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Streszczenie: Dla zwiekszania efektywnosci i jakosci produkcji rolnej nadal olbrzymie znaczenie majgq pestycydy, w tym her-
bicydy. Herbicydy stosowane w rolnictwie do ochrony roslin moga mie¢ jednoczesnie negatywny wptyw na rosliny inne niz do-
celowe, np. rodliny uprawne. Przeprowadzone badania miaty na celu okreslenie wptywu herbicydu fotodynamicznego 1,10-fen-
antroliny (1,10-Phe), o stezeniach 2.5, 5.0, 7.5 i 10.0 mM na aktywnos$¢ katalazy (EC 1.11.1.6) i peroksydazy (EC 1.11.1.7)
oraz zawarto$¢ chlorofilu i karotenoidéw w lisciach selera naciowego (Apium graveolens L. var. dulce (Mill.) Pers.). Rosliny
traktowane 1,10-Phe charakteryzowaty sie wyzszg aktywnoscig peroksydazy i nizsza aktywnoscig katalazy niz roéliny nietrak-
towane tym zwigzkiem. Poziom chlorofilu catkowitego i karotenoidéw w lisciach selera naciowego uzalezniony byt takze od za-
stosowanych stezen 1,10-Phe. Roséliny opryskane 1,10-Phe o mniejszych stezeniach cechowaty sie podwyzszonym poziomem
chlorofilu catkowitego, podczas gdy wyzsze stezenia 1,10-Phe wywotaty spadek zawartosci tego barwnika w odniesieniu do ro-
$lin kontrolnych. Przy wyzszych stezeniach tego herbicydu wystapit ponadto wzrost zawartosci karotenoiddéw w lisciach roslin.

Stowa kluczowe: pestycydy; herbicydy; 1,10-fenantrolina; aktywnos¢ enzyméw; barwniki asymilacyjne; stres oksydacyjny

Abstract: Pesticides, in that herbicides still play an important role in enhancing the efficiency and quality of agricultural pro-
duction. Herbicides used in agriculture for plant protection can have a negative effect on nontarget plants as well, for example
cultivated plants. The aim of this research was to determine the effect of photodynamic herbicide 1,10-phenanthroline (1,10-
Phe), in the concentrations of 2.5, 5.0, 7.5, and 10.0 mM, on catalase (EC 1.11.1.6) and peroxidase (EC 1.11.1.7) activity and
total chlorophyll and carotenoides contents in the leaf celery (Apium graveolens L. var. dulce (Mill.) Pers.) leaves. Plants
treated with 1,10-Phe were characterized by higher activity of peroxidase and lower activity of catalase as compared with non-
treated plants. The total chlorophyll level and carotenoids level in celery leaves depended on the concentration of 1,10-Phe.
The plants sprayed with 1,10-Phe at lower concentrations were characterized by a higher total chlorophyll level, whilst the
higher 1,10-Phe concentrations caused the chlorophyll level decrease as compared with the control plants. Higher concentra-
tion of this herbicide resulted in an increase in the content of carotenoids in plants leaves.

Keywords: pesticides; herbicides; 1,10-phenanthroline; enzyme activity; photosynthetic pigments; oxidative stress

1. Wstep

Termin ,pestycyd” okresla niejednorodng grupe substanc;ji
czynnych lub mieszanin zawierajgcych jedng lub wiecej sub-
stancji czynnych lub czynnikéw biologicznych przeznaczo-
nych do zapobiegania, niszczenia, odstraszania kazdego
organizmu, ktéry jest uwazany za szkodnika [1]. Pestycydy
obejmujg szeroki zakres zwigzkow, ktore zazwyczaj sg klasy-
fikowane zgodnie z ich celem, przeznaczeniem (herbicydy,
fungicydy, insektycydy, nematocydy, regulatory wzrostu roslin
i inne), lub tez moga by¢ klasyfikowane na podstawie budowy
chemicznej, czy sposobu dziatania [2,3]. Stosowane sg w celu
zwalczania chwastéw, szkodnikéw i choréb w uprawach,
w przechowalnictwie w celu przedtuzenia trwatosci produktow
i wyeliminowania strat zywnosci po okresie zbioréw, a takze
dla ochrony zdrowia ludzi i zwierzat [4—7].

W wigkszosci sektoréw produkcji rolnej, w celu zapobie-
gania lub ograniczenia strat przez szkodniki (w tym choroby
i chwasty), szeroko stosowane sg pestycydy, co moze przy-
czyni¢ sie do zwiekszenia plonu oraz poprawy jakosci produk-
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tu. Stosowanie pestycydéw moze réwniez przyczyni¢ sie do
zwiekszenia wartosci odzywczej zywnosci, a czasem jej bez-
pieczenstwa [4,6,7]. Rosliny podczas stresu oraz zaatakowa-
ne przez choroby, czy organizmy chorobotwércze wywotujace
choroby, mogg produkowac toksyczne substancje chemiczne.
Stosowanie odpowiednich pestycydéw moze temu zapobiec
[4].

