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REAKCJA FASOLI SZPARAGOWE]J NA HERBICYD
1,10-FENANTROLINE

FRENCH BEAN REACTION ON HERBICIDE 1,10-PHENANTHROLINE

Abstrakt: W przeprowadzonych badaniach okreslono wptyw herbicydu fotodynamicznego 1,10-fenantroliny
(1,10-Phe), o stezeniach 2,5; 7,5 i 10,0 mM, na aktywno$¢ katalazy (EC 1.11.1.6) i peroksydazy (EC 1.11.1.7)
oraz zawarto$¢ chlorofilu catkowitego i karotenoidow w liSciach fasoli szparagowej (Phaseolus vulgaris L.,
cv Zlota Saxa). Rosliny traktowane 1,10-Phe charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywno$cia peroksydazy i nizsza
aktywnoscia katalazy niz rosliny nietraktowane tym zwiazkiem. Poziom chlorofilu catkowitego i karotenoidéw
w lisciach fasoli szparagowej takze uzalezniony byl od zastosowanych st¢zen 1,10-Phe. Rosliny opryskane
1,10-Phe o mniejszych stezeniach cechowaly si¢ podwyzszonym poziomem chlorofilu catkowitego, podczas gdy
najwigksze stezenie 1,10-Phe wywotato spadek zawartosci chlorofilu w odniesieniu do roslin kontrolnych. Przy
wyzszych stezeniach tego herbicydu wystapit ponadto wzrost zawartosci karotenoidéw w liSciach roslin.

Stowa kluczowe: herbicydy, 1,10-fenantrolina, aktywno$¢ enzymoéw, chlorofil, karotenoidy

Srodki ochrony roslin majg olbrzymie znaczenie w powigkszaniu efektywnosci
i jako$ci produkcji rolnej. Na calym §wiecie stosuje si¢ rocznie okoto 2,5 mln Mg (ton)
pestycydéw. 50+60% stosowanych pestycydow stanowia srodki chwastobdjcze, ktére sa
szeroko wykorzystywane w rolnictwie [1]. Chociaz herbicydy przyczyniaja si¢ do ochrony
ro$lin, obecnos¢ ich w zywnosci lub $rodowisku budzi powszechny niepokdj. Stosowanie
herbicydow moze mie¢ ponadto negatywny wpltyw na ro$liny inne niz docelowe,
np. ro$liny uprawne [2].

Negatywne oddziatywanie herbicydéw na rosliny uprawne moze mie¢ rézny zakres
i charakter, co w duzej mierze uzaleznione jest od budowy i wlasciwoséci chemicznych
aktywnego zwigzku. 1,10-fenantrolina (1,10-Phe) jest heterocyklicznym zwigzkiem
azotowym o wysokiej aktywnosci biologicznej [3, 4]. W badaniach nad 1,10-Phe jako
herbicydem fotodynamicznym stwierdzono, ze aktywnos$¢ herbicydowa tego zwigzku
uwarunkowana jest obecnoscia dwoch atoméw azotu i ich potozeniem w pozycji 11 10 [5].
Herbicydy fotodynamiczne, takie jak 1,10-Phe i inne chelatory metali typu pirydynowego
(2,2’-dipirydyl, 8-hydroksychinolina), powoduja w ciemnos$ci akumulacj¢ fotodynamicznie
aktywnych porfiryn (protoporfiryna IX, magnezoporfiryna IX, protochlorofilid), porfiryny
te, po ekspozycji roslin na $wiatlo, indukujg produkcje reaktywnych form tlenu (RFT), co
w konsekwencji prowadzi¢ moze do uszkodzenia, a nawet §mierci ro$liny [6, 7].

