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WPLYW PREPARATU KARATE 025EC
NA STEZENIE GRUP TIOLOWYCH W EKSTRAKCIE
Z SIEWEK RZODKIEWKI Raphanus sativus L.

EFFECT OF THE PESTICIDE KARATE ON THE THIOL GROUP CONTENT
OF RADISH (Raphanus sativus 1..) SEEDLING EXTRACT

Abstrakt: Siewki rzodkiewki, ze wzgledu na ich wrazliwo$¢ na czynniki srodowiskowe, czgsto wykorzystuje si¢
jako organizmy modelowe w badaniach ekotoksykologicznych. Pyretroidy sa jedna z najczgsciej stosowanych
grup insektycydéw, moga powodowac zaklécenia metabolizmu chronionych roslin lub roslin nastgpczych. Celem
prezentowanej pracy bylto okreslenie wptywu lambda-cyhalotryny, aktywnego sktadnika preparatu Karate 025EC,
na zawarto$¢ grup tiolowych w zwiazkach obecnych w ekstrakcie z siewek rzodkiewki. W ekstraktach oznaczono
biatko metoda Lowry i stezenie grup tiolowych za pomoca odczynnika Ellmana zawierajacego kwas
5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoesowy) wedtug metody Rice-Evans z modyfikacjami Bartosza. Stwierdzono, ze siewki
rzodkiewki sa wrazliwe na lambda-cyhalotryne, zwigzek ten hamowat wzrost siewek, a efekt jego dziatania zalezy
od czasu hodowli i stezenia substancji aktywnej. Zawartos¢ grup tiolowych w ekstrakcie z czterodniowej hodowli
rosnacych w obecnosci pyretroidu byta zblizona do kontroli. W 6-dniowych prébkach z pyretroidem zawarto$¢
grup —SH zwigkszata si¢. W prébkach o najwigkszym zastosowanym st¢zeniu lambda cyhalotryny
0,1% stezenie grup —SH byto o okoto 60% wyzsze niz w obiekcie kontrolnym. Wzrost stezenia grup tiolowych
obserwowany w prezentowanej pracy moze sugerowa¢ uruchomienie mechanizméw obronnych komorki.
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W badaniach ekotoksykologicznych wykorzystuje si¢ rézne organizmy modelowe,
miedzy innym siewki rzodkiewki, gdyz one sa wrazliwe na czynniki Srodowiskowe [1, 2].
Srodki ochrony rolin oprécz korzystnych dla gospodarki cztowieka skutkéw moga tez
powodowa¢ niekorzystne zmiany w $rodowisku. Jedng z najczgsdciej stosowanych grup
insektycydow sa pyretroidy. Zwiazki te sa estrami alkoholi pierwszo- lub drugorzedowych
(zawierajacymi przynajmniej jedno wigzanie podwojne) i kwasu chryzantemowego (kwasu
3-(2,2-dimetylowinylo)-2,2-dimetylocyklopropanokarboksylowego) ~ lub  halogenowych
analogéw tego kwasu [3]. Pyretroidy moga powodowac zaklécenia metabolizmu
chronionych roslin lub ro$lin nastgpczych.

Celem prezentowanej pracy byto okreslenie wptywu lambda-cyhalotryny, aktywnego
sktadnika preparatu Karate 025EC, na zawarto§¢ grup tiolowych w zwiazkach
wystepujacych w ekstrakcie z siewek rzodkiewki. Grupy tiolowe wystepuja w cysteinie,
glutationie, homocysteinie, koenzymie Q, koenzymie A i biatkach bedacych budulcem
wielu struktur komoérkowych [4]. Grupa tiolowa glutationu ze wzgledu na swoja
reaktywno$¢ uczestniczy w neutralizacji reaktywnych form tlenu, utrzymuje grupy tiolowe
biatek w stanie zredukowanym, bierze udzial w detoksykacji zwiazkéw elektrofilowych
i reakcja ta jest jednym z podstawowych mechanizméw detoksykacji ksenobiotykéw [5].
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Material i metody

Nasiona rzodkiewki Raphanus sativus L. odmiany Rowa zakupiono z Przedsi¢gbiorstwa
Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkétkarstwa S.A. Torseed w Toruniu. Nasiona kietkowaty
na szalkach Petriego wylozonych bibutg filtracyjna, w naturalnych warunkach o$wietlenia,
w temperaturze 22°C, bez dodatku skladnikéw odzywczych [6]. W do$wiadczeniu
wykorzystano handlowy preparat Karate 025 EC, ktéry zawiera substancje aktywna
lambda-cyhalotryng o st¢zeniu 25%. Nasiona kietkujace w obecno$ci wody stanowity
obiekt kontrolny, natomiast w prébkach z preparatem Karate 025EC zastosowano wodne
roztwory tego pestycydu o zawarto$ci substancji aktywnej lambda-cyhalotryny
od 0,005% do 0,1%. Siewki zbierano po 4 i 6 dniach od rozpoczecia do§wiadczenia.