Rocznie, na calym Swiecie, stosuje sie okoto 2.5 min ton
pestycydow [3,8,9], z czego okoto 50% stanowig srodki chwa-
stobojcze, ktére sg szeroko wykorzystywane w rolnictwie
[4,8,10]. Chociaz stosowanie w rolnictwie pestycydow, w tym
herbicydow, przyczynia sie do ochrony roslin, obecnos$c¢ ich
w zywnosci lub srodowisku budzi powszechny niepokdj. Pe-
stycydy taczone sa z szeroka gama zagrozen dla zdrowia
cztowieka, poczawszy od krétkoterminowych skutkéw, takich
jak boéle gtowy czy nudnosci, do przewlektych oddziatywan ta-
kich jak np. nowotwory czy zaburzenia endokrynologiczne [7].
Srodki te moga zanieczyszczaé gleby, wody, trawy i inne ro-
sliny. Oproécz zabijania owadéw czy chwastéw, pestycydy mo-
ga byc¢ toksyczne dla wielu innych organizméw, w tym pta-
kéw, ryb, pozytecznych owaddw i roslin niebedacych przed-
miotem zwalczania. Srodki owadobojcze sg na ogét najbar-
dziej toksyczng grupg pestycydow, lecz herbicydy réwniez
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moga stanowi¢ zagrozenie dla organizméw niebedacych
przedmiotem zwalczania [5].

Wptyw herbicyddw na rosliny inne niz docelowe, w tym na
rosliny uprawne moze mie¢ rozny zakres i charakter, co uza-
leznione jest m.in. od budowy i chemicznych wtasciwosci ak-
tywnego zwigzku. 1,10-Fenantrolina (1,10-Phe) to heterocy-
kliczny zwiazek azotowy [11,12] nalezacy do diazafenantre-
néw, zawierajgcy dwa pierscienie pirydynowe [13-15]. 1,10-
Phe i jej pochodne to zwigzki o wysokiej aktywnosci biolo-
gicznej [13,14], dla ktérych wykazano znaczng aktywnos¢
przeciwbakteryjng, przeciwgrzybiczg, przeciwnowotworowg
[16] oraz chwastobojczg [12,17-19]. 1,10-Phe ma szerokie
zastosowanie, nie tylko w rolnictwie, ale np. w przemysle che-
micznym, farmaceutycznym oraz przy uzdatnianiu wody, dla-
tego znaczne ilosci tego zwigzku mozna znalez¢ w odno-
Snych Sciekach [20], skad moze on przenikng¢ do Srodowi-
ska, a nastepnie do roslin uprawnych. W badaniach nad 1,10-
Phe jako herbicydem fotodynamicznym stwierdzono, ze ak-
tywnos¢ herbicydowa tego zwigzku uwarunkowana jest obec-
noscig dwoéch atoméw azotu i ich potozeniem w pozycji 1i 10
[12,17]. Herbicydy fotodynamiczne, takie jak 1,10-fenantrolina
oraz inne chelatory metali typu pirydynowego (2,2’-dipirydyl,
8-hydroksychinolina) [21], powodujg w ciemnosci akumulacje
fotodynamicznie aktywnych porfiryn (protoporfiryna IX, ma-
gnezoporfiryna IX, protochlorofilid), ktére po ekspozycji roslin
na S$wiatlo, indukuja produkcje reaktywnych form tlenu, co
w konsekwencji moze skutkowa¢ uszkodzeniem roslin [21—
23].

Reaktywne formy tlenu (RFT) sq stale wytwarzane w ko-
mérkach roslinnych, gtéwnie w chloroplastach, peroksyso-
mach i mitochondriach, gtéwnie jako uboczne produkty meta-
bolizmu tlenowego w procesach fotosyntezy, fotorespiracji czy
oddychania komoérkowego [24-32]. Do podstawowych RFT
zaliczamy czasteczki o charakterze rodnikowym takie jak:
anionorodnik ponadtlenkowy (O,7), rodnik hydroksylowy
('OH), oraz formy nierodnikowe, do ktérych zaliczamy: nadtle-
nek wodoru (H,0,) i tlen singletowy (*O,) [25,27-31,33-43].
RFT, wystepujac w niskich stezeniach, petnig funkcje sygnali-
zacyjng w komorkach roslinnych, biorg udziat w regulacji ta-
kich proceséw jak wzrost, rozwoj, starzenie, programowana
Smier¢ komorki, odpowiedz na stres biotyczny czy abiotyczny
[24-30,39,40,44]. W przeciwienstwie do tego RFT, sg wysoce
reaktywne i toksyczne, gdy wystepujg w duzych ilosciach, mo-
ga prowadzi¢ do peroksydacji lipidéw w btonach komorko-
wych, uszkodzen takich bioczasteczek jak: biatka, chlorofile,
weglowodany czy DNA oraz mogg powodowaé uposledzenia
aktywnosci enzymatycznych, co skutkuje przedwczesnym sta-
rzeniem sie roslin, a w skrajnych wypadkach ich s$miercig
[24,26,27,30,31,33,37-42,44-46]. Poniewaz wysoki poziom
RFT jest szkodliwy dla komorek, dlatego rosliny wyksztatcity
szereg mechanizmoéw obronnych (enzymatycznych i nieenzy-
matycznych), ktére umozliwiajg usuwanie RFT. Enzymatycz-
ny system antyoksydacyjny obejmuje m.in. takie enzymy, jak:
dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydazy (np. askorbiniano-
wa), katalaza oraz reduktaza glutationowa, natomiast nieen-
zymatyczne antyoksydanty to zwigzki niskoczasteczkowe, ta-
kie jak: kwas askorbinowy, glutation, karotenoidy, tokoferole,
flawonoidy [25—-27,30,32—-34,37,42,46-54].

