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Insekticidni proteini in njihova uporaba za zatiranje koloradskega
hro$c¢a (Leptinotarsa decemlineata [Say, 1824])
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Insecticidal proteins and their potential use for Colorado
potato beetle (Leptinotarsa decemlineata [Say, 1824]) control

Abstract: Plants respond to pest attack, among other
mechanisms, by producing specific proteins with insecticidal
properties. Proteins with toxic effects on insects have also
been discovered in many other organisms, especially fungi
and bacteria. Due to their biological function, insecticidal
proteins represent an important potential in the development
of more environmentally friendly plant protection methods.
Increasing knowledge about the mode of action of insecticid-
al proteins and the identification of genes encoding their syn-
thesis enable the breeding of transgenic plants resistant to in-
sect pests and the development of new bioinsecticidal agents.
The Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata) is one
of the most important pests of potato, so the study of such
control methods is crucial for the development of sustainable
integrated pest management strategies of potato. This review
highlights the properties of some groups of insecticidal pro-
teins and their modes of action, and summarizes examples of
studies of their use for the control of Colorado potato beetle.
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Insekticidni proteini in njihova uporaba za zatiranje kolo-
radskega hrosca (Leptinotarsa decemlineata [Say, 1824])

Izvle¢ek: Rastline se na napad $kodljivcev odzovejo
med drugim tudi s tvorbo specifiénih proteinov z insek-
ticidnim delovanjem. Proteine s toksicnim delovanjem na
zuzelke so odkrili tudi v $tevilnih drugih organizmih, pred-
vsem glivah in bakterijah. Zaradi omenjene bioloske funk-
cije insekticidni proteini predstavljajo pomemben potencial
v razvoju okolju prijaznih metod varstva rastlin. Poznavanje
mehanizmov delovanja insekticidnih proteinov in identifi-
kacija genov za njihovo sintezo omogocata zlahtnjenje trans-
genih sort rastlin odpornih na $kodljive zuzelke ter razvoj
bioinsekticidnih uc¢inkovin. Koloradski hros¢ je pomemben
s$kodljivec krompirja, zato je preucevanje tovrstnih nacinov
varstva rastlin klju¢no za razvoj trajnostnih strategij integ-
riranega varstva krompirja. V prispevku povzemamo last-
nosti nekaterih skupin insekticidno delujoc¢ih proteinov in
njihovih mehanizmov delovanja ter primerov preucevanja
njihove uporabe za zatiranje koloradskega hrosca.

Klju¢ne besede: entomotoksi¢ni proteini; bioinsekti-
cidi; rastlinski toksini; odpornost; krompir
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1 UVOD

Rastline so med evolucijo razvile razlicne me-
hanizme za obrambo pred rastlinojedimi organizmi.
Odziv rastlin na mehanske poskodbe zaradi napada
grizo¢ih Zzuzelk vklju¢uje morfoloske prilagoditve in
sintezo razli¢nih kemi¢nih snovi, od preprostejsih spo-
jin do kompleksnejsih proteinskih struktur, ki zavirajo
rast, razvoj ter razmnozevanje $kodljivih organizmov
(Tripathi in Mishra, 2016). Pomemben del inducirane-
ga obrambnega odziva rastlin na napad Skodljivcev je
tvorba insekticidno delujo¢ih proteinov. Najbolj zna-
ni proteini s tovrstnim odzivom na $kodljivce so lek-
tini in inhibitorji razli¢nih prebavnih encimov, kot so
a-amilaze in proteaze ter nekateri drugi (Dang in Van
Damme, 2015).

Insekticidne proteine poleg rastlin proizvajajo tudi
$tevilni drugi organizmi. Do danes so bili identificirani
razliéni proteini rastlinskega, zivalskega in mikrobiolo-
$kega izvora s toksi¢nim delovanjem na vrsto zuzelk.
Sodobne biotehnoloske metode so v zadnjih desetletjih
omogocile velik napredek tudi pri identifikaciji genov,
odgovornih za sintezo omenjenih snovi in transforma-
cijo rastlinskih tkiv za namene povecanja odpornosti
proti rastlinskim $kodljivcem (Carlini in Grossi-De-S4,
2002; Tripathi in Mishra, 2016).

V kmetijstvu se za omejevanje izpada pridelka za-
radi $kodljivih organizmov tradicionalno posluzujemo
uporabe kemi¢nih insekticidov, kar pa zaradi $tevilnih
negativnih okoljskih u¢inkov in narascajoce problema-
tike odpornosti proti aktivnim snovem povecuje po-
trebo po iskanju alternativnih pristopov varstva rastlin
(Trdan, 2013, 2016). Uporaba transgenih rastlin pred-
stavlja pomemben potencial za zmanj$evanje odvisno-
sti kmetijske pridelave od uporabe sinteti¢nih insektici-
dov (Tripathi in Mishra, 2016).

