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Streszczenie. Celem badan bylo okreslenie fitotoksycznosci glifosatu w stgzeniach: 1, 3,
7, 20, 40, 100, 500, 1000 uM wobec siewek tubinu zottego (Lupinus luteus L.) odmiany
‘Mister’ poprzez oceng wybranych cech morfologicznych i zawarto$ci w tkankach we-
glowodanéw rozpuszczalnych. Stwierdzono, ze glifosat zanieczyszczajacy glebg wraz ze
wzrostem stezen zmniejszal dlugo$¢ korzeni zarodkowych i todyg siewek tubinu. Dowie-
dziono, ze glifosat w zalecanym do aplikacji stgzeniu polowym (3 1/ha), co odpowiada
testowanemu stgzeniu 7 uM, byt fitotoksyczny wobec kietkujacych siewek tubinu. Obecne
w tkankach tubinu cyklitole (myo-inozytol, D-chiro-inozytol) byty dobrym wskaznikiem
pobierania wody z gleby oraz szybkosci kietkowania nasion. Zawarto$¢ weglowodanow
rozpuszczalnych w siewkach tubinu zo6ttego byta wprost proporcjonalna do badanych ste-
zen glifosatu. Badania dowiodty, Ze tubin zotty moze by¢ stosowany jako biowskaznik
do oceny zanieczyszczenia gleby glifosatem. W celu uzyskania petnej odpowiedzi o za-
nieczyszczeniu Srodowiska przyrodniczego metody biologiczne powinny by¢ uzupetnione
metodami biochemicznymi.

Stowa kluczowe: glifosat, tubin z6tty, fitotoksycznos¢, weglowodany rozpuszczalne

WSTEP

Herbicydy sa to zwiazki chemiczne, celowo wprowadzane do §rodowiska. Stosowane
w wigkszosci bezposrednio do gleby moga przedosta¢ si¢ do woéd powierzchniowych.
Z gleby, wody 1 powietrza herbicydy migruja do roslin [Adomas i in. 2008a, Adomas
i in. 2008b, Piotrowicz-Cieslak i Adomas 2012], przez co nie pozostaja bez wptywu na
procesy fizjologiczne ro$lin czy jako$¢ ich plonu [Marczewski i in. 2010].

*Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego 2011/01/B/NZ9/02646 finansowanego
ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki.
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Dziatanie chwastobojcze glifosatu polega na hamowaniu enzymu syntazy 5-enolo-
pirogroniano-szikimowo-3-fosforanowej, a w konsekwencji biosyntezy: fenyloalaniny,
tyrozyny, tryptofanu [Moldes i in. 2012]. Glifosat wptywa niekorzystnie na metabolizm
wegla i fotosyntezg, a takze translokacje sacharozy w roslinach [Cakmak i in. 2009]. Po-
nadto stosowany w fazie dojrzewania roslin (jako desykant) moze hamowac kietkowania
nasion i wzrost siewek [Clay i Griffin 2000, Piotrowicz-Cieslak i in. 2010].

W warunkach stresu rosliny gromadza migdzy innymi wegglowodany [Ortbauer
i Popp 2008], ktore stanowia jedne z najbardziej skutecznych zwiazkéw w wyksztatca-
niu odpornosci roslin na stresy srodowiskowe. Zapewniaja wlasciwy potencjatl osmo-
tyczny komorki, a takze tworza warstwe ochronna woko6t makromolekut [Rontein i in.
2002, Piotrowicz-Cieslak i Adomas 2012]. Rosliny w odpowiedzi na zmiany wilgotno$ci
i temperatury modyfikuja zawarto$ci rozpuszczalnych weglowodandéw migdzy innymi
z rodziny rafinozy (RFO), polihydroksyalkoholi, takich jak ich formy cykliczne: myo-
-inozytol, D-chiro-inozytol, D-pinitol. Weglowodany chronia struktury komoérkowe i biat-
ka dzigki zawartym w ich czasteczce grupom hydroksylowym, ktére moga zastgpowac
wodg [Adomas i Piotrowicz-Cie$lak 2004, Piotrowicz-Cieslak 2005b] oraz odpowiadaja
za transdukcje sygnatéw u roslin [Loewus i Murthy 2000]. Weglowodany rozpuszczalne
moga by¢ pomocne w okresleniu zahamowania wzrostu roslin, gdyz podczas kietkowa-
nia tubinu dochodzi do catkowitego rozktadu weglowodandow z rodziny rafinozy (RFO)
oraz galaktozylocyklitoli [Lahuta i in. 2000].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie fitotoksycznosci glifosatu wobec
siewek tubinu zottego (Lupinus luteus L.) odmiany ‘Mister’ poprzez oceng¢ wybranych
cech morfologicznych i zawartosci w tkankach weglowodanow rozpuszczalnych.

