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Dynamics of free amino acid content changes in plants of field poppy
(Papaver rhoeas L.) under the influence of tribenuron methyl

Dynamika zmian zawartosci wolnych aminokwasow w roslinach maku
polnego (Papaver rhoeas L.) pod wptywem dziatania tribenuronu metylu

Renata Kieloch, Jerzy Sadowski, Mariusz Kucharski

Summary

Experiments on the dynamics of free amino acid (valine, leucine and isoleucine) content changes in Papaver rhoeas L. tissues were
carried out under controlled environment conditions, in climatic chambers, with fixed temperature 20/10°C (day/night). Plants were
sprayed with tribenuron methyl jointly with adjuvant Trend 90 EC at the dose of 20 g/ha + 0.05%, when weeds were at the growth
stage of 2—4 leaves. Amino acid content was determined using gas chromatography, with EZ faast Amino Acid Analyser. The initial
analysis was made directly prior to plants spraying and successive ones were performed during two weeks period.In the untreated
object, each amino acid content systematically increased during 14 days following the herbicide treatment. The plants treated with
tribenuron methyl responded to herbicide by initial amino acid overproduction, which may be temporary response to herbicidal stress.
Starting from the eighth day after the treatment, amino acidcontent successivelyreduced as compared to initial measurement data.
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Streszczenie

Badania nad oceng dynamiki zmian zawartosci wolnych aminokwaséw (waliny, leucyny izoleucyny) w tkankach roslin Papaver
rhoeas L. wykonano w warunkach kontrolowanych, w komorach klimatycznych, ze statg temperaturg powietrza 20/10°C (dzieri/noc).
Rosliny opryskano tribenuronem metylu facznie z adiuwantem Trend 90 EC w dawce 20 g/ha + 0,05%, gdy chwasty znajdowaty sie
w fazie 2—4 lisci (BBCH 12-14). Zawartos¢ aminokwasow w roslinach oznaczono metodg chromatografii gazowej, z wykorzystaniem
zestawu EZ faastAminoAcid Analysis. Poczatkowg zawartos¢ aminokwaséw oznaczono bezposrednio przed zastosowaniem herbicydu,
kolejne analizy wykonano w ciggu dwdch tygodni od zabiegu. W obiekcie kontrolnym, wciggu 14 dni zawarto$¢ kazdego
z aminokwasdéw systematycznie wzrastata. Rosliny potraktowane tribenuronem metylu zareagowaty na herbicyd poczatkowa
nadprodukcjg aminokwasoéw, co moze by¢ wynikiem przejSciowej reakcji na stres herbicydowy. Poczgwszy od 8 dnia od wykonania
zabiegu, zawartos¢ aminokwasow systematycznie malata w poréwnaniu do stanu wyjsciowego.
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Wstep / Introduction

Tribenuron metylu jest substancja aktywna herbicydow
nalezacych do grupy pochodnych sulfonylomocznika
stosowanych do zwalczania chwastow dwuliSciennych
w zbozach, zawarta m.in. w preparacie Granstar 75 WG.
Jego dziatanie powoduje zahamowanie aktywnosci
dziatania enzymu ALS (acetolactate synthase — syntaza
acetomleczanowa), w nastgpstwie czego pojawiaja si¢
zaklocenia w procesie biosyntezy aminokwasow o tan-
cuchach rozgatgzionych — waliny, leucyny i izoleucyny
(Ray 1984; McCourt iDuggleby 2006). Aminokwasy
stanowia material wyj$ciowy do biosyntezy bialek, dlatego
ich niedobor prowadzi do ograniczenia syntezy tych
zwiazkéw, a w konsekwencji zamierania ro$lin. Zast-
sowanie herbicydéw hamujacych dziatanie enzymu ALS
skutkuje niedoborem waliny, leucyny i izoleucyny w tkan-
kach roslin. Mozna przypuszczaé, ze spadek zawartosci
wolnych aminokwasoéw powinien i§¢ w parze ze zmianami
w roslinach, np. zahamowaniem ich wzrostu, co
w przypadku herbicydow ztej grupy obserwuje sig¢ po
uptywie okoto 1 tygodnia. We wczesniejszych badaniach
niski poziom waliny, leucyny iizoleucyny na skutek
dziatania herbicydu wykazano po uptywie 7 dni od
zastosowania preparatu chwastobdjczego (Kieloch 1 wsp.
2011). Nie ma informacji o ksztattowaniu si¢ poziomu tych
zwiazkow w krétkim czasie po aplikacji herbicydu oraz jak
szybko nastgpuja zmiany w ich zawartosci.

