szybkim metabolizowaniu. Moze sig to odbywa¢ droga hydroksylacji
pierécienia aromatycznego, przytaczenia glukozy lub kwasu aspara-ginowego przy grupie
karboksylowej, jak tez poprzez reakcje¢ utlenienia fancucha bocznego, ktdrego usunigcie
powoduje zanik aktywnosci hormonalnej. Zbyt wolne przeprowadzanie tej ostatniej reakcji
jest przyczyna wrazliwosci chwastow dwulis-ciennych na ten herbicyd [15]. Kazdy
herbicyd w stezeniu wigkszym niz stezenie niszczace okreslona grupe chwastow moze
uszkodzi¢ lub zniszczy¢ takze rosling uprawna.

DZIALANIE PESTYCYDOW NA ORGANIZMY INNE
NIZ DOCELOWE

Wplyw biocyddw na rosliny uprawne moze mie¢ dwojaki charakter. Zazwyczaj dziatania
pozytywne przewazaja nad szkodliwymi skutkami ubocznymi ich stosowania. Czg§¢
pestycydow, jak fungicyd kaptan, moze korzystnie wplywac na wzrost lisci i pgdow,
intensywnos¢ fotosyntezy oraz zabarwienie owocow poprzez stymulacj¢ gromadzenia
antocyjanéw w skorce owocow, np. jablek [2]. Stosowanie fungicydéw chroni rosliny
przed akumulacja mykotoksyn w tkankach, a herbicydéw — przed nadmierna konkurencja
o wodg i energig Swietlna [28]. W wielu przypadkach trudno jest jednak wyeliminowac
negatywny wpltyw pestycydow na rosliny uprawne. Stosowa-ne substancje sa czgsto
toksyczne dla roslin, wywotujac powstawanie nekroz na liSciach, kwiatach i owocach.
Zwiazki miedzi i siarki moga przyczyniac¢ si¢ do silnego uszkodzenia lisci i owocow, a
nieorganiczne zwiazki siarki powoduja ponadto zahamowanie fotosyn-tezy. Substancje
te zwigkszaja rowniez transpiracj¢ kutykularng kosztem zatrzymania transpiracji
szparkowej. Z kolei zaprawy do nasion czgsto obnizaja zdolno$¢ i energig ich kietkowania.

Wigkszo$¢ chemicznych pestycydéw ma bardzo szerokie spektrum dziatania
1 niszczy, oprocz szkodnikdw, takze organizmy pozyteczne, wywotujac niekorzystne
zmiany w sktadzie i strukturze fauny glebowej [30]. Powszechne stosowanie srodkow
ochrony roslin, a takze nieorganicznych nawozéw wptywa redukujaco na produktywnosé¢
ijakos¢ gleby, ktéra w pewnym stopniu zalezy od procesow fizjologicznych zyjacych w
glebie mikroorganizmow. Pestycydy moga wplywac na ggstos¢ wystgpowania glebo-
wych bakterii i grzybow, ich aktywno$¢ i wzrost, przyczyniajac si¢ do niekorzystnych
zmian w liczebnosci i strukturze populacji tych mikroorganizmoéw. Zmiany te prowadza
do spadku réznorodnosci i zaniku funkcji mikrorganizméw glebowych i zachwiania
rownowagi dynamicznej sSrodowiska glebowego [13].
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Stosowanie chemicznych srodkéw ochrony ro$lin nie pozostaje rowniez bez wptywu
na cztowieka. Pestycydy wywieraja duzy wpltyw na system immunologiczny osob
pracujacych przy ich produkcji, stosujacych je rolnikow, a takze mieszkancow terendw
rolniczych oraz konsumentow wyprodukowanej przy ich uzyciu zywno$ci. Wptyw ten
jest najczesciej immunosupresywny, czasem jednak immunostymulujacy, w zaleznosci
od rodzaju stosowanego $rodka oraz dawki. Immunosupresja zwigksza ryzyko wysta-
pienia nowotworéw. Immunostymulacja przyczynia si¢ do pojawiania si¢ choréb
autoimmunologicznych i alergii [41].

Dyrektywy Unii Europejskiej Scisle okreslaja rodzaj i ilos¢ zwiazkow stosowanych
jako biocydy, wprowadzanych na rynki krajow UE. Wyklucza si¢ uzycie zwiazkow
dzialajacych niekorzystnie na organizm, np. wydzielajacych formaldehyd, tworzacych
rakotworcze nitrozoaminy. Takze produkty przemian chemicznych i mikrobiologicznych
uzywanych pestycydow nie moga wykazywac dziatania toksycznego, rakotworczego,
uczulajacego itp. [30]. Pestycydy organiczne maja okreslony czas trwatosci, determi-
nujacy czas karencji (najkrotszego okresu, jaki musi uptynaé od ostatniego kontaktu
roslin z preparatem do terminu ich zbioru i spozycia) [28].

