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Chlorophyll a + b content in leaves of spring barley after MCPA
and selected HILs application

Zawartos¢ chlorofilu a + b w lisciach jeczmienia jarego
po zastosowaniu MCPA oraz wybranych HILs

Marcin Grobela*

Summary

The aim of the study was to examine the effect of spraying two herbicidal ionic liquid forms of MCPA (HILs — [Etq O-12][MCPA],
[DDA][MCPA]) on chlorophyll a + b content in leaves of spring barley (Hordeum vulgare L.). Spectrophotometric method was used to
measure chlorophyll a + b content 24 and 72 h after fields were sprayed. The data was compared to controls that consisted of the
treatments using a commercial formulation of MCPA as a salt or ester. The field studies revealed that after 24 h of MCPA as a salt
spraying chlorophyll a + b content in spring barley was lower by 12% and after 72 h by 18%. The application of MCPA as an ester
lowered the chlorophyll a + b amount by just 9%, as a HILs resulted in decrease by about 3% compared to control plots. The results do
not confirm a significant impact on the content of photosynthetic pigments in spring barley, but they show that the application of HiLs
as an alternative herbicide can reduce the undesirable effects of MCPA.
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Streszczenie

Celem prowadzonych badan byta spektrofotometryczna ocena zmian zawartosci chlorofilu w lisciach jeczmienia jarego po 24i72 h
od zastosowanego opryskiwania powszechnie stosowanymi srodkami ochrony roslin na bazie MCPA (Chwastox Extra 300 SL, Chwastox
AS 600 EC) oraz wybranymi herbicydowymi cieczami jonowymi HiLs ([Etq O-12][MCPA], [DDA][MCPA]). Poziom chlorofilu a + b
w jeczmieniu jarym po 24 h, na ktdry zaaplikowano MCPA w postaci soli byt nizszy o 12%, a po 72 h az o 18% w pordwnaniu do
stezenia barwnikéw roslin z poletek kontrolnych. Po aplikacji MCPA w postaci estru zawartosé chlorofilu a + b réwniez byfa nizsza, ale
tylko o okoto 9%. Zabiegi przeprowadzone wytgcznie HILs powodowaty jego bardzo mate spadki wynoszace okoto 3%. Uzyskane wyniki
nie potwierdzajg istotnego wptywu stosowania MCPA na zawartos¢ pigmentdéw fotosyntetycznych w jeczmieniu jarym, jednak
pokazuja, ze aplikacja HILs jako herbicydu alternatywnego moze ograniczy¢ niepozadane efekty jego dziatania.

Stowa kluczowe: chlorofil; herbicydowe ciecze jonowe; MCPA; jeczmien jary
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Wstep / Introduction

Chlorofile to grupa barwnikow fotosyntetycznych
wystepujacych glownie w roslinach wyzszych, glonach
oraz cyjanobakteriach. Fotosynteza jest podstawowym
procesem fizjologicznym ro$lin, od jej aktywnoSci zalezy
m.in. wysokos$¢ uzyskanego plonu. Kluczowa rol¢ w pra-
widlowym przebiegu fotosyntezy odgrywa zapotrzebo-
wanie roslin na makro- i mikroelementy, a przede wszyst-
kim magnez (Ceylan i wsp. 2016; Tatagiba i wsp. 2016;
Tréankner 1 wsp. 2016) i zelazo, ktére jest aktywatorem
syntezy chlorofilu (Politycka 2007). Na procesy
fizjologiczne zachodzace w roslinach znaczacy wplyw
moga wywiera¢ takze substancje czynne zawarte W pow-
szechnie stosowanych $§rodkach ochrony roslin. W zalez-
nosci od ich budowy i wlasciwos$ci moga one prowadzi¢ do
zmian strukturalnych bialek, lipidow, kwasoéw nukleino-
wych oraz chlorofilu, zaburzajac prawidlowy przebieg
niektorych szlakéw metabolicznych (Ekmekei i Terzioglu
2005). W badaniach Wang i Zhou (2006) oraz Zaltauskaité
i Brazaityté (2013) stwierdzono zmniejszong zawarto$¢
chlorofilu w roslinach po zastosowaniu réznych herbi-
cydow. W innych pracach autorzy przedstawiaja roézne
zaleznosci migdzy zawartoscia chlorofilu w roslinach
a stosowaniem herbicydow. Analizy prowadzone przez
Lozowicka i wsp. (2016) pokazuja, ze stosowanie
herbicydow zawierajacych w swoim skladzie MCPA
i dikambe spowodowalo spadek zawarto$ci chlorofilu
w roSlinach, jednakze taczne stosowanie herbicydu i fun-
gicydu przyczynialo si¢ do wzrostu jego stezenia w lis-
ciach trzech odmian pszenicy jarej. Natomiast Zaltauskaité
i KiSonaité (2014) w swoich badaniach wykazali, ze
stosowanie MCPA przyczynia si¢ do zmniejszenia suchej
masy lodyg i1 korzeni pszenicy jarej, bez wywolania
znaczacego wplywu na zawarto$¢ fotosyntetycznych
pigmentow w tkankach ro$linnych. Tatarkova 1 wsp.
(2013) przeprowadzili obserwacje, z ktorych wynika, ze
obecno$¢ MCPA w glebie nie ma znaczacego wpltywu na
zawarto$¢ chlorofilu w liSciach stonecznika.

