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Oddziatywanie bojowych srodkoéw trujgcych
na rosliny wyzsze w tescie Phytotoxkit

Zwiazki fosforoorganiczne stanowa jedna z najbardziej rozpowszechnionych grup sub-
stancji wystepujacych w otoczeniu cztowieka. \&6d nich wyr6znia sie grupe wysoko-
toksycznych estrow kwaséw fosforowych o znaczeniuilitarnym, tzw. bojowych $rodkéw
truj acych (BST). Z szacunkéw dokonanych w oparciu o scariusze wycia BST wynika, ze
stezenia tych zwhzkéw w $rodowisku glebowym mog (bezpdrednio po zastosowaniu)
osiaga¢ wartosci rzedu kilkuset mg/kg s.m. gleby. W pracy oceniono tokgznasé¢ wybranych
fosforoorganicznych BST w stosunku do glebowych &in wyzszych: Sorghum saccharatum,
Lepidium sativum i Sinapis alba. Badane zwizki nie wplynely znaczco na proces kietkowa-
nia bioindykatoréow. Warto $ci EC50-3d byly wyisze ng 200 mg/kg s.m. gleby. Najwiszy
toksycznai¢ w stosunku do wczesnego wzrostu §bn (przyrost korzenia i todygi) wykazywat
zwigzek VX i sarin, najnizszy - soman. Spérdd badanych roslin najwy zszy wrazliwo$¢ na
dziatanie zwigzkéw fosforoorganicznych wykazywato Sorghum saccharatum. Stezenia
somanu, sarinu i VX, wynosace 12,5 mg/kg s.m. gleby, powodowaly stymulacprzyrostu
todygi u Lepidium sativum. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku zweku VX i sarinu
w stosunku do przyrostu korzenia uSinapis alba. Zaobserwowano wyr@ng stymulacje
wytwarzania chlorofilu przez Sorghum saccharatum w obecndci sarinu i VX. Dla wi¢kszdici
zwigzkOw i roslin zaobserwowano przy niskich sgzeniach zwigkszom zawartosé chlorofili
a i b. Najwyzsze przebadane stzenia (200 i 100 mg/kg s.m. gleby) z reguty wywotywaefekt
odwrotny.

Stowa kluczowe: bojowe srodki truj gce, soman, sarin, VX, Phytotoxkit, chlorofil

Wstep

Zwiazki fosforoorganiczne stanowvijedry z najbardziej rozpowszechnionych
grup substancji wyspujacych w otoczeniu cztowiekaaStosowane najezciej na
polach i w przydomowych ogrodkach (insektycydy,dieydy), ale take w prze-
mysle (przy produkcji tworzyw sztucznych, jako dodatia paliw, smaréw, pty-
néw hydraulicznych), medycynie (w leczeniu jaskryeterynarii (leki przeciwpa-
sazytnicze). Przedstawiciele tej grupy o napsyej toksycznéri, na przykiad
zwigzek VX, soman, sarin i tabun, znajglsje w arsenatach armii gatw posiada-
jacych brai chemiczg i zaliczane s do tzw. bojowychsrodkéw trupcych (BST)

0 dziataniu paralityczno-drgawkowym.

Pod wzgédem budowy chemicznep sorganicznymi pochodnymi kwaséw za-
wierajgcych atom fosforu i rodniki alkilowe lub alkoksylew1-3]. Fosforoorga-
niczne BST s dobrze rozpuszczalne w ttuszczach oraz umiarkaevaozpuszczal-
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ne w wodzie (przykladowo: soman - 2,1 g/100 g, VX0 g/100 g). W roztworach
wodnych ulegaj one powolnej hydrolizie, a silne zasady i gki chlorugce po-
woduja ich szybki rozktad. Reaktywié zwiagzkow fosforoorganicznych jest zavi
zana z elektrofilowym charakterem estrowegazania fosforu. Gtéwny mecha-
nizm dziatania toksycznego tych substancji to blekoie kluczowego
neuroprzekanika w organizmachywych (gtéwnie eukariotycznych) - acetylocho-
liny poprzez zablokowanie aktywfm acetylocholinoesterazy (AChE) i groma-
dzenie acetylocholiny w przestrzeniactedaysynaptycznych. Hamowanie aktyw-
nosci AChE polega na wkaniu s¢ kowalencyjnym atomu fosforu nakgego do
inhibitora z centrum esterazowym enzymu, agpase fosforylacji znajduaice] se
tam grupy hydroksylowej seryny. Zywki fosforoorganiczne, w ogoéldc, s
uwazane za substancje tatwo biodegradowalne i niekuaaduse w organizmach
zywych [4]. Jednake istniep liczne doniesienia literaturowe o stosunkowo trwa-
tym nagromadzeniu tych substancji np. w nasionagimruprawnych czy produk-
tach powstatych z ich przetworzenia [5-7]. Mamne tym samym stanodvivtorne
zagraenie dla organizmowywych.

