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Mechanizmy odpornosci patogendw grzybowych
na substancje czynne fungicydow

Mechanisms of resistance of fungal pathogens
to active substances of fungicides
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Streszczenie

Istotnym problemem wspodtczesnego rolnictwa jest obnizenie efektywnosci dostepnych na rynku srodkéw ochrony roslin. Przyczyng
spadku lub nawet catkowitej utraty skutecznosci fungicydow jest czesto wzrost odpornosci na ich substancje czynne u zwalczanych pa-
togenow. Odpornos¢ na substancje czynne srodkéw grzybobdjczych jest cechg naturalnie wystepujacg w populacjach grzybdéw. Jednak
dziatania cztowieka powodujg nasilenie rozwoju tego zjawiska. W artykule przedstawiono sposoby dziatania substancji czynnych fungicy-
dow najpowszechniej stosowanych w Polsce do ochrony upraw: triazoli, morfolin, inhibitoréw dehydrogenazy kwasu bursztynowego oraz
strobiluryn. Opisano takze mechanizmy nabywania odpornosci przez grzyby na te substancje.

Stowa kluczowe: triazole, morfoliny, strobiluryny, SDHI, odpornos¢ grzybéw

Abstract

A significant problem of modern agriculture is the reduction in the effectiveness of plant protection products available on the market.
The reason for the decrease or even complete loss of effectiveness of fungicides is often the increase in resistance to their active sub-
stances among the pathogens being fought. Resistance to the active substances of preparations is a feature that naturally occurs in fungal
populations. However, human activities cause the development of this phenomenon to intensify. The article presents the modeses of
action of the active substances of the fungicides most commonly used in Poland to protect crops: triazoles, morpholines, succinic acid de-
hydrogenase inhibitors and strobilurins. The mechanisms of acquiring resistance by fungi to these substances have also been described.
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Wstep / Introduction

Wedlug zasad Integrowanej Ochrony Roslin zastosowanie
chemicznych $rodkéw ochrony upraw jest ostatecznos$cia.
Najpierw powinny zosta¢ wykorzystane niechemiczne
metody ochrony, w tym odpowiednia agrotechnika, ptodo-
zmian czy dobdr odmiany odpornej lub tolerancyjnej (Pisz-
czek 1 wsp. 2018b). Niemniej w praktyce rolniczej nie jest
mozliwe uzyskanie wysokich plondéw przy catkowitej rezy-
gnacji z zabiegdw fungicydowych. Nalezy jednak stosowac
je rozsadnie, tak aby nie obcigza¢ niepotrzebnie srodowi-
ska naturalnego i nie podnosi¢ kosztow uprawy. Kolejnym
skutkiem nadmiernego stosowania §rodkéw ochrony roslin
jest wzrost odpornosci zwalczanych patogendéw na apliko-
wane substancje czynne, a tym samym spadek ich efek-
tywnosci. Za pierwszy, powszechnie stosowany fungicyd
uznaje si¢ ciecz bordowska (mieszanina siarczanu miedzi
i wapna), wykorzystang po raz pierwszy w 1885 roku. Fun-
gicydy syntetyczne rozpoczeto produkowaé na poczatku
XX wieku. W latach 40. pojawily si¢ ditiokarbaminiany
(np. tiram, mankozeb, maneb), w latach 50. ftalimidy (np.
kaptan i kaptafol) czy dodyna, a w latach 60. chlorotalonil
(Brent 2012). Wszystkie te zwiazki to substancje typu mul-
ti-site, czyli dziatajagce wielokierunkowo. Wplywaja rowno-
czesnie na kilka miejsc docelowych. Zaktécaja jednoczes$nie
rézne procesy zyciowe w komoérkach grzybowych, a nie —
tak jak substancje typu single-site — tylko konkretne miejsce
w komorce grzybowej. Czesto substancje typu mutli-site
blokuja procesy oddechowe grzyba i uniemozliwiaja kiet-
kowanie zarodnikow (np. mankozeb, chlorotalonil, zwigzki
miedzi) (de Miccolis Angelini i wsp. 2015). Wprowadzenie
w 1967 roku pierwszego fungicydu systemicznego — beno-
mylu — zrewolucjonizowato ochrong roslin (Deising 1 wsp.
2008). W 1973 roku pojawit si¢ na rynku triadimefon, czyli
pierwszy triazol (Ziogas i Malandrakis 2015). W polskim
rolnictwie fungicydy triazolowe zaczgto stosowac w latach
80. Natomiast pierwsze strobiluryny pojawity si¢ w ochro-
nie ro$lin w potowie lat 90. (Bartlett i wsp. 2002).