RFT, takie jak anionorodnik ponadtlenkowy (O,"), rodnik hydroksylowy (‘OH),
nadtlenek wodoru (H,0,) oraz tlen singletowy (102), mogg prowadzi¢ do strukturalnych
i funkcjonalnych zmian lipidéw, biatek, chlorofili i kwaséw nukleinowych [8]. Rosliny
wytworzyly szereg systeméw obronnych, ktére chronig je przed szkodliwym dziataniem
RFT, w tym antyoksydacyjne enzymy (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza
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i reduktaza glutationowa) oraz nieenzymatyczne antyoksydanty matomolekularne (kwas
askorbinowy, glutation, karotenoidy, a-tokoferol) [8, 9].

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zmian aktywnosci katalazy i peroksydazy
oraz zawarto$ci chlorofilu catkowitego i karotenoidéw w lisciach fasoli szparagowej pod
wplywem herbicydu 1,10-fenantroliny stosowanego w okresie wegetacji roslin.

Metodyka badan

W przeprowadzonym eksperymencie wazonowym fasole¢ szparagowa (Phaseolus
vulgaris L) odmiany Ztota Saxa wysiano w pierwszej polowie czerwca do wazonéw
plastikowych o pojemnosci okoto 5 dm® napetnionych ujednolicong gleba brunatng o pH
(KCI) 6,6 i zawartosci prochnicy okoto 1,7%. Po wzejsciu fasoli ilo§¢ roslin zredukowano
do 5 sztuk na wazon. We wszystkich wazonach utrzymywano stala wilgotnos$¢ podtoza, na
poziomie 70% ppw. W pierwszej polowie lipca rosliny jednorazowo opryskano roztworami
1,10-fenatroliny o st¢zeniach 2,5; 7,51 10,0 mM w ilosci 3 cm’ roztworu na rosling.

1,10-fenantrolina (1,10-Phe)

Materiat roslinny do oznaczenia aktywno$ci enzymatycznej peroksydazy i katalazy
oraz zawartosci chlorofilu i karotenoidéw pobierano czterokrotnie w odstepach
1-tygodniowych (7, 14, 21 i 28 dzien po oprysku). Wyciagi do badan enzymatycznych
przygotowano poprzez homogenizacje $wiezego materialu roslinnego w schiodzonym
buforze fosforanowym o $cisle okreslonym pH. Aktywno$¢ peroksydazy (EC 1.11.1.7)
oznaczono z o-dianizydyna jako H-donor [10]. Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali
A = 450 nm w odstgpach 15 s w okresie 3 min, wyniki przedstawiono jako przyrost
absorbancji. Aktywnos$¢ katalazy (EC 1.11.1.6) oznaczono poprzez okreslenie ilo$ci
roztozonego H,O, w czasie [11]. Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego i karotenoidéw
w $wiezym materiale ro§linnym oznaczano metodg spektrofotometryczna [12].

Dane zostaly zanalizowane statystycznie jako odchylenia standardowe sredniej. Do
opisu zalezno$ci pomiedzy aktywnosciag enzyméw a stezeniem fenantroliny zastosowano
funkcje¢ liniowa.

Wyniki badan

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze 1,10-fenantrolina (1,10-Phe)
w zakresie przebadanych stezen (2,5+10,0 mM) spowodowata istotne zmiany aktywnosci
peroksydazy i katalazy w li§ciach fasoli szparagowej (rys. 1 i 2). Jednocze$nie stwierdzono
wzrost aktywno$ci peroksydazy i spadek aktywno$ci katalazy w miar¢ postepujacej
wegetacji roslin. 1,10-Phe dziatata stymulujaco na aktywno$¢ peroksydazy i jednocze$nie
inhibitowata aktywno$¢ katalazy. Zmiany aktywno$ci badanych enzyméw w duzym
stopniu uzaleznione byty od zastosowanego stezenia zwigzku.