MECHANIZMY NABYWANIA ODP,ORNOSCI
NA SRODKI OCHRONY ROSLIN

Rozwoj odpornosci na pestycydy jest procesem ewolucyjnym, w ktorym dany pestycyd
dziata jako presja selekcyjna na populacje zréznicowana genetycznie pod wzgledem
odpornosci na niego. Tempo tego procesu zalezy od zréznicowania genetyczn-ego tej populacji
oraz od intensywnosci selekcji [23]. Okreslenie charakteru odpornosci i zidentyfikowanie
odpowiedzialnych za ten mechanizm mutacji powinno w przysztosci pozwoli¢, w powiazaniu
z badaniami z dziedziny genetyki populacyjnej i ekologii, na stworzenie zintegrowanych
technik ochrony roélin (ang. Integrated Pest Management, IPM) [39].

Wrazliwos¢ organizmu na dany zwiazek zalezy od trzech cech: istnienia w komorce
elementu docelowego dla pestycydu, posiadania mechanizmu transportu substancji do
whnetrza komorki oraz braku enzymow inaktywujacych lub modyfikujacych te zwiazki.
Zmiana ktorejkolwiek z tych cech prowadzi do nabycia odpornosci przez organizm
[18].W kazdej populacji, obok dominujacych form wrazliwych, moga w wyniku mutacji,
krzyzowania i heterokariozy (u grzybdéw) pojawié¢ si¢ osobniki odporne. Formy te,
poczatkowo nieliczne, wskutek selekcyjnego dziatania pestycydu, stopniowo zaczynaja
dominowac w populacji. Prawdopodobienstwo nabycia odpornosci w duzym stopniu,
obok zmiennosci gatunkowej organizmu, zalezy od mechanizmu dziatania zwiazku.
Pestycydy dziatajace na kilka uktadow enzymatycznych jednoczesnie (np. zakltocajace
funkcje energetyczne) stwarzaja mniejsze niebezpieczenstwo uodpornienia si¢ osobnika
niz zwiazki selektywne, dzialajace na $cisle okreslone funkcje. Odpornosc¢ na pestycydy
wchodzace w specyficzne reakcje z elementami komorki (np. inhibitory syntezy
ergosterolu —zwiazki benzimidazolowe) wyksztalca si¢ czgsto w bardzo krotkim czasie
na skutek pojedynczych mutacji punktowych. Przyktady mutacji punktowych nadaja-
cych odpornos¢ przedstawiono w tabeli 4.



TABELA 4. Przyklady mutacji punktowych nadajacych odpornos¢ na biocydy

Organizm Biocyd Gen i jego rola Zmiana aminokwasu Uwagi Lit.
Neisseria tetracyklina rpsJ1 — koduje rybosomalne Val 57 - Met/Lew/Gln zmiana struktury RNA w poblizu miejsca | [16]
gonorrhoeae biatko S10 przylaczenia antybiotyku
Escherichia coli microcin B17* gyrB — koduje podjednostke B Trp751 - Arg podwdjna tranzycja AT w GC [6]
bakteryjnej gyrazy
Neisseria fluorochinolony parC — koduje bakteryjna Asp 86 - Asn [7]
gonorrhoeae np. topoizomerazg [V Ser 87 - lle
ciprofloksacyna Ser 88 - Pro
Glu9l - Gly
Pseudomonas ciprofloksacyna | gyr4 — koduje podjednostke o Thr 83 - Ile 25]
aeruginosa ofloksacyna bakteryjnej gyrazy Asp 87 — Gly/Asn
norfloksanyna parC — koduje bakteryjna Ser 80 - Leu 25]
topoizomerazg IV Glu84 - Lys
Chlamydomonas atrazynan psbAl — gen kodujacy biakko Q, | np. Ser 264 — Gly/Glw/Ala | u ro$lin wyzszych mutacja Ser264Gly [31]
reinhardtii, DCMU Pro/Thr/Cys powoduje zmniejszong produktywnos¢
Synechococcus sp. | metribuzin Phe 255 — Leu/Tyr efektywno$¢ fotosyntezy
Leu 271 — Val/Met/Ala kumulacja mutacji wplywa na stopien
odpornosci
Synechocystis metribuzin psbAl — gen kodujacy biako Q, | Ala 251 - Val zwigkszona wrazliwo$¢ na stres $wietlhny | [27]
atrazyna Ile 248 - Thr kumulacja mutacji wplywa na stopien
ioxynil Asn 266 — Thr odpornosci
Ser 264 - Ala
Glycine max atrazyna psbA — gen kodujacy biatkko Q, | Ser 268 - Pro zwigkszona wrazliwo$¢ na stres Swiethy [1]
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TABELA 4. cd.