Mechanizmy dziatania substancji czynnych
fungicydéw / Mechanisms of action of fungicide
active substances

Do ochrony upraw w Polsce stosuje si¢ gtownie substancje
chemiczne z grup: triazoli, morfolin, inhibitoréw dehydro-
genazy kwasu bursztynowego oraz strobiluryn.

Triazole (DMI — DeMethylation Inhibitors; kod FRAC 3)
to najwigksza grupa zwigzkow blokujacych biosyntezg ste-
roli (SBI — Sterol Biosynthesis Inhibitors). Sterole to glowny
sktadnik blon komorkowych organizméw, odpowiadaja
za ich stabilno$¢ i przepuszczalno$¢ (Ziogas i Malandrakis
2015). Triazole hamuja dzialanie 140-dimetylazy sterolu,
enzymu uczestniczacego w syntezie prekursora ergosterolu

(Lepesheva i Waterman 2007; Ziogas i Malandrakis 2015).
W komorkach grzybow i drozdzy do produkcji ergosterolu
wykorzystywany jest eburikol i lanosterol. Zablokowanie
140-dimetylazy sterolu powoduje gromadzenie interme-
diatow ergosterolu (np. lanosterolu), co prowadzi do zmian
w strukturze btony komorkowej (Lepesheva i Waterman
2007).

Morfoliny (kod FRAC 5) hamujg szlak biosyntezy er-
gosterolu na dalszym etapie niz triazole (Joffrion i Cu-
shion 2010). Fungicydy z tej grupy blokuja dwa enzymy:
A8,7-izomeraze oraz Al4-reduktaze (Engels i De Waard
1998; FRAC Code List 2021). Morfoliny moga zaktocac
dziatanie obu enzymow jednoczes$nie lub kazdego osobno.
Mechanizm dzialania rézni si¢ w zaleznosci od substan-
cji czynnej. Fenpropidyna hamuje oba enzymy, cho¢ sil-
niej wpltywa na aktywno$¢ Al4-reduktazy. Fenpropimorf
i tridemorf ograniczaja glownie aktywno$¢ A8,7-izomerazy
(Engels i De Waard 1998).

Inhibitory dehydrogenazy kwasu bursztynowego (SDHI
— Succinate Dehydrogenase Inhibitors; kod FRAC 7) bloku-
ja oddychanie mitochondrialne. Miejscem ich dzialania jest
kompleks dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) w tancu-
chu oddechowym, czyli kompleks II (FRAC Code List 2021).
SDH uczestniczy w cyklu kwaséw tri-karboksylowych i mi-
tochondrialnym tancuchu transportu elektronéw. Zbudowany
jest z czterech podjednostek biatkowych kodowanych przez:
sdhA, sdhB, sdhC i sdhD (Avenot i Michailides 2010). Dehy-
drogenaza bursztynianowa katalizuje utlenienie bursztynianu
do fumaranu z rownoczesng redukcja ubichinonu (Q) do ubi-
chinolu (QH2). Zredukowany ubichinol przekazuje elektrony
na kompleks III. Fungicydy SDHI hamuja transport elektro-
ndéw w miejscu wigzania ubichinonu, uniemozliwiajac oddy-
chanie mitochondrialne (Yin i wsp. 2011).

Strobiluryny (Qol — Quinone outside Inhibitors; kod
FRAC 11) — tak jak SDHI — zaklocaja oddychanie mito-
chondrialne. Dzialtajg jednak w innym miejscu szlaku od-
dechowego. Lacza si¢ z kompleksem enzymu cytochromu
b, czyli kompleksem III (Bartlett i wsp. 2002). Uniemoz-
liwiajg przenoszenie elektrondw pomiedzy cytochromem
b i cytochromem c/, co prowadzi do zmniejszenia syntezy
ATP (adenozynotréjfosforan) i deficytow energetycznych
u grzybow (Fernandez-Ortuno i wsp. 2008). Strobiluryny
nie tylko wykazuja dziatanie grzybobojcze, ale réwniez
indukujg naturalne mechanizmy obronne roslin oraz dzig-
ki hamowaniu syntezy etylenu pozytywnie wplywaja na
wzrost plonowania (Herms 1 wsp. 2002; Ko6hle i wsp. 2002).