Aktywno$¢ peroksydazy w lisciach fasoli szparagowej byta tym wigksza, im wyzsze
byto stezenie 1,10-Phe, podczas gdy aktywnos$¢ katalazy systematycznie si¢ obnizata wraz
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ze wzrostem stezenia tego herbicydu. Ro$liny potraktowane 1,10-Phe o stezeniu
2.5 mM cechowaly si¢ o okolo 15% wyzsza aktywnoscig peroksydazy i jednoczesnie
nizsza aktywnos$cia katalazy, $rednio o 18% w odniesieniu do roslin kontrolnych,
nietraktowanych tym herbicydem. Przy najwyzszym z zastosowanych stezen 1,10-Phe
(10 mM) stwierdzono natomiast az 68% wzrost aktywnos$ci peroksydazy, czemu
odpowiadato 49% obnizenie aktywnosci katalazy w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi.
Pomigdzy aktywnoscig katalazy i peroksydazy a stezeniem 1,10-Phe stwierdzono liniowe
zalezno$ci (rys. 11 2).
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomiedzy aktywno$cia peroksydazy w liSciach fasoli szparagowej a st¢Zeniem
1,10-fenantroliny (7, 14, 21 i 28 dni po traktowaniu). Linie pionowe przedstawiaja odchylenia
standardowe $redniej. Rownania regresji liniowej i wspdtczynnikéw korelacji dla poszczegélnych
terminéw analiz:

7 dzien: y = 0,0114x + 0,1571, R = 0,999
14 dzien: y = 0,0348x + 0,1464, R = 0,992
21 dzien: y = 0,0385x + 0,1850, R = 0,985
28 dzien: y = 0,0440x + 0,2530, R = 0,992

Fig. 1. Relationship between peroxidase activities in French bean leaves and concentration of 1,10-phenanthroline
(7, 14, 21, 28 days after treatment). The vertical bars represent the standard deviation of the mean. Linear
regression equations and correlation coefficients is present below:

7" day: y = 0,0114x +0,1571, R = 0,999
14™ day: y = 0,0348x + 0,1464, R = 0,992
21™ day: y = 0,0385x + 0,1850, R = 0,985
28™ day: y = 0,0440x + 0,2530, R = 0,992
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia katalazy w lisciach fasoli szparagowej a st¢zeniem 1,10-fenantroliny
(7, 14, 21 i1 28 dni po traktowaniu). Linie pionowe przedstawiaja odchylenia standardowe $redniej.
Roéwnania regresji liniowej i wspétczynnikow korelacji dla poszczegdlnych terminéw analiz:

7 dzien: y = -0,3626x + 8,7486 R = 0,985
14 dzien: y = -0,9308x + 8,9154 R = 0,965
21 dzien: y = -0,9465x + 8,3820 R = 0,987
28 dzien: y = —1,0244x + 7,8365 R = 0,988

Fig. 2. Relationship between catalase activities in French bean leaves and concentration of 1,10-phenanthroline
(7, 14, 21, 28 days after treatment). The vertical bars represent the standard deviation of the mean. Linear
regression equations and correlation coefficients is present below:

7™ day: y = —0,3626x + 8,7486 R = 0,985
14" day: y = -0,9308x + 8,9154 R = 0,965
21™ day: y = —0,9465x + 8,3820 R = 0,987
28" day: y = —1,0244x + 7,8365 R = 0,988