V tem smislu imajo vse ve¢ji pomen kot metoda
nekemi¢nega varstva rastlin tudi biopesticidi. Biopesti-
cidi so snovi na podlagi mikroorganizmov ali narav-
nih produktov in v tem smislu predstavljajo okoljsko
sprejemljivej$i nacin zatiranja S$kodljivih organizmov.
Po nekaterih definicijah se med biopesticide uvrscajo
tudi snovi, ki jih tvorijo rastline z dodanim genetskim
materialom z uporabo metod genskega inZeniringa
(Plant-Incorporated-Protectants ali PIPs) (United Sta-
tes Environmental Protection Agency, 2017). Uporaba
insekticidnih proteinov bakterijskega izvora predstavlja
enega pomembnejsih mehanizmov delovanja biopesti-
cidov (Paul in Das, 2020).

Insekticidni proteini se razlikujejo glede na izvor in
nacin delovanja na ciljne organizme. Koloradski hros¢
je najpomembnejsi $kodljivec krompirja, problematika
njegovega zatiranja pa je zaradi pojava odpornih po-
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pulacij proti vec¢ini kemi¢nih insekticidov in splosne
okoljske problematike rabe kemi¢nih sredstev za var-
stvo rastlin predmet Stevilnih raziskav alternativnih,
okoljsko sprejemljivej$ih pristopov za njegovo zatiranje
(Bohinc in sod., 2019; Laznik in sod., 2010), ki vkljucu-
jejo tudi uporabo insekticidnih proteinov (Alyokhin in
sod., 2008; Cingel in sod., 2017).

2 SKUPINE INSEKTICIDNIH PROTEINOV
2.1 RASTLINSKI LEKTINI

Lektini so proteini neimunskega izvora, ki imajo
mesta za specificno vezavo ogljikovih hidratov. Lektini
so v naravi splo$no razdirjene spojine, ve¢ina jih je ra-
stlinskega izvora, najdemo pa jih tudi v razli¢nih vrstah
zivali, gliv, bakterij in virusov (Peumans in Van Dam-
me, 1995). V rastlinah so koncentracije lektinov nava-
dno najvecje v semenih in drugih zaloznih organih, kjer
predstavljajo zalogo skladi$¢ih proteinov, sodelujejo pri
komunikaciji gostiteljskih rastlin s simbiotskimi mikro-
organizmi, kot so bakterije iz rodu Rhizobium in mi-
korizne glive. Vsebnost lektinov se v rastlinskih tkivih
poveca tudi ob napadu $kodljivih organizmov, na pod-
lagi ¢esar so ugotovili njihovo vlogo pri induciranem
odzivu rastlin na napad $kodljivih organizmov, pred-
vsem zuzelk. Povecana vsebnosti lektinov v rastlinskih
celicah je pogojena s tvorbo rastlinskih hormonov, ki
sprozijo ekspresijo genov za njihovo sintezo ob napadu
herbivorov. Lektini, ki jih proizvajajo rastline, se ob zau-
Zitju vezejo s specifi¢nimi ogljikovimi hidrati, vezanimi
v glikoproteinske in glikolipidne strukture, na peritro-
ficni membrani Zuzel¢jega epitela (Vandenborre in sod.,
2011). Zaradi specifiénosti vezave posameznih lektinov
je njihov toksi¢ni uéinek, ki se odraza v omejevanju pre-
hranjevanja, rasti in razvoja ciljnega organizma na posa-
mezne vrste zuzelk, nepredvidljiv. Do danes so bili med
drugim izolirani $tevilni lektini iz ve¢ rastlinskih vrst
z dokazanim toksi¢nim delovanjem na grizoc¢e zuzelke
iz reda metuljev (Lepidoptera), polkrilcev (Hemiptera)
in hrosc¢ev (Coleoptera) (Carlini in Grossi-De-S4, 2002;
Vandenborre in sod., 2011). Prepoznani insekticidno
delujoci lektini so bili preizkuseni v $tevilnih laborato-
rijskih raziskavah na podlagi lektin-vsebujocih diet in
poskusih s transgenimi rastlinami z vnosi genov, ki ko-
dirajo zapise za njihovo sintezo. Po vsebnosti lektinov
so bogata predvsem semena nekaterih vrst stro¢nic, iz
katerih izhaja najve¢ potencialno ucinkovitih lektinov,
ki so bili preuceni v raziskavah. Prvi so o u¢inkovitosti
lektina PHA, ki so ga izolirali iz semen fizola (Phase-
olus vulgaris L.), porocali Gatehouse in sod. (1984) in
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dokazali njegovo toksi¢no delovanje na li¢inke hrosca
Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775). Poleg stro¢-
nic so pozneje proti omenjenemu Skodljivcu ugotovi-
li delovanje lektinov iz $tevilnih rastlinskih vrst (Zhu
in sod., 1996). Za zatiranje li¢ink koloradskega hros¢a
(Leptinotarsa decemlineata [Say, 1824]) so Wang in sod.
(2003) v laboratorijskih poskusih pri nanosu na liste
dokazali u¢inkovitost lektina imenovanega gleheda, ki
so ga izolirali iz listov br§ljanaste grenkuljice (Glechoma
hederacea L.). V tej raziskavi nobena od li¢ink, ki so se
prehranjevale na listih krompirja (Solanum tuberosum
L.) tretiranih z lektinom, ni dokoncala razvojnega kro-
ga. Obstoj rastlinskih lektinov je znan Ze stoletja, njihov
pomen v fiziologiji rastlin pa $e ni povsem razjasnjen.
Dokazano ucinkovitost lektinov, izoliranih iz razli¢nih
rastlinskih vrst, je pri genski transformaciji in vnosu v
ciljne rastline tezko predvideti; njihova uéinkovitost je
lahko vpragljiva tudi zaradi $tevilnih neznank o nac¢inih
delovanja proti zuzelkam na molekularni ravni (Dang
in Van Damme, 2015), slab$e pa so preuceni tudi njiho-
vi vplivi na neciljne organizme (Vandenborre in sod.,
2011, Dang in Van Damme, 2015).