Mechanizmy odpornosci grzybéw / Mechanisms
of fungal resistance

Triazole / Triazoles
Mechanizmy odpornosci grzybow na DMI sa zréznico-
wane. Spadek wrazliwo$ci na triazole moze by¢ spowo-
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dowany wystgpowaniem mutacji punktowych. W wyniku
zmiany w sekwencji nukleotydow prawidlowe dzialanie
14a-dimetylazy sterolu nie zostaje zaktocone przez fungicyd
triazolowy (Bolton i wsp. 2012). W genie cyp51 Pyrenopezi-
za brassicae zidentyfikowano mutacje G460S i1 S508T, wa-
runkujace zmniejszong wrazliwos$¢ na triazole (Carter 1 wsp.
2014). U Cercospora arachidicola za odporno$¢ na DMI
odpowiadajg zmiany: G453S, Y461D i Y461N (Qiu 2006).
Z kolei Delye i wsp. (1997) opisali u Uncinula necator muta-
cje Y136F, nadajaca odporno$¢ na triadimenol.

Kilkadziesigt mutacji $ci§le powigzanych ze zmniejsze-
niem powinowactwa DMI do miejsca docelowego opisa-
no u Mycosphaerella graminicola. Za spadek wrazliwo$ci
na triazole u tego patogena na ogoét odpowiada potaczenie
kilku substytucji. Cools i wsp. (2011) wykazali, ze pota-
czenie mutacji L50S + Y461S + V136A nadawato wyso-
ka odpornos¢ na prochloraz, epoksykonazol, propikonazol,
protiokonazol, tebukonazol i triadimenol. Natomiast izolaty
M. graminicola, u ktérych stwierdzono jednocze$nie cztery
zmiany (L50S + Y461S + V136A + S524T) wykazywaly
jeszcze wyzszy poziom odpornosci na propikonazol, pro-
tiokonazol i epoksykonazol. U mutantoéw, u ktorych w ge-
nie cypS51 zdiagnozowano zmiany L50S + Y461S + V136A
+ S524T + D134G opisano odporno$¢ na epoksykonazol
i propikonazol, znaczny wzrost odpornosci na protiokona-
zol i prochloraz, przy tylko niewielkim spadku wrazliwosci
na tebukonazol (Cools i wsp. 2011).

Nie wszystkie mutacje wykrywane w genie cypSl
mozna jednoznacznie powigza¢ ze spadkiem wrazliwo-
$ci grzybow na substancje z grupy triazoli. Od lat badacze
opisuja substytucje w genie cyp5! Cercospora beticola
(np. E297K, 1330T, P384S), jednak dlugo zadna z nich nie
zostata powigzana z odpornoscig grzyba na DMI (Nikou
i wsp. 2009; Bolton i wsp. 2012; Obuya i wsp. 2015; Trkulja
i wsp. 2017). Dopiero niedawno Miillender i wsp. (2020)
udokumentowali, ze mutacje w genie docelowym dla tria-
zoli mogg odpowiadaé za wzrost odpornosci C. beticola na
substancje czynne z tej grupy. Naukowcy wykryli substytu-
cje Y464S, 1387M, L144F oraz podwojng mutacje L144F
+ 1309T. Zmiang 1387M juz kilka lat wcze$niej opisat inny
zespot badawczy (Trkulja i wsp. 2017), ktory jednak nie
powiazat jej ze spadkiem wrazliwosci C. beticola na triazo-
le. Trkulja i wsp. (2017) stwierdzili, ze wzrost odpornosci
grzyba na triazole jest skutkiem nadekspresji genu cyp51.
Rowniez mutacje A185P (Bolton i wsp. 2012) oraz D12N
i P195A (Obuya i wsp. 2015) zidentyfikowane w genie do-
celowym dla DMI u C. beticola nie zostaly skorelowane ze
wzrostem odpornosci grzyba na te fungicydy. Z kolei Nikou
i wsp. (2009) u odpornego na triazole izolatu C. beticola
wykryli mutacje E297K. Na podstawie trojwymiarowego
modelu izolowanego fragmentu genu cyp5/ badacze do-
szli jednak do wniosku, Ze ta substytucja nie odpowiada za
spadek wrazliwosci patogena na triazole. Potozenie muta-
cji od miejsca aktywnego byto zbyt odlegte (Nikou i wsp.