Wodne ekstrakty z hypokotyli siewek rzodkiewki przygotowano wg metody opisanej
w pracy Zielinskigo i Koztowskiej [7]. W ekstraktach oznaczono biatko metoda Lowry [8]
i stgzenie grup tiolowych za pomoca odczynnika Ellmana zawierajacego kwas
5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) wedtug metody Rice-Evans z modyfikacjami Bartosza
[9]. Stgzenie grup tiolowych w prébce wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej dla
glutationu i wyrazono w ekwiwalencie mmol GSH - mg™" biatka.

Wyniki, ich oméwienie i analiza

Preparat Karate 025EC, zawierajacy lambda-cyhalotryng, hamowal wzrost siewek
rzodkiewki, a efekt jego dziatania zalezal od czasu hodowli i stezenia substancji aktywne;j.
Zaobserwowano zmiany nekrotyczne na korzeniach siewek rzodkiewki ze wzgledu na
bezposrednia styczno$¢ z bibula nasaczong tym pyretroidem. Lambda-cyhalotryna
powodowata zahamowanie wzrostu hypokotyli siewek (tab. 1), a efekt jej dziatania zalezy
od czasu hodowli i st¢zenia substancji aktywnej. Siewki rozwijajace si¢ w obecnosci
lambda-cyhalotryny miaty mniejszg dtugos¢ hypokotyli niz w prébce kontrolne;.

Tabela 1
Wptyw preparatu Karate 025EC na dtugos¢ hypokotyli i zawarto$¢ grup tiolowych w ekstrakcie z siewek
rzodkiewki (Raphanus sativus L.).

Table 1
The effect of Karate 025EC on hypocotyl length and thiol group content of extract of radish (Raphanus sativus L.)
seedlings
Czas [dni] Stezenie lambda:cyhalotryny .[%]
Time [day] Lambda-cyhalothrin concentration [ %]
0 | 0,005 | 0,01 | 0,05 | 0,1
Dtugos¢ hypokotyli w siewkach rzodkiewki [% kontroli]
Hypocotyl length of radish seedlings [% of control]
4 100% 100 (+25,59) 66,67 (£54,38) 40,61 (¥23,21) 13,33 (¢ 15,58)
6 100% 72,16 (+19,49) 56,47 (+26,55) 8,24 (+14,00) 0,78 (x1,65)

Zawarto$é grup tiolowych w ekstrakcie z siewek rzodkiewki [mmol GSH - mg ™" biatka]
Thiol group content of extract of radish seedlings [mmol GSH -mg™' protein]
4 166,71 (¢23,24) 175,34 (£7,64) | 149,27 (£31,21) | 16043 (+27,32) | 160,00 (+24,62)
6 164,07 (£63,37) | 187,81(+43,25) | 194,80 (+41,95) | 240,57 (¥50,49) | 262,28 (+43,33)

Zastosowanie najwigkszego stezenia tego pyretroidu 0,1% dziata toksycznie, hamuje
wzrost hypokotylu o okoto 87% w 4 dniu hodowli i 99% w 6 dniu hodowli w poréwnaniu
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do obiektu kontrolnego. Takze inne pestycydy, jak HCH [10], cypermetryna [11],
powodowaty zahamowanie wzrostu siewek. Ponadto stwierdzono, ze pyretroidy moga tez
negatywnie oddzialywa¢ na dojrzate morfologicznie ro§liny: cypermetryna powodowata
nieprawidlowa mitoze w tkance merystematycznej Vicia faba [12], natomiast
deltametametryna wywolywata aberracje chromosomowe u Allium cepa [13].