Produkcja i wygaszanie RFT w roslinach jest pod Scistg
kontrolg. W normalnych warunkach wzrostu RFT sg na niskim
poziomie, istnieje rbwnowaga pomiedzy wytwarzaniem a neu-

138 www.ceb-journal.com

© 2016 Jan Dtugosz University, Czestochowa

tralizacja RFT, natomiast niebezpieczna sytuacja pojawia
sie wtedy, gdy ta rownowaga zostaje zachwiana
[24,27,39,43,47,52]. Nadmiernemu wytwarzaniu RFT w rosli-
nach sprzyjajg rézne $rodowiskowe czynniki stresowe, bio-
tyczne i abiotyczne, takie jak: zasolenie, promieniowanie UV,
susza, metale ciezkie, ekstremalne temperatury, niedobdr
skfadnikow odzywczych, zanieczyszczenie powietrza, herbi-
cydy czy ataki patogenow [24,25,27,29,33,34,37,39,40,47].
Nadmiar RFT powoduje, ze mechanizmy antyoksydacyjne nie
sq w stanie obnizy¢ ich zawartosci do poziomu bezpiecznego
dla komorki, co skutkuje pojawieniem sie stanu niebezpiecz-
nego okreslanego mianem stresu oksydacyjnego [24,34,52].
Stres oksydacyjny, zaistnialy pod wptywem réznych czynni-
kéw abiotycznych, jest Scisle zwigzany z nadprodukcjq i na-
gromadzeniem reaktywnych form tlenu (RFT) [46,49,55]. Stre-
sy abiotyczne mogq sztucznie wywotywac¢ starzenie i zwiek-
szajg produkcje RFT w szczegdlnosci w chloroplastach.
W badaniach stresu oksydacyjnego w roslinach pod wptywem
réznych abiotycznych czynnikow stresowych oznacza sie
m.in. takie biomarkery, jak aktywno$¢ enzyméw odpowiedzial-
nych za usuwanie RFT, w tym aktywnos$¢ dysmutazy ponad-
tlenkowej, katalazy i peroksydazy [31,39-41,44,46,48,50,54,
57-60] oraz zmiany zawartosci barwnikéw asymilacyjnych
[31,39,40,44,50,51,57,58,61].

W niniejszej pracy przebadano wptyw 1,10-Phe na aktyw-
nosc¢ katalazy i peroksydazy oraz zawarto$c¢ chlorofilu a, chlo-
rofilu b i chlorofilu catkowitego oraz karotenoidéw w lisciach
selera naciowego. Ze wzgledu na mozliwos¢ pojawienia sie
w srodowisku wzrostu roslin 1,10-Phe wynikajacq z szerokie-
go jej zastosowania oraz z uwagi na jej wlasciwosci interesu-
jacym wydaje sie by¢ okreslenie wptywu tego zwiazku na roz-
ne rosliny uprawne, w tym warzywa np. seler naciowy. Seler
naciowy jest cennym warzywem ze wzgledu na wtasciwosci
odzywcze, smakowe i lecznicze [62—-64]. Celem przeprowa-
dzenia powyzszych badan byto okreslenie mozliwosci zaist-
nienia w roslinach stresu oksydacyjnego oraz okreslenie, czy
seler naciowy poradzi sobie z ewentualnym stresem spowo-
dowanym przez 1,10-Phe, gdyby zwigzek ten pojawit sie
w Srodowisku jego wzrostu.

2. Czesé¢ eksperymentalna
2.1. Zwigzki chemiczne

1,10-Fenantrolina (1,10-Phe) wykorzystana w badaniach
(czystos¢: 99%) zakupiona zostata w Sigma-Aldrich Chemical
Co. Strukture 1,10-Phe przedstawiono na Rysunku 1.

2.2. Warunki prowadzenia eksperymentu wazonowego

Badania dotyczace okreslenia reakcji selera naciowego
na 1,10-fenantroline zostaty przeprowadzone w Zaktadzie

Rysunek 1. Struktura 1,10-fenantroliny (1,10-Phe).

Chem. Environ. Biotechnol., 2016, 19, 137-145
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Biochemii i Ekotoksykologii Akademii im. J. Dlugosza w Cze-
stochowie. W przeprowadzonym eksperymencie wazonowym
rozsade selera naciowego (Apium graveolens L. var. dulce
(Mill.) Pers.), odmiany Utah 52-70, wsadzono w drugiej poto-
wie maja do wazondéw plastikowych o pojemnosci okoto 5
dm?® napetnionych ujednolicona gleba brunatng o pH (KCl) 6.5
i zawartosci prochnicy okoto 1.6%. W pierwszej potowie lipca
rosliny jednorazowo opryskano roztworami 1,10-fenatroliny
o stezeniach: 2.5, 5.0, 7.5 10.0 mM, w ilosci 3 cm?® roztworu
na rosling. Podczas wegetacji roslin, we wszystkich wazo-
nach, utrzymywano statq wilgotnos¢ poditoza na poziomie
okoto 70% ppw. Materiat roslinny do oznaczenia aktywnosci
enzymatycznej peroksydazy i katalazy oraz zawartosci chloro-
filu i karotenoidéw pobierano czterokrotnie w odstepach tygo-
dniowych (7., 14., 21. i 28. dzieh po oprysku).

2.3. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy i katalazy

Wyciagi do oznaczenia aktywnosci enzymoéw przygotowa-
no poprzez homogenizacje swiezego materiatu roslinnego
(1 g) w schtodzonym (4°C) buforze fosforanowym o pH 7.4.
Aktywno$¢ peroksydazy (POD; EC 1.11.1.7) oznaczono spek-
trofotometrycznie, poprzez okreslenie szybkosci utleniania
o-dianizydyny w obecnosci H,O. przez enzym zawarty
w okreslonej objetosci probki w czasie 1 minuty [65]. Absor-
bancje mierzono przy dtugosci fali A = 450 nm, wyniki przed-
stawiono jako przyrost absorbancji na minute (AA-min™). Ak-
tywnos¢ katalazy (CAT; EC 1.11.1.6) oznaczono miareczko-
wo, poprzez okreslenie ilosci roztozonego H,O, w czasie 15
minut [66] przez enzym zawarty w 1 g Swiezej masy rosliny
i wyrazono jako mg (H202)-g"min™™.