2009). Rowniez w przypadku wptywu mutacji punktowych
na wzrost odpornosci grzyba Blumeria graminis f. sp. tritici
na DMI naukowcy nie sg jednomyslni. Delye i wsp. (1998)
opisali, ze zmiana Y 136F nadaje patogenowi odpornos¢ na
triazole. Niemniej Wyand i Brown (2005) wykryli t¢ sub-
stytucj¢ réwniez u izolatéw Srednio oraz stabo odpornych.
Dlatego tez nie powiazali mutacji Y 136F z odpornoscia pa-
togena na DMI. Wedlug tych badaczy wysoka odpornosé¢
B. graminis f. sp. hordei na propikonazol i triadimenol wa-
runkuje zmiana K147Q. Mutacje w genie cyp5/ niepowia-
zane ze spadkiem wrazliwosci grzybow na triazole wykryto
rowniez m.in. u Mycosphaerella fijiensis (Canas-Gutiérrez
i wsp. 2009), Puccinia triticina (Stammler i wsp. 2009) czy
Phakopsora pachyrhizi (Schmitz i wsp. 2014).

Wzrost odpornosci patogendéw na DMI moze by¢
skutkiem nadmiaru enzymu docelowego dla tych fungi-
cydow spowodowanym nadekspresja genu cyp5/. Ten
mechanizm odpornosci zazwyczaj nie skutkuje tak wyso-
kim poziomem odporno$ci na triazole, jak mutacje punk-
towe. Niemniej izolaty, u ktorych opisano nadekspresje
genu cyp51 sa odporne na wigkszos¢ triazoli, a nie tylko
na konkretne substancje z tej grupy (Ziogas i Malandra-
kis 2015). Zwigkszenie syntezy enzymu moze mieé rozne
przyczyny. Jednym z powodow nadekspresji genu cypSl
mogg by¢ insercje. Zdaniem Luo i Schnabela (2008)
niewielka wstawka 65 pz (par zasad) — Mona — w regio-
nie promotora odpowiada za wzrost ekspresji tego genu
u Monilina fruticola. Ekspresja genu cyp51 byta kilkukrot-
nie wigksza u izolatow grzyba odpornych na propikonazol
niz u wrazliwych. W regionie promotora genu cyp5/ od-
pornych izolatow Venturia inaequalis zidentyfikowano
insercj¢ 553 pz, ktéra prawdopodobnie zwigksza ekspre-
sj¢ genu cypS1. Takg wstawke znaleziono tylko u niekto-
rych izolatow odpornych na triazole, dlatego tez badacze
stwierdzili, ze nie jest to jedyny mechanizm zmniejszajacy
powinowactwo fungicydow triazolowych do miejsca do-
celowego u tego grzyba (Schnabel i Jones 2001). Z kolei
u Penicillium digitatum wykryto powtorzenia sekwencji
126 pz w regionie promotora genu. U izolatéw odpornych
na triazole sekwencja zostala powtdrzona pigciokrotnie,
natomiast u izolatow wrazliwych wystgpowata tylko jed-
na jej kopia (Hamamoto i wsp. 2000). Nieco inne wnioski
dotyczace spadku wrazliwosci P. digitatum na triazole opi-
sali Sun 1 wsp. (2011). Analizujac genom grzyba stwierdzi-
li, ze wystepuja w nim kopie genu cyp51. Za zwigkszenie
ekspresji genu cyp51 odpowiedzialna jest insercja 199 pz
w regionie promotora genu cypS5 1B (Sun i wsp. 2011). Tak-
ze u innych patogenow identyfikowane sa — na ogot 2 lub
3 — kopie genu cyp51. U Fusarium graminearum wykryto
3 kopie genu cyp51 (cyp51A4, cyp51B i cyp51C). Badania
przeprowadzone przez Liu i wsp. (2011) wykazaty, ze za
odporno$¢ patogena na fungicydy triazolowe odpowiadajg
geny cyp5i1A oraz cyp51C. W tym samym eksperymencie
wykazano rowniez, ze niektore funkcje tych gendow sa wy-
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mienne, np. zaden nie jest konieczny do wzrostu grzybni
(Liu 1 wsp. 2011). Wedhug Yana i wsp. (2011) u Magnapor-
the oryzae wystepuja dwie kopie genu cyp51. Stwierdzili
oni jednoczesnie, ze za odpornos¢ na triazole odpowiedzial-
ny jest gen cyp51A. Mutanty M. oryzae, u ktérych usunigto
te kopie genu byly bardziej wrazliwe na fungicydy, a takze
stabiej rosty i zarodnikowaty. Mellado i wsp. (2001) wy-
kryli dwie kopie genu cyp51 u izolatow Aspergillus fumi-
gatus. Obie kopie regulowaty konkretne procesy. Gen cy-
p51A4 wpltywal na odpornos¢ grzyba na triazole. Drugi gen
— ¢cyp51B — nie byl powigzany z odpornoscig. Odpowiadat
przede wszystkim za tempo wzrostu i utrzymywanie ksztal-
tu kolonii (Mellado i wsp. 2005, 2006).

