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ABSTRACT

Pesticides can have a number of health effects, as a consequence of both
environmental and occupational exposures. Current knowledge suggests that
exposure to pesticides can lead to negative changes in reproduction, may lead
to the development of neurological dysfunctions and several chronic disorders.
A significant number of data also identified an association between exposure
to pesticides and their harmful effects on the immune system, the development
of immune system disorders depending on the dose and duration of exposure
to pesticides. Fungicides represent a category of substances classified in the
broad group of pesticides. They are used in the treatment of plant diseases.
They work by inhibiting the energy metabolism, blocking biosynthesis or
modifying fungal cell membranes. However, the use of chemicals to combat
plant diseases has raised concerns because of the harmful potential that these
substances have on the environment and health. It is also suggested that
certain broad spectrum fungicides, in addition to their antibiotic action against
pathogens, may be involved in activating defensive plant responses.
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Pesticidele sunt substante chimice utilizate pe scara larga in
agricultura, menite sa pastreze productivitatea culturilor si calitatea recoltelor.
Termenul de pesticid include compusi cu diferite structuri chimice si

39



DRAGOI & IANOVICI: Aspects regarding the effects of fungicides on organisms

mecanisme specifice de actiune, care le permit sa previna, distruga si sa
respinga sau sa atenueze daunatorii tinta (Costa et al. 2015). Bazat pe
structura lor chimica specifica, pesticidele pot fi clasificate in diferite clase, de
exemplu, carbamati, derivati cumarinici, compusi organoclorurati, compusi
organofosforici si piretroizi (Luchian et al, 2019; Boboescu et al, 2020).

Utilizarea universala a unor grupuri variate de pesticide determina
poluarea mediului la nivel global, precum si expunerea accidentala a
oamenilor la aceste pesticide (Kapka-Skrzypczak et al. 2011). Pesticidele se
instaleaza in sol, sunt deversate in apele subterane si consecutiv in rauri si
mari, patrunzdnd in lantul trofic si astfel, indirect, in corpurile umane.
Contaminarea mediului Thconjurator este, in mare parte, semnificativa in tarile
in curs de dezvoltare, unde utilizarea pesticidelor este extinsa si
nediscriminatorie, in timp ce caracterul neadecvat al preparatelor si a
echipamentelor pentru gestionarea atentd a pesticidelor si absenta unui
control strict, cresc riscurile pentru sanatate. De remarcat este faptul ca printre
tarile bine dezvoltate ale Uniunii Europene (UE), Italia ocupa primul loc in
consumul de pesticide pe unitate de suprafata agricola.

1. Efectele fungicidelor asupra organismului uman

Deoarece bolile fungice reprezinta o amenintare majora pentru culturi
(Fisher et al, 2012; lanovici, 2016), aplicarea fungicidelor pentru combaterea
infestarilor fungice este adesea considerata indispensabila pentru asigurarea
aprovizionarii globale cu alimente (Strange si Scott, 2005) In Uniunea
Europeana, vanzarile de fungicide reprezinta mai mult de 40% din vanzarile
totale de pesticide (Eurostat Pesticide sales). In regiunile viticole, fungicidele
pot reprezenta mai mult de 90% dintre pesticide. Mai mult, se prevede ca
utilizarea fungicidelor va creste la nivel regional din cauza modificarilor
conditiilor climatice, dezvoltarii rezistentei la fungicide si a speciilor fungice
invazive (Hakala et al, 2011). In urma utiliz&rii lor, fungicidele pot patrunde in
ecosistemele acvatice punctual (de exemplu, deversarea de la statiile de
epurare a apelor uzate in urma utilizarii domestice si agricole - Kahle et al,
2008) si nonpoint [de exemplu, drenajul, scurgerea suprafetei in principal din
utilizarea agricola - Bereswill et al, 2012). In sistemele acvatice, fungicidele pot
fi toxice pentru o gama largad de organisme non-tinta, deoarece actioneaza
asupra proceselor biologice de baza care nu sunt specifice fungilor (Maltby et
al, 2009) In ciuda utilizarii intensive a fungicidelor si a riscurilor ecotoxicologice
potentiale asociate in sistemele acvatice, soarta si efectele fungicidelor au
primit mult mai putina atentie in comparatie cu insecticidele si erbicidele. De
exemplu, numai 13% din studiile privind efectele pesticidelor intre 1991 si
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2013 s-au concentrat pe fungicide, comparativ cu 62% si respectiv 24% pentru
insecticide si, respectiv, erbicide (Kohler si Triebskorn, 2013).

in peisajele agricole, fungicidele sunt utilizate preponderent pe fructe si
legume si contribuie la mai mult de 35% din cota de piata a pesticidelor la nivel
mondial. Din punct de vedere geografic, Europa este considerata piata
dominanta pentru fungicide cu aplicatii majore pe cereale (de exemplu, grau),
fructe (cu utilizare deosebit de intensa in viticultura) si legume (Research and
Markets, 2014). in Statele Unite (SUA), fungicidele reprezintd mai putin de
10% (inclusiv fungicidele anorganice) din masa totala a pesticidelor applicate.
Ditiocarbamatii, cloronitrilii, inhibitorii de demetilare (DMI) si strobilurinele
constituie grupuri fungicide majore care reprezinta aproximativ 65, 12, 7 si 6%
din masa fungicida sintetica totala utilizatda in SUA. Mai mult decat atat,
ditiocarbamatii (agregati cu carbamati) si fungicidele DMI reprezinta
aproximativ 29 si 24% din masa fungicidelor sintetice vandute in UE, in timp ce
lipsesc date specifice privind cloronitrilii si strobilurinele (Zubrod et al, 2019).

Fungicidele se aplica fie pe seminte, fie direct pe culturi. Multe dintre
fungicide poseda actiune sistemica, adica pot fi preluate in tesuturile plantelor
unde ofera protectie impotriva daunatorilor si agentilor patogeni,
asemanatoare cu insecticidele (Seagraves si Lundgre, 2012) Fungicidele
aplicate pe seminte sunt eficiente impotriva agentilor patogeni din sol, dar au
potentialul de a persista la concentratii scazute timp de pana la cateva luni in
planta sau rizosfera (Thompson, 2010; Bonmatin et al, 2015; Nettles et al,
2016). in ceea ce priveste aplicarea directa pe culturi, utilizarea obisnuita a
fungicidelor in culturile tridimensionale, cum ar fi copacii si ramurile de vita de
vie, poate creste riscul transportului fungicidului catre sistemele acvatice
adiacente (Lefrancq et al, 2013). Acest risc este sporit, deoarece fungicidele,
spre deosebire de majoritatea celorlalte pesticide, sunt de obicei aplicate
profilactic si adesea de 10 ori pe sezon pentru culturile vizate, cum ar fi vita de
vie (Reilly et al, 2012).

In ciuda utilizarii intensive a fungicidelor, fungii patogeni sunt
responsabili de 7-24% din pierderile de productie pentru culturile de baza, care
pot fi partial atribuite dezvoltarii rezistentei la fungicidele utilizate in mod
obisnuit (Oerke, 2006; lanovici, 2016). In functie de genomul agentului
patogen si de modul de actiune fungicida, agentii patogeni fungici pot dezvolta
rezistentd in céativa ani de la expunere (Avenot si Michailides, 2007). Acest
lucru necesitd o cautare constantd pentru noi fungicide si strategii noi de
tratament. Masurile eficiente pentru prevenirea rezistentei includ scaderea atat
a cantitatii, cat si a frecventei de aplicare (van Den Bosch et al, 2011) sau
combinarea aplicarii mai multor fungicide cu diferite moduri de actiune (van
den Bosch et al, 2014).
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In zonele urbane, fungicidele eliberate pot contribui considerabil la
intrarile in ecosistemele acvatice (Burkhardt et al, 2012; Bollmann et al, 2014).
Din cauza necesitatii unei protectii pe termen lung, aplicarea fungicidelor
urbane la cladiri poate avea loc pe tot parcursul anului, ceea ce poate duce la
mobilizarea fungicidelor in principal in timpul precipitatilor (Wittmer et al,
2010). Mai mult, fungicidele se aplica in spatiile publice si private (de exemplu,
terenuri de golf, peluze, gradini) (Haith si Duffany, 2007) si au fost detectate
atat in apele uzate tratate, cat si in cele netratate rezultate din utilizarea lor ca
produse farmaceutice umane, precum si in lemn (Kahle et al, 2008; lanovici,
2020). In consecinta, fungicidele utilizate intens atat in peisajele agricole, cat si
in cele urbane sunt eliberate in mediu pe tot parcursul anului si pot prezenta
un risc pentru organismele vii.