Papaver rhoeas L. jest gatunkiem chwastu pow-
szechnie wystgpujacym w uprawach zboz i jednoczesnie
wysoce dla nich konkurencyjnym. Wykazuje on wysoka
wrazliwo$¢ na prezentowany w niniejszej pracy tribenuron
metylu, jakkolwiek stwierdzono przypadki uodparniania
si¢ niektorych jego biotypéw na herbicydy z grupy
inhibitoréw enzymu ALS (Marshall iwsp. 2010; Ka-
loumenos i wsp. 2011).

Celem badan byta ocena dynamiki zmian zawartosci
wolnych aminokwasow w tkankach roslin P. rhoeas pod
wplywem dziatania tribenuronu metylu.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia przeprowadzono w warunkach kontro-
lowanych w komorach klimatycznych. Nasiona P. rhoeas
wysiano do plastikowych doniczek wypetionych podto-
zem skladajacym si¢ ztorfu ipiasku w stosunku
objetosciowym 2:1. Bezposrednio po siewie doniczki
umieszczono w komorze klimatycznej, w temperaturze
20°C (dzien)/10°C (noc). Dzien przed aplikacja herbicydu
wykonano przerywke, pozostawiajac po 6 roslin w kazdej
doniczce. Zabieg herbicydowy wykonano, gdy rosliny
znajdowaly si¢ we wczesnej fazie rozwojowej, tj. 2—4
liscie (BBCH 22-24). Tribenuron metylu aplikowano
w formie herbicydu Granstar 75 WG. Zastosowano go
lacznie z surfaktantem Trend 90 EC w dawce 20 g/ha +
0,05%. Zabieg wykonano w komorze opryskowej ,,Aporo”
wyposazonej w ruchoma dyszg (TeelJet XR 11003-VS),
pracujaca z cisnieniem roboczym 200 kPa i zapewniajaca
wydatek cieczy uzytkowej 250 I/ha.

Materiat roslinny do oznaczenia zawarto$ci wolnych
aminokwasdéw pobierano w przeciagu dwoch tygodni od
wykonania zabiegu (0, 3, 4, 6, 8, 12 i 14 dni). Scinano
w catoSci nadziemne czgsci roslin potraktowanych
herbicydem, jak i tych, ktore rosty w obiekcie kontrolnym.
w pobranych prébach roslinnych oznaczono zawarto$é
waliny, leucyny iizoleucyny metoda chromatografii
gazowej z zastosowaniem zestawu EZ faastAminoAcid
Analysis firmy Phenomenex. Poszczegodlne probki roslinne
wstepnie poszatkowano i wymieszano. Do czasu wyko-
nania analiz probki przechowywano w polietylenowych
woreczkach w zamrazarce (-20°C). Do analizy pobierano
po 2 g probki, do ktorej dodawano 15 ml wody
destylowanej, a nastgpnic poddawano ta mieszaning
homogenizacji za pomoca homogenizatora ULTRA-
TURRAX T25. Po doktadnym rozdrobnieniu, probke
przesaczono. Uzyskany ekstrakt (12 ml) odparowano na
wyparce rotacyjnej w temperaturze 50°C. Sucha pozo-
stato$¢ rozpuszczano w 2 ml wody destylowanej i poddano
procesowi odwirowania zawiesiny (4000 rpm/20 min).
Dalsze przygotowanie ekstraktu wykonano z wykorzys-
taniem zestawu ,EZ: faast GC-MS for freeamino-
acidanalysis” (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Do
analizy pobierano pipeta 200 pl klarownego roztworu znad
osadu. Procedura analizy aminokwasow z wykorzystaniem
zestawu EZ: faast opiera si¢ na ekstrakcji do fazy statej, po
ktorej nastepuje reakcja derywatyzacji  (tworzenie
pochodnych) i ekstrakcji typu ciecz/ciecz. Ekstrakcja do
fazy stalej przeprowadzana jest za pomoca specjalnych
tipsow z upakowanym sorbentem, ktére wiaza amino-
kwasy, podczas gdy reszta roztworu przeplywa dalej i nie
ulega zwiazaniu. Nastgpnie aminokwasy, za pomoca
strzykawki, sa wypychane do fiolki i przechodza w forme
pochodna przy uzyciu kolejnego odczynnika (temperatura
pokojowa). Wszystkie aminokwasy w formie pochodne;j
migruja do wytworzonej warstwy organicznej, ktora
nastgpnie jest odseparowywana od reszty mieszaniny. Tak
powstala probka jest gotowa do analizy chromato-
graficznej GC/MS. Oznaczenie aminokwasow przepro-
wadzono na chromatografie gazowym Varian CP-3800
z detektorem mas Varian Saturn 2200. W analizie wyko-
rzystano kolumng¢ Varian VF-5 ms, o dlugosci 30 m
i $rednicy 0,25 mm. Temperatura w komorze nastrzykowe;j
wynosita 230°C, a temperatura kolumny 120-230°C
w programie z gradientem rownym 10°C/min. Gazem nos-
nym byt azot (1,5 ml/min).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Aminokwasy sa materiatem wyjsciowym do syntezy
bialek stanowigcych material budulcowy dla tkanek
ros§linnych. Wraz ze wzrostem roslin, ich zawartos¢ po-
winna systematycznie wzrastaé, co potwierdzono w prze-
prowadzonych badaniach. Obserwowano wzrost koncen-
tracji tych sktadnikéw w roslinach z obiektu kontrolnego
w stosunku do stanu wyjSciowego. Sposrdd ocenianych
wolnych aminokwaséw zdecydowanie najmniej bylo
waliny. Jej zawarto§¢ w roslinach, w dniu oprysku
wynosita 8,03 mg/kg iwzrosta w okresie 2 tygodni do
12,8 mg/kg. Pozostate aminokwasy, tj. leucyna i izoleu-
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Rys. 1. Zmiany w zawarto$ci aminokwaséw w obiekcie kontrolnym
Fig. 1. Amino acid content changes at untreated object
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Dni od aplikacji herbicydu — Days after herbicide treatment