W literaturze mozna znalez¢ niejednoznaczne wyniki
badan dotyczacych wptywu nadekspresji genu cyp5/ na
spadek wrazliwosci C. beticola na DMI. Z badan Boltona
i wsp. (2012) wynika, ze izolaty odporne na triazole wyka-
zywaly od 4,2 do 27,2-krotny wzrost ekspresji genu cyp5!
w porownaniu z wrazliwymi. U izolatow C. beticola sta-
bo i umiarkowanie odpornych ekspresja genu docelowego
dla triazoli byta nizsza niz u odpornych, poniewaz wzrosta
od 1,1 do 2,8-krotnie w stosunku do izolatéw wrazliwych.
Wazrost stgzenia fungicydu powodowal wzrost ekspresji
genu Cbcyp51, ale tylko do pewnego stopnia. Przy ste¢ze-
niu 5 pg/ml ekspresja spadta (Bolton i wsp. 2012). Nikou
i wsp. (2009) takze opisali wzrost ekspresji genu cyp51
u C. beticola. Jednak ci badacze wykazali wicksze wzro-
sty ekspresji niz zespot Boltona i wsp. (2012). Nikou 1 wsp.
(2009) udowodnili, ze u izolatow odpornych ekspresja genu
docelowego dla triazoli wzrosta od 18 do 234-krotnie. Nato-
miast u izolatéw umiarkowanie odpornych wykryto od 3 do
27-krotny wzrost ekspresji genu cyp51. Ustaleniom Nikou
i wsp. (2009) oraz Boltona i wsp. (2012) przecza rezulta-
ty analiz Miillendera i wsp. (2020). Wedhug tych badaczy
u izolatow C. beticola o niskich warto$ciach EC, ekspresja
genu cypS1 po zastosowaniu fungicydu wzrosta az 57-krot-
nie. Z kolei u izolatow o wysokich wartosciach EC, | doszto
do 3—7-krotnego wzrostu ekspresji genu docelowego dla
triazoli. Miillender i wsp. (2020) stwierdzili, ze za te r6z-
nice prawdopodobnie odpowiadaja mutacje w genie cypS1.

Spadek wrazliwosci grzyba na fungicydy triazolowe
moze by¢ takze spowodowany redukcja wchianiania $rod-
ka grzybobojczego, bedaca skutkiem dziatalnosci biatek
transportowych. Transportery usuwaja szkodliwe zwigzki
(nie tylko fungicydy) na zewnatrz komorki grzybowej (Ma
i Michailides 2005; Ziogas i Malandrakis 2015). W tym
procesie biora udzial dwa rodzaje biatek: ABC (ATP-Bin-
ding Cassette) i MFS (Major Facilitator Superfamily). Biat-
ka ABC to pierwotne transportery, ktdre zuzywaja energie
z hydrolizy ATP. Te biatka moga przenosi¢ substraty o roz-
nych wielko$ciach, zard6wno mikro- jak i makroczasteczki.
Transportery ABC znajduja si¢ w btonie komorkowej oraz
btonach organelli, np. mitochondriow, wakuoli czy retiku-
lum endoplazmatycznego (Theodoulou 2000; Stergiopo-

ulos 1 wsp. 2002; Lamping i wsp. 2010). Transporter ABC
zbudowany jest z dwoch czesci. Kazda z nich sklada si¢
z szesciu domen transblonowych (TMD — transmembra-
ne domain) i jednej domeny wiazacej nukleotydy (NBF —
nucleotide binding fold) (Theodoulou 2000). Biatka MFS
sa transporterami wtornymi. Jako zrédlo energii wyko-
rzystuja gradient protonow po obu stronach btony (Lam-
ping i wsp. 2010). W przeciwienstwie do transportero6w
ABC moga przenosi¢ tylko niewielkie czasteczki (Pao
i wsp. 1998). Biatka MFS maja 12 lub 14 segmentow TMD,
ale nie posiadajg fatdu wigzacego nukleotydy (Lv i wsp.
2016).