Au fost identificate 99, 52, 108 si respectiv 84 de studii relevante care
se ocupa de efectele fungicidelor asupra microorganismelor, macrofitelor,
nevertebratelor si respectiv vertebratelor. Fungicidele DMI s-au clasat
intotdeauna pe primul loc dupa grupul de organisme, cu exceptia macrofitelor,
unde strobilurinele au fost studiate cel mai frecvent. in ceea ce priveste
microorganismele, numarul studiilor referitoare la alge, bacterii si ciuperci a
fost relativ similar, Tn timp ce alte grupuri microbiene nu au primit aproape nicio
atentie. Pentru macrofite, aproape exclusiv Lemna si macrofite inradacinate au
fost evaluate. Datele pentru nevertebrate sunt puternic orientate spre
crustacee (in special Daphnia spp. si Gammarus spp.). In mod considerabil,
mai putine studii s-au referit la insecte si moluste, iar studiile referitoare la alte
grupuri de nevertebrate sunt rare. In ceea ce priveste vertebratele, exista mai
multe studii privind toxicitatea fungicida DMI si dicarboximida la pesti decat
studiile efectuate pe amfibieni. Pentru toate grupurile de organisme si
fungicide, majoritatea studiilor au fost efectuate in laborator (Zubrod et al,
2019).

In ceea ce priveste populatia umana generala, expunerea la pesticide
are loc la niveluri relativ scazute. De obicei, la aceste doze de expunere,
pesticidele nu produc efecte daunatoare, permanente, pentru oamenii adulti.
Cu toate acestea, mai multe grupuri de indivizi prezinta un risc considerabil, fie
din cauza expunerii crescute (de exemplu, lucratorii agricoli si familiile
acestora; indivizi care locuiesc aproape de campurile in care se aplica
pesticide), fie din cauza susceptibilitatii crescute la toxicitatea pesticidelor (de
exemplu, copiii) (Garcia et al. 2016). Efectele asupra sanatatii, rezultate din
expunerea la pesticide pe cale cutanata, orala sau inhalatorie variaza in
functie de compusul specific implicat si pot fi acute sau cronice.

1.1. Efectele asupra sistemului imunitar. Studiile experimentale au
raportat ca expunerea la pesticide poate exercita efecte daunatoare asupra
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sistemului imunitar (Mokarizadeh et al. 2015). Sistemul imunitar este o retea
compusa din situri anatomice si diferite tipuri de celule specializate care sunt
implicate in apararea unui organism impotriva potentialilor agenti patogeni si a
celulelor neoplazice (Fig. 1). Raspunsul imun constd in raspunsul antigen-
nespecific  (innascut) si cel antigen-specific  (adaptiv). Celulele
imunocompetente secreta mediatori inflamatori, cum ar fi citokinele,
chemokinele si speciile reactive de oxigen (ROS) si speciile reactive de azot
(RNS). n special, citokinele pot regla imunitatea innascutd sau adaptativa,
hematopoieza, procesele inflamatorii si multe alte activitati celulare prin
legarea specifica la receptorii acestora. S-a demonstrat ca, in timp ce in vitro
citokinele pot actiona singure, actiunile lor in vivo sunt sinergice sau
antagonice; astfel formeaza o retea intercomunicativa care rezultd dintr-un
echilibru delicat care sustine homeostazia (Brundage si Barnett, 2010; Batalu
& lanovici, 2018). Acest echilibru prezintd vulnerabilitate la actiunile unui
numar de substante chimice, conducand la modificari structurale si functionale
ale sistemului, care in cele din urma, au rezultate negative.

Subseturile efectoare Caile implicate Profilul efectorului Rolul in boala
IIPEJ;’ Patogeni intracelulari
Thli STATLE e IL —l 0 — Autoimunitate
T-bet m Proinflamator
TNF-a
Celula dendritica 12 . |
\, 2 IL-18 ¢ STAT-GR' ii Infestiri helmintice
N T — — [T
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FIG. 1. Reteaua sistemului imunitar. O prezentare schematicd a semnalizérii celulelor efectoare imune
implicate Tn boala (adaptat dupa Gangemi et al. 2016).

Implicarea sistemului imunitar, care contribuie la dezvoltarea conditiilor
patologice, a fost demonstrata anterior tot in contextul diferitelor riscuri
profesionale. Mai mult, expunerea profesionala la riscuri biologice, poate
provoca infectii de la diferiti agenti care activeaza raspunsul imun. O astfel de

43



DRAGOI & IANOVICI: Aspects regarding the effects of fungicides on organisms

activare poate determina proliferarea clonelor de celule B specific, ca o
consecinta a stimularii antigenice cronice sustinute de diferiti agenti infectiosi.
Mai mult, implicarea micro-mediului tumoral impreuna cu eliberarea de citokine
pot fi asociate cu dezvoltarea tumorala in cazul muncitorilor expusi la azbest
sau la alte fibre (Malaponte et al. 2016).

Tnregistréri identificate prin ciutarea in baze de date (n=808)

Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Cancer 339/94
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boala Parkinson 22/56
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boala Alzheimer 2/2
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Diabet 11/20
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boli cardiovasculare 70/66

Identificare

Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Tulburiri de reproducere 30/11
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Tulburari de dezvoltare 54/31

Articole cu text integral eligibile (n=19)

Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Cancer
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boala Parkinson
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boala Alzheimer

Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Diabet

Testare

Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Boli cardiovasculare
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Tulburiri de reproducere
Pesticide + Sistem imunitar / Citokine + Tulburari de dezvoltare

I

Studii incluse in sinteza
calitativa (n=82)

FIG. 2. Pesticidele si bolile cronice la om. Prezentarea schematica a rezultatelor din PubMed axate pe
cautarea unei corelatii intre actiunea pesticidelor si modularea cailor de citokine n bolile cronice (Adaptata
dupa Gangemi et al. 2016).

o N Wwe O N

Inclus

Desi mai multe studii au investigat efectele expunerii la pesticide
asupra citokinelor, majoritatea au analizat efectele in vitro, intrucat in vivo
studiile s-au concentrat in principal pe modele animale. Prin urmare, exista o
discrepantda in cunoasterea impactului real al acestor modificari asupra
nivelului de citokine umorale la om si, in special, asupra dozelor minime care
pot promova dezvoltarea bolilor cronice.

in lucrarea lui Gangemi si colab., din anul 2016, colectarea datelor s-a
obtinut dintr-o cdutare realizatd in baza de date stiintifice, PubMed, pentru a
identifica articolele publicate n limba engleza coreland expunerea la pesticide
cu mai multe boli cronice legate de imunitate, accentul fiind pus pe efectele
expunerii profesionale si de mediu la pesticide, asupra cailor citokinelor si
asupra impactului modificarilor nivelurilor de citokine asupra sanatatii, precum
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dezvoltarea unor boli cronice. S-au folosit urmatorii termeni: ,cancer”, ,boala
Parkinson”, ,boala Alzheimer”, ,diabet”, ,boala cardiovasculara”, ,tulburari de
reproducere”, ,tulburare de dezvoltare” fiecare in combinatie cu ,pesticide” si
»Sistem imunitar” sau ,citokina” (Fig. 2).

1.2. Cancerul. Ipoteza unei posibile asocieri intre expunerea la
pesticide si cancer a fost investigata pe scara larga; literatura de specialitate
oferind substantiale informatii conform carora expunerea cronica la pesticide,
chiar si la doze mici, in administratile agricole, comerciale, domestice si
gradini este asociata cu o crestere a riscului dezvoltarii cancerului de plamani,
ficat, prostata, colon si sén, precum si limfom non-Hodgkin, mielom multiplu si
leucemie (Alavanja et al. 2013).

