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SISTEMICNO AKTIVIRANA ODPORNOST - NOVA MOZNOST ZA
ZATIRANJE RASTLINSKIH BOLEZNI

Joze Magek'

1ZVLEGEK

Natanénejsi pregled zgodovine fitopatologije pokaZze, da so Ze pred ve¢ kot sto leti povsem
resno razmisljali o tem, kako bi rastline cepili proti dolo¢enim rastlinskim boleznim in bi bile
tako obvarovane pred njimi oz. odporne proti njim, podobno kot je bilo tedaj ze mogoce cepiti
ljudi in zivali in jih do smrti obvarovati pred raznimi nalezljivimi boleznimi. Vendar tega do
nedavnega ni bilo mogode ustvariti, Ceprav je bila Ze znana lokalno aktivirana rezistenca (LAR
= locally activated resistance), ki pa je ni bilo mogocge izrabiti za gospodarsko zatiranje
rastlinskih bolezni.

V zadnjih letih pa so odkrili nov pojav in sicer sistemi¢no aktivirano rezistenco (SAR = systemic
activated resistance), ki obeta, da bo nov pomemben korak pri zatiranju rastlinskih bolezni s
snovmi, ki pri rastlinah nastajajo kot rezultat naravnih, lastnih obrambnih reakcij. Bistveno pa
je, da se to dogaja popolnoma brez spremembe genoma in da popolnoma podobne cbrambne
mehanizme sistemiéno aktivirane rezistence lahko izzovemo (inducirano) tudi z nekaterimi
preprostimi kemi¢nimi snovmi, npr. s salicilno kislino (aspirinom). Ugotovili so namre¢, da
rastline po lokalni okuzbi s paraziti in po indukciji sistemi¢no aktivirane rezistence same
kopiéijo v sebi salicilno kislino. Vprasanje je bilo, ali je endogena salicilna kislina endogeni
rastlinski aktivator? Da bi to raziskali, so ustvarili transgene rastline, ki naj ne bi bile sposobne
kopigiti salicilne kisline. V teh rastlinah pa res ni bilo mogoce inducirati sistemi¢no aktivirane
rezistence. Zdaj sta znani 8e dve substanci, ki ustvarjata omenjeno odpornost in sicer
diklorizonikotinska kislina in metilni ester benzodiazolkarbotioi¢ne kisline.

KURZFASSUNG

SYSTEMISCH AKTIVIERTE RESISTENZ - NEUE MOGLICHKEIT ZUR BEKAMPFUNG DER
PFLANZENKRANKHEITEN

Genauere Betrachtung der Geschichte der Phytopathologie zeigt, dass schon vor mehr als
hundert Jahren ganz ernst dariber gedacht wurde, wie man die Pflanzen gegen bestimmte
Krankheitserreger impfen konnte und so die Pflanzen gegen dieselbe geschitzt bzw.
widerstandsfahig wéaren, so wie man damals schon Menschen und Tiere impfen konnte und
diese dann bis zum Lebensende immun waren. Dies konnte bisher nicht erreicht werden,
obwohl die lokal aktivierte Resistenz (LAR = locally activated resistance) bekannt war, sie
konnte aber zur wirtschaftlichen Bekampfung der Pflanzenkrankheiten nicht eingesetzt
werden.

in den letzten Jahren wurde jedoch ein neues Phanomen, systemisch aktivierte Resistenz
(SAR = systemically activated resistance) entdeckt, von der man erwartet, dass sie ein neuer
bedeutender Schritt bei der Bekampfung der Pflanzenkrankheiten mit den koérpereigenen
Stoffen, die als Resultat eigener natirlicher Abwehrreaktionen entstehen sein wird.
Wesenttlich ist aber, dass dies vollkommen ohne Genomanderung geschieht und dass ganz
ahnliche Abwehrreaktionen der systemisch aktivierten Resistenz auch mit einigen einfachen
chemischen Stoffen, z.B. mit Salizylsdure (Aspirin) induziert bzw. ausgelost werden kénnen.
Es wurde namlich festgestellt, das die Pflanzen nach lokaler Infektion mit Parasiten und nach
Induktion systemisch aktivierter Resistenz selber Salizylsgure in ihrem Korper speichern. Die

! Oddelek za agronomijo Biotehniske fakultete v Ljubljani



306 Joze MACEK

Frage war ob die endogene Salizylsdure endogener Pflanzenaktivator ist? Zur Untersuchung
dieser Frage wurden transgene Pflanzen geziichtet, die nicht fahig waren Salizylsdure zu
speichern. In diesen Pfianzen konnte aber tats&chlich keine systemisch aktivierte Resistenz
induziert werden. Bisher sind zusatzlich noch zwei Substanzen bekannt, die erwahnte
Resistenz hervorufen kénnen und zwar Dichlorisonikotinsaure und Methylester der
Benzodiazolcarbothiosaure.