Organizm Biocyd Gen i jego rola Zmiana Uwagi Lit.
aminokwasu
Solanum atrazyna psbA — gen kodujacy Ser 264 — Thr brak spadku efektywnosci fotosyntezy, prawdopodobnie | [37]
tuberosum biatko Q,, dzigki zachowaniu grupy -OH faficucha bocznego
aminokwasu i utrzymaniu wigzan chemicznych
W czasteczce
Lucilia cuprina, insektycydy LcaE7 — gen kodujacy | Gly 137 - Asp zmiana karboksylesterazy w hydrolaze insektycydu, [26]
Musca domestica | fosforoorganiczne, | karboksylesterazg Ala 267 - Val — zmiana konformacji miejsca aktywnego pozwalajaca na
np. diazinon Met 283 - Leu ustawienie czasteczki wody w pozycji dogodnej do
Thr 335 - His przeprowadzenia reakcji hydrolizy i regeneracji
Ile 358 - Phe ufosforylowanego enzymu; czgsto dodatkowo wystepuje
podwyzszona ekspresja GST, cyt. p450, esteraz
Drosophila insektycydy ace — gen Phe 268 — Tyr nastepuje zmiana wilasciwosci katalitycznych enzymu; [10]
melanogaster fosforoorganiczne, | acetylocholinesterazy, Gly 256 — Val** | poziom odpornosci koreluje z liczba kopii genu ace
np. malation AChE Ile 161 — Val mutacje dotycza miejsca aktywnego lub jego sasiedztwa;
Phe 330 - Tyr wplywa to negatywnie na stabilno$¢ enzymu; kumulacja [35]
Gly 368 - Al mutacji wplywa na szerszy zakres odpornosci, jednoczes-

nie zmniejszajac stabilno$¢ enzymu; tylko jedna z mutacji
kompensuje to podwyzszona aktywnoscia AChE

*) dzialanie polega na inhibicji podj. B bakteryjnej gyrazy. Bakteriocyd prawdopodobnie blokuje miejsce, przez ktore przeplatana jest nieprzecigta ni¢ DNA
**) mutacja powoduje wzrost aktywnosci enzymu
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Mozliwe jest rowniez wystapienie zjawiska odpornos$ci krzyzowej, polegajacego na
wyksztatceniu odporno$ci na kilka substancji, nalezacych do grupy zwiazkéw o podobnym
mechanizmie dziatania. Zablokowanie mechanizmu dziatania substancji czynnej pozwala
na uodpornienie si¢ na kilka zwiazkéw w wyniku kontaktu tylko z jednym z nich.

Przyktadem moze by¢ powiazanie odpornosci bakterii na streptomycyne z odpornoscia na
inne antybiotykiz grupy aminoglikozydow (odpomos¢ kizyzowa migdzy metycyling, streptomycyna
i tetracykling) [9]. U grzybdw czesto wystepuje zjawisko nabywania odpornosci krzyzowej,
ktorego przyczyna jest naduzywanie fungicydow benzimidazolowych, dikarboksyimidowych i
fenyloamidowych [2]. Zalezno$ci migdzy nabywaniem odpornosci na najczesciej stosowane
insektycydy przedstawiono na rycinie 1.

Dziatanie presji selekcyjnej w kierunku zwigkszania puli genow odpornosci
w populacji przejawia si¢ juz w najwczesniejszych stadiach rozwoju organizmow.
Przyczyna bardzo szybkiego uodpornienia si¢ chwastow na herbicydy — inhibitory ALS
jest wystapienie mutacji punktowych w genie enzymu syntazy acetylomleczanowe;j.
Uwaza sig, ze na stupku kietkuja jedynie zmutowane ziarna pytku, co zwigksza
prawdopodobienstwo utrzymania si¢ i rozprzestrzenienia mutacji w populacji [12].

Ewolucyjny proces nabywania odpornosci na $rodki ochrony roslin moze stuzy¢
jako dobry model adaptacji organizmow. Adaptacja ta moze odbywac si¢ roznymi
drogami, ktére zazwyczaj determinuja szybko§¢ wyksztalcenia odpornosci oraz jej
mechanizm. Przyktady niektérych mechanizméw nabywania odpornosci zaprezentowano
w tabeli 5.