W ocenie toksyczrimi zwiagzkow chemicznych i probektodowiskowych coraz
wieksze zastosowanie majotowe zestawy typu Toxkit. Yty w niniejszej pracy
zestaw Phytotoxkit byt z powodzeniem wykorzystywararéwno do okrdania
toksyczndci probek gleby [8], osadow dennych [9], kompos{d®], jak i pytow
czy osadowéciekowych z oczyszczalni [11].

Majac na uwadze bardzo wyspkoksyczné¢ ostl substancji z grupy fosforo-
organicznych BST w stosunku do organizméw eukaciitych, state zagrenie
terrorystyczne i wynikagca z niego potencjatnmazliwosé uwolnienia tych sub-
stancji dosrodowiska, a tym samym skenia ekosystemow, oraz catkowity brak
doniesié literaturowych dotycgrych ekologicznych aspektéwzycia broni che-
micznej, za cel niniejszej pracy postawiono solkiesbenie ekotoksyczr@i wy-
branych fosforoorganicznych BST w stosunku do glglmt organizmow réin-
nych.

1. Materiaty i metody
1.1. Badane zwiqgzki

Do bada wykorzystano wybrane fosforoorganiczne bojanaki trujace:
— soman (ester pinakolinowy kwasu metylofluorofosfeego, CAS: 96-64-0),
— sarin (ester izopropylowy kwasu metylofluorofosfarego, CAS: 107-44-8),
- VX (ester O-etyloS-2(diizopropyloamino)etylowy kwasmetylotiofosfono-
wego, CAS: 50782-69-9),
wyprodukowane przez Wojskowy Instytut Chemii i Radetrii (Warszawa),
0 czystdci >99%. Roztwory podstawowe zygkOw przygotowano w izopropano-
lu. Uzyte w ddwiadczeniu szenie rozpuszczalnika nie wywotywato obserwowal-
nych efektow u badanych organizmdw.
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1.2. Ocena fitotoksycznosci

Test Phytotoxkit z zastosowaniem nasiSorghum saccharatum, Lepidium
sativum i Snapis alba wykonano zgodnie z metodyklostarczoas przez producen-
ta testu - firne Microbiotest (Belgia). Standardawglele wg OECD zanieczysz-
czano zwazkami w s¢zeniach 12,5+200 mg/kg s.m. (przy ilorazie ppstgeome-
trycznego szeregu rozdiezei g = 2). Proby inkubowano w ciemiw, przez 72 h,
w temperaturze 25°C. Po tym czasie ékmeo ilos¢ kietkujacych nasion oraz
Z wyciem oprogramowania do cyfrowej analizy obrazu $TG$HA ImageTool
(ver. 3.0) dokonano pomiarow diugb korzenia i todygi.

1.3. Ocena zawartosci chlorofilia i b

todygi raslin po 72 h wzrécie w zanieczyszczonej glebie wyizolowano, zwa-
70Nno i przetrzymywano w temperaturz80°C do czasu przeprowadzenia analiz
zawartdci chlorofili a i b. Prébki rélin homogenizowano w 80% schiodzonym
acetonie, nagpnie pozostawiono na 24 h w temperaturze 4°C. Zaééachlorofi-
lu 0znaczono w oparciu o rownania Humphreya i 8géir{12]:

Chl a ug/mi] = -1,93 * Agsy + 11,93 * A
Chlb [ug/ml] = 20,36 * A547— 5,50 * A§54

gdzie As47, Asss to wartdci absorbancji prob przy zaznaczonych diagach fali.
Zawarta¢ chlorofili a i b wyraono w mg/g mokrej masy (m.m.)stmy.