Duzym zainteresowaniem w ostatnim czasie cieszg si¢
tzw. herbicydowe ciecze jonowe (HILs), ktorych stoso-
wanie mogloby wyeliminowa¢ negatywne skutki dzialania
tradycyjnych §rodkoéw ochrony roslin (Hough i wsp. 2007;
Pernak i wsp. 2011; Shamshina i wsp. 2015). HILs
charakteryzuja si¢ mniejszg mobilnoscia w glebie oraz
wodach gruntowych, posiadaja wysoka aktywnos$¢ po-
wierzchniowa, co niweluje potrzebe stosowania adiuwan-
tow lub surfaktantow, sg bezpieczniejsze w stosowaniu,
a dawka substancji czynnej, w poroOwnaniu z obecnie
stosowanymi herbicydami, moze by¢ znaczaco obnizona
przy zachowaniu ukierunkowanych witasciwosci biologicz-
nych z wybranymi wlasciwo$ciami chemicznymi i fizycz-
nymi (Praczyk i wsp. 2012; Pernak i wsp. 2013; Grobela
2016).

Celem podjetych badan byla ocena facznej zawartosci
chlorofilu a i b w lisciach jeczmienia jarego po zasto-
sowaniu herbicydéw na bazie MCPA w postaci soli i estru
oraz wybranych herbicydowych cieczy jonowych. Badania
zostaly przeprowadzone w warunkach polowych.

Materialy i metody / Materials and methods

W badaniach zastosowano dostgpne w handlu dwie
formulacje MCPA: w postaci soli sodowo-potasowej
[Chwastox Extra 300 SL (Ch300), producent Zaktady
Chemiczne Organika-Sarzyna S.A. Nowa Sarzyna, Polska]
oraz w postaci estru 2-etyloheksylowego [Chwastox AS
600 EC (Ch600), producent Zaklady Chemiczne Organika-
-Sarzyna S.A. Nowa Sarzyna, Polska], a takze bedace
w fazie badan herbicydowe ciecze jonowe: [Etq
O-12][MCPA] (ETQ) (4-chloro-2-metylofenoksy)octan
ethoquadu O-12 oraz [DDA][MCPA] (DDA) (4-chloro-
-2-metylofenoksy)octan didecylodimetyloamoniowy. Her-
bicydowe ciecze jonowe zostaly zsyntetyzowane w Zakla-
dzie Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej
oraz opisane przez Pernaka i wsp. (2011).

Badania polowe prowadzone byly w 2014 roku
w Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Winnej Gorze
(E17°26°, N52°12°). Jeczmien jary (Hordeum vulgare L.)
odmiany KWS Olof wuprawiany byt na poletkach
do$wiadczalnych o powierzchni 16,5 m’. Do$wiadczenie
zatlozono w ukladzie losowanych blokow, w czterech
powtorzeniach z uwzglednieniem poletek kontrolnych, na
ktorych nie stosowano opryskiwania. Jako substancje
odniesienia zostaly uzyte handlowo dost¢pne herbicydy —
Ch300 oraz Ch600. Omawiane herbicydy oraz HILs
aplikowano w takiej dawce, aby stezenie substancji
czynnej bylo takie samo i wynosito 900 g/ha. Roztwory
stosowano w fazie rozwojowej BBCH 14 opryskiwaczem
plecakowym Aporo (Poznan, Polska) wyposazonym w dy-
sze plaskostrumieniowe TeelJet® DG110/02 (TeelJet Tech-
nologies, Wheaton, IL, USA) o wydajnosci 200 I/ha
i ci$nieniu roboczym 0,3 MPa.