Mutacje punktowe powodujace zmiang wiasciwosci
i/lub struktury biatka docelowego

Mutacje punktowe moga zmienia¢ konformacj¢ miejsca wiazania pestycydu do
biatka, przez co wiazanie z pestycydem jest nietrwate lub wrecz niemozliwe. Przyktadem
moze by¢ mutacja w genie kanatu sodowego owadow, powodujaca niewrazliwosé
tego kanatu na pyretroid [46]. Za zmiang¢ w interakcji enzymu z inhibitorem (tzw.
herbicydami typu fop i dim — haloxyfop, sethoxydim) odpowiada tez mutacja punktowa
w genie plastydowej karboksylazy acetylo-CoA, dzigki czemu herbicydy te nie inak-
tywuja docelowego enzymu [44]. Ocenia sig, ze minimum 5 ré6znych mutacji punktowych
w miejscu wiazania insektycydu przez AChE odpowiada, pojedynczo lub wspolnie, za
zréznicowany stopien odpornosci na zwiazki fosforoorganiczne i insektycydy
karbamylowe [3,35].

Dwie mutacje punktowe powoduja powstanie izoformy syntazy celulozowej niewrazliwej na
herbicydy izoksabenowe i tiazolimidowe [32]. Z kolei, wywotane mutacjami punktowymi
zmniejszone powinowactwo enzymu sterolo-14a-demetylazy do fungicydow imidazolowych i
triazolowych odpowiada za znaczne zmniejszenie skutkow dziatania prochlorazu i innych
fungicydow nalezacych do tych grup [8].

Zmutowane odporne biatko moze by¢ jednak mniej stabilne, przy czym stabilnos¢ jest
skorelowana z liczba mutacji punktowych w pierwotnym genie. Zalezno$¢ taka udoku-
mentowano w przypadku zmutowanego genu dla AChE u Drosophila melano-gaster [35].
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KARBAMINIANY acetylocholinesteraza

esterazy ZWIAZKI
FOSFOROORGANICZNE

PYRETROIDY
kdr ™

DDT

oksydazy

REGULATORY
WZROSTU
| WERMEKTYNY =

RYCINA 1. Zalezno$ci w wystgpowaniu odpornosci krzyzowej na najczesciej uzywane grupy
insektycydéw. W ramkach podano grupy zwiazkow bedacych sktadnikami preparatow insektycydowych.
Kursywa wypisane zostaty nazwy enzyméw detoksykujacych odpowiadajacych za odpornos¢ na dane
grupy insektycydow (wg [3], zmieniono): kdr* (ang. knockdown resistance) — odpornos¢ na szok,
odpornos¢ uktadu nerwowego owadoéw na paraliz wywotany insektycydami blokujacymi kanaly jonowe;
** — jwermektyny naleza do syntetyzowanych przez bakterie z rodzaju Streptomyces zwiazkéw z grupy
laktoné6w makrocyklicznych stosowanych jako nematocydy i insektycydy, blokuja bramkowane kwasem
glutaminowym kanaty sodowe bezkrggowcow, co prowadzi do paralizu migsni



TABELA 5. Przyklady molekularnych mechanizméw odpornosci patogendéw i szkodnikow roslin na pestycydy

Mechanizm Przyklad - mechanizm odpornosci Typ pestycydu, rodzaj zwiazku Litera.-
nabycia tura
odpornos ci
Mutacja — mutacja w genie kanalu sodowego w miejscu wigzania pyretroidu Insektycydy (pyretroid) [46]
punktowa — zmiana aminokwasu w receptorze GABA (kwasu y-aminomaslo- Insektycydy organofosforowe (malation) i [3]
wego) karbamylowe (propoxur)
— zmiana 1 aminokwasu, zmiana specyficznosci esterazy w hydrolazg Insektycydy organofosforowe (malation) [3]
insektycydu i karbamylowe (propoxur)
— mutacja w silnie konserwatywnym regionie genu syntazy celulozowej Herbicydy (tiazolidinony, izoksaben) [32]
Amplifikacja — nadekspresja monooksygenazy cytochromu p450 Insektycydy (pyretroid), Herbicydy (fenylomocznik). [46][36]
kopii genu — wzrost liczby kopii esterazy Insektycydy organofosforowe (malation) i [3]
karbamylowe (propoxur)
— nadekspresja transferaz glutationowych Herbicydy chloracetanilidow e(acetochlor, metolachlor) | [14]
Zmiana stabi- | — zwigkszenie stabilno$ci transkryptu genu monooksygenazy cytochromu | Insektycydy (pyretroid) [46]
nosci mRNA | p450 wskutek mutacji
Nadekspresja | — zmiana powinowactwa sterolo- 14a-demetylazy Fungicydy imidazolowe (prochloraz) i triazolowe [8]
lub zmiana — wiele zmian w miejscach przylaczania biakka Cry do receptorow Bioinsektycydy (Cry) [33]
powinowactwa | komérkowych w jelicie owadow — mechanizm nieznany
do biatkka — zmiany w miejscu przylaczenia herbicydu typu difenyleter Herbicydy (acifluorfen, oxyfluorfen) [19]
docelowego do oksydazy protoporfirynogenu IX. Polaczenie inhibitora nietrwale
Minimalizacja | — hiperaktywacja MAP kinaz szlaku transdukcji sygnatow w odpowiedz | Fungicydy fenylpirolowe (fludioxonil),herbicydy [45]
skutkow na stres hiperosmotyczny dikarboksyimidowe
dzialania — usuwanie pestycydu przez pompy blonowe, transport aktywny Fungicydy imidazolowe (prochloraz) i triazolowe [8]
pestycydu — zmiana skfadu kwasow tluszczowych blony komorkowe;j Bakteriocyd (chlorek benzalkoniowy) [40]
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Amplifikacja kopii genu