MATERIAL | METODY

Nasiona tubinu zo6ttego odmiany ‘Mister’ kietkowano przez 9 dni w plastikowych
ptytkach testu Phytotoxkit (MicroBio Test Inc., Belgia). Kietkowanie prowadzono w kon-
trolowanych warunkach: 8 godzin (temp. 16°C — noc), 16 godzin (temp. 20°C, 140 pmol
fotonéw'm2-s! PAR — dzien). Glebg kontrolna nasaczono 27 ml wody destylowanej,
pozostate proby: 1, 3,7, 20, 40, 100, 500, 1000 uM glifosatu. W 9. dniu oceniono procent
skietkowanych nasion, dlugo$¢ korzeni i todyg, zawarto$ci §wiezej i suchej masy wedtug
ISTA [1999]. Potencjal osmotyczny todyg okreslono za pomoca konsoli osmotycznej
(Soil Moisture Equipment Corp, Santa Barbara, CA, USA), zawarto$¢ chlorofilu mierzo-
no chlorofilometrem SPAD-502 na podstawie indeksu zielonosci liscia (test SPAD — Soil
Plant Analysis System). Do$wiadczenie prowadzono w 9 powtoérzeniach, zgodnie z nor-
ma ISO [PN-ISO 11269-1:1998]. Glifosat zastosowano w formie preparatu handlowego
Roundup 360 SL [Karta charakterystyki $srodka Roundup 360 SL].

Zawartos¢ weglowodanow rozpuszczalnych w siewkach korzeni, todyg i liScieni tubi-
nu z6ttego analizowano, uzywajac wysokosprawnej chromatografii gazowej (GC), zgod-
nie z metodyka Piotrowicz-Cie$lak [2005a].

Do statystycznego opracowania wynikow zastosowano metode analizy wariancji
(test F) typowa dla dos§wiadczen dwuczynnikowych laboratoryjnych. Istotnos¢ zréznico-
wania uzyskanych wartosci $rednich wzgledem kontroli badano testem ¢ SNK (Studenta-
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-Newmana-Keulsa). Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie oraz odchylenia standardowe
(+SD) dla 9 powtorzen. Wartosci wskaznika EC, wyznaczono, wykorzystujac obliczony
stopien zahamowania wzrostu roslin z kazdej ptytki (kazdego stezenia) i wyznaczone;j
krzywej zaleznosci dawka — efekt wedlug metody Alexandra [1999].

WYNIKI | DYSKUSJA

Glifosat obecny w glebie nawet w najwyzszym z badanych stezen (1000 uM) nie
hamowat zdolnosci kietkowania nasion (rys. 1A). Torres i inni [2003] stwierdzaja, ze
glifosat zmniejsza wzrost todyg, lecz nie oslabia zdolnosci kietkowania nasion soi.
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Rys. 1. Zdolnos¢ kietkowania nasion (©), dlugo$¢ korzeni (A ) i todyg (e) tubinu zéltego odmiany
‘Mister’ rosnacego na glebie zawierajacej roézne st¢zenia glifosatu od 0 do 1000 uM — A;
powierzchnia liscieni (¢) — B; §wieza masa korzeni (A ), todyg (), liscieni (¢) — C; za-
warto$¢ suchej masy korzeni (A ), todyg (e), liScieni (¢) — D; zawarto$¢ chlorofilu liscieni
(#) — E; potencjat wodny todyg (e) — F (zbyt krotkie todygi tubinu uniemozliwity pomiar
potencjatu osmotycznego). Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie oraz odchylenia
standardowe (£SD) dla 9 powtdrzen

