Rocznik Naukowo-Dydaktyczny Akademii Pedagogicznej w Krakowie

Zeszyt 206 Prace Botaniczne IV 1999

Mieczystaw Rozmus, Maria Drewniak, Andrzej Kornai

Wptyw niektorych herbicydow na zawartosc
suchej masy i azotu catkowitego w korzeniach cebuli
(Allium cepa L)

Streszczenie

W pracy prowadzono badania nad wptywem czterech wybranych herbicydéw: Afalonu, Simazi-
nu, Alipuru i Liro na procentowsa zawartos$¢ suchej masy oraz azotu ogélnego i niektérych aminokwa-
sow w komoérkach Allium Cepa L. Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw planimetrycznych
wakuol oraz oznaczen suchej masy stwierdzono rézng powierzchnie wakuol oraz rézny procent
suchej masy w zaleznosci od zastosowanego herbicydu. Komdrki korzeni préby z Afalonem, Simasi-
nem i Alipurem posiadaty wieksza powierzchnie wakuol, a tym samym wiekszg zawarto$¢ wody.
a mniejszy procent przypadajacy na suchg mase. Wakuole w komorkach korzeni traktowanych Liro
zajmowaty mniejszg powierzchnie, mniejszg zawarto$¢ wody w poréwnaniu z kontrola. W proébie tej
otrzymano wyzsze wartosci przypadajgce na sucha mase. Na podstawie analiz chemicznych stwier-
dzono, ze Afalon powodowat nieznaczne obnizenie zawarto$ci azotu ogdlnego. Natomiast Alipur,
Simasin i Liro stymulowaty wzrost azotu ogélnego. Korzenie traktowane Alipurem posiadaty wieksza
zawarto$¢ azotu pochodzacego z trzech wybranych aminokwaséw, tj. argininy, lizyny i histydyny
w poréwnaniu z materiatem kontrolnym.

Wstep

Zagadnieniu wplywu pestycydéw na metabolizm roélin poswiecono sporo uwagi
w opublikowanych pracach. Wyniki badan wskazuja, ze indukujg zmiany obserwowane na
poziomie molekularnym, jak réwniez zmiany morfologiczne (Key i Hanson 1961; Ostrow-
ski 1965; Masztakow 1971). Wptywajg réwniez na przebieg podstawowych proceséw
fizjologicznych, takich jak: transpiracja, fotosynteza, oddychanie, aktywnos$¢ wielu enz\-
moéw (Moreland i Hill 1959; Stevens, Buts i Fang 1962; Hulewicz 1970; Rozek 1978, 1982;
Rozek i Mareczek 1981).
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Omawiajagc ostatnie poglady dotyczgace fitotoksycznego oddziatywania pestycydow,
nalezy przede wszystkim poruszy¢ ich wptyw na przemiane azotowag w roslinie (Hageman
i Flescher 1960; Tweedy 1967; Pryn i Fults 1972, cyt. Domanska i inni 1973; Ptoszynski
1972; Michalczyk 1972; Grzesiuk 1973; Rozek 1978; Rozek i Mareczek 1981).

Dowiedziono, ze pod wptywem pestycydéw moga zachodzi¢ zmiany w ogélnej za-
wartosci biatka jak i poszczeg6lnych aminokwaséw. Takie dzialanie sugeruje, ze moze sie
zmienia¢ struktura pewnych bialek, a wiec mozna wnioskowaé¢ o zaistniatych mutacjach
w wyniku stosowania danego preparatu. Herbicydy Simasin i Atrazin w matych dawkach
zwiekszaly zawarto$¢ biatek i azotu ogdélnego w nasionach grochu i ziarniakach zyta
(Ptoszynski 1972). Podobnie Afalon (Btonski 1973) i Alipur (Sadowska 1973) stymulowaty
wzrost azotu ogélnego w lisciach burakéw cukrowych i bulwach ziemniaka.

Zastosowany w doswiadczeniach Pryn i Fults (1972, cyt. Domanska i inni 1973) 2,4D
indukowat wzrost biatka ogélnego w soku ziemniaka o 27% w stosunku do kontroli. W dal-
szych badaniach autorzy ci wskazujag na wzrost zawartosci kwasu glutaminowego z réwnocze-
snym obnizeniem zawartosci asparagininy, seryny, lizyny i innych aminokwaséw.

