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Uvob

Jo§ pre 20 godina je utvrdeno da je enzim acetolaktat sintetaza (ALS)
primamo mesto delovanja jedne nove klase herbicida sulfonilurea i imidazolinona
(Ray, 1984). U proteklim godinama obavljena su mnoga istraZivanja koja su
doprinela razumevanju ovog enzima kao ciljanog mesta delovanja herbicida.
Derivatizacijom imidazolinona i sulfonilurea dobijeni su novi herbicidi iz ovih klasa.
Svi ovi herbicidi neobi¢no interreaguju sa enzimom, a ove interakcije mogu biti od
koristi za obja$njenje njihove efikasnosti. Neocekivano brzo pojavila se rezistentnost
nekih korovskih biljaka (Lactuca serriola L., Kochia scoparia (L). Schrad.) na ove
herbicide (MOLLORY-SMITH i sar., PRIMIANI { sar., 1990a). Od pojave prvih
korovskih biljaka koje su razvile rezistentnost na ALS inhibitore do danas stalno je
rastao broj novih vrsta rezistentnih na ove herbicide. I danas taj broj prevazilazi broj
korovskih biljaka koje su razvile rezistentnost na stare, dugo i stalno upotrebljavane
triazinske herbicide. Prema podacima Heap (1999) u &itavom svetu postoji 58 vrsta
rezistentnih na ALS inhibitore. Sa razvojem ove pojave razvijale su se i razli¢ite
procedure radi jo$ boljeg razumevanja mehanizma rezistentnosti i pradenja promena
osetljivosti enzima na delovanje herbicida. (GERWICK i sar., 1993). Poseban
napredak je ucinjen razvojem metoda pre€i§cavanja ALS iz kukuruza, kao i otkride
postojanja enzima u monomernom i oligomernom stanju agregacije. Interakcija
enzima sa herbicidom zavisi i od stanja agregacije enzima.

HEMIJSKA STRUKTURA I BIOLOSKA AKTIVNOST ALS INHIBITORA

Hemijska struktura ove klase herbicida moZe se predstaviti na sledeci nadin:
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Molekul herbicida sulfonilurea sastoji se od aril radikala, heterocikli¢nog
prstena i sulfonilurea mosta. Naj¢eSce, kod danas poznatih herbicida, aril radikal
Cine prsten fenil, naftil, tiofen, furan i piridin (LEVITT, 1984), a heterocikli¢ni
prsten, prsten simetri¢nog pirimidina, simetrickog triazina i triazola. Klasi¢ni
sulfonilurea most ima sledeéu strukturu:

—50 ,~~NH _TI_NH —_—
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Ovaj most moZe biti modifikovan, ali se ovim modifikacijama herbicidna
aktivnost umanjuje (SAUERS, 1983). Herbicidna aktivnost ne zavisi samo od
prirode sulfonilurea grupe nego i od poloZaja ove grupe u odnosu na druge
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supstituente u aril radikalu. Takode, nivo aktivnosti svakog modifikovanog
sulfonilurea mosta zavisi od tipa aril i heterocikli¢nog prstena u molekulu. Kada je
u pitanju fenil grupa, najjacu heterocikli¢nu aktivnost imaju jedinjenja kod kojih je
supstituent u orto poloZaju u odnosu na sulfonilurea most. Visoku herbicidnu
aktivnost imaju jedinjenja kod kojih je heterocikli¢ni prsten pirimidina ili triazina
koji sadrZi alkil ili aloksi supstituent u poloZaju X i Y. Ostali heterociklusi sa
azotom kao $to su triazoli, asimetri¢ni triazini, pridini i supstituisani pirimidini,
imaju uvek niZu herbicidnu aktivnost (LevitT, 1982; SELBY 1 WOLF 1983; ToPFL 1
KRISTINSSON 1983; ZIMMERMAN, 1984).