Malo natanénejsi pogled v zgodovino fitopatologije pokaze, da so Ze pred ve kot sto
leti resno razmisljali o tem, kako bi rastline cepili proti dologenim rastlinskim
boleznim in bi bile tako zavarovane pred njimi oz. odporne proti njim, podobno kot je
mogoce ljudi in Zivali cepiti in jih za dolgo €asa oz. do smrti zavarovati pred raznimi
nalezljivimi boleznimi. Vendar je to tedaj bila le ideja, kajti o procesih, ki pri takem
cepljenju potekajo, niso vedeli e ni¢. Fiziologija, biokemija, serologija in imunologija
sta bili tedaj Se povsem nerazviti.

Ze zgodaj v tem stoletju pa se je izkazalo, da po poti cepljenja pri rastlinah odpornosti
ni mogoce doseci, ker rastline nimajo krvi, ne pretoénega sistema, predvsem pa se v
njih ne morejo tvoriti protitelesa kot odziv na antigene, ki bi bili lahko tudi
povzrocitelji rastlinskih bolezni. Pri rastlinah je sicer Ze dolgo znana neke vrste
imunska reakcija, npr. pri koreninskem raku (Agrobacterium tumefaciens), kjer v
okolici okuZenega mesta - vendar pa le v obmoc¢ju nekaj milimetrov ali kvedjemu
centimetrov - nove okuZbe ne uspejo, toda tega ni mogode izrabiti za ves sistem
rastline, $e manj pa to lastnost izrabiti v gospodarskem smislu. To dognanje pa je
preusmerilo iskanje vnosa odpornosti od rastline oz. njenih tkiv na parazitsko glivo
oz. njene organe (micelij, spore, havstorije in dr.), t. j. na podro¢je sistemicnih
fungicidnih substanc, s katerimi bi te v rastline vnesli od zunaj, nato bi pa vsaj nekaj
Gasa delovale od znotraj - torej endoterapevtsko. Tako so prisli do ideje sistemiénih
oz. pozneje kurativnih fungicidov. To mozZnost je raziskovalo veé indtitutov po svetu,
nam najblizji je bil Institut za fitopatologijo na Tehniski visoki $oli v Ziirichu pod
vodstvom prof. dr. Ernesta Gdumanna. Klasiéno Zlahtnjenje na odpornost in zdaj$nje
gensko inZenirstvo, s prenosom genov za odpornost, moramo v tej zvezi seveda pustiti
vnemar.

Kljucno vprasanje pri skriningu za sistemi¢ne fungicide je bilo, kako najti substance,
ki bi bile strupene za glive, neskodljive pa za rastline in sicer za njihove najneZnejse
organe in organele (protoplazmo, jedro, mitohondrije in dr.). Pri preventivnih ali
protektivnih fungicidih pride rastlina z njimi v stik samo s svojimi sorazmerno
odpornimi zunanjimi krovnimi tkivi (npr. s kutikulo, sestavljeno iz zapletenih
polimerov), pa e pri teh so se ob neskrbnem delu ali prevelikih odmerkih dogajali
oZigi. Pri sistemiénih fungicidih mora biti kemoterapevtski indeks neprimerno
ugodne;jsi. TeZava pri iskanju je bila predvsem v tem, da sta tako gostiteljska rastlina
kot parazitska gliva rastlini, z vsebinsko enakim ali zelo podobnim metabolizmom.
Najti take diferencialne substance, ki bi bile strupene le za glive, ne pa za gostiteljske
rastline, je bilo podobno iskanju Sivanke v kupu sena in tudi neuspe$no, dokler se niso
spomnili na razliko v sestavi celi¢ne stene pri vi§jih rastlinah in pri vi§jih glivicah, ki
je predvsem v tem, da membrane gliv vsebujejo hitin, ki je sicer sestavina nohtov,
kopit, parkljev, torej sestavina toplokrvnih organizmov, za vi§je (zelene) rastline pa so
tedaj menili, da ga nimajo. Hitin nastane iz predhodnih substanc - prekurzorjev -
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sterolov. In tako je nastala velika skupina sistemi¢nih fungicidov - tako imenovanih
inhibitorjev sinteze sterola (kot so npr. benzimidazoli), pozneje tudi $e drugih skupin.