Niewielkie zmiany w sktadzie aminokwasowym, a mianowicie zwiekszenie zawartosci
aminokwaséw zasadowych pod wplywem Atrazinu, stwierdzit Ptoszynski (1972). Nieco
odmienne wyniki otrzymat Masztakow (1971) w pracy nad wptywem 2,4D i MCPA na za-
warto$¢ biatka w korzeniach kukurydzy. U odmian wrazliwych proces biosyntezy byt ha-
mowany bardzo silnie i ilo$¢ biatka spada tu 0 23,6%. Zmiany ilosciowe ijakos$ciowe biatek
w roslinach fasoli szparagowej pod wptywem insektycydéw fosforoorganicznych stwierdzili
Rozek (1978), Rozek i Mareczek (1981). Przy czym oddziatywanie to uzaleznione byto od
rodzaju preparatu, czasu dziatania, stadium rozwoju ontogenetycznego rosliny.

Celem przedstawionej pracy byto ustalenie wptywu czterech wybranych herbicydéw na
procentowa zawarto$¢ suchej masy oraz azotu ogélnego i pochodzacego z poszczegélnych
aminokwaséw.

Materiat i metodyka

Analizy obejmowaty stozki wzrostu korzeni nasion cebuli Allium cepa L. odmiana
Wolska. Nasiona wysiewano na szalkach Petriego, na bibule filtracyjnej zwilzonej woda
wodociggowa. Kietkowanie przebiegato w warunkach laboratoryjnych w temperaturze
okoto 20°C. Gdy korzenie osiggnety dtugo$¢ okoto 2 cm materiat podzielono na 5 grup:
cztery grupy traktowane herbicydami, a pigta stanowita materiat kontrolny. W badaniach
stosowano cztery herbicydy: Afalon, Simasin o stezeniu Ig/11 wody oraz Liro i Alipur
w ilosci 1m1/11 wody.

Afalon jest herbicydem z grupy fenylomocznikowych, zawierajgcym 50% skiadnika
czynnego, tj. linuronu (N-3,4-dwuchlorofenylo-N-metoxy-N-metylomocznik). Simasin
jest 2-chloro-4,6-dwuetyloamino-S-triazyng. Liro zawiera 40% AS-IPC (izopropylo-N-
-fenylokarbaminian) oraz 4% diuronu (N,N-dwumetylo-N,3,4-dwu-chlorofenylo-mocznik).
Alipur stanowi mieszanine OMU czyli 3 cyklo-l,I-dwumetylomocznika oraz BiPC, ktéry
jest estrem butinylowym kwasu fenylokarbaminowego.
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Czas traktowania we wszystkich przypadkach wynosit 24 godziny. Po jego uplywie
pobierano korzenie z kontroli i materiatu traktowanego.

Czes$¢ korzeni utrwalono w utrwalaczu Nawaschina, a nastepnie sporzadzono skrawki
mikrotomowe o grubosci 10pm barwione fioletem gencjanowym wedtug Newtona (Ger-
lach 1972). Z preparatéw tych sporzadzono fotografie, na ktérych przeprowadzono pomia-
ry planimetryczne powierzchni wakuol. Dla kazdej préby oraz kontroli wykonano okoto
150 mikrofotografii, na ktérych otéwkiem obrysowano zarys komérek oraz wakuol, a na-
stepnie planimetrowano. Powierzchnia wakuol wyrazona jest w procentach obliczonych ze
stosunku powierzchni komoérek do powierzchni wakuol.

Suchg mase korzeni oznaczono przy uzyciu zwyktej suszarki laboratoryjnej przez od-
parowanie wody w dwéch etapach. Okoto 8—10 g $wiezych korzeni (doktadnie zwazonych
na wadze analitycznej) suszono w temperaturze 55°C przez 48 godzin, a potem ponownie
wazono (pierwsza sucha masa). Podsuszony materiat rozdrabniano w mozdzierzu porcela-
nowym, a nastepnie suszono w temperaturze 105°C przez 3 godziny i oznaczono zawartos$¢
suchej masy. Na podstawie uzyskanych wynikéw obu etapéw obliczono procent suchej
masy materiatu wyjsciowego.

% pierwszej suchej masy x % drugiej suchej masy

10000

Z r6znicy oblicza sie procentowg zawarto$¢ wody.

B. Zawartos$¢ azotu ogdlnego oznaczono klasyczng metodq Kjeldhala

Analizy wykonano w dwéch powtérzeniach przy nawazce 0,3 g suchej masy.