Un numar mare de date au raportat capacitatea sistemului imunitar de
a recunoaste si controla cresterea tumorii. Se pare ca exista o legatura destul
de stransa intre riscul de aparitie al cancerului si efectul imunotoxic al
compusilor chimici care influenteaza activitatea celulelor natural NK si NKT,
celulelor T citotoxice, macrofagelor si producerii de citokine: aceste modificari
au fost sugerate ca fiind cele care afecteaza imunosupravegherea cancerului
si au fost raportate mai multe pesticide (organofosfati, organocloruri,
ditiocarbamati si unele fungicide) care induc activarea acestor celule atat in
vitro, in vivo cét si la populatile umane expuse (Corsini et al. 2013). Date de la
studiile in vitro si in vivo au sugerat ca sistemul imunitar este capabil sa
recunoasca celulele transformate, iar acum este general stabilit ca evitarea
detectarii si eliminarii imune este un semn distinctiv al cancerului; dimpotriva, a
devenit clar ca sistemul imunitar poate promova, de asemenea, progresia
tumorii prin promovarea inflamatiei cronice, influentdnd imunogenicitatea
tumorii si suprimand imunitatea antitumorala (Teng et al. 2015). Acest rol dublu
al sistemului imunitar in inhibarea sau facilitarea cresterii tumorii este cunoscut
sub numele de imunoeditare a cancerului si consta din trei faze: eliminarea
(supravegherea imunitara a cancerului), echilibrul (cu imunitatea care
controleaza expansiunea tumorii) si evacuarea (celulele tumorale se
diferentiaza reducdnd imunogenicitatea lor sau inducand mecanisme
imunosupresoare, ducand la cresterea tumorii). Imunotoxicitatea indusa de
substante chimice, datorita expunerii la pesticide, poate compromite oricare
dintre fazele imunoeditarii (Teng et al. 2015).

Un alt posibil mecanism de tumorigenicitate este sugerat de dovezile
transformarii neoplazice a siturilor inflamatorii cronice in care pesticidele pot
activa disfunctia imuna innascuta, ducand la inflamatie cronica. intr-adevar,
productia crescuta de factori de crestere necesara pentru repararea tesuturilor
deteriorate de secretia crescutd a chemokinelor si citokinelor inflamatorii [de
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exemplu, factorul de necroza tumorald (TNF), interleukina (IL) -1, -6 si -8]
faciliteaza dezvoltarea celulelor tumorale (Mokarizadeh et al. 2015).

Nu s-a retinut niciun studiu care sa includa in mod clar expunerea
omului la pesticide, cancerul si expresia citokinelor. Cu toate acestea,
asocierea presupusa este puternic determinata de publicatii care sugereaza ca
modificarile profilurilor citokinelor si ale altor tinte imunologice pot creste riscul
de cancer.

Cassidy si colaboratorii (2005) au investigat corelatia dintre expunerea
la unele insecticide si cancerul de san. In biopsiile femeilor evaluate pentru
leziuni mamare, au gasit o asociere pozitiva intre prezenta epoxidului
heptaclor si prevalenta cancerului. Mai mult, cand acesti autori au expus
limfocite umane izolate la epoxid heptaclor la concentratii similare cu cele
gasite in biopsiile mamare, s-a demonstrat ca TNF-a, in sinergie cu estrogeni,
a indus leziuni ale ADN-ului prin semnalizarea oxidului azotic (NO) si a initiat
transformarea neoplazica.

Intr-un alt studiu, imunotoxicitatea unui piretroid sintetic a fost evaluata
la 30 de muncitori din sere, expusi ocupational la a-cipermetrin, prin
compararea nivelurilor plasmatice de IFN-y, IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 , IL-
8, IL-10, IL-1B, TNF-a si TNF-B. Lucratorii expusi nu au prezentat nici semne
clinice de imunosupresie, nici modificari ale leucocitelor totale sau a
subpopulatilor de leucocite, in timp ce au fost demonstrate diferente
semnificative (p<0.05) ale nivelurilor de IFN-y, IL-22 si IL-8. Aceste constatari
sunt extrem de relevante, deoarece mediatorii respectivi sunt implicati n
imunitatea antitumorala si raspunsul la infectie. Prin urmare, aceste rezultate
sustin ipoteza conform céareia expunerea la piretroide poate reduce apararea
gazdei impotriva infectiei si cancerului, in special la subiectii cu capacitate
imuna redusa.

S-au facut investigatii referitoare la expunerea la multiple pesticide
(inclusiv neonicotinoide, piretroide si organofosfati), toti suspectati de a fi
cancerigeni. Nivelurile serice ale IL-17 si IL- 22 au fost analizate in randul
lucratorilor din sere expusi ocupational, indicandu-se o crestere semnificativa a
nivelurilor de IL-22, fapt care a fost stabilit ca fiind implicat in initierea
cancerului de la inflamatie, prin activarea traductorului de semnal si a caii de
semnalizare a activatorului de transcriere 3 (STAT-3), in timp ce promoveaza
tumorigeneza prin semnalizarea protein kinaza 8 (MAP3K8) activata prin
mitogen. Rezultatele sustin ipoteza conform careia stresul oxidativ si afectarea
functiei limfocitelor Th1 pot afecta apararea gazdei impotriva cancerului Tn
cazul lucratorilor expusi la pesticide (Fenga et al. 2014).

Recent, Dhouib si colaboratorii au analizat asocierea dintre expunerea
la pesticidele cu carbamat, modificarile sistemului imunitar si susceptibilitatea
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la diferite tipuri de cancer. Autorii au ajuns la concluzia ca, carbamatii pot
provoca cancer prin mai multe mecanisme neimunologice si imunologice,
incluzand stresul oxidativ, suprimarea productiei de citokine in celulele T
helper 1 (Th1) si productia de NO indusa de IFN-y in macrofage (Dhouib et al.
2016).

Studiul lui Jorsaraei si colaboratorii (2014) a aratat ca carbarylul, un alt
carbamat, a redus greutatea timusului si splinei la sobolani; in plus, carbarylul
a redus semnificativ proliferarea limfocitelor in splind si productia de IL-2, a
modificat echilibrul Th1 / Th2 catre raspunsul Th2 prin inhibarea IFN-y si
cresterea productiei de IL-4 si IL-10 si, de asemenea, a redus producerea de
citokine inflamatorii (IL-18 si TNF-a) de catre macrophage. Astfel, conform
acelorasi autori, carbarylul poate stimula dezvoltarea cancerului prin utilizarea
mecanismelor de raspuns imun.

Clorpirifosul si derivatii sai au fost, de asemenea, implicati in
carcinogeneza. Intr-un studiu recent, in vivo, administrarea de clorpirifos la
sobolani a demonstrat o mica corelatie negativa intre nivelurile de expunere si
numarul de celule NK, despre care se stie ca joaca un rol important in
supravegherea imunologica impotriva cancerului.

Mai mult, s-a demonstrat recent ca metil-parationul si clorpirifosul
promoveaza productia de citokine inflamatorii, cum ar fi TNF-a, IL-6 si IL-18 in
celulele carcinomului hepatocelular uman (HepG2), influentand, astfel, negativ
expresia genei paraoxonaza 1 (PON1). Important este faptul ca, o expresie
scazuta a genei PON1 poate creste susceptibilitatea la toxicitatea
organofosfatului si incidenta bolilor legate de inflamatia cronica, cum ar fi
carcinogeneza hepatoceululara (Medina-Diaz et al. 2016).

1.3. Boala Parkinson este o boala neurodegenerativa care afecteaza
in cea mai mare parte sistemul motor si se caracterizeaza prin tremor,
rigiditate, afectarea reflexului postural si lentoare. Aceasta afectiune debilitanta
este cauzata de depletia selectiva a neuronilor dopaminergici (DA) din
regiunea substantia nigra compacta (SNpc) si de nivelurile de DA in corpul
striatum al caii DA nigrostriatale. Neuronii dopaminergici (DA) sunt deosebit de
sensibili la stresul oxidativ datorita capacitatii lor antioxidante scazute si a
continutului ridicat de molecule predispuse la oxidare (DA, lipide si fier).
Etiologia si mecanismele de actiune ale bolii Parkinson sunt inca neclare; cu
toate acestea, exista dovezi puternice care sugereaza ca reactia gliala si
neuroinflamare joaca un rol in patogeneza acesteia (Blesa et al. 2015).

Activarea celulelor gliale este o caracteristica frecventa atat la pacienti,
cat si la modelele animale cu boala Parkinson, iar microgliile si astrocitele sunt
considerate a juca roluri esentiale in procesele neuroinflamatorii legate de
dezvoltarea acestei boli. Mai mult, s-a emis ipoteza ca activarea excesiva a
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microgliei duce la inducerea crescuta a citokinelor proinflamatorii, cum ar fi
IFN-y, IL-1B, IL-6 si TNF-a, inducand degenerarea neuronilor dopaminergici
SNpc. Mai mult, activarea microgliala stimuleaza eliberarea de mediatori
proinflamatori responsabili de activarea astrocitelor, care la randul lor
contribuie la procesele neuroinflamatorii in boala Parkinson (Hong et al. 2016).