Sistemiéni fungicidi pa uéinkujejo na eno (one site) ali nekaj vozli¢ v metabolnem
krogu in se zato proti njim v $tevilnih primerih sorazmerno hitro pojavi odpornost ali
rezistenca. Da bi se izognili moZnemu pojavu rezistence, ki nastane kot rezultat
uinkovanja sistemiénih fungicidov na glive, so se pri raziskavah, iz gliv kot
parazitskih organizmov, preusmerili na vi§je rastline, kot gostiteljske rastline, da bi v
njih inducirali (izzvali) rezistenco proti parazitom, podobno kot je bilo misljeno pri
vakcinaciji.

Rastline so v svojem filogenetskem razvoju skozi milijone let morale razviti
obrambne mehanizme, tako pasivne (npr. debele celicne stene, dlakavost,
mikrobicidne substance) kot tudi aktivne, ki zagnejo delovati $ele ob dejansko izvrSeni
okuzbi (histogene reakcije, pospeSena tvorba oksidacijskih encimov, nastanek
alkaloidov itn.). Ta aktivha odpornost lahko ostane omejena na oZjo okolico
okuZenega mesta in se potemn imenuje lokalno aktivirana rezistenca LAR (Locally
activated resistance, lokal induzierte Resistenz), ali se lahko raz§iri sistemiéno po
rastlini SAR (Systemic activated resistance, systemisch aktivierte Resistenz), kar je
sorazmerno nov raziskovalni doseZek. Bistveno je, da se to dogaja popolnoma brez
spremembe genoma. Ti sistemino aktivirani obrambni mehanizmi rastline so doslej
najbolj$e raziskani pri kumarah in tobaku in v nasprotju z zgledom pri koreninskem
raku uéinkujejo na Ziroko proti $tevilnim glivam, bakterijam in virusom. Spekter
varstva in biokemiéni obrambni mehanizmi so znacilni za vrsto gostiteljske rastline in
niso odvisni od parazitske vrste, ki jo okuZuje in ki izzove sistemi¢no aktivirano
rezistenco.

V preglednici 1 je razviden spekter aktivnosti sistemi¢no aktivirane rezistence pri
kumari po okuzbi z glivo Colletotrichum lagenarium - kumarnim oZigom ali z
virusom tobakove nekroze (Tobacco necrosis virus)

Preglednica 1 Spekter aktivnosti sistemicno aktivirane rezistence pri kumari (Cucumis
sativus), inducirane z glivo Colletotrichum lagenarium in virusom TNV

_Bolezen Povzrotitej
Kumarni ozig Colletotrichum lagenarium
Kumarna krastavost Cladosporium cucumerinum
Listna in stebelna pegavost Mycosphaerella melonis
Fuzarijska uvelost Fusarium oxysporum f. sp. melonis
Kumarna plesen Pseudoperonospora cubensis
Oglata bakterijska pegavost Pseudomonas lachrymans
Bakterijska uvelost Erwinia tracheiphila
Kumarni mozaik Virus kumarnega mozaika
Tobakova virusna nekroza Virus tobakove nekroze

L. 1979 je Ray White z Rothamsteadske poskusne postaje v Angliji dokazal, da
zunanja aplikacija salicilne kisline ali aspirina povzroéi nastanek PR (pathogenesis
related) proteins, od patogeneze odvisnih proteinov, ki so zavarovali tobak pred
tobakovim mozai¢nim virusom. To dognanje dokazuje, da je mogole inducirati
sistemi¢no aktivirano rezistenco s preprostimi molekulami. Toda koli¢ina salicilne
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kisline, ki se zahteva za uéinkovito zatiranje je zelo velika, verjetno zato, ker se v
rastlini hitro razkraja.