C. Oznaczanie aminokwaséw

W celu oznaczenia aminokwaséw wysuszone korzenie, w ilosci odpowiadajacej 16
mg azotu (obliczono na podstawie znajomosci catkowitej zawartosci azotu), hydrolizowano
20 ml 6N HC1 w zatopionej fiolce przez 21 godzin, w temperaturze 110°C. Po oziebieniu
hydrolizat sgczono przez szklany lejek G3 i przemywano wodg podwdéjnie destylowana,
a nastepnie odparowywano do suchosci na tazni wodnej w temperaturze 50°C pod zmniej-
szonym cié$nieniem, przy uzyciu Vacum rotary evaporator type 350. Nastepnie suchg pozo-
stato$¢ zalano 10 ml wody redestylowanej i ponownie odparowywano do suchosci. Czyn-
noé¢ te powtérzono dwa razy. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w matej ilosci 10% izopro-
panolu, przelano do kalibrowanej fiolki szklanej, roztwdér uzupetniono do objetosci 5mi
tym samym odczynnikiem. Hydrolizat przechowywano w lodéwce. Rozdziatu aminokwaséw
dokonano technika elektroforezy wysokonapieciowej na bibule Whatman nr 3 o wymiarach
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46 cm X 28,5 cm, stosujac napiecie okoto 2400V, a natezenie 120mA. Temperatura chtodza-
cej wody wynosita okoto 16°C, czas trwania elektroforezy to 1godzina i 5 minut.

Na kazdy arkusz bibuly zwilzony uprzednio buforem pirymidynowym (pH 6,5)
naktadano badang prébke w trzech powtérzeniach i w takiej ilosci prébke kontrolng. Kazda
prébka w ilosci 0,02 ml. Analiza tego samego materiatu byta wykonywana na 4 arkuszach
bibuty, a wiec w 12 powtdrzeniach, podobnie jak i standardu. Bibute po zdjeciu z aparatu
suszono przez 30 minut w temperaturze 60°C, a nastepnie wywoltywano reakcje barwng
$wiezo przygotowanym odczynnikiem ninhydrynowym i pozostawiono w temperaturze
pokojowej w ciemnym pomieszczeniu przez 24 godziny. Plamy obrysowano otéwkiem,
nastepnie pocieto na paski, ktére wrzucono do probdéwki i zalewano 5 ml metanolu
(wszystkie odczynniki cz.d.a.). Prébki wstrzasano i dokonano pomiaru ekstyncji na Spe-
kolu Zeiss przy dtugosci fali 505 mp. Stezenie badanej substancji obliczano ze wzoru.

Wyniki idyskusja

Wakuolizacja cytoplazmy i sucha masa

Przeprowadzone pomiary planimetryczne wakuol w komérkach peryblemu stanowia
informacje o réznej ich powierzchni w zaleznosci od rodzaju stosowanego herbicydu
(tabela 1, fig. 1). | tak komoérki stozkéw wzrostu poddanych dziataniu Afalonu, Simasinu
i Alipuru posiadaty zwiekszong powierzchnie wakuol w poréwnaniu z komdérkami kontroli.
Natomiast komorki peryblemu z korzeni traktowanych Liro zawieraty wakuole o mniejszej
powierzchni w stosunku do komaérek kontroli.

Na podstawie oznaczenia suchej masy stwierdzono, ze komérki stozké4w wzrostu
korzeni préby z Afalonem, Simasinem i Alipurem, charakteryzowaty sie wiekszg zawarto-
$cig wody w poréwnaniu z materiatem kontrolnym. Wprost przeciwnie w komdrkach
korzeni traktowanych Liro stwierdzono mniejsza zawarto$¢ wody, a tym samym otrzymano
wyzsze wartosci przypadajace na sucha mase. Informacji o powyzszych zmianach dostar-
cza tabela 1, fig. 1.

Rodzaj preparatu Powierzchnia Zawartos¢ Sucha masa w %
wakuol w % wody w %
KONTROLA 28,65 90,00 10,00
SIMASIN 33,86 90,95 9,05
AFALON 34,66 90,97 9,03
ALIPUR 39,31 92,22 7,78
LIRO 23,53 87,23 12,77

Tabela 1. Poréwnanie powierzchni wakuol, zawartosci wody i suchej masy w komorkach
merystematycznych wierzchotkdw wzrostu korzeni Allium cepa L
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Hg. 1 Pordwnanie powierzchni wakuol, zawartosci wody i suchej masy w komorkach mery-
stematycznych wierzchotkéw wzrostu korzeni Allium cepa L