2.4. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy i katalazy

Zawarto$¢ barwnikéw asymilacyjnych w $wiezym materia-
le roslinnym oznaczano metoda spektrofotometryczng zgod-
nie z metodykg podang przez Orena i wsp. [67]. Nawazke
(0.2 g) swiezej masy lisci shomogenizowano z dodatkiem
80% roztworu acetonu schtodzonego do temp. 4°C, nastepnie
odwirowano, a przesacz uzupetniono do statej objetosci 25
cm?. Zawarto$é chlorofilu a, chlorofilu b i karotenoidéw ozna-
czono poprzez pomiar absorbancji wyciagu z lisci przy diugo-
&ci fali 470 nm, 647 nm i 664 nm. Zawarto$¢ barwnikow asy-
milacyjnych wyrazong w mg-g— $wiezej masy ($w.m.) obliczo-
no z nastepujacych wzoréw:

25
chla=—>2 (1)
mg §.m
25b
hib = —— (2
mg §.m
_ 25¢ 3
4= 229-mg &.m. (3)
gdzie:
a=11.78 (Asss) — 2.29 (Ag47) (4)
b =20.05 (Ap47) — 4.77 (Ages) (5)
¢ = 1000 (Agrp) — 3.27 a — 104 b (6)

2.5. Analiza statystyczna

Wszystkie otrzymane wyniki badan poddano analizie sta-
tystycznej. Ocene istotnosci otrzymanych wynikéw przepro-
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wadzono wykorzystujac analize wariancji dwuczynnikowg
(test F Fishera-Snedecora), a wartosci NIRg s obliczono te-
stem Tukeya. Wyniki przedstawiono jako $rednie z n powto-
rzen = odchylenie standardowe. Do opisu zaleznosci pomie-
dzy aktywnoscig enzyméw a stezeniem 1,10-fenantroliny za-
stosowano metode regres;ji liniowej. Obliczono réwniez wspot-
czynniki korelacji liniowej Pearsena pomiedzy aktywnoscig
POD i CAT, a zawartoscig chlorofilu catkowitego w lisciach
selera naciowego (p < 0.05).

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Wplyw 1,10-fenantroliny na aktywnos¢ katalazy
i peroksydazy

W roslinach uprawnych poddanych dziataniu herbicydow
na skutek m.in. generowanego przez te zwigzki stresu oksy-
dacyjnego dochodzi do zmian aktywnosci enzymoéw [36,68—
75]. Monitorowanie aktywnosci enzymow, ktére katalizujg
usuwanie RFT moze ujawni¢ poziom stresu w roslinach [61].
Katalaza (CAT) i peroksydaza (POD), obok dysmutazy po-
nadtlenkowej (SOD) sg gtéwnymi elementami enzymatyczne-
go systemu antyoksydacyjnego [35,46,76,77]. W okresleniu
oddziatywania réznych $rodowiskowych czynnikéw stresogen-
nych na rosliny bardzo czgsto oznacza sie¢ aktywnosci CAT
i POD [31,39-41,46,48,50,54,58,59,69,76,77], poniewaz en-
zymy te zmiatajg najbardziej stabilne RFT, tj. H.O,, skutecz-
nie zapobiegajgc oksydacyjnemu uszkodzeniu makromolekut
w roslinach [33,50,53,54,78]. W badaniach dotyczacych od-
dziatywania srodowiskowych czynnikow stresowych na aktyw-
nos¢ POD w roslinach, generalnie wskazuje sig¢ na wzrost ak-
tywnosci tego enzymu, jako skutek zaistniatego stresu [27,31,
33,39,49,50,53,79-82], dlatego zmiana aktywnosci POD uwa-
zana jest jako bardzo dobry biomarker stresu oksydacyjnego
w roslinach [31,78,80]. Niejednoznaczne sg natomiast wyniki
dotyczace kierunku zmian aktywnos$ci CAT pod wplywem
czynnikéw stresowych, istniejg zaréwno doniesienia o spadku
[27,31,33,46,57,72,75,81-85], jak i wzroscie aktywnosci CAT
[27,33,36,39,49,50,54,57,79,81,86]. Zwiekszenie aktywnosci
CAT jest przypuszczalnie cechg adaptacyjng, podczas gdy
zmniejszenie aktywnosci tego enzymu moze ograniczy¢ tole-
rancje rosliny na stres srodowiskowy [87]. Wedtug niektorych
badaczy CAT jest jednym z najwazniejszych komponentéw
roslinnych mechanizmoéw ochronnych wystepujacych w mito-
chondriach oraz peroksysomach i petni wazng role w usuwa-
niu H20,, w stanie stresu [83,88].

O zmianach aktywnosci POD i CAT w roslinach pod wpty-
wem herbicydéw donoszono w wielu pracach [36,37,69,70,
72-74,78,80,89-95], przy czym prezentowane wyniki badan
wskazujg na uzaleznienie zmian m.in. od rodzaju zwigzku [71,
72,75], jego dawki [37,71,73,78,80,92], terminu analizy [37,
73,75,80,90,91], jak i od samej rosliny [71], jej tolerancji na
herbicyd [61,72], czy analizowanego organu [78].