Morfoliny / Morpholines

Odpornos¢ patogendéw grzybowych na morfoliny nie jest
czestym zjawiskiem. Niemniej w literaturze mozna znalez¢
informacje o spadku wrazliwosci na substancje czynne z tej
grupy u niektérych grzybow (Robertson i wsp. 1996; Ar-
nold 2018; Kiniec 1 Piszczek 2021). Mechanizm odporno-
Sci jest jednak stabo poznany. Gléwnym powodem spadku
wrazliwosci patogendéw na fungicydy morfolinowe wydaja
si¢ by¢ mutacje genowe. Na podstawie analizy krzyzowek
genetycznych Brown i wsp. (1996) wykazali, ze u Blume-
ria graminis f. sp. hordei za odporno$¢ na fenpropimorf
i fenpropidyne odpowiadaja jeden lub dwa $cisle powigzane
ze soba geny. W 2018 roku Arnold udowodnita, ze mutacja
V295L wystepujaca w genie erg24 u izolatow B. graminis
f. sp. hordei nadaje odpornos¢ na fenpropimorf. U izolatow
tego grzyba zdiagnozowano rowniez zmiang D291N. Jed-
nak mutanty z tg substytucja wykazywaty umiarkowang od-
porno$¢ na fenpropimorf (Arnold 2018).

Z kolei powodem spadku wrazliwosci na fenpropidyne
u Ustilago maydis sa dwa niepowigzane geny (Markoglou
i Ziogas 2001). U/fpd-1 i U/fpd-2 warunkuja rowniez wy-
soki poziom odpornos$ci na fenpropimorf, ale nie na pipera-
ling czy tridemorf. Jednak za spadek wrazliwosci izolatow
U. maydis na fenpropimorf odpowiedzialne sg przede
wszystkim geny U/fpm-1 1 U/fpm-2 (Markoglou i Ziogas
1999). Wedtug Markoglou i Ziogasa (2001) wzrost odpor-
nosci U. maydis na piperaling i tridemorf nie moze by¢ spo-
wodowany przez zmian¢ w miejscu docelowym dziatania
tych substancji. Naukowcy stwierdzili, ze obnizona wrazli-
wosC¢ tego patogena na piperaling i tridemorf moze by¢ skut-
kiem przezycia grzyba z wadliwymi sterolami w blonach
plazmatycznych, dziatalno$ci biatek transportowych czy
metabolizowania fungicydu.

Odpornos¢ na morfoliny u Nectria haematococca deter-
minujg trzy niezalezne geny (Fenl, Fen2 i Fen3). Mutacje
w tych genach warunkowaly odporno$¢ na fenpropidyne.
Zmiany w genach Fenl i Fen2 nadawaly niewielki poziom
odpornos$ci na tridemorf. Natomiast mutacje w genie Fen3
w zaden sposob nie oddziatywaly na poziom odpornosci na
te morfoling. U bardzo odpornego na fenpropimorf izolatu
N. haematococca zidentyfikowano mutacje w dwoch
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genach: Fen2 i Fen3, co wskazuje ze te geny moga dziata¢
addytywnie (Lasseron-De Falandre i wsp. 1991). U niekto-
rych izolatow N. haematococca zdiagnozowano takze inne
powody spadku wrazliwosci na fenpropimorf. Lasseron-De
Falandreiwsp. (1999) stwierdzili, ze wzrost odpornosci moze
by¢ takze spowodowany nadekspresja albo modyfikacja
Al4-reduktazy lub tez tolerancja nadmiaru A8,14-sterolu
i spadku poziomu ergosterolu.

Inhibitory dehydrogenazy kwasu bursztynowego (SDHI)
/ Succinic acid dehydrogenase inhibitors

Wzrost odpornosci na SDHI jest obserwowany u réznych
patogenéw grzybowych. Jednak rozwdj odpornosci nie jest
tak dynamiczny jak w przypadku strobiluryn, mimo Ze obie
grupy substancji zakldcaja oddychanie mitochondrialne
(Sierotzki i Scalliet 2013).