Glede na strukturo razvr§¢amo lektine v ve¢ raz-
licnih skupin, mednje pa uvr§¢amo tudi t.i. ribosom-
-inaktivirajoce proteine (RIP), ki s specifi¢cno N-gluko-
zidazno aktivnostjo povzrocijo deaktivacijo ribosomov
(Vandenborre in sod., 2011). Najbolj znan in preucen
RIP je ricin, ki so ga najprej izolirali iz klo$¢evca (Rici-
nus communis L.) in pozneje iz drugih vrst iz rodu Ri-
cinus. Njegovo toski¢no delovanje so med drugim ugo-
tovili tudi na hros¢ih, in sicer na vrstah Callosobruchus
maculatus in Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Ga-
tehouse in sod., 1984). Do danes so tudi na podlagi ana-
lize genomov ugotovili prisotnost drugih RIP sekvenc v
$tevilnih drugih rastlinah (Dang in Van Damme, 2015).
RIP se sicer za namene zlahtnjenja odpornih sort ra-
stlin redkeje uporabljajo, predvsem zaradi nespecifi¢ne
toksi¢nosti za sesalce (Carlini in Grossi-De-S4, 2002).
Nasprotno pa so gene za sintezo nekaterih lektinov iz
nerastlinskih virov Ze vnesli v rastline, kot na primer
gene za sintezo lektinov iz jajénih beljakov za zatiranje
koloradskega hrosc¢a, ki so jih preizkusali v poskusih
s transgenimi rastlinami krompirja (Cooper in sod.,
2009).

2.2 INHIBITOR]JI PREBAVNIH ENCIMOV

Tako kot ostali heterotrofni organizmi, tudi ra-
stlinojede Zuzelke za zadovoljevanje svojih energetskih
potreb in prebavo rastlinskih tkiv izlo¢ajo vrsto pre-
bavnih encimov. Pomembnej$i med njimi so proteaze
in glikohidrolaze, ki omogocajo razgradnjo molekul

beljakovin in sladkorjev v rastlinskem soku. Encimske
lastnosti posameznih zuzelk so prilagojene njihovemu
nacinu prehranjevanja ter biokemijskim lastnostim go-

stiteljskih rastlin.

Inhibitorji prebavnih encimov so snovi, ki pred-
stavljajo pomemben del imunskega odziva rastlin na
napad $kodljivih organizmov. Nahajajo se v rastlinskem
tkivu, pretezno v semenih in gomoljih, njihova sinteza
pa poteka kot del induciranega odziva rastlin na grize-
nje, bodenje ali sesanje (Ryan, 1990, Fiirstenberg-Hagg
in sod., 2013).

Razli¢ne skupine proteolitinih encimov ali prote-
az v prebavilih Zuzelk sodelujejo pri presnovi proteinov
in zagotavljajo vir aminokislin. Regulacija proteolitske
aktivnosti je zaradi vitalne funkcije tega procesa v or-
ganizmih izrednega pomena in poteka tudi na podlagi
inhibitorjev, ki z vezavo na specifi¢ne kataliti¢cne dome-
ne proteaz tvorijo komplekse ter onemogocajo njihovo
aktivnost (Ryan, 1990). Vloga inhibitorskih proteinov v
organizmih je vecplastna, razli¢ni organizmi, med njimi
tudi rastline, jih med drugim tvorijo tudi v obrambne
namene. Najve¢ inhibitorjev proteaz tvorijo rastline iz
druzin metuljnic (Fabaceae), razhudnikovk (Solanace-
ae) in trav (Poaceae). Iz njihovih tkiv so izolirali $tevilne
proteine za inhibicijo specifiénih proteaz, ki jih izlo¢ajo
zuzelke in na podlagi molekularnih tehnik dolo¢ili gene
za njihovo sintezo ter jih vnesli v druge gostiteljske vr-
ste (Dang in Van Damme, 2015; Singh in sod., 2020).