Wyniki badan prezentowane w niniejszej pracy wykazaty,
ze 1,10-fenantrolina (1,10-Phe) w zakresie przebadanych ste-
zen (2.5-10.0 mM), w kazdym analizowanym terminie (7., 14.,
21.i 28. dzien po oprysku) dziatata stymulujgco na aktywnosc¢
POD w lisciach selera naciowego i jednoczes$nie inhibitowata
aktywnos¢ CAT, przy czym stopien zmian byt tym wigkszy, im
wyzsze bylo stezenie zwigzku (Rysunek 2). Ponadto stwier-
dzono wzrost aktywnosci POD i spadek aktywnosci CAT
w miare postepujacej wegetacji roslin. Pomiedzy aktywnoscig

www.ceb-journal.com 139



’ CHEMISTRY

Reakcja selera naciowego na 1,10-fenantroline
B. Herman, P. Rychter, R. Biczak*

ENVIRONMENT
BIOTECHNOLOGY

= 022 ;

£

; 0,20 -

- 0,18 A

N

[}

2 0,16 A

0w

=

2 014

o

@ 012

o

=

£ o010

] 008 +14 dzien A21 dzieri m28 dzier @7 dzier % Srednia

‘ dla sredniej y=0,0051x +0,1331; R=10,99
0,08
0 25 5 7,5 10

stezenie1,10-Phe [mM]

-
—y

t
£ 10 A
S 9
S &
z
o 74
£
- 61
g
T 9]
"
& 4
=]
B3
=] 3 4
E + 14 dzien A 21 dzien m28 dzien @ 7 dzier x $rednia
& 24
= dla sredniej y=-0,395x +8,5788; R=-0,99

1

0 25 5 75 10

stezenie1,10-Phe [mM]

Rysunek 2. Proste zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscig POD i CAT w lisciach selera naciowego pod wptywem 1,10-Phe (n = 3).
Dla aktywnosci POD NIRggs dla termindw pomiarow — 0.0094; NIRgs dla stezen 1,10-Phe — 0.0084. Dla aktywnosci CAT
NIRo.0s dla termindw pomiaréw — 0.5514; NIRg o5 dla stezen 1,10-Phe — 0.4932.

CAT czy POD w lisciach roslin a stezeniem 1,10-Phe stwier-
dzono liniowe zaleznosci. Przy najnizszym z zastosowanych
stezen 1,10-Phe (2.5 mM) odnotowano ($rednio z catego
okresu badan) okoto 9% wzrost aktywnosci POD i okoto 8%
spadek aktywnosci CAT w poréwnaniu z prébkami kontrolny-
mi, nietraktowanymi 1,10-Phe. Przy najwyzszym z zastosowa-
nych stezen 1,10-Phe (10 mM) stwierdzono (srednio z catego
okresu badan) najwyzszy wzrost aktywnosci peroksydazy —
okoto 40%, przy jednoczesnym spadku aktywnosci CAT
o okoto 46% w odniesieniu do aktywnosci tych enzymoéw
w roslinach nietraktowanych 1,10-Phe. O wzroscie aktywnosci
POD pod wptywem herbicydéw donoszono w licznych pra-
cach [8,69,78,80,92-94,96]. Zwigkszenie aktywnosci POD, ja-
ko skutek dziatania herbicydow, jest taczone z generowaniem
RFT i zaistniatym stresem oksydacyjnym [78,94,96]. Odnoto-
wany w przeprowadzonych badaniach wzrost aktywnosci
POD w lisciach selera naciowego traktowanego 1,10-Phe mo-
ze wskazywac, ze zwigzek ten, w zakresie przebadanych ste-
zen, generuje wytwarzanie RFT i tym samym moze prowadzi¢
do zaistnienia stresu oksydacyjnego w roslinach. Powstawa-
nie RFT w tym przypadku moze by¢ zwigzane z akumulacjg
aktywnych porfiryn, gdyz jak wynika z doniesien literaturo-
wych, herbicydy fotodynamiczne, takie jak 1,10-Phe powodujg
w ciemnosci akumulacje fotodynamicznie aktywnych porfiryn
[21,22], ktdre po ekspozycji roslin na $wiatto, indukujg produk-
cje RFT [21-23]. Wiadomo, ze enzymy antyoksydacyjne po-
wodujg detoksykacje nadmiaru RFT i zmniejszajg uszkodze-
nia oksydacyjne. Jednakze wysokie aktywnosci enzymow an-
tyoksydacyjnych mogg by¢é uwazane za symptomy uszkodze-
nia oksydacyjnego [58].

Z doniesien literaturowych wynika, ze herbicydy mogg
prowadzi¢ do obnizenia aktywnosci CAT w roslinach [72,75,
92,96-98]. Spadek aktywnosci CAT moze by¢ zwigzany
z nadprodukcjg RFT, gdyz wysokie nagromadzenie RFT
w komérkach roslin, moze prowadzi¢ do oksydacyjnego usz-
kodzenia enzymow antyoksydacyjnych i ich inaktywacji [97,
99], co wtdrnie moze prowadzi¢ do zwigkszenia puli H,O,
i O2~ w komodrkach roslin traktowanych czynnikami stresogen-
nymi [83,99]. Mozna zatem przypuszczac, ze spadek aktyw-
nosci CAT odnotowany w przeprowadzonych badaniach w li-
Sciach selera naciowego traktowanego 1,10-Phe mégt skutko-
wacé zwiekszeniem poziomu H,O,, co w nastepstwie mogto
prowadzi¢ do tak duzego wzrostu aktywnosci POD, co wi-
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doczne bylo zwtaszcza przy wyzszych stezeniach 1,10-Phe.
Konkluzja taka jest zgodna z doniesieniem Vanackera i wsp.
[100], ktérzy w przeprowadzonych badaniach odnotowali spa-
dek aktywnosci CAT w starzejacych sie lisciach roslin suge-
rujac, ze zapewne peroksydazy lub nieenzymatyczne prze-
ciwutleniacze przejety role CAT w unieszkodliwianiu H;O..
Mhamdi i wsp. [101] wskazujg ponadto, ze CAT moze odgry-
wac istotng role w procesie starzenia sie roslin. Z danych lite-
raturowych wynika, ze stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do
przedwczesnego starzenia sie tkanki lisciowej, gdyz RFT od-
grywajq istotng role w peroksydacji lipidéow, uszkodzeniu bton
[102,103] i w konsekwencji w starzeniu sie lisci [101-103].
Spadek aktywnosci CAT i wzrost aktywnosci POD traktowane
sg przez niektérych badaczy jako godne zaufania wskazniki
starzenia sie tkanki lisciowej [100,104—106]. Zaobserwowany
w przeprowadzonych badaniach wzrost aktywnosci POD
z jednoczesnym spadkiem aktywnosci CAT pod wptywem
1,10-Phe moze $wiadczy¢ zatem, ze zwigzek ten przyspiesza
proces starzenia sie roslin. Podwyzszong zaleznos$¢ odnoto-
wano takze we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych
na satacie, porach i fasoli szparagowej [107-109] i w bada-
niach herbicydéw indukujacych chloroze w lisciach [96].

