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| MECCANISMI DELLA METABOLIZZAZIONE

La detossificazione del fitofarmaci si svolge attraverso vari stadi e, in termini generali,
possono essere identificate tre fasi. La prima fase consiste in reazioni 0 di ossidazione o di
riduzione o di idrolisi che trasformano il fitofarmaco, che di solito € un composto lipofilico
mobile e tossico, in un derivato anfifilico meno mobile e generalmente meno tossico. La
seconda fase consiste in reazioni nelle quali i derivati della prima fase sono coniugati con
composti organici endogeni, come il glutatione o il glucosio, con i quali formano derivati
meno tossici 0 non tossici, piu idrofilici e pertanto suscettibili di eliminazione tramite
escrezione. Nel vegetali questa possibilita di eliminazione e praticamente inesistente per cui i
coniugati o vengono trasferiti nel vacuolo oppure soggiacciono ad una terza fase in cui
subiscono ulteriori coniugazioni con macromolecole, come la lignina o la cellulosa, con le
quali formano residui immobilizzati che restano inalterati fino a termine del ciclo vegetativo
(tab. 1). In merito alle reazioni della detossificazione va puntualizzato quanto segue:

a) reazioni di ossidazione (tab. 2) :

- lemfolegano siail substrato (S) che |’ ossigeno grazie a cit P 450;
- lemfo presentano molte forme isoenzimatiche;
- nel vegetali le mfo sono difficili da evidenziare, ben evidenti ed attive sono invece le

perossidasi (buona affinita dellaloro Fe-porfirina per substrati esogeni);



- possibilita di ossidazioni hon enzimatiche ad opera di radicali superossido od idrossile
(possibile loro formazione nei cloroplasti e nei mitocondri dove avvengono spostamenti
di elettroni);

- esempi di eventi ossidativi (dichlobenil, monuron, aldrin ed aldicarb) (tab. 3).

b) reazioni di riduzione:

- gli eventi riduttivi sono poco frequenti nei vegetali;

- esempi di eventi riduttivi (fluordifen, metamitron) (tab. 4).

C) reazioni di idrolisi:

- leidrolasi sono enzimi molto diffusi e dotati di scarsa specificitaper i substrati;
- il prodotto dell’idrolisi a volte € un intermedio della detossificazione piu tossico del
composto iniziale;

- esempi di reazioni idrolitiche(bromoxynil, chlorfenprop-metyl, fenprop-methyl),(tab. 4).

d) reazioni di coniugazione:

- la coniugazione & promossa da alcune transferasi caratterizzate da scarsa specificita,
come le UDP-glucosil transferasi, o da varie forme isoenzimatiche come le
glutatione-S-transferasi;

- la coniugazione pud avvenire con piccole molecole endogene (glucosio, glutatione,
amminoacidi);

- meccanismi di coniugazione con glucosio e glutatione e trasporto del coniugati nel
vacuolo (ATP-asi di trasporto) (tab. 5);

- lo spostamento dei coniugati dal citosol a vacuolo favorisce | ulteriore coniugazione

- laconiugazione pud avvenire anche con macromolecole endogene (lignina, cellulosa,

pectine) dando luogo ai cosiddetti “residui immobilizzati”.

Per quanto riguarda gli enzimi che intervengono nelle reazioni della detossificazione si
debbono tenere nella debita considerazione due aspetti: il primo consiste nel fatto che si tratta
di sistemi che si debbono adattare a substrati esogeni per i quali non dovrebbero avere grande

specificita; il secondo che la presenza del fitofarmaco pud indurre la formazione di forme



isoenzimatiche piu adatte ai “nuovi substrati”. Sotto questo profilo € significativo il fatto che
gli enzimi piu efficaci nella metabolizzazione del fitofarmaci sono di solito quelli che
presentano un certo numero di isoforme.

METABOLIZZAZIONE E SELETTIVITA’ D’'AZIONE

La rapidita del process di detossificazione dipende dalla struttura del fitofarmaci, dagli
enzimi della metabolizzazione e dagli enzimi bersaglio. La velocita della metabolizzazione
rappresenta un fattore “chiave” della selettivita d’ azione, infatti nelle specie attrezzate per una
rapida metabolizzazione di un dato principio attivo questo viene tollerato in quanto non riesce
ad accumularsi in quantita sufficiente per esplicare I'azione tossica. Per quanto attiene ai
fitofarmaci, una differenza anche minima nella loro struttura molecolare, anche nell’ ambito di
uno stesso gruppo, pud differenziarne grandemente la velocita di metabolizzazione. Per
esempio, gli erbicidi a-cloroacetammidici vengono metabolizzati per coniugazione con il
glutatione tramite una reazione catalizzata delle glutatione-S-transferasi (GST); ebbene, i dati
di una ricerca evidenziano il ruolo significativo dei sostituenti arilici e delle catene N-
achiliche nel determinare la velocitd della coniugazione, e quindi a condizionarne la
detossificazione in specie coltivate ed infestanti (Scarponi et al., 1991). Per quanto attiene
invece agli enzimi della detossificazione, bisogna considerare che Si pOSsSONo presentare
in forme isoenzimatiche differenti nelle varie specie vegetali, spesso in quelle tolleranti si
riscontrano forme dotate di maggiore affinita per un dato fitofarmaco rispetto a quelle nelle
specie sensibili, avolte € lo stesso fitofarmaco aindurre nelle prime forme isoenzimatiche piu
ative. Ad esempio, i dati di una ricerca evidenziano come nel mais, a differenza che nella
soia, era il metolachlor stesso a stimolare |’ azione dell’enzima della sua metabolizzazione,
cioe la GST. Conseguentemente I’accumulo e la persistenza del metolachlor erano molto
minori nel mais che nella soia (Scarponi et al., 1992). Altre ricerche hanno evidenziato che
anche le GST della fava e del riso erano attivate in seguito a trattamento con propachlor e
pretilachlor, rispettivamente. (Scarponi et al., 2002; Scarponi et al., 2003). Ai fini della
selettivita d’azione, va considerata anche sensibilita degli enzimi che costituiscono il sito-
bersaglio di fitofarmaci; si € riscontrato infatti che la loro suscettibilita varia non solo da
specie a specie ma anche tra le varieta di una stessa specie. Sono emblematici i risultati di
ricerche condotte con il rimsulfuron, il cui sito-bersaglio € I’acetolattatosintasi (ALS), su
alcune varieta di mais e di peperone. Su cinque ibridi di mais, tre risultavano tolleranti grazie
alla rapidita con cui I’erbicida era metabolizzato o ala capacita di produrre piu ALS in