Iz klase sulfonilurea proizasle su dve nove klase herbicida.
Reorganizacijom sulfonilurea mosta nastale su nove klase: triazopirimidin
sulfoanilida i pirimidil oksibenzoeva kiselina (GERWICK i sar., 1990; HAWKES,
1989; SUBRAMANIAN i sar., 1989).
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triazolopirimidin sulfoanilid pirimidiloksibenzoeva kiselina

Triazopirimidin sulfoanilid razlikuje se od klase sulfonilurea po tome §to
umesto piridinovog prstena imaju triazopirimidin prsten i §to benzolov prsten ima
dva supstituenta u orto poloZaju. Pirimidil oksibenzoeva kiselina je znacajno
promenjen molekul u odnosu na sulfoniluree. Od opste strukture sulfonilurea on
ima samo meta supstituisan pirimidinov prsten.

Imidazolinoni su karakteristi¢ni po tome §to je imidazolinon prsten vezan
za aromatiéni prsten u poloZaju 2. Aromatic¢ni prsten sadrZi karboksilnu kiselinsku
grupu u orto poloZaju prema imidazolinonovom prstenu. Imidazolinoni koji sardrze
tri razli¢ita aromati¢na prstena su komercijalizovani.
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Dve nove klase herbicida proizasle su iz imidazolinona: nearomati¢ni
imidazolinoni i sulfonilkarboksimidi.

HC
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Nearomati¢ni imidazolinoni od imidazolinona se razlikuju po tome $to u
aromati¢nom prstenu sadrZe izmenu kod 2-buten kiselinu (PATENT J63196-570A).
Sulfonil karboksimidi su takode derivati imidazolinona (ALVARADO i sar., 1989).

BIOSINTEZA AMINOKISELINA SA RAZGRANATIM LANCEM

Valin, izoleucin i leucin se sintetizuju u biljkama i mikroorganizmima
uobicajenim putem. U ovaj proces su ukljudena Cetiri enzima: acetolaktat sintetaza,
kisela keto reduktoizomeraza, Kkisela dihidroksi dehidrataza i razgranata
aminokiselinska transaminaza. U biosintezi izoleucina udestvuje jo§ jedan dodatni
enzim treonin dehidrataze, a u biosintezi leucina ucestvuju jo§ tri dodatna enzima
2-izoropilmalat sintetaza, 3-izopropilmalat dehidrataza i 3-izopropilmalat
dehidrogenaza (JONES i sar., 1985; MIFLIN, 1974).

Regulacija puteva biosinteze u biljkama deSava se inhibicijom treonin
dehidrataze kod izoleucina (SHARMA 1 MAZUNDER, 1970) inhibicijom 2-
izopropilmalat sintetaze kod leucina (OAks, 1965) i inhibicijom ALS kod sve tri
aminokiseline (MIFLIN, 1971; MIFLIN 1 CAVE, 1972).

U procesu sinteze valina, izoleucina i leucina udestvuju &etiri enzima
(BAYER, 1980). Enzim acetolaktat sintetaza (ALS) katalizuje prvu reakciju u
biosintezi ovih aminokiselina iz piruvata. Za svoju aktivnost ovaj enzim zahteva
vitamin tiamin, pirofosfat, jon Mg i FAD (Flavin adenin dinukleotid). ALS
kataliSe:

* kondezaciju dva molekula piruvata do acetolaktata koji dalje dovodi do

sinteze valina i

* kondezaciju jednog molekula pirivata sa o-karbobutiratom

(oksibutiratom) do a-aceto-B-hidroksibutirata koji dalje dovodi do

sinteze izoleucina i leucina (ANDERSON 1 HIBBERD, 1985; CHALEFF I

MAuvaAIs, 1984).