Zato je bilo veliko preseneenje, ko so v razli¢nih laboratorijih neodvisno drug od
drugega odkrili, da rastline same kopiéijo salicilno kislino po indukeiji sistemiéno
aktivirane rezistence po lokalni okuZbi s paraziti. Ali je salicilna kislina naravni
endogeni rastlinski aktivator? Da bi raziskali vlogo endogene salicilne kisline v
tobaku so kreirali transgene rastline, ki naj ne bi bile sposobne kopiciti salicilne
kisline. Resni¢no v teh rastlinah ni bilo mogoce inducirati sistemiéne aktivirane
rezistence. To dejstvo mo¢no podpira domnevo, da je salicilna kislina resniéno
pomembna signalna molekula, ki vodi do sistemino aktivirane rezistence oz. jo
povzroca.

Za aplikativne namene pa je bistveno, da lahko iste mehanizme sistemi¢no inducirane
rezistence izzovemo oz. povzrofimo tudi z nekaterimi kemiénimi snovmi. Poleg
salicilne kisline sta ugotovljeni e dve substanci, pri katerih so spremenili osnovni
obro¢ omenjene kisline in sta nastali diklorizonikotinska kislina in metilni ester
benzotiadiazolkarbotioiéne kisline, kar je aktivna snov rastlinskega aktivatorja
Biona® koncerna CIBA-GEIGY. Precejinja podobnost obeh s salicilno kislino je
razvidna iz strukturnih formul (slika 1)
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Slika 1: Dozdaj znani rastlinski aktivatorji

Ze nekaj let raziskujejo tudi vpliv epoksikonazola - pripravka Opus in propikonazola -
pripravka Tilt na indukcijo omenjene sistemi¢no aktivirane rezistence. Ta dva
pripravka tudi lahko izzoveta sistemi¢no aktivirano rezistenco, vendar le proti
gliviénim, ne pa proti bakterijskim in virusnim boleznim.
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Slika 2: Dolgotrajna u¢inkovitost epoksikonazola
Zgoraj: Epoksikonazol in meSanico s ciprodinilom so na p3enico aplicirali enkrat v stadiju oblikovanja
bili. Podatki so povpreéje 5 poskusov v |. 1994,
Spodaj: Varstvo riza pred Pyricularia oryzae z enkratno aplikacijo. Podatki so povpre&je 5 poskusov iz
rastnih dob 1993/1994 na Japonskem.

Kriteriji za uvrstitev med rastlinske aktivatorje so razvidni iz 2. preglednice.

Preglednica 2: Kriteriji za rastlinske aktivatorje

® Enak spekter u€inkovanja kot v bioti¢nem modelu,

® Aktiviranje istih biokemi¢nih obrambnih mehanizmov kot v bioti¥nem modelu,

® Cas aktiviranja je med tretiranjem rastline in zaetkom uginkovanja,

©® Aktivna substanca ali njeni metaboliti ne smejo imeti nobenega direktnega uc¢inka na bolezenske
povzrotitelje.

Aktiviranje genov za sistemi¢no aktivirano rezistenco pri pSenici

Pri enokali¢nicah so naravni obrambni mehanizmi §e sorazmerno malo raziskani in jih
je v rastlinjakih teZko opazovati. V teh razmerah so pri pSenici doslej ugotovili 5
genov (WCI = wheat chemically induced), ki so v tesni korelaciji s sistemi¢no
aktivirano rezistenco. Indukcija genov je oéitno tesno povezana z indukcijo sistemiéno
aktivirane rezistence in je zato zelo ustrezna za markerske gene. Bioti¢na funkcija
genov Se ni povsem znana. Indukcijo 2 markerskih genov so skuSali izzvati z
Bionom®, Tiltom in Opusom (slika 3)