Nabywanie odpornosci przez grzyby na SDHI jest spo-
wodowane wystepowaniem mutacji punktowych w genach
podjednostek sdhB, sdhC i sdhD kodujacych dehydrogena-
z¢ bursztynianowa (Avenot i Michailides 2010). Wigkszos¢
substytucji nadajacych patogenom odpornos¢ na inhibitory
dehydrogenazy kwasu bursztynowego jest identyfikowana
w pierwszej z wymienionych podjednostek.

Mutacje punktowe wystgpujace w podjednostce sdhB
moga w rozny sposob wplywaé na wrazliwo$¢ grzybow
na poszczegdlne substancje czynne z grupy SDHI. Izola-
ty Penicillium expansum oraz Botrytis cinerea, u ktérych
zdiagnozowano mutacj¢ H272R w podjednostce sdhB
byly odporne na boskalid, ale nie na fluopyram (Veloukas
i wsp. 2013; Malandrakis i wsp. 2017). Natomiast zmiana
H272Y powodowata odpornos¢ na boskalid u P. expan-
sum oraz umiarkowana odporno$¢ na te¢ substancje czyn-
ng u B. cinerea, przy jednoczesnym wzroscie wrazliwosci
obu grzybow (ujemna odpornos¢ krzyzowa) na fluopyram
(Veloukas i wsp. 2013; Malandrakis i wsp. 2017). Mutanty
B. cinerea, u ktéorych wykryto substytucje N230I byty
umiarkowanie odporne na boskalid, fluopyram i fluksapy-
roksad, ale wrazliwe na biksafen. Z kolei substytucja P225F
nadawata wysoki poziom odpornosci na boskalid, fluopy-
ram, biksafen i fluksapyroksad (Veloukas i wsp. 2013).

U Didymella tanaceti wykryto zmiany nadajace od-
pornos¢ na boskalid zaréwno w podjednostce sdhB, jak
i podjednostkach sdhC i sdhD (Pearce i wsp. 2019). Mutacje
H277R/Y zdiagnozowano w podjednostce sd/iB u izolatow
umiarkowanie, wysoko oraz bardzo wysoko odpornych.
Zmiany identyfikowane w podjednostce sdhC (S73P, G7T9R,
H134R i S135R) nadawaty wysokg 1 bardzo wysoka odpor-
no$¢ na boskalid izolatom D. tanaceti. W podjednostce sdhD
wykrywano mutacje D112E oraz H122R, przy czym pierw-
sza byta diagnozowana zaréwno u izolatow odpornych, jak
i umiarkowanie odpornych (Pearce i wsp. 2019).

Natomiast u izolatow Alternaria solani o obnizongj
wrazliwosci na boskalid, w podjednostce sdhB opisano

substytucj¢ H278Y, a w podjednostce sdhC mutacje HI34R
(Mostafanezhad i wsp. 2022).

Zmiana H260R wystepujaca w podjednostce sdhB nada-
wata odporno$¢ na boskalid izolatom Blumeriella jaapii
(Gleason i wsp. 2021). Substytucja 1262V opisana w pod-
jednostce sdhB lub S84L w podjednostce sdhC odpowiada-
ly za spadek wrazliwosci izolatow B. jaapii na fluopyram.
Z kolei mutacja N86S w podjednostce sdhC zapewniala od-
porno$¢ na boskalid, fluopyram i fluksapyroksad (Gleason
iwsp. 2021).

Strobiluryny / Strobilurin

Najczestszym mechanizmem warunkujacym spadek wraz-
liwosci grzybow na strobiluryny sa mutacje punktowe
w genie cytochromu b (cytB). Na ogdt za wzrost odpornosci
na Qol odpowiada mutacja G143A, czyli zamiana glicyny
alaning w 143 pozycji kodonu. Ta substytucja nadaje wyso-
ki poziom odpornosci na strobiluryny wielu grzybom m.in.:
Pyricularia grisea (Kim 1 wsp. 2003), Alternaria alternata,
Alternaria tenuissima, Alternaria arborescens (Ma i wsp.
2003), V. inaequalis (Fiaccadori 1 wsp. 2011), C. beticola
(Bolton i wsp. 2013; Piszczek 1 wsp. 2018a), Botryotinia

fuckeliana (B. cinerea) (de Miccolis Angelini 1 wsp. 2014)

czy Zymoseptoria tritici (Hayes i wsp. 2016). W genie cytB
niektorych grzybow, m.in. P. grisea (Kim i wsp. 2003), Py-
renophora teres (Semar 1 wsp. 2007), Pyrenophora tritici-
-repentis (Sierotzki i wsp. 2007) czy C. beticola (Vaghefi
i wsp. 2016) diagnozowane sg takze mutacje, ktoérych nie
mozna jednoznacznie powigzac¢ ze wzrostem odpornosci na
strobiluryny — F129L czy G137R.