Strategia ta ma na celu osiagnigcie wyzszego poziomu ekspresji genow kodujacych
biatka odpowiedzialne za detoksykacj¢ ksenobiotykow. Najczestszym przyktadem jest
zwigkszenie kopii genu esterazy do ponad 250 u owaddw, m.in. komarow, zwigkszajace
odpornos¢ na zwiazki fosforoorganiczne i karbaminiany, dzieki szybszej detoksykacji
tych insektycydow [24].

Mutacje punktowe powodujace zmiang wiasciwosci
1/lub struktury biatka innego niz docelowe

Istnieje rowniez mechanizm odporno$ci polegajacy na modyfikacji niektorych
enzymow detoksykujacych, niespecyficznych w stosunku do danego pestycydu i nie
bedacych celem dziatania tych zwiazkéw. W wyniku mutacji specyficznos¢ takiego
enzymu moze zosta¢ zmieniona w kierunku wigkszego powinowactwa do konkretnego
zwiazku, co pozwala organizmom na skuteczna detoksykacje lub inhibicjg pestycydu.
Przyktadem moga by¢ esterazy, tworzace rodzing ztozona z szeSciu grup biatek
enzymatycznych. U Diptera wystepuja one jako zgrupowanie genéw na tym samym
chromosomie. Poza mechanizmem odpornosci polegajacym na amplifikacji kopii
wielogenowych, moga wystapi¢ rowniez mutacje punktowe modyfikujace pojedyncze
geny danej grupy. Na przyktad zmiana niespecyficznej esterazy w specyficzng dla
danego insektycydu hydrolazg moze zaj$¢ w wyniku zmiany jednego aminokwasu w
sekwencji biatka [3,26].

Zwigkszenie poziomu transkrypcji genow enzyméw detoksykujacych

Najczgsciej wystgpujacym mechanizmem odporno$ci owadow na insektycydy jest
wzmozona transkrypcja genow enzymow detoksykujacych: esteraz, oksydaz, transferaz
glutationowych [3,10]. Na przyktad w odpowiedzi na presje selekcyjna wywierang
przez insektycydy chloracetanilidowe (atrazyna) u muchy domowej wystepuje
zwigkszenie poziomu transkrypcji transferaz glutationowych i esteraz bioracych udziat
w detoksykacji tych zwiazkow [11]. Przyktadem podobnego mechanizmu u roslin moze
by¢ nadekspresja syntetazy y-glutamylocysteiny (YECS), enzymu regulatorowego w
procesie biosyntezy glutationu. Podwyzszenie ekspresji YECS oraz transferaz glutatio-
nowych jest zrodlem odpornosci na herbicydy chloracetanilidowe u topoli [14].

Nadekspresja biatka docelowego dla pestycydu

W wyniku stosowania insektycydow karbamylowych i zwiazkow fosforoor-
ganicznych moze wyksztatci¢ si¢ mechanizm odpornosci polegajacy na biosyntezie
wigkszej ilosci kopii acetylocholinesterazy. Czg$¢ czasteczek enzymu pozostaje wowczas
zdefosforylowana i aktywna, a poziom aktywnej AChE $cisle koreluje ze stopniem
odpornosci [10]. Zazwyczaj jednak mechanizm ten wiaze si¢ z wystgpowaniem mutacji
punktowych w genie AChE. Ze wzgledu na to, Ze mutacje punktowe w genie enzymu
powoduja jego zmniejszona aktywnos¢ i stabilno$¢, nadekspresja kompensuje te
niekorzystne zmiany poprzez zwigkszenie ilosci kopii biatka [35].
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Stabilizacja mRNA

Poziom enzyméw moze zosta¢ zwickszony dzigki zapewnieniu wigkszej stabilnosci
transkryptu. Prawdopodobnie mutacja w jednym z genow monooksygenazy cytochromu p450
wplywa na zwigkszona stabilno$¢ transkryptu tego genu i w ten sposob zwigksza
wewnatrzkomorkowy poziom enzymu, co wplywa na odporno$¢ owadéw na pyretroid [46].