Fig. 1.  Germination capacity (©), roots (A) and stems (®) length of yellow lupin cv. ‘Mister’
growing in soil contaminated with glyphosate from 0 to 1000 uM — A; cotyledon area (¢)
— B; roots (A), stems (®) and cotyledons (#) fresh mass — C; roots (A), stems (®) and
cotyledons (#) dry mass content — D; cotyledons chlorophyll content (¢) — E; stems water
potential (@) — F (too short seedlings to measure osmotic potential). Data points represent
the means and standard deviation (£SD) for 9 replicate samples
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Do zmniejszenia o 15% zdolnoS$ci kietkowania nasion rzezuchy siewnej (Lepidium sati-
vum L.), gorczycy biatej (Sinapis alba), sorga cukrowego (Sorghum saccharatum), rze-
paku (Brassica napus), owsa zwyczajnego (Avena sativa L.) i tubinu zottego (Lupinus
luteus L.) dochodzi dopiero w obecnosci 2000 pM glifosatu w glebie [Piotrowicz-Cieslak
iin. 2010]. Odnotowano, ze korzenie i todygi siewek byty wrazliwe na obecno$¢ herbi-
cydu, co skutkowato istotnym ($rednio o 30%) zmniejszeniem ich dtugosci od stgzenia
7 uM. Stezenie glifosatu hamujace wzrost korzeni i fodyg w 50% wynosito odpowiednio
12,119,3 uM (rys. 1A).

Korzenie soi (Glycine max L.) narazone na dziatanie glifosatu od 100 do 5000 pM
byly krétsze o 33,2 do 51,9% [Marchiosi i in. 2009]. Podobnie zawarto$¢ swiezej masy
mlodych lisci soi obniza si¢ do 103 1 40 mg w wyniku narazenia na glifosat odpowiednio
w stezeniach od 19 do 189 uM [Cakmak i in. 2009]. Fitotoksycznos¢ glifosatu wobec
hubinu potwierdzita rowniez analiza powierzchni liScieni, ktora byta ograniczana przez
glifosat juz w najnizszym z badanych st¢zen (1 pM) (rys. 1B). Podobnie jak dtugos¢ ko-
rzeni i todyg zawarto$¢ Swiezej masy istotnie malata od st¢zenia 7 uM glifosatu w glebie.
Glifosat w ilosci 2,37, 5,5 oraz 26,3 pM zahamowat wzrost powierzchni liScieni tubinu
odpowiednio o 50, 70, 1 90% (rys. 1C).

Zawartos$¢ suchej masy korzeni i fodyg nieznacznie rosta, wykazujac zblizona tenden-
cj¢ odpowiednio 7 i 5% (kontrola) oraz 11 i 14% (1000 uM glifosatu). Gifosat hamuje
pobieranie wody z gleby. Korzenie tubinu zéttego narazone na glifosat zanieczyszczajacy
glebe od 1 do 2000 uM charakteryzuje staly wzrost zawartosci suchej masy wraz ze wzro-
stem zanieczyszczenia [Piotrowicz-Cieslak i in. 2010]. Liscienie byty bardziej odwodnione
niz korzenie i fodygi, a zawarto$¢ suchej masy wzrosta z 17 do 26% (rys. 1D).

Na podstawie przeprowadzonych badan li$cienie kontrolne byty trzykrotnie intensywniej
zielone anizeli liScienie siewek rosnacych na glebie zanieczyszczonej glifosatem w stezeniu
1000 uM (rys. 1E, rys. 2). Juz 2,45 uM glifosatu ograniczyto syntez¢ chlorofilu w tkankach
liscieni tubinu w 50% (EC,)) (EC stezenie efektywne) i bylo nizsze prawie trzykrotnie
anizeli zalecane do stosowania w polu (rys. 1E).

Ponadto glifosat w st¢zeniu od 1000 do 10 000 uM uszkadza ultrastrukture chloroplastow
w tubinie bialym [De Maria i in. 2005], co moze by¢ wynikiem hamowania przez herbicyd
syntezy kwasu 5-aminolewulinowego, ktory jest prekursorem porfiryny [Moldes i in. 2008].
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Rys. 2. Lubin zotty (Lupinus luteus L.) odmiany ‘Mister’ rosnacy na glebie zawierajacej rozne
stezenia glifosatu po 9 dniach trwania testu

Fig. 2. Yellow lupin (Lupinus luteus L.) cv. ‘Mister’ growing in soil contaminated with different
glyphosate concentration after 9 days of test
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Mtode liscie soi (Glycine max L.) w odpowiedzi na glifosat od 19 do 189 uM reaguja obni-
zeniem chlorofilu w tkankach z poziomu 31,9 do 12 SPAD [Cakmak i in. 2009]. De Maria
1inni [2005] dowodza, ze turgor liSci tubinu biatego rosnacego na glebie zanieczyszczonej
glifosatem od 1000 do 10 000 uM po 24 godzinach narazenia zmniejsza sig. Potencjat
osmotyczny todyg siewek rosnacych na glebie zanieczyszczonej glifosatem w stezeniu
polowym (7 uM) byt dwukrotnie wyzszy anizeli todyg kontrolnych (rys. 1F).