Rosliny do oznaczen chlorofilu pobrano losowo z kaz-
dego poletka doswiadczalnego. Analizie zostaly poddane
najmiodsze, w petni rozwinigte liscie. Zawarto$¢ chlorofilu
oznaczona zostala zgodnie z metoda Arnona i wsp. (1956),
z modyfikacja Lichtenthalera i Wellburna (1983). Do ok.
0,5 g schtodzonych lici dodano 5—10 ml 80% acetonu, ok.
0,1 g CaCOs; 1 piasku kwarcowego, wszystko dokladnie
roztarto w mozdzierzu, przeniesiono ilo§ciowo i przesa-
czono do kolby miarowej. Mozdzierz doktadnie przemyto
matymi porcjami 80% acetonu. Koncowa objetosc
przesaczu ustalono na 50 ml. Oznaczenia zawartosci
chlorofilu dokonano przy pomocy spektrofotometru
Unicam Heloios £ przy dlugosciach fal: 645 oraz 663 nm.

Wyniki zawarto$ci chlorofilu a + b [mg/g §.m.] obli-
€ZONno wg wzoru:

Cenia+b) = (8,02 X A3y + 20,2 X A(aasy) X ((V/1000) x w))

A 645-663 — wartos¢ absorbancji mierzonej przy dtugosci
fali 645-663 nm,

V — catkowita objetos¢ ekstraktu [ml],

W — masa probki [g],

8,02 120,2 — wspdlczynnik przeliczeniowy.

Do wyznaczenia relacji miedzy zawartoscig chlorofilu
w lisciach jgczmienia jarego, zastosowanego preparatu
oraz terminu poboru probek, uzyto modeli mieszanych
z wykorzystaniem biblioteki Ime4 dla srodowiska R (Bates
iwsp. 2015; R Core Team 2016).
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Do modelowania jako efekty stale wiaczono zabiegi
herbicydami oraz termin poboru prob (z interakcjami).
Jako efekty losowe przyjeto powtdrzenia pomiardw na
poletkach doswiadczalnych.

Wizualna kontrola wartosci resztkowych nie wykazata
oczywistych odchylen od zalozen: homoskedastycznosci
i normalnosci. Wartosci p (prawdopodobienstwo popetnie-
nia bledu I rodzaju) uzyskano na podstawie testu ilorazu
wiarygodnosci (likelihood ratio test), w ktorym przeciwsta-
wiono sobic modele: maksymalny (gdzie termin i zabieg
byly efektami statymi) i model uproszczony (gdzie tylko
termin lub tylko zabieg byt efektem statym).

W nastgpnym etapie przeprowadzono test post hoc przy
uzyciu testu par z poprawka Tukeya z biblioteki Ismeans
(Lenth 2016).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Nowoczesne rolnictwo, poprzez stosowanie $rodkow
ochrony ro$lin, moze przyczynia¢ si¢ do wystapienia
w roslinie stresu abiotycznego (Devine i Shukla 2000).
Konsekwencja wystapienia takiego stresu moze by¢ ogra-
niczona produkcja fotosyntetyczna, degradacja chlorofili,
a takze konieczno$¢ uruchomienia przez rosliny procesow
zwigzanych z adaptacja do niekorzystnych warunkéw
srodowiskowych (Starck 2008).

Przeprowadzone zabiegi ochrony roslin, jak i termin
poboru prob moga wplywaé na zawarto$¢ chlorofilu
w lisciach jeczmienia jarego (odpowiednio — chi-kwadrat
= 16,16, p = 0,04, df = 8 i chi-kwadrat = 35,75, p < 0,001,
df = 8). Estymacja wyrazu wolnego (tab. 1) rowniez poka-
zuje takie zalezno$ci w parze kontrola/zabieg od terminu
(po 24 h od zabiegu obliczenia zostaly wykonane jako
ro6znica pomiedzy kontrolg i zabiegiem; po 72 h obliczenia
wykonano jako (kontrola/24 h-kontrola/72 h)-(zabieg/24 h-
-zabieg/72 h), ktore sa dwukrotnie nizsze od blgdu standar-
dowego (SE). Najwigksze rdznice zostaly zaobserwowane
pomiedzy kontrolg a zabiegiem dla Ch300 (-0,051+/-0,023
SE) oraz Ch600 (-0,039+/-0,025 SE) po 24 h od zabiegu.
Najmniejsze rdéznice wystapity pomigdzy kontrola a ETQ
(0,005+/-0,024 SE). Natomiast po 72 h réznice pomigdzy
odpowiednimi zabiegami 1 kontrola byly najwyzsze
dla Ch300 (-0,035+/-0,025 SE), a najnizsze dla DDA
>-0,001+/-0,024 SE).