1,10-fenantrolina obok zmian aktywno$ci enzymow spowodowala takze zmiany
w poziomie barwnikéw asymilacyjnych w liciach fasoli szparagowej (tab. 1). Poziom
chlorofilu catkowitego i karotenoidéw w duzym stopniu uzalezniony byt od zastosowanych
stezen 1,10-Phe. Rosliny opryskane 1,10-Phe o mniejszych st¢zeniach cechowatly si¢
wyzszym poziomem chlorofilu catkowitego niz rosliny nietraktowane tym herbicydem.
Zaobserwowany wzrost zawartosci tego barwnika wynosit $rednio 22% dla stezenia
herbicydu réwnego 2,5 mM i okoto 7% dla stezenia réwnego 7,5 mM. Najwicksze st¢zenie
1,10-Phe réwne 10 mM wywotato natomiast spadek poziomu chlorofilu catkowitego
w odniesieniu do roslin kontrolnych, spadek ten wynosit $rednio 7%. Jednocze$nie
stwierdzono, ze generalnie poziom chlorofilu catkowitego w lisciach fasoli szparagowej
spada z wiekiem roélin. Odmienne zaleznos$ci odnotowano natomiast w przypadku zmian
zawarto$ci karotenoidéw w liSciach fasoli szparagowej. Obserwowano wzrost poziomu
karotenoidéw w miarg postepujacej wegetacji zaréwno w roslinach kontrolnych, jak
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i traktowanych 1,10-Phe. Nizsze stezenia herbicydu spowodowaly spadek zawartosci
karotenoidéw w lisciach fasoli, w poréwnaniu do roslin kontrolnych, spadek ten wynosit
okoto 11% przy stezeniu zwigzku réwnym 2,5 mM, oraz $rednio 8% dla stezenia 1,10-Phe
réwnego 7,5 mM. Najwyzsze z zastosowanych stezen 1,10-Phe (10 mM) prowadzito
natomiast do 8% wzrostu poziomu karotenoidéw w poréwnaniu do ro$lin nietraktowanych.

Tabela 1
Zmiany zawarto$ci chlorofilu catkowitego i karotenoidéw w lisciach fasoli szparagowej (srednia £SD)
w kolejnych dniach po traktowaniu 1,10-fenantroling
Table 1
Changes is the contents of total chlorophyll and carotenoides (mean +SD) in French bean leaves
after 7, 14, 21 and 28 days treated with 1,10-phenantroline

Stezenie Chlorofil catkowity [mg g™ (§w.m.)] Karotenoidy [mg g™ (§w.m.)]
1,10-Phe
,[mM] 7 dzien | 14 dzien | 21 dzien | 28 dzien | 7 dzien | 14 dzien | 21 dzien | 28 dzien
0 2,042 + 1,674 1,522 1,363 0,070 0,071 0,101 0,127
0,070 +0,054 +0,058 +0,063 + 0,007 + 0,008 + 0,007 + 0,009
25 2,157 2,317 1,912 1,643 0,062 0,070 0,083 0,113
” + 0,052 + 0,056 +0,073 + 0,053 + 0,009 +0,010 +0,010 + 0,008
75 2,047 1,927 1,600 1,510 0,067 0,068 0,090 0,117
” + 0,059 +0,049 + 0,064 + 0,062 +0,010 + 0,009 +0,010 + 0,008
10.0 1,749 1,579 1,510 1,277 0,074 0,077 0,109 0,136
? +0,063 + 0,086 + 0,062 +0,061 + 0,007 + 0,007 + 0,006 + 0,007