V prebavilih koloradskega hros¢a prevladujejo ci-
steinske proteaze in aspartatne proteaze, ki jih inhibira-
jo obrambni aspartatni in cisteinski inhibitorji (cistati-
ni) (Wolfson in Murdock, 1987; Srp in sod., 2016). Na
podlagi ugotovitev o akumulaciji inhibitorjev proteaz
v krompirju in paradizniku (Solanum lycopersicum L.)
zaradi napada li¢ink koloradskega hrosc¢a, sta o njiho-
vi vlogi pri razvoju odpornosti sklepala Green in Ryan
(1972). Eni izmed prvih cisteinskih inhibitorjev, ki so
jih s pomoc¢jo rekombinantne bakterijske RNA uspe-
$no izolirali iz rastlin in preizkusili za namene zatiranja
hroscev, so bili cistatini iz riza (Oryza sativa L.) - oriza-
cistatini (Chen in sod., 1992). Leto pozneje so Michaud
in sod. (1993) dokazali specifi¢nost njihove vezave na
cisteine, ki so jih izolirali iz prebavil koloradskega hro-
$¢a. Na podlagi vnosa orizacistatinov v krompir so te
preizkusili za namene zatiranja koloradskega hros¢a in
ugotovili vpliv na povelanje smrtnosti li¢ink (Lecar-
donnel in sod., 1999; Cingel in sod., 2017). Podobne
u¢inke na zmanjsanje rasti li¢ink so ugotovili tudi pri
vnosu inhibitorjev cistatinov iz papaje (Carica papaya
L.), soje (Glycine max [L.] Merr.) in je¢émena (Hordeum
vulgare L.) (Visal in sod., 1998; Lalitha in sod., 2005; Al-
varez-Alfageme in sod., 2007). Ashouri in sod. (2017) so
inhibitorje cisteinov koloradskega hros¢a dolo¢ili tudi v
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semenih sonénic (Helianthus annuus L.).

Iz prebavil koloradskega hrosca so izolirali tudi
aspartatne proteaze, njihove inhibitorje pa so odkrili v
paradizniku. Po uspe$nem vnosu v rastline krompirja
so preizkusali njihovo potencialno udinkovitost in ugo-
tovili $tevilne fizioloske posledice za li¢inke L3 stopnje
koloradskega hrosca, ki so se odrazale v manjsi jes¢no-
sti, masi in prirastu, medtem ko pri starejsih li¢cinkah
(stopnja L4) tega ucinka niso zaznali (Brunelle in sod.,
2004). O podobnem fenomenu prilagoditve koloradske-
ga hro$ca so porocali ze Cloutier in sod. (2000), ki pri
proucevanju orizacistatinov niso ugotovili predhodno
dokazano ucinkovitega delovanja na odrasle hrosce.

Znano je namre¢, da nastete nacine encimske in-
hibicije v rastlinah ZuZzelke zaradi izdatnejsih potreb
po aminokislinah in posledi¢nega selekcijske pritiska,
s prilagoditvami encimske aktivnost hitro zaobidejo.
Zuzelke se na nove prehrambene razmere prilagodijo
na razli¢ne nacine, kot so hiperprodukcija proteaz in
povecano prehranjevanje z gostiteljskim tkivom, sinte-
zo novih odpornih proteaz in proteolitsko deaktivaci-
jo rastlinskih inhibitorjev (Ryan, 1990; Cingel in sod.,
2016). Podrobneje so mehanizme prilagoditve kolorad-
skega hrosc¢a na proteolitsko inhibicijo, ki se odraza v
spremembah sinteze cisteinov, preucevali Gruden in
sod. (2004).

Naprednej$i  biotehnoloski pristopi vkljucujejo
tehnike t.i. piramidenja genov, kjer z vnosom ve¢ se-
kvenc omogocajo izrazanje razli¢nih tipov inhibitorjev
in s tem manj$o moznost razvoja odpornosti skodljivih
organizmov (Schliiter in sod., 2010; Martinez in sod.,
2016). Ucinkovitost taksnega pristopa so na podlagi ko-
ekspresije genov za sintezo dveh razli¢nih cistantinov v
krompirju, dokazali tudi Cingel in sod. (2017) pri zati-
ranju koloradskega hrosca.

Inhibitorje proteaz, ki sodelujejo v metabolizmu
koloradskih hroscev, pa so v preteklih raziskavah izo-
lirali tudi iz drugih nerastlinskih virov. Gruden in sod.
(1998) so ugotovili toksi¢no delovanje cistatinov iz rde-
¢e morske vetrnice (Actinia equina (L., 1758).