Glifosat modyfikuje zawarto$¢ weglowodandéw rozpuszcezalnych w tkankach siewek
lubinu z6ttego. W korzeniach tubinu rosnacych na glebie z glifosatem stwierdzono obec-
no$¢: D-chiro-inozytolu, myo-inozytolu, galaktozy, glukozy i sacharozy oraz galaktinolu
i rafinozy (rys. 3, tab. 1). Stachioza i werbaskoza w korzeniach tubinu nie wystapity.
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Rys. 3. Zawarto$¢ cyklitoli (m — D-chiro-inozytol, ¢ — D-pinitol, A — myo-inozytol), monosacha-
rydow (m — glukoza, ¢ — galaktoza), sacharozy i stachiozy w korzeniach, todygach i liscie-
niach lubinu Z6itego odmiany ‘Mister’ rosnacego na glebie zawierajacej rozne stgzenia
glifosatu od 0 do 1000 uM. Wyniki przedstawiaja warto$ci srednie oraz odchylenia
standardowe (£SD) dla 9 powtdrzen

Fig. 3.  Cyclitols (m — D-chiro-inozytol, ¢ — D-pinitol, A — myo-inozytol), monosaccharides
(m —glucose, ¢ — galactose), sucrose and stachyose content in roots, stems and cotyledons of
yellow lupin cv. ‘Mister’ growing in soil contaminated with glyphosate from 0 to 1000 pM.
Data points represent the means and standard deviation (+SD) for 9 replicate samples
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Tabela 1. Zawarto$§¢ galaktinolu, rafinozy i werbaskozy w siewkach tubinu zo6ltego odmiany ‘Mi-
ster’ rosnacego na glebie zawierajacej rézne stgzenia glifosatu od 0 do 1000 pM

Table 1. Galactinol, raffinose and verbascose content in yellow lupin seedlings cv. ‘Mister’ grow-
ing in soil contaminated with glyphosate from 0 to 1000 uM

Zawarto$é cukrow Stezenie glifosatu — Glyphosate concentration [M]

Sugars content 0 1 3 7 20 40 100 500 1000
Korzenie — Roots

Galaktinol — Galactinol * * * ok *%

Rafinoza — Raffinose * * * *

Werbaskoza — Verbascose

Lodygi — Stems
Galaktinol — Galactinol *% o
Rafinoza — Raffinose * *k

Werbaskoza — Verbascose

Liscienie — Cotyledons

Galaktinol — Galactinol * * * * *
Rafinoza — Raffinose * * ok *ok *k
Werbaskoza — Verbascose * * *

*0,5-1 mg'g!$m/mgg! fm., ** 1-5mgg!$m/mgg! fm.

Wymienione zwiazki ze wzrostem stezen herbicydu nieznacznie rosty. W todygach tu-
binu oznaczono wszystkie badane cyklitole. Najwigcej zidentyfikowano myo-inozytolu
($rednio 1,50 mg-g™' §.m.). Odnotowano wzrost sacharozy od stgzenia 20 uM, przy naj-
wyzszym st¢zeniu herbicydu sacharoza osiagneta poziom 19,57 mg-g* §.m. (rys. 3).

Liscienie siewek tubinu zawieraly takie same weglowodany rozpuszczalne jak tody-
gi, przy czym dodatkowo zidentyfikowano stachiozeg, ktorej zawartos¢ byta najwyzsza
(5,35 mg-g™' $.m.) przy najwyzszej zawarto$ci herbicydu w glebie (1000 uM). W liscie-
niach wyrostych na glebie zawierajacej pi¢¢ najwyzszych st¢zen glifosatu odnotowano
niewielkie ilosci galaktinolu, rafinozy i stachiozy, odpowiednio w granicach od 0,5 do
I,od1do5iod5do 10 mgg'$m. (rys. 3, tab. 1). Najwyzsza sumaryczna zawarto$¢
weglowodandw rozpuszczalnych odnotowano w todygach, najnizsza natomiast w korze-
niach tubinu — odpowiednio 3,64 i 1,78 mg-g'$.m.