Mai multe studii au sugerat ca factorii de mediu, precum neurotoxinele,
pesticidele, insecticidele si neuronii dopaminergici in sine, pot juca un rol in
fiziopatologia bolii, prin neurodegenerarea neuronilor dopaminergici SNpc,
afectédnd functia mitocondriala si activand microglia, astfel in cele din urma
inducdnd acumularea speciilor reactive de oxigen (ROS) si a factorilor
inflamatorii (Baltazar et al. 2014).

Boala Parkinson este probabil boala neurologica cea mai frecvent
asociata, prin studii epidemiologice, cu expunerea la pesticide in medii
profesionale sau de mediu. In general, datele disponibile au furnizat suficiente
dovezi pentru a stabili o asociere intre expunerea la pesticide in general si un
risc crescut de aparitie a bolii. Cu toate acestea, dovezile nu par atat de
convingatoare pentru a confirma o asociere cauzala (Moretto si Colosio, 2013).
Astfel, datele experimentale realizate pe rozatoare au sugerat ca expunerea la
pesticide reprezinta un factor de risc pentru boala Parkinson. Important este
faptul cad paraquatul si rotenona, cunoscute pentru cauzarea neuroinflamatiei
si pierderea celulelor dopaminergice, sunt cele mai frecvente pesticide utilizate
la modele animale cu boala Parkinson, pe baza de toxine. Mai mult, s-a
demonstrat ca tratamentul cu paraquat a cauzat tulburari de comportament,
precum si o crestere a nivelurilor de specii reactive de oxigen (ROS) si TNF-a
in substanta neagra la sobolani. Intr-un alt studiu a fost demonstrat ca o
deletie genetica a IFN-y a protejat neuronii dopaminergici SNpc de efectele
daunatoare ale paraquatului, prezentand si modificari normalizate ale factorilor
inflamatori si oxidativi (IL-18, TNF-a) in aceasta regiune a creierului. Prin
urmare, autorii au concluzionat ca IFN-y influenteaza neurodegenerarea
indusa de paraquat, implicand caile oxidative si proinflamatorii. Mai mult,
eliberarea de TNF-a si IL-1B din celulele BV-2 microgliene este, de asemenea,
crescuta in urma tratamentului cu rotenona, dupa cum a raportat Yuan si
colaboratorii (2013). S-a demonstrat ca expunerea la unele pesticide
organoclorurate, in special dieldrina, duce la neurotoxicitate dopaminergica
selectiva care poate fi mediatd de productia intracelulara de ROS (specii
reactive de oxigen), regland NOX2 si activarea microgliala. Intr-un alt exemplu
al efectelor daunatoare ale pesticidelor, expunerea cronica a sobolanilor la
diclorvos, un insecticid organofosforic, determina activarea microgliala cu
inducerea NADPH oxidazei si citokinelor proinflamatorii (TNF-a, IL-18 si IL-6)
(Binukumar et al. 2011). Este important de retinut faptul ca activarea
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microgliala in sine reprezinta un factor de risc pentru boala Parkinson, prin
cresterea sensibilitatii celulelor dopaminergice la toxicitatea diclorvosului
(Binukumar et al. 2011).

1.4. Diabetul zaharat este o boala cronica progresiva caracterizata
prin hiperglicemie sistemica ce rezultd din modificari ale actiunii insulinei,
secretiei de insulind sau ambelor. Diabetul zaharat, in special cel de tipul 2,
este considerata o boald multifactoriala in care atat genetica si stilul de viata
joacd un rol semnificativ, precum si factorii de mediu si ocupationali. intr-
adevar, Raafat si colaboratorii au demonstrat o corelatie puternica intre
concentratia sanguina a malationului, un insecticid organofosforic si rezistenta
la insulina Tn randul fermierilor (Raafat et al. 2012).

Diabetul zaharat de tip 1 este o boala autoimuna, in care sistemul
imunitar vizeaza incorect celulele  producatoare de insulina din pancreas.
Prin urmare, acest tip de diabet poate fi considerat o boala inflamatorie
(Donath si Shoelson, 2011). Pe de alta parte, diabetul zaharat de tip 2 este o
tulburare metabolica asociatd cu hiperglicemie, rezistentd la insulina si o
relativa lipsa de insulina. Aceasta patologie pare sa provina din modificari ale
sistemului imunitar, mai ales in ceea ce priveste diferitele modele de exprimare
a citokinelor, rezultdnd o afectiune cunoscutd sub numele de ,inflamatie
sistemica de grad scazut”. Mai mult, citokinele produse de tesutul adipos, cum
ar fi TNF-a si IL-6, controleaza secretia proteinei C reactive din ficat.
Stimularea acestui mecanism inflamator pare a fi cauza ce declanseaza
rezistenta la insulina in tesuturile periferice.

Datele epidemiologice recente au demonstrat o asociere pozitiva
marcata intre expunerea umanad la compusii organoclorurati si pesticidele
organofosforice si diabetul zaharat. in ansamblu, a fost evidentiatd o asociere
pozitiva a expunerii la unele pesticide organoclorurate [trans-nonaclor,
hexaclorobenzen, diclorodifeniltricloretan (DDT) si diclorodifenildicloroetilena
(DDE)] cu diabetul de tip 2. Cu toate acestea, datele bibliografice disponibile
nu sunt suficient de numeroase pentru a confirma cauzalitatea (Jaacks si
Staimez, 2015).

Cu toate acestea, pana in prezent, nu a fost efectuat niciun studiu
uman. Aceasta asociere presupusa a fost examinata in doar cateva studii
experimentale avand ca modele rozatoare cu rezistenta la insulina. Astfel, un
studiu recent a aratat ca cresterea numerica a celulelor imunitare poate fi o
consecinta a expresiei crescute a citokinelor, inclusiv IL-1, IL-6 si IFN-y in
ficatul sobolanilor expusi malationului (Lasram et al. 2014). Mai mult, Zhang si
colaboratorii au demonstrat niveluri crescute de malondialdehida, TNF-a si IL-
6 in muschii sobolanilor expusi la insecticidal ometoat. Autorii au concluzionat
ca ometoatul are potentialul de a provoca rezistenta la insulind (Zhang et al.
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2014). Mai mult, un studiu transversal a sugerat ca fermierii expusi profesional
la pesticide organofosforice sunt susceptibili la aparitia tulburarilor
neuropsihologice, precum si a diabetului.

In plus, anumite pesticide, apartinand familiei organoclorurilor, par a fi
corelate cu un risc crescut de diabet (Starling et al. 2014). Duramad si
colaboratorii au investigat efectele expunerii la pesticide, la copii, in timpul
dezvoltarii prenatale si postnatale timpurii. Acesti autori au emis ipoteza ca
modificarile profilurilor de citokine Th1/Th2 sunt implicate in dezvoltarea mai
multor tulburari, cum ar fi bolile respiratorii, alergiile, cancerul si diabetul
(Duramad et al. 2007).

Alte studii au demonstrat niveluri crescute de citokine pro-inflamatorii la
sobolanii expusi la organofosfati. In plus, s-a demonstrat c& administrarea
perifericd de IL-6 induce hiperglicemie si rezistentd la insulind la om si la
rozatoare. Un studiu recent a emis ipoteza ca pesticidele organofosforice pot
atenua efectul incretinei si pot produce rezistentd la insulina prin efecte
lipotoxice, stimulare inflamatorie si inducerea stresului oxidativ. Mai mult, s-a
constatat ca organofosfatii cauzeazéd o disfunctie a celulelor B prin
suprastimulare si, prin urmare, reglarea descendenta a receptorilor muscarinici
datorita acumularii de acetilcolind (ACh), care joaca un rol in productia de
insulina dependenta de glucoza (Rathish et al. 2016).

1.5. Boala cardiovasculara reprezinta cea mai cunoscuta cauza de
deces la nivel mondial si a doua cea mai intalnitd cauza de deces in tarile cu
venituri ridicate. Un numar deosebit de mare de studii epidemiologice au
sustinut corelatia dintre expunerea la pesticide si dezvoltarea bolilor
cardiovasculare. Un sondaj efectuat in regiunile rurale din Kenya a aratat ca
majoritatea fermierilor activi, sufereau de probleme de sanatate legate de
utilizarea diferitilor compusi agrochimici. Studiul a analizat asocierea diferitelor
sarcini de lucru, cum ar fi horticultura, floricultura si sera (cele cu o aplicare
abundenta de produse agrochimice) pentru a detecta simptomele
cardiovasculare (dureri toracice, palpitatii si umflarea picioarelor) la muncitorii
respectivi. Intr-adevdr, a fost detectatd o corelatie semnificativa intre
expunerea agrochimica si bolile cardiovasculare (Tsimbiri et al. 2015). Mai
mult, s-a sugerat o posibila asociere intre aplicarea de produse agrochimice
(inclusiv erbicide, compusi fenoxi, insecticide, fungicide, carbamati,
organofosfati si organocloruri) cu mortalitatea datorata bolilor cardiovasculare,
precum cardiopatii ischemice sau accidente vasculare cerebrale Tn randul
fermierilor.