SD - odchylenie standardowe sredniej/standard deviation

Dyskusja i wnioski

Stosowanie chemicznych s$rodkéw ochrony roslin moze prowadzi¢ do zaburzenia
proceséw fizjologiczno-biochemicznych przebiegajacych w roslinach uprawnych, ktére
moga objawia¢ si¢ miedzy innymi zmiang aktywnosci katalitycznej enzyméw oraz zmiang
ich sktadu biochemicznego. Jak wynika z doniesief literaturowych, zmiany aktywnosci
enzymOéw w ro$linach uprawnych poddanych dziataniu herbicydéw sa spowodowane
m.in. generowanym przez te zwigzki stresem oksydacyjnym [8, 13-16]. O tym, ze
herbicydy, w tym herbicydy fotodynamiczne, indukuja wytwarzanie reaktywnych form
tlenu, $wiadcza wyniki wczeéniejszych badan [1, 2, 14, 17]. Wskutek stosowania
herbicydéw odnotowano zmiany aktywno$ci takich enzymdéw antyoksydacyjnych, jak
peroksydaza i katalaza [8, 9, 13-17], przy czym zmiany byty rézne, zalezne zaréwno od
rodzaju zwigzku [13, 14], dawki [13, 15], terminu analizy [15, 17], jak i samej rosliny [13].
Wyniki badan niniejszej pracy wykazaly, ze 1,10-fenantrolina (1,10-Phe) dziatata
stymulujagco na aktywnos$¢ peroksydazy w liSciach fasoli i jednoczesnie inhibitowata
aktywno$¢ katalazy, przy czym stopien zmian byt tym wigkszy, im wyzsze byto st¢zenie
zwigzku. Podwyzszong aktywnos$¢ peroksydazy z jednoczesnym obnizeniem aktywnosci
katalazy, jako skutek stosowania 1,10-Phe, odnotowano takze we wcze$niejszych
badaniach przeprowadzonych na satacie i porach [18, 19]. Wzrost aktywnosci peroksydazy
7 jednoczesnym spadkiem aktywnosci katalazy pod wptywem 1,10-Phe moze $wiadczyd,
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ze zwiazek ten przyspiesza proces starzenia si¢ ro$lin. O tym, ze wzrost aktywnosci
peroksydazy i spadek aktywnosci katalazy sa godnymi zaufania wskaznikami starzenia si¢
tkanki liSciowej, sugerowano w wielu wczesniejszych pracach [20-23].

Wskaznikami starzenia si¢ lisSci mogg by¢ takze zmiany zawarto$ci chlorofilu
i karotenoidéw [24-26]. Z doniesien literaturowych wynika, ze herbicydy moga wptywaé
na poziom barwnikéw fotosyntetycznych w roslinach [2, 8, 14, 15, 27], co moze by¢
zwigzane z oddzialtywaniem ich na proces starzenia [25, 28]. Badania wykazaty, ze
herbicydy fotodynamiczne, takie jak 1,10-Phe, wptywajg na biosyntez¢ chlorofilu [29, 30].
Zmiany zawarto$ci chlorofilu i karotenoidéw w roélinach na skutek dzialania herbicydéw
uzalezniane sg zarowno od herbicydu [14], terminu analizy [14, 18, 19], jak i dawki [15, 18,
19]. Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach na fasoli szparagowej wskazujg na
silne uzaleznienie zmian zawartos$ci barwnikéw fotosyntetycznych od st¢zenia herbicydu.
Zaobserwowany w naszych badaniach spadek poziomu chlorofilu catkowitego w lisciach
fasoli traktowanej wyzsza dawka 1,10-Phe moze potwierdza¢ sugerowang konkluzje, ze
zwigzek ten przyspiesza proces starzenia si¢ roslin wyzszych. O spadku poziomu chlorofilu
pod wplywem 1,10-Phe donoszono juz wczesniej [6, 7, 31-34]. W przeprowadzonym
eksperymencie obok zmian poziomu chlorofilu catkowitego odnotowano takze zmiany
zawartosci karotenoidéw w lisciach fasoli szparagowej. Przy nizszych stezeniach 1,10-Phe
odnotowano spadek zawarto$ci karotenoidéw, podobne wyniki otrzymano takze wczes$niej
[6, 7].
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FRENCH BEAN REACTION ON HERBICIDE 1,10-PHENANTHROLINE

Institute of Chemistry, Environment Protection and Biotechnology, Jan Dlugosz University in Czestochowa

Abstract: Effect of photodynamic herbicide 1,10-phenathroline (1,10-Phe), in the concentration of 2.5, 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 leaves of French bean (Phaseolus vulgaris L., cv Golds Saxa) have been determined. 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 French bean leaves depended on the
concentration of 1,10-Phe. The plants sprayed with Phe at lower concentrations were characterized by a higher
total chlorophyll level, whilst the highest 1,10-Phe concentration - 10 mM caused the chlorophyll level decrease,
as compared with the control plants. Higher concentration of this herbicide resulted in a increase in the content of
carotenoids in plants leaves.
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