Komérki roslinne maja zdolnos$¢ do skutecznej detoksykacji ksenobiotykéw, co wigze
si¢ ze zjawiskiem odporno$ci na herbicydy i fitoremediacjg. Czynniki $rodowiskowe
modyfikuja zawarto§¢ antyoksydantéw w warunkach stresu u roslin [14]. Wiele enzyméw
bioragcych udziat w ochronie antyoksydacyjnej komdérki nie moze funkcjonowaé bez
zwigzkéw zawierajacych grupy tiolowe [15]. Tworzg one tzw. system antyoksydacyjny,
czyli komorki zalezne od zwigzkéw zawierajacych grupy tiolowe.

Zawarto$§¢ grup tiolowych w ekstrakcie z czterodniowej hodowli rosnacych
w obecnosci pyretroidu byto zblizone do kontroli (tab. 1). W 6-dniowych prébkach
z pyretroidem zawartos¢ grup —-SH zwigkszata sie. W prébach o najwyzszym
zastosowanym st¢zeniu lambda - cyhalotryny 0,1% stezenie grup SH byto o okoto 60%
wigksze niz w obiekcie kontrolnym. Wzrost st¢zenia grup tiolowych obserwowany
w prezentowanej pracy moze sugerowa¢ uruchomienie mechanizméw obronnych komorki.
Jednymi z wazniejszych enzyméw detoksykacji u ro$lin sg polisubstratowe
monooksygenazy zawierajace molekuty cytochromu P-450 i reduktazy NADPH-cytochrom
P-450. W budowie cytochromu P-450 wystgpuje grupa tiolowa. Izoenzymy cytochromu
P-450 moga ulega¢ indukowanej syntezie miedzy innymi pod wptywem pewnych
pestycydéw [16]. Glutation jest gtéwnym donorem grup tiolowych w procesach
detoksykacji [9]. Wiele pestycydow nie reaguje bezposrednio ze zredukowanym
glutationem, a jednak powoduja one zmiany jego stezenia w komoérce [17]. Problem ten jest
szeroko opisywany dla komorkek zwierzgcych, gdyz jego zrozumienie moze by¢ przydatne
w badaniu etiologii choréb neurodegeneracyjnych czy leczeniu zatru¢ u ludzi wywotanych
przez pyretroidy. Cypermetryna powodowata wzrost aktywnosci enzymu GST
w komdrkach watrobowych szczura, natomiast st¢zenie GSH spadato, poniewaz molekuta
ta uczestniczyta w procesie detoksykacji poprzez tworzenie kompleksu z cypermetryng
[18]. Objawy stresu oksydacyjnego w komérkach zwierzat wywotywane przez pyretroidy
zaleza od wielu czynnikéw [19]. Pyretroidy moga powodowaé przyrost stezenia glutationu
w komorkach, co jest interpretowane jako przejaw wzmozonej reakcji obronnej systemu
antyoksydacyjnego komorki. Literatura dostarcza tez przyktadéw na obnizenie st¢zenia
glutationu w komérkach poddanych dziataniu pyretroidéw, co z kolei sugeruje
wyczerpywanie si¢ rezerw antyoksydantéw i zdolnosci ochrony komoérek na skutek
dlugotrwatego oddziatywania tych toksyn [20].
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EFFECT OF THE PESTICIDE KARATE ON THE THIOL GROUP CONTENT
OF RADISH (Raphanus sativus 1..) SEEDLING EXTRACT

Faculty of Agricultural Sciences in Zamosc, University of Life Sciences in Lublin

Abstract: Radish seedlings, due to their sensitivity to environmental factors, are often used as model organisms in
ecotoxological research. Pyrethroids, which are one of the most frequently used groups of insecticides, can cause
disturbances in the metabolism of the crops being protected or succeeding crops. The aim of this study was to
determine the influence of lambda-cyhalothrin, the active ingredient in the pesticide Karate 025EC, on thiol
group content in compounds occurring in radish seed extract. Protein in the extracts was determined by the
Lowry method and thiol group concentration was measured using Ellman's reagent, containing
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), according to the Rice-Evans method modified by Bartosz. The radish
seedlings were found to be sensitive to lambda-cyhalothrin. The compound inhibited seedling growth, with its
effect dependent on growth time and on the concentration of the active substance. Thiol group content in the
extract from the 4-day culture growing in the presence of the pyrethroid was similar to the control. In the 6-day
samples with the pyrethroid, content of —SH groups increased. In the samples with the highest concentration of
lambda-cyhalothrin, 0.1%, the concentration of —SH groups was about 60% higher than in the control. The
increase in thiol group concentration observed in this study may indicate activation of cellular defence
mechanisms.
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