Conform literaturii disponibile, pana in prezent nu exista niciun studiu
actual care sa includa in mod clar expunerea omului la pesticide, boli
cardiovasculare si expresia citokinelor, desi un numar limitat de studii pe
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animale descriu aceasta asociere complexa. Astfel, Vadhana si colaboratorii a
evaluat efectul tratamentului timpuriu cu permetrin asupra inimii sobolanilor
adulti. Ei au raportat niveluri mai ridicate de colesterol, IFN-y, IL-2, IL-18, IL-
10, in plasma, sustinand dovezile conform carora modificarile detectate la
sobolanii adulti pot fi rezultatul modificarilor epigenetice ce apar in perioada
neonatald, si conducand la modificari ale chemokinelor legate de functia
cardiaca (Vadhana et al. 2011). Zafiropoulos si colaboratorii a evaluat efectul
expunerii repetate la nivel scazut la diazinon, propoxur si clorpirifos asupra
functiei cardiace a iepurilor si a aratat ca acestea produc modificari ale ADN-
ului genomic din tesuturile cardiace si cresc stresul oxidativ (Zafiropoulos et al.
2014). Intr-un alt studiu, in urma administrarii ometoatului la sobolani, s-a
demonstrat ca nivelul TNF-a in tesutul cerebral a fost cu mult mai mare decéat
nivelul observat in grupul martor.

1.6. Alte boli cronice. Exista un numar destul de redus de studii care
evalueaza corelatia dintre expunerea la pesticide si alte boli cronice aferente la
om, cauzate de dereglarea citokinelor. Totodata, aceasta asociatie nu are inca
un sprijin solid din partea bibliografiei. Aceste conditii includ: boala Alzheimer
(Chin-Chan et al. 2015), tulburarile de reproducere (Jamal et al. 2015) si
neurodezvoltarea (Shelton et al. 2014), care necesita investigatii suplimentare
pentru mai multe dovezi.

Asadar, pesticidele pot exercita diferite efecte asupra sanatatii umane
prin influentarea sistemului imunitar atat in cazul expunerii la mediu, cat si la
locul de munca. Expunerea la pesticide induce modificari ale sistemului
imunitar in functie de un anumit pesticid si include modificarea raspunsurilor
imune bine reglementate, la antigeni tumorali, alergeni, autoantigeni si antigeni
microbieni care pot creste susceptibilitatea organismului de a dezvolta diferite
tipuri de cancer, alergii, boli autoimune si infectioase. Cu toate acestea,
mecanismele imunologice exacte care stau la baza toxicitatii pesticidelor
raman neclare.

Studiile pe animale au demonstrat ca anumite pesticide pot modifica
sistemul imunitar fie morfologic, fie functional. Cu toate acestea, in unele
cazuri, concentratiile sau dozele testate nu au indicat concentratii de expunere
relevante pentru oameni, astfel identificarea unei legaturi intre efectele imuno-
toxice la modelele animale si populatile umane, ramane complexa.

Evaluarile expunerii s-au limitat, ih general, la evaluarea unor categorii
mai largi de pesticide sau a populatiilor tinta, care pot ascunde implicarea unor
pesticide specifice sau a altor expuneri agricole (Aschebrook-Kilfoy et al.
2014). Alti factori limitativi sunt expunerea la un singur pesticid ih majoritatea
studiilor de imunotoxicitate, in timp ce in situatii din viata reala, indivizii sunt
expusi unei game largi de substante chimice si/sau pesticide. Datorita
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antagonismului potential sau a efectelor sinergice ale substantelor chimice
atunci cand acestea sunt amestecate, toxicitatea si riscurile rezultate pot diferi
in comparatie cu propriile lor efecte. Acest aspect prezinta importanta in cazul
persoanelor expuse profesional, deoarece nivelurile de pesticide combinate la
care sunt expusi oamenii pot atinge concentratii extrem de ridicate, in special
in industria producatoare si in zonele agricole.

Studiile care raporteaza tulburari ale sistemului imunitar la persoane
expuse pesticidelor, au multe limitari, cum ar fi lipsa de informatii cu privire la
nivelurile de expunere, diferentele in procedurile de administrare a
pesticidelor, dificultatea de a caracteriza o semnificatie prognostica a
modificarilor slabe observate adesea si interpretarea rezultatelor obtinute. Se
pare ca, desi expunerea la pesticide poate afecta functia imuna, aparitia
tulburarilor imune depinde de nivelurile si durata expunerii la pesticide
(Taghavian et al. 2016).

Exista dovezi din studiile experimentale si epidemiologice care indica
faptul ca expunerea la pesticide poate afecta sistemul imunitar prin perturbari
ale echilibrului citokinelor. La fel, este acum bine stabilit ca sistemul imunitar
joaca un rol important in dezvoltarea mai multor boli cronice. Cu toate acestea,
nu este inca clar daca expunerea la pesticide poate duce la boli cronice prin
efecte directe sau indirecte asupra citokinelor. Principala provocare nu este
doar identificarea efectelor pesticidelor individuale si a combinatiilor acestora
asupra sistemului imunitar, ci si determinarea modului si a duratei expunerii,
dat fiind faptul ca efectele toxice asupra sistemului imunitar nu pot fi separate
de aceste consideratii. Prin urmare, exista o nevoie clara de studii
epidemiologice si experimentale mai bine concepute si standardizate pentru a
identifica exact asocierea dintre nivelurile de expunere si efectele toxice,
pentru a stabili noi biomarkeri ai expunerii (Batalu & lanovici, 2018).

Un studiu de data foarte recenta dezvaluie efectele a trei fungicide
diferite, imazalil (IMZ), chlorothalonil (CTL) si carbendazim (CBZ), care sunt
fungicide tipice cu spectru larg care sunt detectate la niveluri ridicate ih mediul
natural, asupra celulelor colorectale epiteliale umane eterogene. Toate cele
trei fungicide au avut potentialul de a induce diferite grade de toxicitate, de a
provoca apoptoza, de specii reactive de oxigen (ROS) si chiar de a schimba
ciclul celular din celule. Concentratia inhibitoare jumatate maxima (IC50) a
CTL este cea mai scazuta dintre aceste trei fungicide, sugerand ca poate avea
cel mai mare risc de expunere, urmata de IMZ si CBZ (Tao et al, 2020).

Aplicarea pe scara larga a fungicidelor triazolice ii face pe oameni sa
se preocupe cu privire la efectele sale adverse la mamifere. Intr-un studiu
recent, efectele citotoxice ale fungicidelor alcoolice triazolice (TAF) au fost
evaluate asupra celulelor HeLa umane, A549, HCT116 si K562. Rezultatele au
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aratat ca TAF au avut citotoxicitate asupra celulelor umane cu niveluri diferite
si selectivitate citotoxica. Dintre cele cinci TAF, diniconazolul a dezvaluit o
gama larga de citotoxicitate pentru a inhiba viabilitatea celulelor aderente si a
suspensiei, provocand micsorarea celulelor Hela, cu intrarea celulelor K562 in
colaps si citotoxicitate mai puternica decat a hexaconazolului. Mai mult, s-a
observat implicarea ROS in citotoxicitatea TAF pe celulele umane si s-a
caracterizat apoptoza celulelor HeLa si formarea corpului apoptotic in celulele
K562 induse de diniconazol. Rezultatele au indicat ca citotoxicitatea TAF
depinde de proprietatea si specificitatea celulelor umane, celulele K562 fiind
cele mai susceptibile la TAF si diniconazolul cel mai toxic (Xu et al, 2020).

S-au gasit reziduuri de fungicide pe alimente destinate consumului
uman, in principal din tratamente post-recoltare (Brooks si Roberts, 1999).
Unele fungicide sunt periculoase pentru sanatatea umana, cum ar fi
vinclozolin, care acum a fost eliminat din utilizare (Hrelia et al, 1996). Ziram
este, de asemenea, un fungicid care este toxic pentru oamenii cu expunere pe
termen lung si fatal daca este ingerat (NCBI).