3.2. Wptyw 1,10-fenantroliny na zawarto$¢ barwnikéw
asymilacyjnych

W roslinach, pod wptywem dziatania herbicyddw, obok
zmian aktywnos$ci enzymoéw moze dojs¢ takze do zmian za-
wartosci barwnikéw asymilacyjnych [8,36,37,45,61,68,72,73,
78,80,94,97,98]. W badaniach dotyczacych oddziatywania
réznych czynnikéw stresogennych na rosliny bardzo czesto
oznacza sie zawartos¢ barwnikow asymilacyjnych [31,39,40,
51,58,83,110-119]. Zmiany zawartosci chlorofilu i karoteno-
idow traktowane sa jako godne uwagi wskazniki starzenia sie
lisci [102,103,120,121]. Podaje sie takze, ze zmniejszenie za-
wartosci chlorofilu moze by¢ dobrym wskaznikiem dla monito-
ringu uszkodzen podczas wzrostu i rozwoju roslin [36]. Zawar-
tos¢ chlorofilu w roslinach jest pozytywnie skorelowana z ak-
tywnoscig fotosyntezy [51,111,122]. Podczas wzrostu roslin
w abiotycznych warunkach stresowych dochodzi do zmniej-
szenia poziomu chlorofilu [51,57,78,83,111,114,122], co wpty-
wa na hamowanie fotosyntezy [51,78,83,111,114]. Jest to ty-
powy objaw stresu oksydacyjnego [111,113,123] i moze byc¢
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m.in. wynikiem fotoutleniania barwnika i degradacji chlorofilu
[111], hamowania aktywnos$ci enzymow biorgcych udziat
w biosyntezie chlorofilu, zniszczenia btony chloroplastéw
przez peroksydacje lipidéw ze wzgledu na kumulacje wolnych
rodnikéw [83]. W niektorych pracach naukowych wskazuje sie
wrecz, ze chlorofil jest najwazniejszym biomarkerem stresu
oksydacyjnego [31,124]. Karotenoidy sg barwnikami o kilku
funkcjach w roslinach, oprécz ich bezposredniej roli w proce-
sie fotosyntezy, bardzo wazny jest ich udziat w mechani-
zmach tolerancji na stres oksydacyjny [51]. Na podstawie wy-

nikéw badan dotyczacych oddziatywania herbicydéw na za-
wartos¢ barwnikéw asymilacyjnych w roslinach mozna wnio-
skowac, ze zmiany te zalezg m.in. od rodzaju [36,68,72] czy
dawki [8,61,73,80,96,98,107-109,125] herbicydu oraz terminu
analizy [72,107-109].

Przeprowadzone przez Autoréw badania wykazaty, ze
1,10-Phe spowodowata zmiany zawartosci barwnikéw asymi-
lacyjnych w lisciach roslin selera naciowego, ktore byty
w znacznym stopniu uzaleznienie od stezenia zastosowanego
zwigzku (Tabela 1). Uzyskane wyniki sg zgodne z wczesniej-

Tabela 1. Zmiany zawartosci barwnikow asymilacyjnych w lisciach selera naciowego pod wptywem 1,10-Phe ($rednia + odchy-

lenia standardowe, n = 6).