Rys. 2. Zmiany w zawarto$ci aminokwaséw pod wplywem tribenuronu metylu
Fig. 2. Amino acid content changes under the influence of tribenuron methyl

cyna osiagnely zblizone wartosci, a ich poziom znacznie
przewyzszal zawarto$§¢ waliny 1wynosil poczatkowo
50,4 mg/kg leucyny oraz 47,6 mg/kg izoleucyny. W prob-
kach roslin pobieranych w regularnych odstgpach, w ciagu
14 dni od pomiaru poczatkowego, obserwowano syste-
matyczny wzrost zawartosci tych skladnikéw (rys. 1).
W roslinach traktowanych tribenuronem metylu, poczat-
kowo zawarto§¢ kazdego zocenianych aminokwasow
wzrastata. Najwyzszy poziom waliny, leucyny i izoleucyny
stwierdzono w roslinach pobranych po uptywie 4 dni od
aplikacji herbicydu, przy czym najwigkszy przyrost
dotyczyt waliny (z 8,03 do 12,18 mg/kg). Poczawszy od
6smego dnia od zastosowania tribenuronu metylu,
notowano systematyczny spadek zawartosci wolnych
aminokwaséw w stosunku do poziomu najwyzszego
oznaczonego w obiekcie herbicydowym, jak i w stosunku
do warto$ci uzyskanych w tym samym czasie w obiekcie