2. Fungicidele si mecanismele defensive la plantele superioare

2.1. Interactiunea planta-patogen. Primul pas in infectia unei plante
de catre un agent patogen este patrunderea in tesutul vegetal prin deschiderile
naturale, cum ar fi stomatele sau prin leziuni (Heydari si Misaghi, 1999).
Invadarea tesutului este adesea urmata de dezvoltarea rapida si raspandirea
agentului patogen in gazda. De indata ce planta detecteaza prezenta
microorganismului invadator, pot fi declansate unul sau mai multe mecanisme
de aparare pentru a restrictiona dezvoltarea agentului patogen si, in cele din
urma, pentru a-l distruge. Aceste mecanisme de aparare includ atat bariere
fizice, cat si bariere chimice, cum ar fi peretii celulari intariti sau sinteza
moleculelor antimicrobiene (Hammond-Kosack si Jones, 1996; Alexan &
lanovici, 2018; Ciobanu & lanovici, 2018).

Interactiunile dintre plante si agenti patogeni au fost clasificate ca fiind
compatibile sau incompatibile. Reactiile incompatibile (gazda rezistenta, agent
patogen avirulent) sunt adesea caracterizate prin aparitia necrozei sau
moartea celulelor vegetale, la punctul de penetrare al agentului patogen. De
asemenea, cunoscut sub numele de raspuns hipersensibil (HR-
hypersensitive response), acesta previne transmiterea agentului patogen catre
alte celule sau parti ale plantei gazda. Pe de alta parte, in interactiunile
compatibile (gazda sensibila, agent patogen virulent), in care agentul patogen
se poate raspandi in alte zone ale plantei, moartea masiva a celulelor plantelor
nu are loc (Bowler et al. 1992).
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2.2.Raspunsuri de aparare. Raspunsul hipersensibil (HR) implica o
multitudine de evenimente biochimice din cadrul plantei, inclusiv sinteza
etilenei si fitoalexinelor, intarirea peretelui celular cu caloza, lignina si a
compusilor inruditi, acumularea de glicoproteine bogate in hidroxiprolina la
limita peretelui celular si sinteza proteinelor legate de patogeneza (PRP-
pathogenesis-related protein), acestea incluzand glucanaze, quitanaze,
peroxidaze si inhibitori de proteine (Dixon si Lamb, 1990). Tn timpul dezvoltarii
HR, reglarea spatiala si temporalad a diferitelor reactii generale de aparare,
cum ar fi intarirea peretelui celular, productia de fitoalexine si acumularea de
proteine antimicrobiene, se numara printre cei mai decisivi factori care
guverneaza susceptibilitatea sau rezistenta in interactiunile plante-patogen
(Hammond-Kosack si Jones, 1996).

in plus fati de aceasta rezistenta genetica, plantele releva o rezistenta
inductibila numitd ,rezistentd sistemica dobandita” (SAR-systemic acquired
resistance), datoritéd leziunilor necrotice cauzate de agentii patogeni atat in
interactiunile compatibile, cat si in interactiunile incompatibile (Ryals et al.
1996). Dezvoltarea SAR protejeaza planta impotriva unui spectru larg de
agenti patogeni si se coreleaza cu inducerea unui grup de gene bine
caracterizate (gene SAR) care alcatuiesc asa-numitele PRP (proteine legate
de patogeneza). Acest raspuns pare a fi modular, consolidand mecanismele
de rezistenta primare, astfel incat SAR sa poata converti o interactiune
compatibila intr-una incompatibila.

2.3. Utilizarea fungicidelor. Bolile plantelor sunt adesea tratate cu
substante chimice (de exemplu, fungicide, nematicide, bactericide) si, in unele
cazuri, prin tehnici de cultivare. Cu toate acestea, utilizarea substantelor
chimice pentru combaterea bolilor plantelor a starnit ingrijorare n ultimii ani din
cauza potentialului daunator al acestor substante atat asupra mediului
inconjurator, cat si in lantul alimentar. S-a demonstrat cd unele substante
chimice sunt cancerigene. Alte probleme includ aparitia de noi tulpini de agenti
patogeni care au devenit rezistente la compusii chimici existenti, eliminarea
treptatd a unor pesticide si refuzul unor companii de a dezvolta noi produse
chimice datoritd procesului lung de inregistrare si a costurilor asociate (Heydari
si Misaghi, 1999). in orice caz, pentru a mentine si, in unele cazuri, pentru a
creste recolta, fermierii aplica cantitati enorme de tratamente chimice de toate
tipurile In fiecare an. In ciuda utilizarii abundente a fungicidelor, o medie de
35% din productia agricola posibila este pierdutd in urma unui atac fungic
(Bader si Abdel-Basset, 1999).

Marea varietate de fungicide care se cunosc, poate fi clasificata in
doua categorii principale: fungicide de contact si fungicide sistemice.
Fungicidele de contact, cum ar fi cele cu cupru (Cu) sau cu sulf (S) au actiune
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preventiva, actionand prin uciderea ciupercilor pe masura ce sporii
germineaza, inainte ca miceliul sa creasca si sa se dezvolte in tesuturile
plantei. Fungicidele sistemice, cunoscute si sub numele de fungicide curative
sau de eradicare, pot ucide ciuperca dupa ce miceliul a patruns in parenchimul
tesutului plantei, oprind dispersia sau infectia in interiorul plantei.

Benzimidazolii sunt un grup de fungicide organice cu actiune sistemica
care sunt utilizate pe scara larga in agricultura. Aceste tipuri de compusi
controleaza bolile produse de o0 gama larga de ciuperci, la doze relativ mici de
aplicare (Delp, 1987). In plus, s-a demonstrat ca acesti compusi pot avea
efecte benefice asupra fiziologiei plantei. De exemplu, fungicidul benomil
(carbamat de metil-N-butil-carbamil-benzimidazol), unul dintre cei mai eficienti
si mai utilizati benzimidazoli, are o activitate de citokinina in soia si ridiche.
Carbendazimul (benzimidazol 2-il metil carbamat) are proprietati similare cu
cele ale benomilului, metabolitul activ al acestuia avand efect de intarziere a
senescentei la grau (Triticum aestivum).

in general, majoritatea fungicidelor actioneazd prin inhibarea
metabolismului energetic, blocarea biosintezei sau modificarea membranelor
celulare ale ciupercii. In functie de locul in care celula este atacata, fungicidele
pot actiona asupra peretelui celular, membranei, protoplastului, mitocondriei,
ribozomilor sau nucleului. Astfel, de exemplu, carbendazimul, un fungicid
sistemic cu actiune curativa si protectoare, inhiba dezvoltarea materialului
germinativ, formarea apresoriului si cresterea nucleului (Tomlin, 1994).

Desi este general acceptat faptul ca activitatea acestor compusi deriva
din actiunea lor directa, antibiotica, au aparut speculatii cu privire la modul in
care sistemele de aparare ale plantei pot spori eficacitatea fungicidului. Astfel,
in soia, de exemplu, eficacitatea metalaxilului, un fungicid sistemic activ
impotriva ciupercilor oomicete, a fost corelata cu acumularea de glicerolina, o
fitoalexina vegetala antimicrobiana (Ward et al. 1980). Ulterior s-a raportat ca,
la tuberculii de cartof, metalaxilul este eficient impotriva Fusarium sp. Si
Alternaria sp., ciuperci pentru care metalaxilul nu prezinta toxicitate directa. Tn
mod similar, s-a sugerat ca fungicidul fosetil si Cu(OH);, fungicide si
bactericide cu spectru larg, pot fi implicate in activarea unor raspunsuri
defensive la gazd& (Guest, 1984). n acest sens, Molina si colaboratorii (1998)
au demonstrat ca in cazul plantei Arabidopsis, mecanismul de aparare
fnnascut al plantei contribuie la eficacitatea diferitelor fungicide.