Metabolizm 1 detoksykacja pestycydu

Czestym zrédlem odpornosci jest zwigkszenie poziomu i/lub aktywnosci zwiazkow
wiazacych ksenobiotyki (np. glutation, fitochelatyny) lub specyficznych enzymow
bioracych udziat w inaktywacji pestycydu [8,10]. Przykladem moga by¢ bakterie odporne
na analog kwasu glutaminowego — fosfinotricyne. Syntetyzuja one enzym specyficznie
go inaktywujacy — acetylotransferaze fosfinotricyny [21].

Odporno$¢ moze wynika¢ réwniez z braku aktywnej formy enzymu, np. owady
odporne na toksyczne biatko Cry B. thuringiensis nie maja w jelicie proteaz zwykle
trawiacych protoksyng, w zwiazku z czym niepoddany obrdbce proteolitycznej
bioinsektycyd pozostaje w formie nieaktywnej [33].

Minimalizacja skutkéw dziatania pestycydu

Tego typu strategie odpornosciowe skutkuja zwigkszona odpornos$cia na toksyczne
dotychczas zwiazki poprzez: zmniejszenie stopnia wchtaniania pestycydu do komorki
(zmiany w sktadzie §ciany komorkowej, jej uszczelnienie, zmiany w budowie kanatow
btonowych, ktorymi toksyczne substancje przedostaja si¢ przez btong, zwigkszenie ilosci
i aktywnosci pomp btonowych usuwajacych toksyny na zewnatrz komorki). Zwykle za
ostabienie skutkow dziatania pestycydow odpowiada zwigkszenie naturalnej zdolno$ci
detoksykacji reaktywnych form tlenu powstatych w wyniku dziatania pestycydu na
drodze szlaku antyoksydacyjnego. Czgsto tego typu odporno$¢, zwiazana ze zwigkszona
aktywnoscia lub iloscig kopii enzymow szlaku antyoksydacyjnego, wystgpuje u roslin
odpornych na herbicydy uszkadzajace fotosystem II. W odpowiedzi na herbicydy
dikarboksyimidowe i fungicydy fenylpirolowe, zwigkszajace poziom akumulacji glicerolu
w komorkach, u odpornych roslin 1 grzyboéw nastgpuje hiperaktywacja MAP kinaz
szlaku transdukcji sygnatow zwiazanego ze stresem osmotycznym i przywrdcenie
prawidlowego cisnienia osmotycznego w komorce [45]. Mozliwe jest tez aktywne
usuwanie ksenobiotyku poza komorke w drodze transportu aktywnego, jak to ma miejsce
uniektérych grzybdéw odpornych na prochloraz [8]. U bakterii czgstym mechanizmem
odpornosci jest zmiana sktadu kwasow thuszczowych btony, jej struktury oraz zwigkszona
synteza kwasow tejchojowych, co radykalnie zmniejsza przepuszczalnos$¢ btony dla
wielu antybiotykow [40].

Najczestsza droga przekazywania genow odpornosci u bakterii jest koniugacja.
W genomie bakteryjnym odpornos¢ moze by¢ kodowana zardwno na chromosomie
bakteryjnym, jak i przez plazmidy. Jezeli plazmid wystepujacy w komorce nalezy do
koniugacyjnych, odpornos¢ moze by¢ przekazywana nawet migedzy réznymi gatunkami
bakterii, w dodatku proces ten nie zalezy od obecnosci lub braku antybiotykow w
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srodowisku. Na przyktad gen odpornosci na metycyling u Staphylococcus aureus
(Gram+) powstat z genu -laktamazy S. aureus i fragmentu genu pochodzacego z innej
bakterii, prawdopodobnie z E. coli (Gram-), kodujacego biatko wiazace penicyling [18].

Mechanizm dzialania biocydéw wplywa na czas wyksztatcenia si¢ odpornosci na
dany zwiazek. Odpornos¢ na substancje niespecyficznie blokujace rozne uktady
enzymatyczne wyksztalca si¢ wolniej niz w przypadku zwiazkow wysoce selektywnych
w stosunku do substratu.

EWOLUCJA ODPORNOSCI

Genetyczne podstawy odpornos$ci na pestycydy graja decydujaca role dla ryzyka
dalszego rozprzestrzenienia si¢ odpornosci. Nagly spadek efektywnosci pestycydu jest
bardziej prawdopodobny, gdy odpornos¢ jest skutkiem mutacji w jednym genie (np.
gwaltowny rozwoj opornosci na benzimidazole w populacji grzybowych patogenow
roslin). Jezeli odporno$¢ pojawia si¢ dopiero w efekcie synergistycznego dziatania dwoch
zmienionych genow, dopiero mutacja w obu loci powoduje jej wystapienie. Stopniowe
zmiany w kierunku zmniejszonej wrazliwosci na §rodki ochrony ro$lin majq miejsce,
gdy odporno$¢ jest w danej populacji pod kontrola poligenowa. Selekcja jest w tym
przypadku raczej kierunkowa niz réznicujaca [8]. Wykorzystywane jest wowczas
zjawisko naturalnego zré6znicowania wrazliwos$ci na pestycydy u organizmow w populacji
[19]. Mechanizmy odpornosci sa bardzo ztozone, gdyz na efekt dziatania pestycydu
wplyw ma, poza genotypem patogena, rowniez jego stan fizjologiczny i czynniki
srodowiskowe, w tym obecnos¢ 1 aktywno$¢ naturalnych wrogow.