Powierzchnia wakuol w komérkach merystematycznych stozkéw wzrostu korzeni ma-
teriatlu kontrolnego zajmuje 28,65% z catej powierzchni komérek, a na wode przypada
90%. Wakuole zlokalizowane sa najczesciej w poblizu centralnie umieszczonego jadra ko-
morkowego (fig. 2A). Nieco wieksza powierzchnie wakuol, jak réwniez zawartoscig wody
charakteryzuja sie komoérki korzeni poddanych dziataniu Afalonu i Simasinu. W warstwie
peryblemu obok komérek z widoczng jednag wakuola, zdarzaja sie komérki z kilkoma ma-
tymi wakuolami, oddzielonymi od siebie pasmami cytoplazmy (fig. 2B). Niekiedy duza wa-
kuola spycha jadro wraz z cytoplazmag ku S$cianie komérkowej (fig. 2C). Najwiekszg za-
wartoscig wody réwng 92,22% oraz najwieksza powierzchnig wakuol tj. 39,31% charakte-
ryzuja sie komorki stozkéw wzrostu traktowanych Alipurem. Silna wakuolizacja zaznacza
sie rowniez w komoérkach dermatogenu. W komérkach peryblemu do$¢ czesto wystepuja
Z-A duze wakuole oddzielone pasmami cytoplazmy (fig. 2D). Jak juz zaznaczono komorki
korzeni traktowanych Liro posiadaty tylko 87,23% wody oraz zmniejszong powierzchnie
wakuol réwna 23,53%. W wielu komérkach dato sie zaobserwowac¢ zjawisko plazmolizy,
a co za tym idzie spadek turgoru (Fig. 2E). Podobne zjawiska obserwowali Ostergren
(1944), Levan i Tijo (1951), Bielecki (1974), Szuleta (1961) w wyniku zastosowania takich
zwigzkéw jak: etyleno-glikol, izokolchicyna, chloroform, octan fenylorteciowy. Nieznaczne
zahamowanie przyrostu suchej masy korzeni Viciafaba stwierdzita Rogozinska (1958) pod
wplywem amonoazotobenzenu, Ptoszynski (1972) przy zastosowaniu matych dawek Sima-
sinu na siewki gryki i fasoli. RGwniez nizszy procent przypadajacy na suchg mase lisci fa-
soli otrzymat Rozek i Mareczek (1981) po 72 godzinach stosowania Sadofosu.
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Zawartos¢ azotu oraz sktad aminokwasowy

W czesci eksperymentalnej pracy przeprowadzono pomiary zawartosci azotu ogélnego
przy czym wyniki pomiaru ujeto jako zawartos¢ azotu w 100 g suchej masy korzeni dla kaz-
dego herbicydu, za$ interpretacje wynikéw przeprowadzono odnoszac je do materiatu kontrol-
nego. Wartosci uzyskane z odpowiednich przeliczen zestawiono w tabeli 2, ktéra informuje
0 ré6znym oddziatywaniu poszczeg6lnych herbicydéw. W przeliczeniu na 100 g suchej masy
korzeni, stwierdzono niewielkie réznice w zawartosci azotu spowodowane dziataniem Afalonu
1Simasinu z tym, ze korzenie traktowane Afalonem zawierajg o 0,51 % mniej azotu w poréw-
naniu z kontrolnymi. Natomiast pod wptywem Simasinu stwierdzono przyrost azotu o 0,66%.

Zawarto$¢ azotu

Rodzaj preparatu ogélnego Réznica w zawartosci azotu
w 100 g suchej masy gramy procenty

KONTROLA 5,90

AFALON 5,87 -0,03 0,51
KONTROLA 5,99

SIMASIN 6,03 + 0,04 0,66
KONTROLA 6,83

ALIPUR 6,99 + 0,16 2,29
KONTROLA 6,35

LIRO 6,63 + 0,28 4,22

Tabela 2 Zawarto$¢ azotu ogdlnego w komdrkach merystematycznych wierzchotkdw wzrostu
korzeni Allium cepa L.

Znacznie wyzsze wartosci przyrostu azotu wystepujg przy zastosowaniu Alipuru i Liro,
a mianowicie: w korzeniach z Alipurem o 2,29%, a w korzeniach traktowanych Liro
0 4,22%. Wzrost ten jednakze nie byt tak wysoki jak to stwierdzili Beevers i Peterson
(1963), Tweedy i Ries (1967), Ptoszynski (1972), Pryn i Fults (1972, cyt. Domanska i inni
1973), Sadowska (1973), stosujac takie herbicydy, jak: 2,4D Atrazin, Pyramin, Simasin,
Alipur. Tweedy i Ries (1967) wykazali ponadto, ze wzrost azotu ogdélnego skorelowany byt
ze wzrostem aktywnosci reduktazy azotanowej. Znaczny udziat w modyfikowaniu dziatal-
nosci tego enzymy stwierdzit Rozek (1982) pod wptywem insektycydéw fosforoorganicz-
nych, takich jak: Bi-58 oraz Sadofos. Stwierdzone niewielkie procentowe obnizenie za-
wartosci azotu og6lnego pod wptywem Afalonu pozostaje w zgodnoséci z wynikami uzyska-
nymi przez Grzesiuka (1973) dla tego herbicydu.