Poréwnanie par przy uzyciu testu post hoc z poprawka
Tukeya potwierdza znaczace zmiany w zawartosci
chlorofilu dla kazdego zabiegu z osobna od terminu
poboru préob (tab. 2). Natomiast nie zaobserwowano zad-
nych znaczacych zmian w zawartos$ci chlorofilu po 24 h od
przeprowadzonego zabiegu MCPA oraz HILs. Roéznice
takie byly widoczne po 72 h dla par: kontrola/Ch300,
Ch300/DDA oraz Ch300/ETQ (tab. 3).

Tabela 1. Warto$¢ statystyki, btad standardowy dla oszacowanych $rednich pomiedzy zabiegiem a kontrolg po 24 h od zabiegu, $rednia
(wyraz wolny). Po 72 h obliczenia wykonano jako (kontrola/24h-kontroal/72h)-(zabieg/24h-zabieg/72h)

Table 1. The statistic value, standard error for estimated mean between treatment and control for (time 1). For time 2 the calculations
were made as (control: T1-control:T2)-(treatment:T 1-treatment:T2)

Termin 1 (24 h) — Time 1 (24 h) Termin 2 (72 h) — Time 2 (72 h)
Zabieg — Treatment estimate SE t estimate SE t
Kontrola — Control 0,418 0,016 26,003 0,080 0,017 4,671
Ch300 -0,051 0,023 -2,253 -0,035 0,025 -1,361
Ch600 -0,039 0,025 -1,597 -0,006 0,026 -0,237
DDA -0,016 0,023 -0,692 0,001 0,024 0,031
ETQ -0,005 0,024 -0,210 0,025 0,027 0,925

CH300 — Chwastox Extra 300 SL, Ch600—- Chwastox AS 600 EC, DDA — [DDA][MCPA], ETQ — [Etq O-12][MCPA]
estimate — oszacowanie $redniej, SE — biad standardowy, t — wartos¢ statystyki

Table 2. Porownanie par z poprawka Tukeya dla réznic pomig¢dzy zawarto$cig chlorofilu po 24172 h
Table 2. Pairwise comparisons with Tukey’s adjustment for differences between the content of chlorophyll after 24 and 72 h

Difference SE t ratio P
Kontrola — Control -0,080 0,017 -4,671 0,000
Ch300 -0,045 0,019 -2,365 0,031
Ch600 -0,073 0,020 -3,731 0,002
DDA -0,080 0,017 -4,715 0,000
ETQ -0,105 0,021 -4,921 0,000

CH300 — Chwastox Extra 300 SL, Ch600— Chwastox AS 600 EC, DDA — [DDA][MCPA], ETQ — [Etq O-12][MCPA]

Difference — réznice miedzy $rednimi, SE — blad standardowy, t ratio — stosunek srednicy do btedu standardowego, p — prawdopodobiefistwo

popetnienia biedu I rodzaju
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Table 3. Porownanie par z poprawka Tukeya dla ré6znic pomiedzy zabiegami MCPA i HILs
Table 3. Pairwise comparisons with Tukey’s adjustment for difference between treatments of MCPA and HILs

Termin 1 (24 h) — Time 1 (24 h) Termin 2 (72 h) — Time 2 (72 h)

Kontrast — Contrast dif. SE t ratio p dif. SE t ratio p

Kontrola — Control — Ch300 0,051 0,023 2,253 0,190 0,086 0,024 3,546 0,010
Kontrola — Control — Ch600 0,039 0,025 1,597 0,511 0,045 0,025 1,848 0,367
Kontrola — Control — DDA 0,016 0,023 0,692 0,957 0,015 0,023 0,659 0,963
Kontrola — Control — ETQ 0,005 0,024 0,210 1,000 -0,020 0,024 -0,828 0,920
Ch300 — Ch600 -0,012 0,025 -0,488 0,988 -0,041 0,026 -1,561 0,532
Ch300 - DDA -0,036 0,023 -1,561 0,533 -0,071 0,024 -2,927 0,046
Ch300 - ETQ -0,046 0,024 -1,902 0,337 -0,106 0,026 -4,133 0,002
Ch600 — DDA -0,024 0,025 -0,956 0,872 -0,030 0,025 -1,238 0,730
Ch600 — ETQ -0,034 0,026 -1,315 0,685 -0,066 0,026 -2,522 0,112
DDA - ETQ -0,011 0,024 -0,439 0,992 -0,035 0,024 -1,447 0,603

CH300 — Chwastox Extra 300 SL, Ch600— Chwastox AS 600 EC, DDA — [DDA][MCPA], ETQ — [Etq O-12][MCPA]
dif. —r6znice migdzy $rednimi, SE — btad standardowy, t ratio — stosunek $rednicy do btgdu standardowego, p — prawdopodobienstwo popetnienia btgdu