310 Joze MACEK

Slika 3: Indukcija pieni¢nega gena WC-1 z rastlinskim aktivatorjem Bionom® (= benzotiadiazol-BTH)
in s fungicidi epoksikonazolom (Epx) in propikonazolom (Ppz) pri p3enici. Od leve: Co je
netretirana kontrola, BTH 20 in 60 ppm, Ppz 20 in 60 ppm, Epx 20 in 60 ppm. Indukcijo
genov so dologili 4 dni po listni aplikaciji z analizo RNK-gel blot. Medtem ko rastlinski
aktivator Bion® ekspresijo genov zelo mo&no poveda, te genske ekspresije pri aplikaciji z Epx
in Ppz ni.
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Slika 4: Ué&inek fungicidov epoksikonazola (Opus®) in propikonazola (Tilt®) na okuzbo kumar
(Cucumis sativus cv. Wisconsin) s Colletotrichum lagenarium in Pseudomonas lachrymans.
Za primerjavo: zmanj$anje okuzbe po aktiviranju rastlinskih odpornostnih mehanizmov s
kemitnim (Bion®) in biotitnim aktiviranjem. Bioti¢no aktiviranje: 5-7 okuzenih mest od C.
lagenarium na 1. pravem listu. Fungicidi/Bion®: 200 ppm aktivne snovi, aplikacija na liste
Inokulacija s patogeni: 4 dni po aplikaciji.
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Fungicidi ufinkujejo proti gliviénemu, ne pa proti bakterijskemu povzroéitelju.
Bioti¢no aktiviranje odpornostnih mehanizmov pri kumarah in kemi¢no aktiviranje z
Bionom® varuje pred obema bolezenskima povzrogiteljema.

Po tretiranju z Bionom® traja nekaj dni, da se obrambni mehanizem v celoti
vzpostavi. Cas aktivacije med tretiranjem in varovalnim uginkom je nadaljnji kriterij
za rastlinski aktivator (pregl. 2). Podobno kot cepivo pri toplokrvnih organizmih, ga je
treba aplicirati pred okuZbo, kar je nedvomno §ibka tocka, ker se s tem nekako
vraamo nazaj v obdobje protektivnih fungicidov.

Verjetno mesto uéinkovanja Biona® v signalni verigi sistemi¢no aktivirane rezistence
je prikazano na sliki 4. Po primarni okuZbi tvori rastlina dozdaj $¢ neznan sistemiéni
signal, ki se razSiri po rastlini. NeokuZeno tkivo spozna ta signal in v njem se
inducirajo obrambni mehanizmi. Ta proces poteka v §tevilnih rastlinah prek salicilne
kisline. Bion® uginkuje analogno kot salicilna kislina in aktivira rastlino tudi brez
okuZbe s parazitom.

. " Model utinkovanja biona

Slika 5: Shemati¢ni prikaz aktiviranja sistemiéno aktivirane rezistence (SAR) in verjetno mesto
uc¢inkovanja Biona®. Okuzba izzove lokalne in sistemidne obrambne mehanizme. Za ta
namen se po rastlini razdeli kemi¢na signalna molekula. NeokuZeno tkivo spozna ta signal in
s tem se izzove SAR. Ta proces v §tevilnih rastlinah posreduje salicilna kislina. Tukaj Bion®
nadomesti salicilno kislino in izzove obrambne reakcije brez predhodne okuzbe.

V nekem skriningu so nasli redke mutante plevela Arabidopsis thaliana, katerih
obrambne mehanizme s sistemiéno aktivirano rezistenco ni bilo mogoce izzvati niti z
okuzbo s paraziti niti kemi¢no z Bionom® ali s salicilno kislino. Te mutante so
nadaljnji dokaz, da Bion® v rastlini izrablja isto signalno verigo kot biotiéna
indukeija. Po drugi strani pa dokazujejo tudi, da Bion® uéinkyje izkljuéno prek
rastline in nima nikar§nega neposrednega vpliva na parazita.

Zgled za u€inkovanje SAR s Sirokim spektrom.
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Kemidna aktivacij
z BTH (Bion®)

Bioti¢na aktivacija
sTNV
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Bolezenski povzrotitelj enski povzrotitelj Bolezenski
Colletotrichum lagenarium  Pseudomonas lachrymans povzrotitelj TNV

Slika 6: Spekter uginkovanja sistemi¢no aktivirane rezistence (SAR) pri kumari (Cucumis sativus) po
bioti¢ni aktivaciji z virusom tobakove nekroze in kemigno aktivacijo z rastlinskim aktivatorjem
bionom® (CGA 245704). Netretirane kumare (prva vrsta) so okuzili s kumarnim oZigom
(Colletotrichum lagenarium) (levo) z bakterijo Pseudomonas lachrymans (v sredi) in z
virusom tobakove nekroze-TNV (desno). Po okuZbi prvega pravega lista s TNV je rastlina
zavarovana proti kasnej§im okuzbam (srednja vrsta). Po tretiranju z 200 ppm biona (zadnja
vrsta) je rastlina zavarovana pred istim spektrom parazitov.