Wartaici skzen efektywnych obliczono metadprobitows, wartgéci NOEC
(LOEC)-72h uzyskano w oparciu o jednoczynnilgoanaliz wariancji i test Du-
netta. Wszystkie badania wykonano w 3 powtérzeniBcbzentowane wyniki sta-
nowia srednp arytmetyczg z powtorzé.

2. Wyniki badan

Wyniki bada przedstawiono w tabelach 1-5. Napgye przebadane wstee
stezenie - 200 mg/kg s.m. gleby powodowato ok. 30% brdj kietkowania
wszystkich rglin (tab. 1). Ten stosunkowo niski poziom inhibingje pozwolit na
wyznaczenie wartgi EC50-72h. Wyznaczone wath NOEC-72h, czyli stzen
niewywotujgcych statystycznie obserwowalnych efektéw w czasiania testu
w stosunku do kietkowania, wynespd 12,5 mg/kg s.mdla somanu L(epidium
sativum) i VX (Snapisalba) do 100 mg/kg s.m. dla sarinfifapis alba) (tab. 2).

Toksycznaé¢ badanych zwizkow w odniesieniu do wczesnego wzrostslino
byta zr&nicowana, wartéci stzen inhibicyjnych wahaly s w zakresie od
30,7 mg/kg s.m(sarin, przyrost todygi uSorghum saccharatum) do ponad
200 mg/kg s.m. (sarin, przyrost todygLepidium sativum) (tab. 3). Réliny jedno-
liscienne reprezentowane w pracy przez sorgo viyslajpy¢ bardziej wraliwe na
dziatanie zwazkéw fosforoorganicznych aidwuliscienne (wyranie nizsze warto-
sci IC50-72h, z wygtkiem przyrostu korzenia w przypadku sarinu). WanitéC50-
-72h dlaSnapis alba ¢ zblizone dla wszystkich zwikkdw i obu punktow kaco-
wych testu (oprécz przyrostu korzenia w obéchearinu).
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Tabela 1

e Inhibicja kietkowania, %
Srtﬁ;?;; Somgn. ' Sarlin. . ' YX '
s.m. Sorghum Lepidium | Snapis Sorghum Lepidium | Snapis Sorghum Lepidium Snapis
saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba
200 26,67 36,67 23,33 26,67 36,67 16,67 33,67 36,67 36,67
100 20,00 30,00 13,33 20,00 23,33 10,00 16,67 23,33 30,00
50 6,67 20,00 6,67 10,00 13,33 3,31 10,00 13,33 0020,
25 0,00 16,67 0,00 3,33 6,67 0,0d 3,33 6,67 10,00
12,5 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,0( 0,00 3,33 6,67
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tabela 2
Wartosci NOEC-72h i LOEC-72h w stosunku do kietkowania rélin wyzszych w técie Phytotoxkit
NOEC-72h/LOEC-72h
mg/kg s.m.
Soman Sarin VX
Sorghum Lepidium Snapis Sorghum Lepidium | Snapis Sorghum Lepidium Snapis
saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba
LOEC-72h 100 25 100 50 50 200 100 50 25
NOEC-72h 50 12,5 50 25 25 100 50 25 12,5




Wartosci stezei inhibicyjnych IC50-72h w stosunku do wczesnego wastu roslin wyzszych uzyskane w t&cie Phytotoxkit

Tabela 3

IC50-72h (95% przedziat ufidoi)