I rodzaju

O Zabieg po 24 h — Treatment after 24 h
[ | Zabieg po 72 h — Treatment after 72 h
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Ch300 — Chwastox Extra 300 SL, Ch600 — Chwastox AS 600 EC, ETQ - [Etq-O12][MCPA], DDA — [DDAJ[MCPA]

Rys. 1. Zawarto$¢ chlorofilu a + b w liSciach jgczmienia jarego po 24 i 72 h od zastosowanego zabiegu Ch300, Ch600 oraz HILs
Fig. 1. Chlorophyll a + b content in leaves of spring barley after treatment of Ch300, Ch600 and HILs after 24 and 72 h

Z przeprowadzonego doswiadczenia wynika, ze stoso-
wanie powszechnie dostgpnych $§rodkéw ochrony roslin na
bazie MCPA po 24 h od aplikacji nie powoduje zna-
czacych zmian w zawartosci chlorofilu a + b w lisciach
jeczmienia jarego. Natomiast roznice takie zaobserwowano
po 72 h dla Ch300, gdzie spadek zawartosci chlorofilu
a + b w porébwnaniu z proba kontrolng wyniost okoto
17,8%. W porownaniu do ETQ ta r6znica wyniosta 20%,
a dla DDA niecate 15%. Po zastosowaniu Ch600 72 h po
zabiegu opryskiwania réznica w poréwnaniu do kontroli
wyniosta 9,1%. W zestawieniu z ETQ roznica ta wyniosta
ok. 12%, a z DDA niecate 6% (rys. 1).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze stoso-
wanie komercyjnych $rodkow ochrony roslin na bazie

MCPA oraz nowych HILs nie wywarlo znaczacego wply-
wu na zawarto$¢ chlorofilu a + b w lisciach jeczmienia
jarego po 24 i 72 h od zastosowanego opryskiwania.
Roéznice w zawartosci chlorofilu a + b w poréownaniu do
kontroli dla zastosowanych $rodkéw ochrony roslin na
bazie MCPA po 24 h wynosily okoto 10%, natomiast dla
HILs okoto 3% i byly nieistotne statystycznie.

Najwigksze réznice stwierdzono jedynie po 72 h dla
Ch300 w porownaniu do kontroli, ETQ oraz DDA. Moga
one wynika¢ z wigkszej tendencji MCPA do wigzania
kationdow metali dwuwartosciowych, a tym samym
blokowania ich dostgpnosci dla roslin (Kobytecka i Skiba
2008; Grobela 2016). Jednakze do usci$lenia tych zalez-
nosci potrzebne sg bardziej szczegdtowe prace badawcze.
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Uzyskane wyniki w prowadzonym doswiadczeniu ro6znica ta wyniosta 3%. W obu przypadkach rozbiez-
koresponduja z badaniami Tatarkovej i wsp. (2013), nosci byly nieistotne statystycznie.
Zaltauskaité i KiSonait¢ (2014) oraz Lozowickiej i wsp. 2. Najwigksze spadki zawartosci chlorofilu a + b zaobser-
(2016), gdzie zastosowanie MCPA w ochronie roslin nie wowano po 72 h od opryskiwania Ch300 oraz Ch600.
powoduje znaczacego obnizenia zawartosci chlorofilu Roéznice wynosity odpowiednio 18% i 10% w stosunku
w liSciach stonecznika, pszenicy i jeczmienia jarego. Jed- do kontroli. Zmiany wywolane przez HILs byty
nakze zastosowanie HILs w sposob jednoznaczny pokazu- nieistotne i zblizone do warto$ci uzyskanych na obiek-
je, ze roéznice w zawartosci chlorofilu na poziomie 10% tach kontrolnych.
mogg by¢ zniwelowane. 3. W przeprowadzonych badaniach zastosowanie komer-

cyjnych $rodkéw ochrony roslin na bazie MCPA oraz
preparatow typu HILs nie powodowalo statystycznie

Whnioski / Conclusions istotnych zmian w iloSci chlorofilu a + b w liSciach

badanej rosliny. Pomimo braku statystycznych réznic

1. Zawarto$¢ chlorofilu a + b w liSciach jgczmienia jarego zastosowanie HILs wywieralo mniej negatywny wplyw

po 24 h od zastosowania $rodkow ochrony ros$lin na na badane parametry w jeczmieniu jarym niz uzycie
bazie MCPA byla nizsza o ok. 10% w pordwnaniu do standardowych formulacji.

kontroli, natomiast po dobie od zastosowania HILs
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