kontrolnym. Po 14 dniach od wykonania zabiegu zawar-
to$¢ waliny zostata zredukowana o 60% w poréwnaniu do
poziomu wyjsciowego. W przypadku leucyny i izoleucyny
spadek ten wynosit odpowiednio 71 i 75% (rys. 2).
Herbicydy powoduja zaklécenia w przemianach bio-
chemicznych chwastow, co w koncowym efekcie prowadzi
do zamierania lub znacznego zahamowania wzrostu i roz-
woju gatunkéw wrazliwych na zastosowang substancje
aktywna. Mechanizm dziatania niektorych substancji
aktywnych herbicydow, m.in. prezentowanego w pracy
tribenuronu metylu, jest ukierunkowany na hamowanie
dzialania enzymu ALS (syntaza acetomleczanowa), ktore
sa odpowiedzialne za biosyntezg¢ trzech aminokwasow
o tancuchach rozgal¢zionych: waliny, leucyny i izoleu-
cyny. W zwiazku z powyzszym mozna oczekiwaé, ze ich
poziom be¢dzie wyznacznikiem dziatania tych herbicydow
juz w poczatkowym okresie po opryskaniu roslin. Wedtug
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Shanera i Singha (1992) w roslinach traktowanych
herbicydami sulfonylomocznikowymi powinien wystapié
deficyt aminokwaséw o tancuchach rozgalgzionych, tj.
waliny, leucyny i izoleucyny, na skutek zahamowania ich
biosyntezy, a w konsekwencji $mier¢ roslin z powodu
braku materialu budulcowego. Podobne objawy obser-
wowano w przeprowadzonych badaniach. Nastgpowat
znaczacy spadek zawartosci tych zwiazkéw pod wplywem
dziatania tribenuronu metylu. Poczatkowo jednak
obserwowano nadmierng produkcj¢ waliny, leucyny i izo-
leucyny. Taki stan jest reakcja ros§liny na stres herbi-
cydowy, spowodowany zastosowaniem inhibitora enzymu
ALS (Royuela iwsp. 2000). Dotychczas prowadzone
badania wykazaly zwigkszona zawarto$¢ aminokwasow
krotko po dziataniu czynnika stresowego oraz gdy rosliny
byly poddane jego dzialaniu przez krotki okres czasu.

bialek niz nowych syntez (Nemat Alla iwsp. 2008).
Z kolei Huang i Xiong (2009) dowiedli, ze znaczne nagro-
madzenie si¢ wolnych aminokwaséw po zastosowaniu
acetochloru ibensulfuronu metylu wynikalo zich
negatywnego wplywu na asymilacje azotu oraz dziatanie
enzymOw  bioracych udziat w przemianach azotu.
Stosowanie herbicydow hamujacych dziatanie enzymu
ALS, nie zawsze daje jednoznaczne i oczekiwane wyniki
(Kieloch 1 wsp. 2011), zwtaszcza gdy probki roslinne do
analizy chemicznej byty pobrane tylko w jednym terminie.
Badania nad ocena dynamiki zmian zawartosci wolnych
aminokwasow daja bardziej przejrzysty obraz zmian
zachodzacych w ro$linie. Moga rowniez poshuzy¢ do
oceny wrazliwo$ci danego gatunku na substancje¢ aktywna
herbicydu oraz do identyfikacji biotypdéw na nig odpornych
(Marczewska i wsp. 2007).

W badaniach nad chlorosulfuronem wykazano wzrost
poziomu wolnych aminokwaséw jako rezultat jego
dziatania, ktory byl wynikiem wtérnych przemian
aminokwasow 1 biatek w roslinie (Bestman 1990). Za-
obserwowano roéwniez wzrost zawarto$ci aminokwasow 1.
jako wynik wspotdziatania aplikacji herbicydu oraz stresu
srodowiskowego, ktory indukuje okreslone procesy bio-
chemiczne prowadzace do nagromadzenia si¢ tych
zwiazkow (Hjorth i wsp. 2006). 2.
Przemiany zwiazkéw azotowych w ro$linach podlegaja
dynamicznym zmianom, zwtaszcza gdy sa one narazone na
dzialanie czynnika stresowego. w przypadku, gdy takim
czynnikiem jest herbicyd, poziom aminokwasow zalezy od
mechanizmu ich dziatania. Niektore herbicydy moga
ogranicza¢ asymilacj¢ amoniaku, co w konsekwencji
hamuje tworzenie si¢ bialek. W zwiazku ztym wyzszy
poziom aminokwasow, na skutek stosowania herbicydow,
moze by¢ prawdopodobnie wynikiem rozpadu istniejacych

Whioski / Conclusions

Poziom poszczegdlnych aminokwasow byl zrdéznico-
wany, niezaleznie od obiektu. Zawarto$¢ leucyny i izo-
leucyny byla zblizona i ksztaltowala si¢ na poziomie
kilkakrotnie wyzszym niz waliny.

Zastosowanie tribenuronu metylu wywolato w rosli-
nach P. rhoeas przejSciowa, trwajaca do 8 dni, reakcje
na stres herbicydowy w postaci wzrostu zawartosci
wolnych aminokwaséw. Po uplywie tego okresu
poziom aminokwaséw ulegal zmniejszeniu, co bylo
zgodne z mechanizmem dziatania herbicydu.

Opracowanie wykonano w ramach zadania 2.6 w pro-
gramie wieloletnim Instytutu Uprawy Nawozenia i Gle-
boznawstwa — Panstwowego Instytutu Badawczego.
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