Encimi imajo odlocilno vlogo tudi pri metabo-
lizmu ogljikovih hidratov. Alfa amilaze (o amilaze) so
hidroliti¢ni encimi, ki so zastopani v zivalih, rastlinah
in mikroorganizmih. Ti encimi katalizirajo hidrolizo
glikozidnih vezi polisaharidov in imajo pomembno
vlogo pri razgradnji kompleksnih sladkorjev, kot sta
$krob in glikogen. Predvsem za zuzelke, ki se pretezno
prehranjujejo s semeni, torej rastlinskimi organi z veli-
ko vsebnostjo $kroba, je aktivnost a amilaze odlo¢ilna
za njihovo prezivetje (Franco in sod., 2002). Rastline se
tudi na Zuzel¢je a amilaze odzivajo s sintezo specifiénih
inhibitorjev z razli¢cnimi mehanizmi inhibicije, ki se od-
raza v zmanj$anju metabolizma ogljikovih hidratov kot
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pomembnega vira energije. Vedja vsebnost inhibitorjev
je znacilna predvsem za semena Zit in stro¢nic (Carlini
in Grossi-De-S4, 2002; Fiirstenberg-Hégg in sod., 2013).
V vec raziskavah so ugotovili uc¢inkovitost inhibitorjev
iz pSenice (Triticum aestivum L.), je¢mena, riza, koruze
(Zea mays L.) in ve¢ rastlinskih vrst iz druzine §¢irovk
(Amaranthaceae) za zaviranje aktivnosti o amilaz raz-
licnih skladi$¢nih $kodljivcev, kot so mokarji (Triboli-
um spp.), zitni zuzki iz rodu Sitophilus ter zitniki iz rodu
Oryzaephilus (Fiirstenberg-Hagg in sod., 2013; Rane in
sod., 2020). Natan¢neje so bili preuceni tudi razli¢ni in-
hibitorji a amilaz iz fizola za zatiranje nekaterih lepen-
cev iz poddruzine Bruchinae, ki povzrocajo $kodo na
semenih stro¢nic (Carlini in Grossi-De-S4, 2002; Rane
in sod., 2020). Ashouri in sod. (2017) so iz rdecega fizola
izolirali tudi inhibitorje, ki so v prehranjevalnih testih
vplivali na zmanj$ano aktivnost a amilaz li¢ink kolo-
radskega hros¢a (Ashouri in Farshbaf Pourabad, 2021).

2.3 BAKTERIJSKI INSEKTICIDNI PROTEINI

Bakterijski toksini so najpogosteje uporabljene
mikrobne ucinkovine pri zatiranju rastlinskih skodljiv-
cev. Do sedaj je bilo odkritih ve¢ kot sto razli¢nih vrst
bakterij, ki izkazujejo entomopatogeno delovanje, med
njimi predvsem bakterije iz druzin Bacillaceae, Pseu-
domonadaceae, Enterobacteriaceae, Streptococcaceae
in Micrococcaceae (Kalha in sod., 2014). Izmed bakte-
rijskih insekticidih proteinov so najbolje preuceni in v
tivna bakterija Bacillus thuringiensis Berliner, 1915, Bt.
Pomembnej$i med njimi so Cry toksini, ki izkazujejo
toksi¢no delovanje na vrsto zuzelk, med drugim tudi na
hrogce. Bt proizvaja Cry toksine v ¢asu sporulacije in jih
kopici v obliki kristalnih struktur (Crickmore in sod.,
1998). Cry toksine uvr§¢amo v skupino t. i. porotvornih
toksinov (PFT), za katere je znadilna afiniteta vezave na
bioloske membrane in tvorba transmembranskih por.
Po zauzitju kristalnih struktur se namre¢ pod vplivom
nizkega pH prebavnih sokov in proteazne aktivnosti v
¢revesju gostitelja iz njih sprostijo toksini, ki z vezavo
na specifi¢cne proteinske receptorje in povzrocanjem
poskodb na membranah povzrodijo celicno smrt ter
s tem zmanj$ano prehranjevalno sposobnost zuzelk,
ki posledi¢no odmrejo (Bravo in sod., 2007). Zanje je
znacilno visoko specifiéna insekticidna ucinkovitost
oz. delovanje zgolj na doloc¢ene vrste oziroma skupine
zuzelk, ki je pogojena z biokemi¢no strukturo in me-
tabolno aktivnostjo ciljnega organizma. Bt toksini niso
strupeni za vretencarje in rastline ter so popolnoma
biorazgradljivi, zaradi ¢esar so Se posebno zanimivi za
uporabo v varstvu rastlin (Palma in sod., 2014). Trenu-
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tna Bt nomenklatura obsega ve¢ sto sekvenc za sintezo
razli¢nih proteinov, med njimi je najve¢ja skupina Cry3,
iz katerih izhaja najve¢ bakterijskih toksinov, ki so to-
ksi¢ni za zuzelke (Berry in Crickmore, 2017). Izmed
proteinov iz te skupine izhaja najve¢ toksinov, ki izka-
zujejo insekticidno delovanje na koloradskega hrosca,
predvsem Cry3A in Cry3B, ki so bili najveckrat vnese-
ni v transformirane rastline krompirja. Prav transgena
sorta krompirja ,NewLeaf‘ (Monsanto Corp.), v katero
so vnesli Cry3A, z namenom povecevanja odpornosti
proti koloradskemu hros¢u, velja za prvo komercialno
gensko spremenjeno sorto rastline, ki je bila v Zdruze-
nih drzavah Amerike registrirana leta 1995 za pridelavo
v prehrambne namene. Reed in sod. (2001) so v dvele-
tnem poljskem poskusu dokazali primerljivo u¢inkovi-
tost uporabe sorte ,NewLeaf* kot nacina varstva pred
koloradskim hros¢em z manj negativnimi vplivi na ne-
ciljne organizme v primerjavi z rabo insekticidov. Kljub
vsemu je bila omenjena sorta pozneje zaradi splosno
negativnega javnega mnenja glede uporabe gensko
spremenjenih rastlin umaknjena s trzi$¢a (Grafius in
Douches, 2008). Razvoj in pridelava sort na podlagi
Cry3A se predvsem zaradi nara$¢ajoCe problematike
razvoja odpornosti koloradskega hro$c¢a proti insek-
ticidom in trendov zmanjSevanja negativnih vplivov
kmetijske pridelave na okolje nadaljuje tudi drugod po
svetu (Kamionskaya in sod., 2012; Mi in sod., 2015; K.
Wang in sod., 2019). Do danes so v $tevilnih raziskavah
potrdili insekticidno delovanje na koloradskega hro$c¢a
tudi pri toksinih iz drugih skupin Cry proteinov, kot so
Cryl, Cry2, Cry3, Cry5, Cry7 in Cry8 (K. Wang in sod.,
2019; Balagko in sod., 2020; Dominguez-Arrizabalaga
in sod., 2020).