%

Punkt
koncowy Soman Sarin VX
testu Sorghum Lepidium Sinapis Sorghum Lepidium Sinapis Sorghum Lepidium Snapis
saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba
Przyrost 67,5 88,6 89,9 30,7 5200 70,0 37,6 90,3 68,1
todygi (60,7+74,3) | (82,7+94,5) | (82,9+96,9)| (27,6+33,8) (67,0-73,0) | (34,8+40,4) | (84,3+96,3)| (61,3+74,9)
Przyrost 108,8 103,3 69,9 42,1 154,9 111,1 31,6 70,9 68,0
korzenia | (102,9+114,7)| (97,0+109,6)| (62,9+76,9)| (37,9+46,3) | (149,4+160,4)| (103,5+118,7)| (29,0+34,2) | (65,9+75,9)| (61,4+74,6)
Tabela 4
Zawartosé chlorofili a i b w siewkach po 72 h wzrécie w glebie zanieczyszczonej BST
Zawartg¢ chlorofilu (95% przedziat ufrizi)
mg/g m.m.
Stezenie Soman Sarin VX
ma/kg ™ gorghum Lepidium Snapis Sorghum Lepidium Snapis Sorghum Lepidium | Snapis
s.m. saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba
Chla| Chlb| Chlal Chlh Chla Chlipb Chlla Chlb @hl Chib| Chla] Chlih Chl 41 Chlp Chj@hl b|Chl alChl b
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Wartos$ci stosunku Chl a/Chl b w siewkach po 72 h wzkgie w glebie zanieczyszczonej BST

Tabela 5

Chla/Chlb
o [l
imolk o] Soman : sarmn_ : VX :
Sorghum Lepidium Snapis Sorghum Lepidium | Sinapis Sorghum Lepidium Snapis

saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba saccharatum sativum alba
200 0,58 0,89 0,75 0,81 0,71 0,98 0,78 0,46 0,38
100 0,74 0,70 1,16 1,08 0,74 0,47 0,66 0,67 0,79
50 0,91 0,97 0,56 0,71 0,30 1,43 0,67 0,66 0,67
25 0,70 0,92 0,79 0,80 0,16 0,41 0,72 0,69 0,72
12,5 0,89 0,73 0,83 0,77 0,88 0,99 0,65 0,64 0,98
0 0,69 0,67 0,71 0,69 0,67 0,71 0,69 0,67 0,71
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Uzyskane wyniki wskazdgjna generalnie zwkszory czutas¢ przyrostu korze-
nia niz todygi jako wskanika fitotoksycznego oddziatywania substancji oigan
nych. S¢zenia somanu, sarinu i VX, wynege 12,5 mg/kg s.mgleby, powodo-
waly stymulacg przyrostu todygi u Lepidium sativum. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku z@zku VX i sarinu w stosunku do przyrostu korze-
nia uSnapis alba.

Bojowe srodki trujace wpltywaly na zawartd chlorofilu (tab. 4) w nadziem-
nych czsciach r@lin. W przypadku zwizku VX i Sorghum saccharatum zaob-
serwowano bardzo wyfaa zaleznosé wzrostu sgzenia chlorofili a i b w rélinie
od dawki; podob# zaleznosé, cha juz nie tak silm, zaobserwowano rowniella
tej radliny i sarinu. Dla wekszaci zwigzkdw i raslin odnotowano przy niskich et
zeniach zwgkszory zawartd¢ chlorofili a i b. Najwysze przebadanee¢genia
z reguly wywoltywaly efekt odwrotny.

Wartasci stosunku chlorofili a/b (tab. 5) ksztattowatyg sv wigkszdici prob na
podobnym jak w kontroli poziomie. W niektorych ppadkach (np. VX w gkeniu
200 mg/kg s.m.i Snapis alba) wartai¢ ta zostata obnbna przeszio 2-krotnie, co
swiadczy o wyranym ograniczeniu iléci chlorofilu a w poréwnaniu z chloro-
filem b. W przypadku somanuLiepidium sativum zaobserwowano wgze warto-
sci Chl a/Chl b, co wynika ze zeliszonej ilgci chlorofilu a w prébkach.

3. Dyskusja

W swiatowej literaturze brak jest jakichkolwiek dorigsna temat oddziaty-
wania BST na organizmy é§linne. Uzyskane wyniki mma poréwna jedynie do
informacji dotycacych ekotoksyczniwi zblizonej chemicznie grupy substancji -
insektycydow fosforoorganicznych. Substancje ts®t@ne szeroko w uprawach
na catymséwiecie wywotup u railin efekty na rénych poziomach organizaciji, od
wzrostu catlego organizmu, poprzez zaburzenia engymae, na zmianach w ma-
teriale genetycznym kazac.