INHIBICIJA ALS SULFONILUREAMA I IMIDAZOLINONIMA

U prvim radovima utvrdeno je da sulfoniluree brzo inhibiraju deobu
Celija kod biljaka (RAY 1980, 1990; Rost, 1984), a kasnije su identifikovani
osetljivi biohemijski procesi koji izazivaju ovu inhibiciju. U prou&avanju ciljanog
mesta dejstva koriScene su kulture bakterija. PoSto bakterije imaju veliku sli¢nost
sa biljkama u pogledu proticanja osnovnih Zivotnih procesa Laross 1 SCHLOSS
(1984) su koristili bakterije za utvrdivanje primamog mesta delovanja sulfonilurea.
Nekoliko vrsta bakterija su koristili za utvrdivanje njihove osetljivosti prema
sulfonilmeturon-metilu. U prisustvu valina sulfonilmeturon-metil inhibira rastenje
Salmonella typhimurium, ali je inhibicija reverzna u prisustvu izoleucina. Ovakav
efekat se ne moZe ostvariti ako se doda jedna od 18 aminokiselina. Ovi i drugi
eksperimenti sugerisali su da sulfoniluree inhibiraju neku od stepenica u biosintezi
aminokiselina sa razgranatim lancem. U seriji dobro izvedenih eksperimenata
koridcenjem rezistentnog mutanta na sulfonilmeturon-metil utvrdeno je da je
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primarno mesto delovanja ovog herbicida acetolaktat sintetaza. Acetolaktat
sintetaza (ALS) je dobro poznat i kao acetohidroksikisela sintetaza (AHAS), enzim
koji ima kljuénu ulogu u biosintezi aminokiselina sa razgranatim lancem kod
bakterija, gljiva i vi$ih biljaka.

Inicijalni radovi LAROSss 1 ScHLOSS (1984) i serija radova ovih i drugih
istraZivada iz Du Ponta (LARoOss 1 SiMuLSK1, 1984; ScHLOSS, 1984; ScHLOS, 1988;
SCHLOSS i sar., 1985; SCHLOSS i sar., 1988; SMITH i sar., 1989) doprineli su
karakterizaciji molekularnih i genetickih detalja inhibicije ALS u bakterijama. U
Salmonella typhimurium i Escherichia coli nadeno je viSe izoenzima acetolaktat
sintetaza od kojih je svaki kodiran posebnim genom. Medutim, kod gljiva samo
jedan gen kodira ALS. Izoenzim Il iz Salmonella typhimurium (LAROSS 1 SCHLOSS,
1984) i izoenzim HI iz Escherichia coli (LAROSS 1 SIMULSKI, 1984) pokazuju
osetljivost na sulfometuron-metil. Izoenzim II je neosetljiv na ovaj herbicid
(LAROSSA 1 SMULSKI, 1984).

Na osnovu rada LAROSSA 1 SCHLOSS (1984), RAY (1984) je pretpostavio
da je ista aktivnost sulfonilurea u biljkama. Sirovi enzimi iz graska su jako
inhibirani hlorsulfuronom. Biljni enzimi su mnogo osetljiviji nego enzimi ALS
bakterija i gljiva. Inhibicija deobe celija je detektovana vec kod koncentracije od
2,8 nM (1 ppb). Iso vrednost ili koncentracija hlorsulfurona koja inhibira 50% ALS
iz graska za 30 minuta je 21 nM, dok je za sulfonilmeturon-metil iznosila upola
manje (12 nM). Nasuprot tome za Salmonella typhimurium je iznosila 65, a za
gljive 120 nM (LAROSSA 1 ScHLOSS 1984; FALCO i sar., 1985; FALCO i sar., 1987).
Ovi rezultati se slaZzu sa konstatacijama da su biljke mnogo osetljivije na
sulfoniluree nego bakterije i gljive.