2.4. Fitotoxicitate. In afar& de simpla idee conform careia un biocid ar
trebui sa fie specific in tinta sa (un fungicid ar trebui sa fie toxic pentru o
ciuperca, un insecticid pentru o insecta etc.), doar cateva articole au fost
publicate privind problema conform careia diferite produse chimice modifica
sau inhiba activitatea fiziologicd sau metabolicd a plantelor. in acest sens,
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Bader si Abdel-Basset (1999) au aratat pentru prima data ca fungicidele de tip
triforina (saprol) inhiba puternic reactile de transport ale electronilor
cloroplastelor. Benzimidazolii, desi fungicide eficiente, pot deveni fitotoxice,
impiedicand cresterea plantelor si provocand daune vizibile rasadurilor. Unele
produse, cum ar fi benlatul DF (benomil), diminueaza fotosinteza.
Carbendazimul nu inhiba fotosinteza, dar scade nivelurile de calciu (Ca) foliar,
favorizand cloroza la Petunia. In unele cazuri, cauza fitotoxicitatii fungicidului s-
a dovedit a fi legatda de anumite produse rezultate din descompunerea
fungicidului insusi, dupa patrunderea in celula gazda si integrarea in
metabolismul celular. Astfel Marc si colaboratorii au demonstrat ca dibutil urea,
un produs al descompunerii benomilului, poate fi responsabil in special de
fitotoxicitatea fungicidului benlat DF. Alte ingrediente ale degradarii benlatului
contribuie, de asemenea, la fitotoxicitatea fungicidului (Marc et al. 1997).
Pentru a intelege efectele fungicidelor asupra fiziologiei plantelor,
Garcia si colaboratorii (2002) au analizat modul in care diferitele concentratii
ale unui fungicid afecteaza productia de biomasa, continutul de pigmenti si
nivelurile de nutrienti prin aplicarea foliara la plantele de tutun. Fungicidul
utilizat Tn acest experiment a fost carbendazimul (carb) deoarece este unul
dintre cele mai utilizate fungicide din sud-estul Spaniei, o zona cu agricultura
intensiva si pentru ca este un fungicid cu spectru larg, preventiv, aplicat unui
numar mare de culturi (Tomlin, 1994). Fungicidul a fost aplicat la puritate 100%
si la trei concentratii diferite. Tratamentul aplicat in cazul probelor de control, a
constat in neaplicarea carbendazimului. Luand in considerare toti parametrii
analizati in acest experiment, acesti cercetatori au descoperit ca, in raport cu
controlul, diferitele tratamente cu carbendazim au provocat in general efecte
similare. Aplicarea dozei mai mici decat cele recomandate (1,3 mM) a dus la o
greutate uscatd mai mare, precum si la concentratii mai mari de azot (N) si
potasiu (K) decét la martor. Aceasta reflecta efectul benefic pe care il poate
exercita aplicarea foliara a carbendazimului asupra acumularii acestor nutrienti
esentiali, precum si asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de tutun. Aplicarea
dozei recomandate de carbendazim (2.6 mM) a redus usor valorile pentru
greutatea uscata, nivelurile nutritionale, toti pigmentii foliari, P, Ca si magneziu.
Aceste rezultate reflectd un efect daunator, desi nu sever, al carbendazimului
asupra starii nutritionale, a biosintezei pigmentare si a biomasei. Prin urmare,
rezultatele, prin dezvaluirea unei usoare fitotoxicitati, sustin doar partial
recomandarea utilizarii acestui produs. in cele din urma, acesti autori au
descoperit ca aplicarea dozei mai mari decat cele recomandate (5,2 mM) a
redus semnificativ greutatea uscata, toti pigmentii foliari si substantele nutritive
in raport cu celelalte doze si control. Aceste date arata clar ca acest fungicid,
aplicat in exces, este toxic pentru plantele de tutun sdnatoase. In plus,
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simptomele necrozei au fost gasite in frunzele senescente dupa aplicarea
dozelor crescande de fungicid.

2.5. Bioactivitatea compusilor fenolici in rezistenta patogenilor.
Trei grupe de compusi fenolici sunt implicate in apararea plantelor impotriva
agentilor patogeni: ligninele si polifenolii inruditi, fenilpropanoidele (compusi
fenolici si fitoalexine) si acidul salicilic (Wendehenne et al. 1998). Spre
exemplu, hidroliza alcalina a peretilor celulari ai tesutului foliar infectat sau a
tuberculilor de cartof, elibereaza doua tipuri de compusi fenolici, derivati ai
acidului hidroxibenzoic si amide ale acidului hidroxicinamic - HCA (Friend,
1985). In acest sens, se pare c& incorporarea in peretele celular a derivatilor
HCA, in principal cumaric, ferulic si conjugatii acestora, indusi de agenti
patogeni, ar trebui sa consolideze rigiditatea si sa diminueze digestibilitatea
peretelui celular de catre enzimele degradante ale agentului patogen. In acest
fel, scheletele fenolpropanoide servesc ca substraturi pentru a ihcepe procesul
de lignificare, care a fost propus ca fiind un mecanism de rezistentd fatd de
leziunile provocate de patogenii fungici (Tiburzy si Reisener, 1990).

Pe de alta parte, se stie ca la unele plante, fenolpropanoidele sunt
necesare pentru formarea fitoalexinelor (Dixon et al. 1994). Acestea sunt
definite ca fiind compusi antimicrobieni sintetizati ca raspuns la atacul
patogenilor, deoarece s-a confirmat ca nivelurile acestor compusi cresc brusc
in jurul locului infectiei pana cand ajung la concentratii toxice pentru patogeni
(Dixon et al. 1994). In acest sens, multe fabacee, inclusiv soia, fasolea verde si
mazarea, raspund la atacul agentilor patogeni si la alte tipuri de stres prin
acumularea de fitoalexine izoflavonoide (Ebel si Grisebach, 1988).

in afaré de acesti compusi, s-a constatat ca necroza indusa de agentii
patogeni in frunzele inoculate este insotitd de acumularea de acid salicilic (SA)
la locul infectiei, precum si in fluidul din floem si in frunzele sanatoase,
neinoculate (Summermatter et al. 1995). In plus, este necesar ca SA sa induca
expresia unui grup de gene numit SAR (rezistenta sistemica dobandita), o
parte din acesta codificand proteine. Din acest motiv, se crede ca SA participa
la procesul de transductie a semnalului care declanseaza SAR.

in cele din urma, acumularea de compusi fenolici in tesuturile afectate
este precedatda de o coordonare crescuta a activitatilor principalelor enzime
implicate in calea fenolpropanoida. Astfel, activitatea mai mare a polifenol
oxidazei (PPO), guaiacol peroxidazei (GPX) si a legaturii fenilalanind-amoniu
(PAL) a fost observata la plantele tratate cu diferiti inductori de rezistenta, atat
biotici, cat si abiotici (Smith-Becker et al. 1998). Multe lucrari sugereaza ca
PAL este enzima principala in reglarea sintezei acidului salicilic si in stabilirea
rezistentei sistemice dobandite. Astfel, plantele raspund la atacul agentilor
patogeni printr-o mare varietate de mecanisme de aparare, in care
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metabolismul compusilor fenolici este implicat decisiv si, prin urmare,
determina in mare masura consecintele interactiunilor plante-agent patogen.

in plus fata de atacul agentilor patogeni, diferite tipuri de stres biotic si
abiotic pot induce metabolismul fenolic, inclusiv leziunile, razele ultraviolete,
poluarea aerului (in special ozonul) si stresul termic, efectele erbicidelor fiind
studiate cel mai mult. De asemenea, diferite lucrari arata ca starea anumitor
substante nutritive, cum ar fi borul (B), calciul (Ca), azotul (N), fosforul (P) si
fierul (Fe) pot determina modificari ale metabolismului fenolic.

Cu toate acestea, influenta care poate fi exercitatd asupra acestui
proces de catre anumite substante, cum ar fi fungicidele, care se aplica
plantelor in mod specific cu intentia de a atenua si, mai ales, de a preveni
posibilul atac al agentilor patogeni, a fost putin studiata. Astfel, avand in
vedere rolul esential al compusilor fenolici in dezvoltarea rezistentei impotriva
agentilor patogeni si data fiind influenta pe care fungicidele o exercitd asupra
bolilor plantelor, Garcia si colaboratorii (2001) au determinat efectul aplicarii
diferitelor concentratii de carbendazim privind metabolismul compusilor fenolici
din plantele de tutun care nu sufera daune biotice sau abiotice. Rezultatele lor
au indicat faptul ca aplicarea carb 1 creste activitatea PAL, precum si
acumularea de fenoli. Prin urmare, in cazul carbendazimului, aplicarea unei
concentratii de fungicid cu 50% mai mica decat cea recomandata (carb 1)
poate fi mai eficienta in fortificarea rezistentei plantelor la infectia cu agenti
patogeni, avand in vedere ca Nagarathna si colaboratorii (1993) au sugerat ca
activitatea PAL crescuta si, prin urmare, o acumulare fenolicd mai mare, a
crescut sinteza ligninei, rezultdnd un raspuns hipersensibil la locul infectiei si
prevenind in cele din urma dezvoltarea ciupercii.