Autorzy [13] w badaniach fitotoksyczém dwu fosforoorganicznych insekty-
cydow (fosfamidonu - CAS: 13171-21-6 i monokrotafosCAS: 6923-22-4) na
wczesny wzrost pszenicy, kukurydzy i gorczycy wyawzrost zalenosci efekt-
-stezenie w stosunku do kietkowania. W przypadku nislgétzen monokrotofosu
zauweaalny byt niewielki efekt stymulacji tego procesu.0woczénie oba
zwigzki wywotaly pewne opgnienie w czasie kietkowania. Ngptto takze ogra-
niczenie przyrostu todygi i korzenia w badanychlimach. W przedtonym,
30-dniowym, eksperymencie stwierdzono ponadto agzanie ilgci lisci i zawar-
tosci chlorofilu w railinach eksponowanych na dziatanie insektycydow.iéktd-
rych raslin pojawity sie takze objawy chlorozy i nekrozy, wygiujace gtownie
w czsciach brzegowych dci. Podobne objawy chlorozy zaobserwowali Matocha
i Hopper [14] w 96-dniowych badaniach nad wptyweasrubofosu (CAS: 13071-
-79-9) na rozwoj kukurydzy w glebie o niskiej zawedci materii organicznej
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(1,7%). Intensywne oznaki chlorozy byly widocznezalecanej do stosowania
w uprawach dawce pestycydu - 1,1 kg/ha. Autorzgrnmiujs takze o blisko 50%
ograniczeniu wzrostu §bn po 7 dniach trwania eksperymentu. W 21 i 42udve-
dan réznice wzrostu nie gsjuz statystycznie istotne. Dodatkowo wskagzoji na
prawdopodobne zahamowanie przez terubofos wchianmikroelementoéw z gle-
by. Efekty wycia foratu (CAS: 298-02-2) na rozw0j soi wykazalraswathi i in.
[15]. Skzenie 100 ppm tego insektycydu powodowato stymalddgtkowania

i przyrostu korzenia w poréwnaniu z niezanieczyemgzkontrob. Zwiazek ten
spowodowat take obnkenie zawartéci cukrow redukujcych, biatek i ttuszczow
w siewkach oraz aktywdoi enzymow z klas amylaz i lipaz. Autorzy stwieldzi
réwniez obnizenie zawartéci chlorofilu b w r@linach. Na zmiany aktywr$gi en-
zymatycznej w rélinach poddanych dziataniu insektycydow fosforomiganych
wskazujy takze Ganguly i in. [16]. W badaniach nad efektami pndbsu (CAS:
41198-08-7) i metylparationu (CAS: 63653-66-7) vospku siewnym Lathyrus
dativus) wykazali,ze aktywnd¢ esteraz obnyta si po 72 h ekspozycji z poziomu
0,9 do 0,2 U/mg biatka, aktywdé® peroksydaz wzrosta z poziomu 0,15 do
0,45 U/mg biatka, a dysmutaz od 180 do 350 U/mdkhiaAutorzy podkrélaja
réwniez mutagenne dziatanie insektycydéw mierzone m.ideksem mitotycz-
nym. Dwumetoat (CAS: 60-51-5) weseniu 1,4 mg/kg m.m. dcia wywotat
znaczm redukcg intensywnéci procesow fotosyntezy i transpiracji w szeroko
rozpowszechnionej w krajach azjatyckichslme uprawnej - psiance pocdinej
(Solanum melongena) [17]. Autorzy nie zaobserwowali jednak znawezj degrada-
cji chlorofilu i karotenoidéw po 48 h od aplikaajivigzku.

Wczesny wzrost &in w tescie Phytotoxkit oceniany jest w warunkach catko-
witego braku dospu swiatla. Sid tez w niniejszej pracy uzyskano wazdhie ni-
skie wartdci stzen chlorofili a i b oraz ok. 3-krotnie m$z wartas¢ stosunku tych
dwu pigmentéw. Wynik&to maze z nie w petni rozwigtego (u tak mtodych sie-
wek) aparatu fotosyntetycznego oraz wspomnianegosuz bez dogpu swiatta
stonecznego. Dodatkowo (ze wedli na mas dostpnego materiatu badawczego)
do analiz sfzen chlorofili uzyto catdgci nadziemnej a&ci rosliny, a nie tylko
lisci.