ALS iz dve Sirokolisne i tri travne vrste pokazuje visoku osetljivost na
hlorsulfuron. Iso vrednost se krece od 7 do 28 nM (RAY, 1984; CHALEFF 1 MAUVALIS,
1984). Iako je pSenica visoko tolerantna na hlorsulfuron, ovaj herbicid je jak
inhibitor ALS i za ove biljke Iso vrednosti su 19-21 nM. Sli¢na situacija je i sa
drugim sulfonilurea herbicidima (npr. metsulfuron-metil, tifensulfuron-metil,
bensulfuron metil, hlorimuron-etil) u pogledu tolerantnosti biljke i osetljivosti ALS.
Osnova tolerantnosti ovih biljaka prema sulfonilureama obja$njava se njihovom
brzom inaktivacijom ili detoksikacijom u biljkama. (JANNC, 1996, 2002; JANNC {
sar., 2002). Koriscenjem iz kulture tkiva regenerisanih mutantnih biljaka dobijena
je 1000 puta veca otpornost na hlorsulfuron. Ove mutantne biljke poseduju ALS
enzim koji je mnogo manje osetljiv na inhibiciju izazvanu ovim herbicidom.

Izolacijom i karakterizacijom nekoliko mutanata rezistentnih na sulfuron-
metil utvrdeno je da visok nivo rezistentnosti poti¢e od ILV2 gena, koji kodira ALS.
ALS iz visoko rezistentnih mutanata nije inhibiran sulfometuron-metilom, u
koncentraciji vecoj od 30 pg/ml dok je divlji tip ALS veoma osetljiv i ima Iso
vrednost 45 ng/ml (0,12 pgM). Geneticka i biohemijska proudavanja rezistentnih
ALS mutanata na sulfoniluree pokazuju da je njihova rezistentnost izazvana jednim
dominantnim genim mutacije. Aktivnost ALS enzima se povecava 4-6 puta ako se
u osetljivu gljivu unese plazmid koji sadrZi divlji tip ILV2 gen. DNA sekvenca
gljive ILV2 gena koja kodira ALS je utvrdena kako kod osetljivih tako i kod
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rezistentnih gljiva na sulfoniluree (FALCO i sar., 1985). ALS iz rezistentne gljive
sadrZi jednolanfanu DNK sa promenom baza G:C u A:T Sto je rezultiralo u
supstituciji serina sa prolinom u aminokiselinskom rasporedu (HARDY 1 GIAQUINTA,
1984). Ova prosta supstitucija aminokiselina je dovoljna za visok nivo rezistentnosti
na sulfometuron-metil. Ove strukturne promene gena su bile prva stepenica za
genetiCki inZenjering i stvaranje biljaka rezistentnih na sulfoniluree.

U cilju lakSeg razumevanja mehanizme rezistentnosti moguce je
grupisati na sledeci nacin:

* mehanizam rezistentnosti lociran na primarnom mestu delovanja
herbicida,

» mehanizam rezistentnosti lociran izvan primarnog mesta delovanja ili
zasnovan na metabolizmu herbicida,

» mehanizam rezistentnosti zasnovan na ukr§tenoj rezistentnosti lociran na
primarnom mestu delovanja herbicida,

* mehanizam rezistentnosti zasnovan na ukrsStenoj rezistentnosti lociran
izvan primarmog mesta delovanja herbicida,

* mehanizam rezistentnosti zasnovan na multiploj (viSestrukoj)
rezistentnosti.