Barwniki Stezenie 1,10-Phe
asymilacyjne mM
mg-g™ $w.m. 0 25 5.0 75 10.0
7. dzien po oprysku
chla 1.080 +0.020 1.193 +0.033 1.107 +0.038 1.028 +0.012 0.870 +0.047
chlb 0.858 +0.018 0.911 +0.041 0.854 +0.033 0.838 +0.015 0.759 +0.044
chl a+b 1.938 +0.034 2.104 +0.057 1.961 +0.058 1.866 +0.020 1.629 +0.065
car 0.127 +0.005 0.131 +0.003 0.126 +0.007 0.140 +0.004 0.140 +0.007
chl a/chl b 1.258 +0.021 1.311 +0.062 1.297 +0.055 1.227 +0.024 1.149 +0.091
chl a+b/car 15.264 +0.634 16.117 +0.833 15.555 +0.972 13.338 +0.443 11.674 +0.434
14. dzien po oprysku
chla 1.194 +0.023 1.250 +£0.029 1.184 +0.024 1.116 +0.040 0.942 +0.024
chlb 1.010 £0.023 1.013 £0.025 0.956 +0.026 0.960 +0.034 0.893 +0.025
chl a+b 2.204 +0.042 2.263 +0.045 2.140 +0.046 2.076 +0.041 1.835 +0.045
car 0.135 +0.007 0.130 +0.008 0.140 +0.006 0.143 +0.004 0.158 +0.010
chl a/chl b 1.183 £0.020 1.234 +0.034 1.238 £0.023 1.164 +0.068 1.055 +0.020
chl a+b/car 16.415 +0.990 17.489 +0.957 15.265 +0.846 14.513 +0.496 11.683 +0.955
21. dzienh po oprysku
chla 1.062 +0.019 1.140 +£0.030 1.100 +0.027 0.996 +0.038 0.916 +0.015
chlb 0.825 +0.030 0.894 +0.021 0.904 +0.027 0.834 +0.031 0.792 +0.029
chl a+b 1.887 £0.043 2.034 +0.034 2.004 +0.025 1.830 +0.067 1.708 +0.038
car 0.141 +0.008 0.138 +0.004 0.143 +0.008 0.152 +0.005 0.158 +0.005
chl a/chl b 1.288 +0.039 1.277 £0.048 1.218 +0.059 1.195 +0.023 1.157 +0.040
chl a+b/car 13.393 +0.889 14.702 +0.290 14.031 +0.833 12.075 +0.752 10.844 +0.463
28. dzien po oprysku
chla 1.033 £0.027 1.079 £0.013 1.055 +0.024 0.943 +0.042 0.820 +0.022
chlb 0.769 +0.021 0.828 +0.023 0.822 +0.028 0.779 +0.031 0.720 +0.029
chl a+b 1.802 +0.046 1.907 +0.032 1.877 £0.050 1.722 +0.064 1.540 +£0.049
car 0.142 +0.005 0.146 +0.008 0.144 +0.006 0.152 +0.006 0.158 +0.006
chl a/chl b 1.343 £0.023 1.305 +0.031 1.285 +0.025 1.211 £0.050 1.139 £0.030
chl a+b/car 12.863 +0.696 13.087 +0.568 13.058 +0.611 11.335 +0.579 9.740 +0.453
Srednia ze wszystkich terminéw pomiaréw
chla 1.092 +0.071 1.166 +0.073 1.111 +0.053 1.021 +0.073 0.887 +0.054
chlb 0.866 +0.103 0.911 +0.077 0.884 +0.059 0.853 +0.077 0.791 +0.074
chl a+b 1.958 +0.174 2.077 +0.148 1.995 +0.110 1.873 +0.148 1.678 £0.125
car 0.136 +0.007 0.136 +0.008 0.138 +0.008 0.147 +0.006 0.153 +0.009
chl a/chl b 1.268 +0.067 1.282 +0.035 1.259 +0.038 1.199 +0.027 1.125 +0.047
chl a+b/car 14.484 +1.649 15.349 +1.889 14.477 £1.154 12.815 +1.402 10.985 +0.918
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Tabela 1. (c.d.).

NIRg.0s dla termindw pomiaréw

NIRo0s dla stezen 1,10-Phe

chla 0.041
chlb 0.040
chl a+b 0.065
car 0.009

chl a/chl b 0.061
chl a+b/car 1.003

0.036
0.036
0.058
0.008
0.055
0.897

szymi doniesieniami, z ktérych wynika, ze herbicydy fotodyna-
miczne, takie jak 1,10-Phe, wptywaja na biosynteze chlorofilu
[22,126]. W analizowanych terminach (7., 14., 21. i 28. dzien
po oprysku) rosliny traktowane 1,10-Phe o mniejszych steze-
niach cechowaty sie nieco wyzszym poziomem chlorofilu cat-
kowitego (chl a+b) niz rosliny nietraktowane tym herbicydem.
Zaobserwowany wzrost zawartosci tego barwnika wynosit
($rednio z catego okresu badan) okoto 6% przy najnizszym
z zastosowanych stezen 1,10-Phe — 2.5 mM. Wyzsze steze-
nia 1,10-Phe wywotaty natomiast spadek poziomu chlorofilu
catkowitego w odniesieniu do roslin kontrolnych, w catym ana-
lizowanym okresie. Przy stezeniu 1,10-Phe 7.5 mM odnoto-
wano (Srednio z catego okresu badan) okoto 5%, a przy ste-
zeniu 10 mM okoto 15% spadek zawartosci chlorofilu. Jedno-
czesnie stwierdzono, ze generalnie poziom chlorofilu w li-
$ciach selera naciowego spada z wiekiem ro$lin (Tabela 1).
O spadku poziomu chlorofilu w trakcie wegetacji roslin swiad-
czq liczne badania, ktére wskazujg na powigzanie poziomu
chlorofilu z procesem starzenia [36,102,103,127,128]. Zaob-
serwowany w przeprowadzonych badaniach spadek poziomu
chlorofilu catkowitego w lisciach selera traktowanego wyzszy-
mi dawkami 1,10-Phe moze potwierdza¢ sugerowang konklu-
zje, ze zwiazek ten przyspiesza proces starzenia sie roslin
wyzszych, gdyz wiadomo, ze starzenie lisci charakteryzuje sie
degradacja chlorofilu [102,103]. Odnotowane w przeprowa-
dzonym eksperymencie zmiany poziomu chlorofilu w lisciach
selera naciowego mogag sugerowaé, ze 1,10-Phe generuje
nadprodukcje RFT i stres oksydacyjny, zwtaszcza przy wyz-
szych stezeniach zwigzku. Dobrym markerem stresu oksyda-
cyjnego jest nie tylko sam poziom chlorofilu [31,39,113,124],
waznym wskaznikiem jest takze stosunek chlorofilu a do chlo-
rofilu b (chl a/chl b) [39,58,129]. W przeprowadzonych bada-

0,22
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niach stosunek chl a/chl b w liSciach selera naciowego istotnie
ulegt obnizeniu w stosunku do roslin kontrolnych, przy dwéch
najwyzszych zastosowanych stezeniach 1,10-Phe i wynika ze
spadku poziomu chlorofilu a (Tabela 1). Spadek stosunku chl
al/chl b wynikajacy ze spadku poziomu chlorofilu a $wiadczy
o duzych uszkodzeniach fotosystemow i idacg za tym fotoinhi-
bicjq [39,58,129].