Skutki nabycia odpornos$ci rowniez bywaja zréznicowane. Substytucja w jednym
locus z allelu wrazliwo$ci w allel odporno$ci moze mie¢ wptyw na zmiang bioche-
micznych i fizjologicznych wtasciwosci rozwojowych organizmu. Nabycie odpornosci
na pestycydy moze mie¢ negatywny wplyw na zywotno$¢ patogena w warunkach
braku kontaktu z pestycydem, jak rowniez na jego og6lna kondycje i ptodnosc.
Teoretycznie, wobec tego, ze mutacje w allel odporno$ci wptywaja negatywnie na
zywotnos¢ organizmow, allele te sa z powodu selekcji naturalnej rzadkie w populacjach
atakujacych rosliny niechronione pestycydami. Nabyta cecha odporno$ci mogtaby wigc,
w warunkach zaprzestania stosowania pestycydu, ulec rewersji pod wptywem selekcji
naturalnej. Tak si¢ jednak nie dzieje, badania empiryczne wskazuja bowiem, Ze negatywne
koszty nabycia odpornosci sa w warunkach polowych w znacznym stopniu ograniczane
[23]. Zamiast rewersji, czgsciej wystepuje ewolucja kompensacyjna. Istotnie, po nabyciu
odpornosci przez pierwotnie wrazliwego patogena, jego zywotnos¢ i tempo metabolizmu
moga si¢ zmniejszy¢. Jednak w warunkach braku pestycydu w srodowisku, w genomie
patogena zachodza mutacje kompensujace, zwigkszajace poziom metabolizmu i og6lna
kondycje organizmu. W warunkach ponownego zastosowania pestycydu, patogeny
pozostaja odporne, a ich zywotno$¢ utrzymuje si¢ na wysokim poziomie. Ewolucja i
adaptacja sa bowiem procesami postgpowymi i nicodwracalnymi [20].
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WPROWADZANIE ODPORNOSC,I
JAKO STRATEGIA OCHRONY ROSLIN

Przyktady omowione powyzej koncentrowaty si¢ na zgadnieniu odpornosci naturalnej. W
celu podwyzszenia produktywnosci upraw mozna réwniez zastosowaé biotechnologiczne
wprowadzanie odpornosci do genomoéw organizméw. Coraz popularniejsze staje si¢
wykorzystanie biotechnologicznych metod konstruowania ro$lin uprawnych odpornych na
substancje stosowane dla ich ochrony. Alternatywa dla bezpiecznego dla jednolisciennych
stosowania 2,4-D coraz czg¢$ciej staje si¢ wprowadzanie do genomu roslin uprawnych
genu odpornosci na stosowany herbicyd. Dzigki odpornosci roslin uprawnych mozna
zwigkszy¢ dawke stosowanego srodka chwastobojczego bez obaw o wysoko$¢ plonu.
Niebezpieczenstwu przeniesienia si¢ tych genéw do genomu chwastow w wyniku
zapylenia zapobiega si¢ poprzez klonowanie genow odpornosci do genomu plastydowego
lub przez podzielenie konstruktu i umieszczenie go w dwoch roznych genomach rosliny:
plastydowym i jadrowym [5,38]. Zwykle wprowadzana jest odpornos¢ na herbicydy o
szerokim spektrum dziatania. Przyktadem moze by¢ wprowadzenie dodatkowej kopii
genu enzymu EPSPS do genomu ro$lin uprawnych, co w znacznym stopniu zwigkszyto
ich odporno$¢ na glyfosat [28].

Odporno$¢ na szkodniki mozna uzyskac poprzez produkeje roslin produkujacych toksyny
(m.in. bawetlna z wklonowanym i ulegajacym ekspresji genem biatka Cry pochodzacym z
genomu B. thuringiensis). Podejscie takie jest bardzo korzystne, mozna bowiem ograniczy¢
ekspresje toksyn jedynie do tkanek zagrozonych inwazja szkodnikéw. Ponadto odpornosé
na patogena staje si¢ dziedziczna, co ogranicza koszty ochrony uprawy [33].