Piotrowicz-Cieslak i inni [2010] podaja, ze zawarto$¢: D-chiro-inozytolu, myo-inozy-
tolu i D-pinitolu rosta wraz ze wzrostem glifosatu w glebie od 1 do 2000 pM w sze$ciu
roslinach: rzezusze siewnej, gorczycy bialej, sorgu cukrowym, rzepaku, owsie zwyczaj-
nym i lubinie z6ltym. Zawartos¢ glukozy i galaktozy w nasionach lubinu zéttego pod-
danego suszy glebowej zmniejsza si¢ o 44%, a sacharozy jedynie o 18% [Zalewski i in.
2001]. Wedtug Mattok i innych [2014], zawarto$¢ cukrow prostych i sacharozy jest cecha
odmianowa cebuli (Allium cepa L.). Coraz wyzsze zanieczyszczenie gleby herbicydem
powoduje unieruchomienie wody glebowej, w wyniku czego wzrasta zawarto$¢ sacharo-
zy jako osmoprotektanta [Ibraheem i in. 2011].
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WNIOSKI

1. Badania wykazaty, ze glifosat obecny w glebie wraz ze wzrostem stezen zmniejszat
dtugos¢ korzeni i todyg, powierzchnig i zawarto$¢ chlorofilu w liscieniach oraz podwyz-
szal potencjal osmotyczny todyg siewek tubinu zottego odmiany ‘Mister’.

2. Dowiedziono, ze st¢zenie polowe glifosatu (7 pM) zalecane przez producenta do
zwalczania chwastow byto fitotoksyczne wobec siewek tubinu zoéltego.

3. Wzrost elongacyjny korzeni i todyg tubinu byt lepszym wskaznikiem fitotoksycz-
nosci glifosatu anizeli zdolno$¢ kietkowania nasion.

4. Zawartos¢ weglowodanow rozpuszczalnych w siewkach tubinu zoéttego byta wprost
proporcjonalna do badanych stezen glifosatu.

6. Do oceny zanieczyszczenia gleby glifosatem z powodzeniem moze by¢ stosowany
hubin zotty. W celu uzyskania petnej odpowiedzi o zanieczyszczeniu srodowiska przyrod-
niczego metody biologiczne powinny by¢ uzupelione metodami biochemicznymi.
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PHYTOTOXICITY OF GLYPHOSATE TO YELLOW LUPIN SEEDLINGS
(LUPINUS LUTEUS L.)

Summary. Glyphosate is one of the most widely used herbicides making up approximately
60% of the global herbicide sale. Although quite effective against weeds, it shows a strong
adsorption in soil and may also affect plants that are not its immediate targets. To counteract
environmental stresses, plants activate various defense mechanisms. For example, they can
accumulate various metabolites, including soluble carbohydrates, which maintain osmotic
balance, and protect cell and enzyme structure. The aim of this study was to determine the
phytotoxicity of glyphosate (at concentrations of 1, 3, 7, 20, 40, 100, 500, 1000 uM) to
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Fitotoksycznos¢ glifosatu wobec siewek tubinu zZottego (Lupinus luteus L.)

yellow lupin (Lupinus luteus L.) cv. ‘Mister’. Seedling morphological features and soluble
carbohydrate contents were analyzed. Increasing concentrations of glyphosate in soil inhib-
ited length of yellow lupin roots and stems. Soil glyphosate at the level of 20 uM strongly
inhibited elongation of yellow lupin shoots. Glyphosate at 7uM concentration (i.e. the level
recommended by its producer to control weeds in fields, orchards and water reservoirs) was
already phytotoxic towards yellow lupin, a protein-rich plant. The content of osmoprotect-
ants in plant tissues, especially myo-inositol, D-chiro-inositiol and sucrose, increased with
increasing concentration of glyphosate in soil. Cyclitols (myo-inositol and D-chiro-inositi-
ol) present in the tissues of yellow lupin were important indicators of water absorption from
the soil environment. The content of soluble sugars was a good predictor of how fast the
seeds germinate. The research showed for the first time that in order to assess glyphosate
soil contamination, lupin seedlings grown in Phytotoxkit™ can be conveniently applied as
bioindicators. Biological methods should best be supplemented with biochemical analyses
to get the most reliable estimates of herbicide impacts on the environment.
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