Acetolaktat sintetaza je prvi zajednicki enzim u biosintezi aminokiselina
razgranatog lanca (valina, izoleucina i leucina) koji kataliSe dve paralelne reakcije:
kondezaciju dva molekula piruvata u acetolaktat i jednog molekula piruvata sa
jednim molekulom oksibutirata u acetohidroksibutirat. Acetolaktat je prekursor u
sintezi valina i leucina, a acetohidroksibutirat prekursor u sintezi izoleucina
(EBERLEIN i sar., 1999). Herbicidi ALS inhbitori sprecavaju da enzim ALS katalise
navedene reakcije i na taj naCin inhibiraju prvu stepenicu u biosintezi valina,
izoleucuna i leucina. Inade, inhibicija sinteze aminokiselina je relativno nov
mehanizam delovanja herbicida. Najmanje 5 razli¢itih grupa herbicida inhibiraju
acetolaktat sintetazu a to su: sulfoniluree, imidazolinoni, triazolopirimidini,
sulfonilaminokarbonitriazolinoni i piridinoksibenzoati (POWLES 1 SHANER, 2001;
STIDHAM, 1991; MUNITCH [ sar., 1987; SHANER i sar., 1990; STIDHAM I SHANER,
1991; SINGH i sar., 1990). Iako su ove dve grupe herbicida strukturalno veoma
razli¢ite one imaju isti mehanizam delovanja i inhibiraju acetolaktat sintetazu.

Inhibicija sinteze aminokiseline valina, leucina i izoleucina sigumo
izaziva smanjenje sinteze proteina u mladim biljnim delovima (Ooks, 1965). A
umanjenje sinteze proteina dovodi do inhibicije deobe celija, jer je za izgradnju
novih celija neophodan gradivni materijal, a posebno su potrebni proteini kao
osnovni konstitutivni materijal nove protoplazme. Stara tkiva imaju vece rezerve
proteina koji u procesu metabolizma i transaminacije mogu u izvesnom stepenu
nadoknaditi potrebe u aminokiselinama. Zato se fitotoksi¢ni efekti ovih klasa
herbicida uoCavaju kasnije, na starim tkivima i organima biljaka.

Prema miSljenju PowLEsS 1 SHANER (2001) svaka promena
aminokiselina u molekulu ALS izaziva pojavu rezistentnosti koja je kontrolisana
preko jednog, kodiranog gena, koji je dominantan ili ima nekompletnu
dominantnost (semidominantan). Na osnovu istraZivanja BEDBROOK i sar.
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(1988), MAZUR i sar. (1987), MAzZUR 1 FALCO (1989), WIERSNA i sar. (1989)
utvrdena je sekvenca aminokiselina u molekulu i geni koji kodiraju strukturu
ovog molekula. Geni koji kodiraju pojedine aminokiseline su patentirani
(BEDBROOK i sar., 1988). Od svih aminokiselina, 24 aminokiseline se mogu
koristiti za supstituciju aminokiselina u molekulu ALS na 10 razliitih mesta..
Ovakve promene u molekulu ALS izvori su stvaranja rezistentnih formi kao i
transgenih biljaka (BEDBROOK ! sar., 1988; HAUGHN i sar., 1988; WERSMA i sar.,
1989; REED i sar., 1989; HASHEM | sar., 2001).

LOVELL i sar. (1996) tvrde da do pojave rezistentnosti mogu da dovedu
mutacije na bar pet mesta na ALS enzimu. Te mutacije ukljuuju zamenu
pojedina¢nih nukleotida koje se odraZavaju na promene aminokiselina u molekulu
ALS i tako izazivaju rezistentnost (BOUTSALIS i sar., 1999). Mnogi istraZivali su
utvrdili da mutacije na kodonu prolina na mestu A ALS gena imaju osnovnu ulogu
u razvoju rezistentnosti na ALS inhibitore (HAUGHN i sar., 1998). Kod vrste
Lactuca sativa L. uzrok rezistentnosti na ALS inhibitore je mutacija, na primarnom
mestu delovanja u mestu A ALS gena, koja dovodi do zamene prolina
aminokiselinom histidinom (ERERLEIN i sar., 1997; ERERLEIN i sar., 1999). Ista
promena je utvrdena i kod rezistentne divlje salate (Lactuca serriola L.). Kod
nekih drugih rezistentnih vrsta kao npr Sisymbrium orientale L. mutacije se
de$avaju na prva dva nukleotida u kodonu prolina koja dovode do zamene prolina
izoleucinom (SIBONY i sar., 2001; MALLORY-SMITH ! sar., 1990), a rezistentnost
Aradopsis thaliana (L.) Heynh na ALS inhibitore tumaci se zamenom prolina
serinom (DYER i sar., 1993; HAUGHN I SOMERVILLE, 1996).