Lichtenthaler i in. [18]w badaniach nad zawastia chlorofili a i b u drzew
(klon, buk, lipa i jodta) wykazalize organizmy rosyce w miejscach zacienionych
majg na ogoét nisze s¢zenia barwnikow fotosyntetycznychzniosrace w nasto-
necznieniu. Dodatkowo autorzy wykazali alenie o blisko 1/3 stosunku
Chl a/Chl b w przypadku ograniczonego @pstswiatta stonecznego. Funkcije
chlorofili zwigzane z fotosyntezu tych rglin przejmowaty w we¢kszaici karote-
noidy. Amaya-Chavez i in. [19] stwierdzili podwszenie wartéci stosunku
Chl a/Chl b u patki szerokolistnejlypha latifolia), eksponowanej na ¢genie
6 mg/dni metylparationu, przy czym gatunek ten zostat wakggako efektywny
w procesach bioremediacji zgzkdéw fosforoorganicznych z wod i osadéw
dennych.
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Whioski

1.

Fosforoorganiczne bojow&odki trujace w zrG@nicowany sposob oddziatupa
rosliny wyzsze. W sgzeniach powyej 50 mg/kg s.m. gleby istotnie ogranicgaj
kietkowanie rdlin jedno- i dwuléciennych, przy czym te pierwsze wyslajie
by¢ bardziej wraliwe na dziatanie zvaizkéw fosforoorganicznych.

. Niskie stzenia zwizkéw w glebie powodowaty stymulagcjwzrostu todygi

i korzenia.

. Uzyskane wyniki wskazgjna wiksz czutas¢ przyrostu korzenia nitodygi

jako wskenika fitotoksycznego oddziatywania BST.

. Zaobserwowano wyvag stymulacg wytwarzania chlorofilu przeforghum

saccharatum w obecndci sarinu i VX. Szczegbtowe wyjnienie tego zjawiska
wymaga dalszych bada

. Dla wigkszaici zwiazkOw i railin zaobserwowano przy niskiche¢séniach

zwiekszory zawart@¢ chlorofili a i b. Najwysze przebadaneegenia (200
i 100 mg/kg s.m. gleby) z reguly wywolywaly efekivarotny.

. Wartdsci stosunku chlorofili a/b ksztattowatygsiv wiekszaici préb na zblio-

nym jak w kontroli poziomie, niezateie od s¢zenia badanej substancji tok-
sycznej.
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The Effect of Chemical Warfare Agents on Higher Plants in Phytotoxkit Test

Organophosphates are one of the most common groud substances occurring in the
human environment. One of groups of these compoundse highly toxic esters of phosphoric
acids, that are in the field of military interest - so called Chemical Warfare Agents (CWA).
Based on possible use scenarios concentrations bese substances may reach hundreds of
milligrams per kilogram of soil. This paper presens results of ecotoxicological assessment of
selected organophosphate chemical warfare agentswards higher terrestrial plants: Sor-
ghum saccharatum, Lepidium sativum and Sinapis alba. Tested chemicals did not influence
significantly the germination of bioindicators’ seels. EC50-3d values were higher than
200 mg/kg d.w. soil. The highest toxicity toward edy growth of plants (measured as root
and stem elongation inhibition) was observed in VXand sarin treatment, the lowest in
soman treatment. Sorghum saccharatum seems to be more sensitive to organophosphate in-
fluence thanLepidium sativum and Sinapis alba. All three tested substances in concentration
of 12.5 mg/kg d.w. soil caused stimulation of steglongation in Lepidium sativum. Similar ef-
fect was observed in VX and sarin influence orsinapis alba root elongation. It was stated
that high stimulation of chlorophyll synthesis in Sorghum saccharatum occurred after sarin
and VX treatment. Most of tested organophospahtesiduced at low concentrations stimula-
tion of chlorophyll a and b production in all plants. The highest tested amount of chemical
warfare agents usually caused opposite effect.

Keywords: chemical warfare agents, soman, sarin, VX, Phytotkit, chlorophyll