Pe de altd parte, Garcia si colaboratorii (2001) au demonstrat o
inhibare a oxidarii fenolice prin aplicarea celei mai mari concentratii de
fungicide, in principal cu carb 3. Aceste descoperiri sugereaza ca aplicarea
excesiva de carbendazim poate dauna plantelor sanatoase de tutun, deoarece
inhibarea metabolismul fenolic (biosinteza si oxidare) ar slabi considerabil
réaspunsul plantei la atacul patogenilor. in acest sens, s-a observat c& plantele
de tutun in care activitatea PAL a fost suprimata epigenetic, activand astfel
metabolismul fenolic, au fost incapabile sa exprime rezistenta sistemica
dobandita.

2.6.Raspunsul metabolismului oxidativ la atacul patogenilor.
Metabolismul oxidativ la plante este mediat de specii de oxigen reduse, cum ar
fi oxigenul (O2) si peroxidul de hidrogen (H20.), care sunt produse secundare
inevitabile ale metabolismului celular. Tn mod separat, ambele specii nu sunt

extrem de active, dar impreuna pot forma anionul radical hidroxil (OH-),
precum si alti derivati foarte reactivi. Acesti radicali liberi pot provoca
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peroxidarea lipidelor, denaturarea proteinelor si mutatii genetice (Cadenas,

1989). Pentru a preveni aceasta deteriorare oxidativa, celulele vegetale sunt

echipate cu un sistem de molecule antioxidante si enzime de protectie pentru

a detoxifica acesti radicali, diminuand deteriorarea metabolismului celular. Prin

urmare, celulele vegetale au capacitatea de a degrada si detoxifica asa-

numitele specii active de oxigen (AOS-activated oxygen species). Astfel, n

conditii normale, majoritatea celulelor au mai multe mecanisme pentru a

mentine nivelul AOS cat mai scazut posibil in interiorul celulei. Cu toate

acestea, in anumite conditii de stres, cum ar fi atacul patogenilor, aceste
mecanisme de protectie sunt redirectionate printr-o productie rapida si
tranzitorie de cantitati mari de AOS numite ,explozie oxidativa”. Acest
eveniment este unul dintre primele raspunsuri vizibile in timpul dezvoltarii
mecanismelor de aparare in interactiunile plante-agent patogen. Astfel, acest
fenomen a fost observat la plantele infectate cu microorganisme patogene,
inclusiv ciuperci, bacterii, virusuri si fragmente de pereti celulari ai celulelor

patogene, sau ca raspuns la stres mecanic (Vera-Estrella et al. 1992).

Principala specie de oxigen activ a exploziei oxidative este H>O», cu
posibila participare a Oz, deoarece s-a demonstrat ca acest proces este
sensibil la adaugarea de catalazd (CAT) in mediu si insensibil la prezenta
superoxidului dismutazei (SOD) sau a manitolului. Aceste si alte observatii
indica faptul ca Oz, si cu atat mai mult H20., trebuie sa fie indeaproape
implicat in determinarea rezultatului interactiunilor planta-agent patogen.

Pentru verificarea acestei ipoteze, au fost propuse trei mecanisme:

e H20: este substratul multor reactii importante in ceea ce privelte intarirea
peretelui celular, dat fiind faptul ca s-a demonstrat ca H,O; duce la
formarea de legaturi oxidative ale glicoproteinelor peretelui celular,
reducand astfel susceptibilitatea acestei structuri la degradarea enzimatica
(Wojtaszek, 1995). Aceasta guverneaza capacitatea agentului patogen de
a patrunde in celula.

e O7 si H2O2 pot actiona ca mesageri secundari pe calea semnalelor care
declanseaza activarea genetica a proteinelor legate de patogeneza
(Klessig si Malamy, 1994) si inducand rezistenta sistemicd dobéandita
(Chen et al. 1993).

e Ambele substante pot fi implicate activ in distrugerea agentilor patogeni
si/sau a celulelor gazda in raspunsul hipersensibil, deoarece H.O: s-a
demonstrat ca este direct toxic pentru microorganisme (Tenhaken et al.
1995).

n legaturd cu acestea, participarea enzimelor implicate in eliminarea
oxiradicalilor si localizarea acestora, atat subcelular, cat si extracelular, joaca
un rol critic in determinarea consecintelor interactiunii plantei cu agentul
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patogen. Astfel, in radacinile rosiilor infectate cu o tulpina compatibila de
nematod Meloidogyne incognita, activitatea superoxid dismutazei (SOD) creste
considerabil in comparatie cu cea a soiurilor rezistente care manifesta
raspunsuri hipersensibile si care nu induc SOD. Acest fapt pare sa indice ca,
intr-o reactie incompatibila, activitatea SOD scazuta permite Oz si speciilor de
oxigen inrudite sa distruga celulele vegetale, ducand la un raspuns
hipersensibil, in timp ce intr-o reactie compatibila, activitatea SOD ridicata
asigura detoxifierea oxiradicalilor si sporeste moartea celulara mai putin
localizata (Bowler et al. 1992).

De asemenea, daca Oz si H2O. actioneaza ca mesageri secundari,
modificarile activitatii SOD le pot modifica capacitatea de a transduce semnalul
care controleaza cantitatile din celula, atat in reactii compatibile, cat si in reactii
incompatibile. Astfel, s-a raportat ca, in frunzele de tutun infiltrate cu acid
benzoic activat cu H20: si enzima 2-hidroxilaza (enzima care formeaza acid
salicilic din acidul benzoic), rezultatul este o acumulare de acid salicilic (Leon
et al. 1995). La randul sau, acidul salicilic inhiba catalaza si ascorbatul
peroxidazei (APX) si regleaza, de asemenea, nivelurile de specii reactive de
oxigen (Durner si Klessig, 1995).

In cele din urma, se stie ca proteinele structurale care sunt
insolubilizate dupa ce au ajuns la peretele celular rezulta dintr-o reactie
catalizatda de o peroxidaza din peretele celular (Smith-Becker et al. 1998).
Aceste proteine sunt insolubilizate prin legaturi covalente si s-a dovedit ca
aceasta actiune este condusa de H.O. (Wojtaszek et al. 1995). La plante,
aceasta imobilizare rapida a proteinelor pare sa intareasca peretele celular,
Tncetinind astfel intrarea agentului patogen. De asemenea, aceasta imobilizare
poate actiona ca o ancora in imobilizarea compusilor fenolici si in formarea
consecventa a papilelor (Wojtaszek et al. 1995).

Dezvoltarea metabolismului oxidativ la plante incepe ca raspuns la un
numar mare de factori, atat biotici, cat si abiotici (Mehdy et al. 1996). Printre
diferitii factori de mediu care pot afecta activitatile acestor enzime se numara
intensitatea luminii, expunerea la ierbicide, poluanti atmosferici (de exemplu,
O3, SO3), frigul, seceta, excesul de apa, toxicitatea sarurilor si toxicitatea
metalelor grele. De asemenea, aceste activitati enzimatice pot fi modificate de
anumite dezechilibre nutritionale (Datcu et al, 2019a; Datcu et al, 2019b) in
elemente precum zincul (Zn), manganul (Mn), fierul (Fe), cuprul (Cu),
magneziul (Mg), potasiul (K) si borul (B).

Datorita rolului esential al metabolismului oxidativ in dezvoltarea
rezistentei plantelor la atacul patogenilor si avand in vedere importanta
fungicidelor in combaterea bolilor plantelor, Garcia si colab. (2003) au
determinat efectul aplicarii diferitelor doze de carbendazim asupra nivelurilor
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de H20., precum si asupra activitatii enzimelor conexe, cum ar fi SOD, GPX,
APX si CAT, in plantele de tutun. Rezultatele lor au indicat ca din nou
aplicarea unei doze de carbendazim cu 50% mai mica decéat cea recomandata
(carb 1; 1,3 mM) poate fi mai eficienta, deoarece acumularea foliara de H»O,,
impreuna cu cea mai mare productie de biomasa inregistrata pentru carb 1,
poate intari rezistenta plantei la infectia cu agenti patogeni. Pe de alta parte,
autorii au descoperit ca aplicarea excesiva a carbendazimului (carb 3; 5,2 mM)
a limitat semnificativ capacitatea acestor plante de a raspunde la atacul
patogenilor, deoarece biomasa, precum si acumularea de H:0: au scazut
semnificativ in acest tratament. Aceste descoperiri arata ca la plantele de tutun
mecanismele de aparare innascute contribuie la eficacitatea carbendazimului,
atata timp cat acest fungicid se aplica numai la concentratia adecvata.

Asadar, studii detaliate ale efectelor fungicidelor ar trebui sa ajute la
selectarea unor substante chimice de protectie mai eficiente, care sunt mai
putin toxice si mai putin daunatoare ecologic.
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