Indukcija hitinaze in glukanaze pri pSenici

Kot smo Ze omenili, je indukcija sistemino aktivirane rezistence v korelaciji s
kopiéenjem proteinov, ki so v zvezi s patogenezo (PR-proteins). Ti se prvenstveno
kopicijo v intercelularnih prostorih, t. j. predvsem tam, kjer rastejo mikrobi, predno
zaénejo razkrajati celiCne stene. Med PR proteini sta rastlinska encima hitinaza in
glukanaza, ki imata tako lastnost in jih zato jemljejo v podtev kot moZne mehanizme
rastlinskih obrambnih reakcij. Obstajajo konstitutivne, torej v rastlini trajno zastopane
oblike encimov, in take, ki jih je mogoce inducirati. S protitelesci proti baziéni
tobakovi-f-1,3-glukanazi in baziéni tobakovi hitinazi so testirali, e je te encime
mogoCe inducirati tudi v pSenici. Ta protitelesca imajo navzkriZzno reakcijo z
ustreznimi pSeniénimi encimi. V poskusih ni bilo mogoce po enkratni lastni aplikaciji
pri pSenici inducirati niti baziéne B-1,3-glukanaze niti bazi¢ne hitinaze. Kolidine
encimov v vzorcih so bile zelo majhne in na meji detekcije. To morda temelji na
majhni specifi€nosti uporabljenih protitelesc za pSeni¢no hitinazo. Dodatno so
aktivnost hitinaze merili tudi neposredno. Pri tem ni bilo mogo&e niti po aplikaciji
Biona® niti po Skropljenju z obema fungicidoma ugotoviti povefane encimske
aktivnosti. Indukeija hitinaze in B-1,3-glukonaze z epoksikonazolom pa je znana na
celiénih kulturah son&nic in pri pSenici v hidrokulturi. Pri poskusih s pSenico so prav
tako uporabljali protitelesca proti baziéni tobakovi hitinazi in glukanazi, kot v
obravnavanih poskusih. Zdi se, da indukcija encimov nastane le v posebnih poskusnih
razmerah.

Indukcija rastlini lastnih obrambnih mehanizmov s fungicidom epoksikonazolom naj
bi temeljila na zmanjani tvorbi etilena. Etilen je pomembna regulacijska snov v
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metabolizmu rastlin. Povezave med etilenom in sistemi¢no aktivirano rezistenco pa
doslej ni bilo mogodée dokazati.

Vedno znova opisujejo indukceijo rastlini lastnih obrambnih mehanizmov s fungicidi.
V obravnavanih poskusih ni bilo nikakr$nih znamenj da bi epoksikonazol in
propikonazol vzpodbujala sistemino aktivirano rezistenco. Tudi ni bilo nobenih
nadelnih razlik med obema fungicidoma. Bion® pa nasprotno ima poseben
mehanizem uéinkovanja: aktivira namre¢ mehanizem sistemiéno aktivirane rezistence.

Izraba sistemic¢no aktivirane rezistence v praksi ?

Bion® so razvili za uporabo pri pSenici, tobaku, rizu in drugih rastlinah. V p3enici naj
bi pripravek uporabljali proti Zitni pepelovki enkrat v stadiju razra§¢anja v odmerku
30 g/ha. PSenica je zavarovana 50-60 dni.

Se boljsi so uginki Biona® pri preprecevanju okuzbe riza s Pyricularia oryzae z
enkratno aplikacijo, kjer okuzba na tako tretiranih boksih po 75 dneh doseze le nekaj
nad 2%.

Zelo obetavna je uporaba Biona® za zatiranje tobakove plesni (Peronospora
tabacina) v skrajno majhnih odmerkih 12,5-35 g/ha.

Dejstvo, da sistemiéno aktivirana rezistenca temelji na ve¢ mehanizmih, kaZe, da je
nevarnost, da bi nastali prek rastline za snov neoblutljivi paraziti, majhna. To
pomaga, da se Zivljenjska doba rezistentnih sort lahko podalj$a, ker morebitna
selekeija virulentnih sevov ali patotipov traja dlje Casa.
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