Bt, poleg endogenih Cry toksinov, proizvajajo tudi
druge proteine z insekticidnim delovanjem na hrosée,
ki jih v medceli¢ni prostor izlo¢ajo v fazi vegetativne
oblike. Vip1 in Vip2 toksini se podobno kot Cry vezejo
na prebavni epitel Zuzelk in ga poskodujejo (Chakroun
in sod., 2016). Znani so tudi Sip toksini, ki se uvrséajo v
skupino t. i. sekrecijskih proteinov, in jih bakterije izlo-
¢ajo v svojo okolico. Izmed slednjih toksin tipa SiplA,
ki ga izlo¢a Bt, dokazano ucinkuje tudi proti licinkam

koloradskega hro$¢a (Donovan in sod., 2006).

Poleg Bt so vir proteinov z insekticidnim delova-
njem na koloradskega hro$c¢a nasli $e v nekaterih dru-
gih vrstah bakterij, kot na primer v Chromobacterium
sp. (Martin in sod., 2006), Photorhabdus luminescens,
Photorhabdus luminescens (Thomas and Poinar, 1979)
Boemare et al., 1993 emend. Fischer-Le Saux et al., 1999
(Blackburn in sod., 2005) in Leclercia adecarboxyla-
ta (Leclerc 1962) (Muratoglu in sod., 2011). Toksini
iz drugih vrst bakterij lahko predstavljajo pomemben
potencial za uporabo pri genski transformaciji, tudi

kot nadomestilo za Bt proteine v smislu prepreceva-
nja razvoja odpornosti koloradskega hros¢a proti Cry
toksinom (Wang in sod., 2019). Zuzelke namre¢ pod
vplivom selekcijskega pritiska s fizioloskimi prilagodi-
tvami, ki omogocajo razgradnjo ali deaktivacijo speci-
ficnih proteinskih toksinov ali mutacijami receptorjev
na prebavnem epitelu, spontano razvijajo odpornost na
Cry toksine (Bravo in sod., 2011). Iz preteklosti so zna-
ni nekateri primeri populacij koloradskega hro$c¢a, od-
pornih proti Cry3A proteinom (Whalon in sod., 1993).
V primeru $irSe uporabe Bt sort krompirja pa je mo¢
pricakovati, da bi ta problematika lahko postala pere¢
problem (Dominguez-Arrizabalaga in sod., 2020).

Varstvo pred rastlinskimi $kodljivei na podlagi
bakterijskih proteinov poleg razvoja transgenih rastlin
temelji tudi na njihovi uporabi v obliki mikrobnih bio-
insekticidov, namenjenih nanosu s prsenjem. Prav pri-
pravki na podlagi Bt toksinov so glavno gonilo razvoja
bioinsekticidov, njihov trzni odstotek na globalnem
trgu tovrstnih proizvodov pa naj bi dosegal skoraj 90 %
(Jallouli in sod., 2020). Vecina Bt insekticidov vsebuje
Cry3 kristalne strukture, ki se jih v vodni raztopini na
rastline nanasa foliarno. Za zatiranje li¢ink koloradske-
ga hro$ca je znana uporaba Cry3A, ki ga proizvaja Bt
subsp. tenebrionis in je na trgu dostopen v obliki komer-
cialnega proizvoda Novodor (Dominguez-Arrizabalaga
in sod., 2020). Taksen nacin uporabe bakterijskih prote-
inov je v praksi bolj uveljavljen, saj je uvajanje pridelave
gensko spremenjenih rastlin predvsem v Evropi $e ve-
dno zelo striktno regulirano in ve¢inoma prepovedano
(Direktiva EU 2001/18/ES). Kljub u¢inkovitemu delo-
vanju Bt pripravkov je slabost foliarnega nanosa Cry
proteinov, v primerjavi z izrazanjem v transformiranih
rastlinah, njihova omejena ucinkovitost, ki je posledi-
ca vpliva okoljskih dejavnikov, predvsem podvrzeno-
sti proteinov svetlobni razgradnji zaradi UV svetlobe
(Bravo in sod., 2011).