Wzrost odpornosci grzyboéw na strobiluryny moze byc¢
takze spowodowany wzrostem aktywno$ci alternatywnej
oksydazy (AOX), bedacej enzymem tancucha transportu
elektorow. W momencie zablokowania kompleksu III i IV
transportu elektronéw przez fungicyd, transport elektronow
odbywa si¢ przez alternatywny szlak oksydacyjny. Zahamo-
wane kompleksy zostajag omini¢te (Wood i Hollomon 2003;
Fernandez-Ortuno i wsp. 2008). Ten mechanizm odpornosci
zdiagnozowano m.in. u Magnaporthe grisea (Avila-Adame
i Koller 2002) i C. beticola (Pieczul i Perek 2015). Alter-
natywny szlak oddychania generuje o 60% mniej energii
niz normalne procesy oddechowe, poniewaz AOX nie ma
aktywnosci pompy protonowej. Obnizona ilo$¢ energii nie
pozwala na przeprowadzenie procesow wymagajacych du-
zych naktadoéw energii, takich jak kietkowanie zarodnikow
czy penetracja zywiciela. Dodatkowo, flawony produko-
wane przez ro§liny podczas infekcji zaklocaja aktywnosc
AOX (Wood i Hollomon 2003; Fernandez-Ortuno i wsp.
2008). Dlatego tez wzrost aktywnosci AOX nie spowoduje
utraty efektywnosci fungicydow strobilurynowych w rol-
nictwie.

Spadek wrazliwosci grzybdéw na strobiluryny moze
by¢ skutkiem dziatalnosci biatek transportowych ABC
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i MFS. Taki mechanizm odpornosci na Qol zidentyfikowano
u P, tritici-repentis (Reimann i Deising 2005) czy M. gra-
minicola (Roohparvar i wsp. 2007). Bialka usuwajg na ze-

wrazliwosci na strobiluryny wykryto u Puccinia horiana,
cho¢ u izolatow grzyba nie diagnozowano zmiany G143 A
(Grasso 1 wsp. 2006).

wnatrz komorki grzybowej nie tylko $rodki grzybobdjcze,
ale rowniez naturalne zwiazki toksyczne (np. alkaloidy ro-
slinne 1 fitoaleksyny) czy substancje mutagenne (Andrade
i wsp. 2000).

Analizy genu cytochromu b réznych grzybéow udo- I.
wodnity, ze liczba, wielkos¢ i pozycja intronow nie sg state.
W genie cytB intron typu [ moze zaczynac si¢ bezposrednio
po kodonie glicyny w pozycji 143. W takiej sytuacji mutacja
G143 A powoduje nierozpoznanie granicy intronu, ekspresj¢
wadliwego cytochromu b, a w konsekwencji $mier¢ komor-
ki (Grasso i wsp. 2006; Deising i wsp. 2008). Dlatego tez
w populacjach niektérych patogendéw nie odnotowuje sie
wzrostu odpornosci na strobiluryny. Wystepowanie intronu
zaraz po kodonie glicyny w pozycji 143 wykazano m.in.
u: Puccinia spp., Uromyces appendiculatus, Phakopsora
pachyrhizi, Hemileia vastatrix 1 A. solani. Niemniej spadek

Whioski / Conclusions

Do ochrony upraw w Polsce stosuje si¢ przede wszyst-

kim substancje z czterech grup chemicznych: triazoli,

morfolin, inhibitoréw dehydrogenazy kwasu bursztyno-
wego oraz strobiluryn.

2. Glownym mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost
odpornos$ci patogendw grzybowych na substancje czyn-
ne fungicydéw sg mutacje punktowe.

3. Za spadek wrazliwosci grzybow na substancje czynne

fungicydéw moga odpowiadac takze: nadekspresja genu

docelowego dla danego fungicydu, dziatalnos¢ biatek
transportowych czy wzrost aktywnosci alternatywnego
enzymu.
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