Uzyskane wyniki zmian aktywnos$ci enzymoéw CAT i POD
oraz zawartosci chlorofilu catkowitego w lisciach selera nacio-
wego pozwolity na okreslenie wzajemnych korelacji (Rysunek
3). Stwierdzono ujemng korelacje na poziomie 95% (r =
—0.72; n = 20) miedzy aktywnoscig POD a poziomem chlorofi-
lu catkowitego oraz dodatnig korelacje miedzy aktywnoscig
CAT a poziomem chlorofilu catkowitego (r = 0.67; n = 20).
Wyniki te sg zgodne z wczesniejszymi, zaobserwowanymi
w lisciach sataty traktowanej 1,10-Phe [108].

Ujemna korelacja miedzy aktywnoscig POD a poziomem
chlorofilu catkowitego moze wskazywaé, ze POD odgrywa
wazng role w degradacji chlorofilu, co jest zgodne z wczes$-
niejszymi doniesieniami, w ktérych wzrost aktywnosci POD tg-
czony jest z procesem starzenia [103—105,130] i w ktorych
podaje sie, ze POD jest odpowiedzialna za degradacje chloro-
filu [130,131]. W pracach naukowych wskazuje sie takze na
istotng role CAT w starzeniu sie roslin oraz na spadek aktyw-
nosci tego enzymu podczas starzenia [88,101,103,104]. Do-
noszono réwniez, ze spadek aktywnosci CAT pod wplywem
czynnikow stresogennych, z powodu spadku detoksykaciji
H,0,, powoduje wzrost peroksydacji lipidow prowadzacy do
zniszczenia btony chloroplastéw [88], co moze skutkowac
spadkiem poziomu chlorofilu. W niektérych pracach, podczas
starzenia lisci obserwowano jednoczesnie spadek aktywnosci
CAT, wzrost aktywnosci POD oraz spadek zawartosci chloro-
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Rysunek 3. Korelacja pomiedzy aktywnoscig POD i CAT a zawartoscig chlorofilu catkowitego w lisciach selera naciowego.

142 www.ceb-journal.com

© 2016 Jan Dtugosz University, Czestochowa

Chem. Environ. Biotechnol., 2016, 19, 137-145



Reakcja selera naciowego na 1,10-fenantroline
B. Herman, P. Rychter, R. Biczak*

4 CHEMISTRY

ENVIRONMENT
BIOTECHNOLOGY

filu [103,104]. Zaobserwowana w niniejszej pracy ujemna ko-
relacja miedzy aktywnoscig POD a poziomem chlorofilu catko-
witego oraz dodatnia korelacja miedzy aktywnoscig CAT a po-
ziomem chlorofilu catkowitego w liciach selera moze zatem
wskazywac, ze 1,10-Phe przyspiesza proces starzenia.

Wyniki badan prezentowane w niniejszej pracy wykazaty
ponadto zmiany zawartosci karotenoidow w liSciach selera
naciowego traktowanego wyzszymi stezeniami 1,10-Phe, przy
nizszych stezeniach 1,10-Phe zawartos¢ tego barwnika w li-
Sciach byla na poziomie zblizonym do roslin kontrolnych —
nietraktowanych zwigzkiem (Tabela 1). Przy stgezeniu 1,10-
Phe 7.5 mM zaobserwowano ($rednio z catego okresu badan)
okoto 8% wzrost poziomu karotenoidéw w poréwnaniu do ro-
$lin nietraktowanych, a przy najwyzszym z zastosowanych
stezen 1,10-Phe (10 mM) wzrost ten wynosit okoto 12.5%.
Akumulacja karotenoidow uwazana jest za jeden z przejawéw
odpowiedzi roslin na dziatanie réznych streséw abiotycznych
[83,110], np. herbicydow [125]. Wzrost zawartosci tego barw-
nika jest wynikiem waznej roli tego pigmentu w detoksykacji
RFT [83,99,110,132]. Zwiekszenie poziomu karotenoidow
w lisciach selera naciowego traktowanego 1,10-Phe o wyz-
szych stezeniach moze $wiadczy¢ o nadprodukcji RFT w ro-
Slinach i wskazywac¢ na prébe obrony poprzez zwiekszenie
zawartosci karotenoidéw. Przy wyzszych z zastosowanych
stezen 1,10-Phe odnotowano ponadto istotny spadek stosun-
ku chlorofilu catkowitego do karotenoidéow (chl a+b/car)
(Tabela 1), co moze by¢ potwierdzeniem, ze przy tych steze-
niach zwigzku dochodzi w roslinach do stresu oksydacyjnego.
O tym, ze spadek stosunku chl a+b/car jest niezbitym dowo-
dem istnienia stresu oksydacyjnego w roslinach donoszono
juz wczesniej [39,116,118].

4. Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonego eksperymentu wykazaty, ze
wysokie stezenia 1,10-Phe mogq niekorzystnie oddziatywaé
na rosliny uprawne. Obserwowany przy wyzszych stezeniach
zwigzku wzrost aktywnos$ci peroksydazy i zawartosci karote-
noidéw, przy jednoczesnym spadku aktywnosci katalazy i po-
ziomu chlorofilu catkowitego w lisciach selera naciowego oraz
spadek stosunku chl a/chl b i chl a+b/car wskazujg na zaist-
nienie stresu oksydacyjnego i uszkodzenie roslin.
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