Postoji ogromna razlika u osetljivosti biljaka prema herbicidima.
inhibitorima ALS. Iso vrednost ili koncentracije sulfonilurea koje inhibiraju ALS
enzim za 50% u in vitro uslovima u toku 30 minuta se krecu 1-100 nM, a za neke
herbicide se kreéu oko 10 nM (HALL 1 DAVINE, 1990). Secerna repa, soja i pamuk
su, primera radi, za 4000 puta osetljivije od pSenice, jeCma i ovsa. Tako Stetne
koncentracije hlorsulfurona za pSenicu iznose 100 ppb, dok je vecina korova
osetljiva na koncentracije od 10 ppb. Istovremeno, najosetljivije biljke, kao Sto su
Sederna repa, uljana repica i so¢ivo, mogu pretrpeti Stete i kod koncentracije od 0,1
ppb (BAYER i sar., 1987). Tolerantne biljne vrste sposobne su da metaboliSu
sulfonilurea herbicide (SHANER i sar., 1984; SHANER 1 REIDER, 1986; SHANER i
RoBsoN, 1985). Penica je otporna u odnosu na druge kulture. U mnogim
eksperimentima je dokazano da tako ogromne razlike izmedu pojedinih biljnih
vrsta nisu prouzrokovane razlikama u osetljivosti ALS enzima iz ovih biljaka, niti
razlikama u apsorbciji ili translokaciji. Otporne biljne vrste veoma brzo metaboliSu
sulfoniluree do ne laktivnih proizvoda. Na primeru pSenice, pirin¢a i soje moZe se
prikazati taj mehanizam detoksikacije. Prva reakcija u detoksikaciji hlorsulfurona
u pSenici je hidroksilacija u fenil prstenu, a zatim dolazi do konjugacije sa
glukozom. Kod dikotiledonih otpornih biljaka prva reakcija je hidroksilacija metil
grupe u prstenu triazina, a zatim na tom mestu dolazi do konjugacije sa glukozom.
Obrazovani glukozidi, i u jednom i u drugom sluéaju, nemaju herbicidnu aktivnost.
Takve razlike su sumirane i predstavljene na Semi 1.
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Sema 1. - Mesto inaktivacije molekula sulfonilurea (BROWN 1 NEIGBBOKS, 1987; REDDY 1 BENDIXEN 1989)
Schema 1. - Place of inactivation of sulphonilurea molecul (BROWN 1 NEIGBBOKS, 1987; REDDY AND
BENDIXEN 1989)

Prema tome, osnova otpornosti pojedinih vrsta prema herbicidima ALS
inhibitorima zavisi od mesta metabolizma molekula, brzine metabolizma i brzine
formiranja konjugata sa umanjenom herbicidnom aktivno$éu.(RELTON i sar.,
1986). Zbog specifi¢nog mehanizma delovanja i ogromnih razlika u pogledu
osetljivosti pojedinih biljnih vrsta, danas se intenzivno istraZuje mogucnost
dobijanja otpornih kultivara na ove herbicide primenom kulture tkiva i Celija i
drugih tehnika genetickog inZenjeringa. Jos 1988. godine dobijene su biljke
duvana koje su bile viSe od 1000 puta otpornije od normalnih kultura (HAUGHN i
sar., 1988; CHALEFF i RAY, 1984; GABARD i sar, 1989). Tehnikom geneti¢kog
inZenjeringa izolovan je gen odgovoran za otpornost i on se prenosi u druge biljke
(MAZUR i sar., 1987). Ovakvim istraZivanjima stvaraju se nesluéene mogucnosti za
reSavanje mnogih problema u suzbijanju korova, koristeci na taj nacin stvorene
razlike u osetljivosti izmedu pojedinih biljnih vrsta.