2.4 PROTEINIIZ GOB

Visje glive (Eumycota) iz dveh razli¢nih debel, in
sicer prostotrosnice (Basidiomycota) ter zaprtotrosnice
(Ascomycota), na nadzemskem delu tvorijo reproduk-
cijske organe - trosi$¢a, ki jim pravimo gobe. Z njimi se
v naravi hranijo $tevilni fungivori, med njimi tudi zu-
zelke. Glive so med evolucijo razvile razli¢ne obramb-
ne mehanizme, ki gobe varujejo pred fungivori, saj je s
tem pogojena njihova zmoznost razmnozevanja. Vedina
obrambnih procesov temelji na tvorbi proteinov, med
katerimi so $tevilni toksi¢ni tudi za Zuzelke (Wang in
sod., 2002).

Za glive je znalilna velika vsebnost lektinov, ki
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predstavljajo pomemben vir zaloznih beljakovin, imajo
pomembno vlogo v simbiotskih in parazitskih odnosih
ter sodelujejo pri obrambnih odzivih na napad $kodlji-
vih organizmov. Glede na strukturo lektine iz gob raz-
vr§¢amo v Sest razli¢nih skupin; pri nekaterih so ugo-
tovili njihove toksi¢ne uc¢inke na nekatere vrste Zuzelk
(Varrot in sod., 2013). Lektin, ki so ga izolirali iz glive
Rhizoctonia solani ].G. Kiihn, spada v skupino hololek-
tinov. Le-ti imajo podobne strukturne in sekvencne la-
stnosti kot rastlinski lektin ricin. Walski in sod. (2014)
so v poskusih ugotovili njegov vpliv na zmanj$ano rast
in upocasnjen razvoj li¢ink rizevega mokarja (Tribolium
castaneum [Herbst, 1797]). Pohleven in sod. (2011) so
preucevali insekticidni ucinek lektinov iz poprhnjene
livke (Clitocybe nebularis [Batsch] P. Kumm., CNL), pri
¢emer so ugotovili, da je uporaba lektina CNL vplivala
na zmanj$anje prehranjevanja li¢ink koloradskega hro-
§¢a. Vse omenjene raziskave toksi¢nih lektinov iz gliv
na zuzelke so bile opravljene laboratorijsko na podlagi
prehranskih testov; poskusi s transgenimi rastlinami $e
niso bili opravljeni.

Gobe so bogat vir proteinov in proteaznih inhi-
bitorjev. Zlasti iz gliv iz debla prostotrosnic so izolira-
li stevilne inhibitorje proteolize, ki so jim natanc¢neje
dolo¢ili pomembne biokemic¢ne in strukturne lastnosti,
po katerih se locijo od inhibitorjev proteaz iz drugih
virov (Erjavec in sod., 2012; Saboti¢ in Kos, 2012). Pri
tem gre pretezno za serinske (mikospini) in cisteinske
(mikocipini) inhibitorje, ki izkazujejo tudi insekticidne
lastnosti (Saboti¢ in sod., 2016). Makrocipini iz skupi-
ne mikocipinskih inhibitorjev zuzel¢jih cisteinov, ki so
jih izolirali iz orjaskega deznika (Macrolepiota procera
[Scop.] Singer), so v prehranjevalnih testih povzrodili
zmanjsanje rasti licink koloradskega hros$ca, njihov in-
sekticidni ucinek pa je bil dokazan tudi v transgenih
rastlinah krompirja (Smid in sod., 2013). Smid in sod.
(2015) so v prehranjevalnih testih ugotovili tudi toksi¢-
ni vpliv klitocipina iz poprhnjene livke, ki je povzro¢il
vecjo smrtnost licink, vendar je v transgenem krompir-
ju zaradi manjSega izrazanja genov izkazoval manjso
insekticidno ucinkovitost v primerjavi z makrocipi-
nom.