Niebezpieczenstwo nabycia przez szkodniki odpornosci wystepuje rOwniez w przy-
padku wykorzystywania toksyn syntetyzowanych przez rosliny. Dlatego metoda syntezy
bioinsektycydow w organizmach roslinnych (tak jak i podczas konwencjonalnego
stosowania pestycydow) wymaga osiagnigcia na tyle wysokiej ekspresji biatka (st¢zenia
pestycydu), by wyeliminowac osobniki heterozygotyczne pod wzgledem odpornosci.
Woéwczas odporne homozygoty beda krzyzowac si¢ z osobnikami wrazliwymi, co
wplynie na op6znienie wyksztatcenia si¢ fenotypu odpornosci w populacji.

STRATEGIE ZAPOBIEGANIA NABYWANIU ODPORNOSCI
NA SRODKI OCHRONY ROSLIN

Wobec szybkiego nabywania odpornosci przez patogeny i szkodniki roslin,
szczegodlnie najszybciej i najskuteczniej na dziatajace selektywnie pestycydy organiczne,
straty w uprawach sa bardzo wysokie. Poszukuje si¢ zatem strategii zapewniajacych
ochrong przed wyksztatcaniem przez szkodniki odpornos$ci na srodki ochrony roslin.

Zaleca si¢ przede wszystkim stosowanie, zamiennie lub jednoczes$nie, kilku ré6znych
metod zwalczania szkodnikow upraw, taczenie chemicznych i niechemicznych metod
ochrony roslin, wykorzystanie naturalnych antagonistow patogena (biokontrola) oraz
rotacj¢ upraw na danym obszarze. Odpornosci krzyzowej zapobiega stosowanie
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mieszanek lub zamienne stosowanie pestycydow o réznym mechanizmie dziatania [12].
Zalecane jest tez pozostawianie obszarow, na ktorych nie stosuje si¢ pestycydu, aby
mogta przetrwac cz¢$¢ populacji patogena niosaca geny wrazliwosci na dany pestycyd.
Zwigksza to prawdopodobienstwo krzyzowania si¢ homozygotycznych form odpornych
z homozygotami wrazliwymi, co zapobiega dryfowi genetycznemu prowadzacemu do
wyksztalcenia form homozygotycznych, odpornych na stosowany $rodek [4]. Na
rycinie 2. przedstawiono schemat zmian w populacji poddanej takiej presji selekcyjne;j.
Wystgpowanie naturalnych wrogow szkodnikow upraw moze w duzym stopniu wptywaé
na powodzenie strategii ochrony roslin. Nawet jedynie czgsciowo skuteczna biokontrola
w polaczeniu z metodami chemicznymi daje korzystny efekt synergistyczny, wptywajac
znaczaco na obnizenie liczebnosci szkodnikéw [39].

Wydaje sig, ze w przysztosci najbardziej efektywne i najszerzej stosowane bgda
tzw. zintegrowane techniki ochrony roslin, faczace technologie biokontroli ze stosowa-
niem biopestycydow, pestycydoéw chemicznych i odmian roélin uprawnych odpornych
na pestycydy. Jest to podejscie ekologiczne, uwzgledniajace liczne interakcje zachodzace
migdzy organizmami, wptyw elementow srodowiska oraz mechanizmy adaptacyjne i
ewolucyjne w populacjach szkodnikow. Poza znacznym ograniczeniem kosztow ochrony
ro$lin techniki te pozwolg ograniczy¢ stopien dewastacji srodowiska naturalnego [39].
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RYCINA 2. Presja selekcyjna wywierana na populacje przez zastosowanie pestycydu i mozliwo$é
wplywania na rozwoj odpornosci (wg [18], zmieniono): 1. Populacja w warunkach braku kontaktu z
pestycydem; w populacji pierwotnej wigkszo§¢ osobnikow jest wrazliwa. 2. Zastosowanie pestycydu
— przezywaja i rozmnazaja si¢ tylko osobniki odporne. 3. Zaprzestanie stosowania srodka — mozliwe sa
min. 2 drogi rozwoju populacji. 4a. Dtuzszy czas bez kontaktu z pestycydem — pojawiaja si¢ spontaniczne
mutanty wrazliwe, w populacji obecnych jest duzo homozygot odpornych. Nastapita zmiana pierwotnej
struktury populacji w kierunku fenotypu odpornosci. 4b. Rozwoj sytuacji przy pozostawieniu obszarow,
na ktorych nie stosowano pestycydu —mozliwe jest krzyzowanie sig homozygot odpornych z wrazliwymi
homozygotami z terendéw, na ktorych nie stosowano srodkdéw ochrony roslin. Powstaje struktura populacji

sprzyjajaca odrodzeniu si¢ fenotypu wrazliwosci
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