Studije metabolizma, medutim, pokazale su visoku pozitivnu korelaciju
izmedu tolerantnosti i metabolizma (“C)-hlorsulfurona. U visoko osetljivoj
Secernoj repi samo 3% (*C)-hlorsulfurona je metabolizirano u listu za 24 sata,
dok je u pSenici za ovo isto vreme metabolizirano 95%. Isto tako, velike razlike u
brzini metabolizma postoje kod tolerantnih travnih biljaka (jeCam, diviji ovas,
Poa annua L.) i osetljivih Sirokolisnih biljaka (pamuk, soja, slatica) na (*C)-
hlorsulfuron. Hlorsulfuron se prvo metaboli§e u pSenici i drugim travama do 5-
hidroksifenil intermedijera, a onda brzo konjuguje sa glukozom. Posto se nije
mogao detektovati 5-hidroksihlorsulfuron u ekstraktu pSenice to ukazuje da se
finalna konjugacija odvija veoma brzo. U izolatu p3enice otkriveno je prisustvo
aktivne glukoziltransferaze za konjugaciju. U ovim eksperimentima je utvrdeno
da je hlorsulfuron preko 200 puta ja&i inhibitor ALS nego njegov konjugat.
HAGEMAN 1 BEHRENS (1984) su nasli da je osetljivi Abutilon theophrasti Medic.
preko 20000 puta osetljiviji na hlorsulfuron nego tolerantni Solanum nigrum L.
Razlike u apsorpcoji i translokaciji nisu dovoljne da objasne ove fenomene. Kao
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i kod tolerantnih trava (SWETSER i sar., 1982) tako i ovde Solanum nigrum L.
mnogo brZze metabolise hlorsulfuron nego Abutilon theophrasti Medic. Posle 72
sata 81% (**C)-hlorsulfurona je bilo metabolizirano u Solanum nigrum L., a samo
7% u osetljivom Abutilon theophrasti Medic.

Hlorimuron-etil se inaktivira u soji dehlorovanjem u poloZaju 2
triazinskog prstena i stvaranjem konjugata sa homoglutationom (BROWN 1
NEIGHBOKS, 1987). PoluZivot hlorimuron-etila u liS¢u soje je samo 2-4 sata u
poredenju sa 30 sati u Ipomea spp i Xanthium spp. U pirinCu bensulfuron-metil se
metabolise promenom 6-metoksi supstituenta u Rs poloZaju triazinskog prstena do
hidroksi grupe. Ovaj metabolit je otprilike 3000 puta manje aktivnosti kao ALS
inhibitor nego izvorni herbicid. Interesantno je istaci da indijski pirinal mnogo
brZe metaboliSe bensulfuron-metil nego japanski pirinac.

Tako je utvrdeno da su mnoge gajene i korovske biljke tolerantne na ALS
inhibitore (ANDERSON i sar., 1998). Prirodna otpornost (tolerantnost) se objasnjava
brzom detoksikacijom molekula herbicida, prisustvom podesnih mesta za
metabolizam u molekulu, kratkim Zivotom nastalih intermedijera u procesu
metabolizma i formiranjem konjugata sa znacajno smanjenom herbicidnom
aktivno$cu (ANDERSON i sar., 1998). Znadi, prirodna tolerantnost biljaka na ALS
inhibitore pripisuje se metabolizmu herbicida, a rezistentnost osetljivost ALS
enzima na herbicide.