risposta al trattamento, mentre gli altri due erano sensibili all’ erbicida (Scarponi and Vischetti,
2001-a). Su quattro varieta di peperone, due tolleravano I'erbicida grazie a maggiore
contenuto di ALS, endogeno o indotto dal trattamento, mentre le atre due varieta erano
sensibili (Scarponi et al., 2001-b). Pertanto, sulla base dei risultati delle ricerche cui s e fatto
riferimento ed in relazione agli aspetti connessi con la selettivita d' azione, puo essere

puntualizzato quanto segue:

a) aspetti legati alla struttura molecolare del fitofarmaco:

- caso della coniugazione delle cloroacetanilidi con il glutatione (stesso enzima e

fitofarmaci a struttura differente) (tab. 6).

b) aspetti legati alla natura (isoforme) ed al comportamento (induzione) dell’ enzimadella

detossificazione:

- cas sul ruolo sdlettivo di isoforme enzimatiche e della induzione del’enzima in

risposta al fitofarmaco (stesso fitofarmaco diverse specie vegetali) (tab. 7 e 8).

c) aspetti legati al’ enzima bersaglio:

- differenze di sensibilita a fitofarmaco ( inibizione a 50% dell’ enzima bersaglio = I-
50);

- differenze di contenuto dell’ enzimain specie e varieta diverse di vegetali;

- possibilitadi induzione dell’ enzima bersaglio in risposta a fitofarmaco;

- cas sul ruolo dell’enzima bersaglio (acetolattato sintasi =ALS) di varieta di mais e

peperonein risposta al rimsulfuron (tab. 9).

POSSIBILITA’ DI INTERVENTO NELLA METABOLIZZAZIONE

Visto il ruolo della velocita di metabolizzazione nel condizionare la selettivita d’ azione dei
fitofarmaci, s € andato diffondendo I’impiego di composti capaci di modificarla accentuando
o0 attenuando |’azione dei fitofarmaci; S tratta rispettivamente dei sinergici o degli antidoti.
| sinergici (tab. 10) agiscono ostacolando la metabolizzazione dei fitofarmaci potenziandone
cosi latossicita. A questi composti si puo ricorrere quando si preferisce aumentare |’ azione

tossicadi un dato principio attivo, piuttosto che applicare piu principi attivi, per controllare un



ampio spettro di infestanti. Generamente i sinergici S legano agli enzimi della
metabolizzazione, agendo cosi da substrati alternativi; a questo proposito sono emblematici i
cas della combinazione chlortoluron-ABT nel diserbo del frumento (tab.10) e della
combinazione atrazina-tridifane nel diserbo del mais (tab.11).

Gli antidoti (tab. 12) agiscono invece potenziando |'azione degli enzimi della
detossificazione. Una ricerca condotta su riso trattato con pretilachlor, in presenza 0 meno
dell’antidoto fenclorim, ha evidenziato che in presenza del fenclorim veniva
significativamente incrementata |’ espressione dell’ enzima della detossificazione dell’ erbicida,
la GST, non tanto e non solo in termini di quantita ma soprattutto in termini di espressione di
isoforme piu affini a substrato pretilachlor. Ne conseguiva una significativa diminuzione
della persistenza del pretilachlor nei germogli di riso e, conseguentemente, una riduzione
dello stress prodotto alla coltura. Questa infatti evidenziava in risposta a solo pretilachlor
una ridotta attivita della glucochinasi e della rubisco con conseguenze negative sulla sintesi
dei carboidrati (Scarponi et al., 2003-a; Scarponi et al. 2003-b), (tab. 13-20).
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TAB. 13-20
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treatments V max Km
control 0.12 (a) 0.92 (a)
pretilachlor 0.16 (b) 0.74 (b)
fenclorim 0.16 (b) 0.59 (¢
pretilachlor + fenclorim 0.17 (b) 0.47 (d)

Data within a same column followeb by the same letter are not significantly different

(p < 0.05)
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time P F
(hours after tratment)
Glucokinase 48 40%* 104%
12 39%* 95%
Rubisco 48 93%* 37%*
12 81%* 56%0*

* = gignificantly different (p<0.05) from the controls
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- P and F have a same detoxification mechanism which favours P,

- F addition shorthens the persistence of P,

- F addition induces GST isoforms more sensitive towards P,

- P and F affect glucose and starch formation (glucokinase - rubisco);

- these effects are exerted at sublethal level (short persistence of Pand F).
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