W niniejszej pracy uznano za celowy wybo6r trzech aminokwaséw: lizyny, argininy i hi-
stydyny, budujacych biatka histonowe wchodzgce w potaczenia z kwasami nukleinowymi, do
oznaczenia zmian zawartosci azotu pochodzacego z tych aminokwaséw. Ograniczono sie do
zbadania wptywu tylko jednego herbicydu tj. Alipuru. Jak wynika z tabeli 3, Alipur modyfi-
kowat ilosciowe proporcje tych aminokwaséw powodujgc zwiekszenie zawartosci azotu po-
chodzacego z lizyny o 7,6%, a z histydyny o 8,6%. Nieznacznie, bo o 0,54%, zwiekszyt sie
udziat azotu pochodzacego z argininy. Podobne oznaczenia przeprowadzili Michalczyk
(1972), Pryn i Fults (1972 - cyt. Domanska i inni 1973), Grzesiuk (1973), ktérzy zaobserwo-
wali nieduze ilosciowe zmiany aminokwaséw zasadowych pod wptywem 2,4D i Atrazinu.
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Hg. 2 Obrazy komorek merystematycznych stozkow wzrostu korzeni Allium cepa L. w mate-
riale kontrolnym i traktowanym herbicydami: A. Komdrka z wakuolg w poblizu jadra
komdrkowego (kontrola); B. Komorka z kilkoma wakuolami (Simasin); C Jadro
komdrkowe oraz cytoplazma zepchniete przez wakuole ku Scianie komdrkowej (Afalon);
D. Duze wakuole rozdzielone przez pasma cytoplazmy (Alipur); E Komdrki w stanie plaz-
molizy (Liro); F. Jadro pyknotyczne i kuliste w komdrce dwujadrowej (Alipur)
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Zawartos$¢ azotu (g) poszczegdlnych aminokwasow

Rodzaj preparatu w 100 g suchej masy
Lizyna Arginina Histydyna
KONTROLA 0,364 0,729 0,184
ALIPUR 0,392 0,733 0,200
Réznica 0,028 0,004 0,016
Wozrost azotu w % 7,6 0,54 8.6

Tabela 3. Zawartos¢ azotu niektorych aminokwasow w komodrkach merystematycznych wierz-
chotkéw wzrostu korzeni Allium cepa L

Przeprowadzajgc obserwacje cytologiczne, szczegélnie interesujgce wyniki uzyskano
odnosnie morfologicznego zréznicowania jader komérkowych w materiale traktowanym
Alipurem. Do$¢ czestym obrazem byta obecnos$¢ komérek dwujadrowych, przy czym jedno
z jader staje sie jadrem pyknotycznym ijako takie zmienia sie z formy owalnej w silnie wy-
dtuzong (fig. 2F), drugie natomiast ma posta¢ kulistg (fig. 2F). W ogélnosci stopiern wydtu-
zania jader byt bardzo r6zny w réznych komérkach. Sporadycznie zaobserwowano réwniez
obecnosé jader spiralnie skreconych. Zmiany zachodzace w jadrach wydtuzonych byty ana-
lizowane metodami cytochemicznymi i autoradiograficznymi (Kusanagi i Yanagi 1971).
Wyniki tych badann wskazujg, ze synteza RNA i DNA w wydtuzonych formach
jader w poréwnaniu z normalnymi jest catkiem zahamowana. Badania te ujawnity ponadto istnie-
nie jakosciowych réznic dotyczacych histonéw, polegajacych na tym, ze histony w jadrach wy-
dtuzonych byty bogate w arginine i lizyne. Wedtug tych autoréwjadra wydtuzone nie byty zdolne
do dalszych podziatéw mitotycznych. Stwierdzona w niniejszej pracy zwiekszona zawartos¢ lizy-
ny i argininy w komérkach traktowanych Alipurem w stosunku do kontroli stanowi byé moze
przyczyne wyksztatcenia sie wydtuzonych formjader komérkowych.

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze zastosowane herbicydy
ingerujg w procesy przemiany azotowej w komadrce. Powodujg nieznaczne réznice w za-
wartosci azotu ogélnego, przy czym charakter oddziatywania i jego efekt uzalezniony jest
od rodzaju herbicydu. Szczeg6towa analiza zawartosci azotu pochodzacego z trzech
wybranych aminokwaséw (lizyny, argininy i histydyny) w przypadku Alipuru wykazata
wzrost azotu w poréwnaniu z kontrola.
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