UkrStena rezistentnost (rezistentnost na viSe herbicida sa istim
mehanizmom delovanja) utvrdena je kod nekih korovskih vrsta (Datura innoxia
Mill.,, Bromus tectorum L. i Kochia scoparia L.) na sulfoniluree i imidazolinone
(LOVELL i sar., 1996; MALLORY-SMITH i sar., 1999). Za razliku od drugih herbicida
kod herbicida ALS inhibitora iako se rezistentnost bazira na primarnom mestu
delovanja ona moZe biti veoma razlifita s obzirom na mesto gde se deSavaju
mutacije. Zato razliCite hemijske grupe koje inhibiraju ALS enzim imaju razliCita
primarna mesta delovanja, jer postoje razlike u mestu supstitucije aminokiselina u
molekulu ALS. SAARI { sar. (2001) ukazuju da je primarno mesto delovanja kod
ukrStene rezistentnosti izmedu sulfonilurea i triazolopirimidina zajednicko i odnosi
se na prolin koji se nalazi na 197. mestu u molekulu. Ovo mesto prolina ¢ijom
zamenom jednom od Sest sledecih aminokiselina: alanin, arginin, glutamin, leucin,
serin i treonin moZe doci do rezistentnosti. Primarno mesto delovanja kod ukritene
rezistentnosti izmedu sulfonilurea i imidazolinona nije utvrdeno.

Multipla (viSestruka ) rezistentnost je pojava rezistentnosti na herbicide
razli¢itog mehanizma delovanja. Ovaj oblik rezistentnosti je utvrden kod Kochia
scoparia L. na triazine (inhibitore fotosinteze) i sulfoniluree (inhibitore ALS).
(Foes i sar., 1999). ViSegodi§nja primena triazina dovela je do pojave
rezistentnosti Kochia scoparia L., ali je ova vrsta odmah postala rezistentna i na
sulfoniluree. To ukazuje da se kod Kochia scoparia L. razvila multipla
rezistentnost na dve vrste herbicida razliitog mehanizma delovanja. Rezistentna
vrsta ima D1 neosetljiv protein na triazinske herbicide usled substitucije glicina sa
serinom na poziciji 264. Uz to, izmena leucina sa triptofanom na poziciji 570 kod
ALS enzima dovela je do modifikacije ALS enzima koji je time postao neosetljiv



328 ACTA HERBOLOGICA, Vol. 13, No. 2, 319-332, 2004.

na herbicide iz grupe sulfonilurea i imidazolinona. Postoje i drugi primeri sli¢nih
oblika multiple rezistentnosti koji se navode u literaturi kao $to je multipla
rezistentnost Amaranthus rudis L. (na triazine i ALS inhibitore) (FOES i sar., 1998;
SPAGUE i sar., 1997a, 1997b) i Lolium rigidum (na ALS inhibitore i inhibitore
ACC-aze odgovome za biosintezu lipida) (KOTOULA-SYKA i sar., 2002).
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Summary

Genetic and biochemical bases of resistance of weed plants to herbicides
that inhibit acetolactate synthetase (ALS) are reviewed. Resistance to sulfonyl urea
and imidazolinone herbicides and their new derivative products, namely
triazolopyrimidin sulfoanilide, pyrimidinil oxybenzoi acid, non-aromatic
imidazolinone and sulphonyl carboxiamide is discussed. The main biosynthetic
pathway of amino acids with branching chains (valine, isoleucine and leucine) is
shown, as well as the herbicides’ mechanisms of inhibition of ALS enzyme.
Mechanisms of weed resistance to ALS inhibitors are discussed from the aspects
of mechanism of resistance located on the primary site of activity, mechanism of
resistance based on metabolism of herbicides, mechanism of resistance based on
cross-resistance located on the primary site of activity and outside the primary site.
Special attention is fosuced on the mechanism of resistance based on multiple
resistance. For all cases of developing resistance, examples are cited of instances
of change and mutation on the primary site of activity in region A of the ALS gene
leading to an exchange of individual amino acids within ALS molecules. Special
attention is fosuced on natural plant tolerance to ALS inhibitors, which is
attributed to herbicide metabolism, brief lif span of created intermediaries during
the metabolic process and forming of conjugates with significantly reduced
herbicide activity.
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