2.5 EGEROLIZINI

Proteini iz druZine egerolizinov sodijo v skupino
porotvornih proteinov, ki jih proizvajajo razli¢ni evka-
riontski organizmi ter bakterije. Njihova bioloska vloga
$e ni povsem razjasnjena, znana pa je njihova velika
afiniteta vezave na membranske lipide in sposobnost
tvorbe transmembranskih por (Berne in sod., 2009;
Butala in sod., 2017). Bakterijski egerolizini razli¢nih
virov se znotraj veckomponentnih kompleksov speci-
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ficno vezejo v prebavilih zuzelk in nanje delujejo to-
ksi¢no. Glede na strukturo med egerolizine uvr§¢amo
tudi nekatere Cry proteine, ki jih tvori Bt. Za binarni
kompleks Cry34Abl / Cry35Abl je znacilna specificna
vezava v prebavnem epitelu koruznega hro$c¢a (Diabro-
tica virgifera virgifera LeConte, 1868) in tvorba tran-
smembranskih por. Omenjeni kompleks so na podlagi
transformacije vnesli v hibrid koruze, ki je na voljo v
komercialni pridelavi. Vedina $tudij se sicer osredoto-
¢a predvsem na preucevanje egerolizinov iz gob, med
katerimi imajo Stevilni tudi insekticidne lastnosti. Za
egerolizine, ki jih tvorijo glive iz rodu ostrigarjev (Ple-
urotus sp.), je znacilna specifi¢na vezava z lipidom, in
sicer s sfingolipidom ceramid fosfoetanolaminom, ki je
prisoten v membranah nevretencarjev, ni pa ga v vre-
tenc¢arjih. Omenjena lastnost pogojuje perspektivnost
nadaljnjih raziskav njihove uporabe za proizvodnjo se-
lektivnih insekticidov. Insekticidno delovanje egerolizi-
nov iz ostrigarjev omogoca vezava v proteinske kom-
plekse s partnerskimi proteini, ki vsebujejo specifiéne
MACPF (angl. membrane attack complex/perforin) do-
mene, ki tvorijo transmembranske pore (Butala in sod.,
2017; Panevska in sod., 2020). Panevska in sod. (2019)
so v raziskavi med drugim preucevali tudi toksi¢nost
egerolizinskih kompleksov iz ostrigarjev proti li¢cinkam
koloradskega hrosca. Dolo¢ili so tri egerolizinske pro-
teine: ostreolizin A6 (OlyA6), pleurotolizin A2 (PlyA2)
in erilizin A (EryA). Ti skupaj s partnerskim protei-
nom pleurotolizinom B (PlyB) tvorijo transmembran-
ske pore v ¢revesnih celicah, kar se odraza v povecani
smrtnosti li¢ink zaradi stradanja. Rezultati nakazujejo
nadaljnjo moznost uporabe egerolizinskih kompleksov
iz ostrigarjev kot bioinsekticidnih komponent ali virov
odpornosti proti koloradskemu hros$¢u pri zlahtnjenju
rastlin.

3 SKLEPI

Insekticidno delujoci proteini, ki jih tvorijo raz-
licne vrste organizmov, predstavljajo pomemben po-
tencial v varstvu rastlin pred Skodljivci. V primerjavi s
sinteti¢nimi insekticidi je njihova prednost bolj speci-
ficno delovanje, hitra razgradnja in manj$a toksi¢nost
za neciljne organizme. Razvoj odpornih sort rastlin je
eden glavnih Zlahtniteljskih ciljev, ki ga lazje dosegajo
z uporabo sodobnih biotehnoloskih postopkov in proi-
zvodnje gensko spremenjenih rastlin.

Skodljivci se tekom generacij relativno hitro pri-
lagajajo na spremenjene okoljske razmere in oblikujejo
nove obrambne mehanizme. Kljub temu so za prepre-
¢evanje razvoja odpornosti pomembna preucevanja in
raziskave drugih vrst insekticidih proteinov iz razli¢-
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nih virov. Sodobni biotehnoloski pristopi omogocajo
hkraten vnos dveh ali ve¢ genov iz razli¢nih virov za
sintezo proteinov z razliénimi nadini delovanja (pira-
midenje genov) ali fuzijo gena, ki soc¢asno kodira dva
proteina (fuzijski proteini). Tak$en nadin proizvodnje
transgenih rastlin omogoca zanesljivejSo in dolgotraj-
nejso ucinkovitost proti kateri Skodljivi organizmi tezje
razvijejo odpornost.

Izmed proteinov, ki izkazujejo insekticidno delo-
vanje, so najbolj preuceni bakterijski proteini, med nji-
mi predvsem Cry proteini, ki jih proizvaja Bt. Geni za
njihovo sintezo so najveckrat uporabljeni pri transfor-
maciji v rastlinska tkiva za namene razvoja odpornih
sort rastlin. Pridelava transgenih sort krompirja odpor-
nih na koloradskega hrosc¢a trenutno v praksi ni razsir-
jena, kljub temu pa potekajo $tevilne raziskave vnosa
insekticidno delujoc¢ih proteinov iz razli¢nih virov, ki
v laboratorijskih razmerah izkazujejo ucinkovitost pri
zatiranju tega $kodljivca.

Zaradi splo$nih zadrzkov javnosti in zakonodaje
proti uveljavljanju gensko spremenjenih rastlin v kme-
tijstvu, je pomemben razvoj drugih moznosti uporabe
insekticidnih proteinov, predvsem v obliki bioinsektici-
dov. Tudi tukaj prednjaci uporaba Bt formulacij, njiho-
va uporaba pa je v zadnjih 30 letih v porastu tudi zaradi
tendence po zmanjsevanju uporabe kemic¢nih insekti-
cidov. Uporaba bioinsekticidov predstavlja pomembno
alternativo kemic¢nim insekticidom tudi pri zatiranju
koloradskega hrosca. Proti njegovim licinkam deluje-
jo toksini, ki jih izlo¢a Bt subsp. tenebrionis, pomemb-
no vlogo pri razvoju novih insekticidnih u¢inkovin pa
imajo tudi proteini iz drugih virov. Predvsem visje glive
predstavljajo pomemben vir lektinov, encimskih inhi-
bitorjev in egerolizinov, ki delujejo toksi¢no na li¢inke
koloradskega hrosca in $tevilne druge Zuzelke.
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