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Wstep

Glufozinat amonu (kwas 2-amino-4-hydroksymetylofosfinylomastowy)
aktywny skladnik preparatu Basta jest herbicydem stosowanym przeciwko jedno-
rocznym 1 wieloletnim trawom, hamuje fotosyntez¢, dziala kontaktowo, niszczy
naziemne, zielone cz¢éci rolin przez desykacje [ROzaNskI 1996]. U roélin hamuje
aktywnos¢ syntetazy glutaminowej, co prowadzi do wzrostu stezenia jonéw amo-
nowych w tkankach roslin [NAKAKI i in. 2000] 1 powoduje zaburzenie metabolizmu
azotu. W dalszej kolejnosci wysokie stezenie jonéw amonowych powoduje depo-
laryzacje blon komérkowych 1 Smieré¢ komérek [AHMAD, MALLOCH 1995).

W przeciwienistwie do roélin, u zwierzat glufozinat amonu nie wplywa zna-
czaco na metabolizm azotu, przypuszczalnie dlatego, ze inne szlaki metaboliczne
kompensujg efekt wywolany przez zahamowanie aktywnosci syntetazy glutamino-
wej. U zwierzat objawy ostrego zatrucia glufozinatem amonu zwigzane sa z funk-
¢jonowaniem centralnego ukladu nerwowego [NAKAKI i in. 2000]. W doswiadcze-
niach in vivo nie stwicrdzono jednak teratogennego, genotoksycznego i rakotwér-
czego dzialania glufozinatu amonu [EBERT i in. 1990; HACK i in. 1994].

Zmieniajace si¢ warunki Srodowiska moga indukowaé mechanizmy ochron-
ne 1 adaptacyjne w komoérkach, nazywane odpowiedzia stresowa, a typowym jej
przejawem jest indukcja ekspresji pewnych gendéw i synteza specyficznej grupy
biatek HSP (bialek szoku termicznego) [WIESER i in. 1991; KRAWIEC, BILINSKI 1987].
Drozdize Saccharomyces cerevisiae sa dogodnym obicktem do badan odpowiedzi
stresowej komorek. Wiele czynnikéw fizyeznych 1 chemicznych, migdzy innymi
pestycydy, moga zainicjowaé odpowiedZ stresowg w komérkach drozdzy podczas
ktérej dochodzi do ckspresji m.in. genu CTTI kodujacego katalazg T, enzymu
katalizujgcego reakejg rozkladu nadtlenku wodoru [WIESER i in. 1991]. Szereg
zwigzkéw indukuje de novo biosynteze katalazy T w logarytmicznej fazie wzrostu
hodowli. Po inkubacji z tymi zwigzkami poziom katalazy w komérkach gwattow-
nic zwieksza si¢ i w ciggu krétkiego czasu (0,5-1,5 godziny) osiaga warto$ci cha-
rakterystyczne dla hodowli w stacjonarnej fazie wzrostu [KRAWIEC, BILINSKI 1987].

Celem pracy bylo zbadanie czy herbicyd Basta wp}ywa na aktywnosc katala-
zy w komoérkach drozdzy Saccharomyces cerevisize 1 wywoluje opisang reakcje
stresowy.
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Materiat i metody badan

Doswiadczenia przeprowadzono na dzikim szezepie drozdzy SP-4 o genoty-
pie alfa leu 1 agr 4 [BILINSKI i in. 1985]. Drozdze hodowano na pozywce plynne;j
YPG zawierajacej: 1% ekstraktu drozdzowego, 1% peptonu, 2% glukozy. Do
pozywki stalej] YPG dodatkowo dodawano 2% agaru. Hodowle drozdzy w pozyw-
ce plynnej prowadzono w warunkach aerobowych w kolbach stozkowych, w tem-
peraturze 28°C, przez 24 godz. w celu uzyskania hodowli logarytnicznej. Do ho-
dowli drozdzy dodawano handlowy roztwér herbicydu Basta. Stezenie preparatu
Basta wyrazono w przeliczeniu na substancje aktywna glufozinat amonu. Po
1 godzinnej inkubacji z herbicydem badano przezywalno$¢ komoérek drozdzy
1 aktywno$¢ katalazy.

Przezywalno$¢ drozdzy po inkubacji z herbicydem Basta okreslono na pod-
stawie zdolno$ci komdrek do wytworzenia koloni, w tym celu wysiewano na po-
zywki state zawiesing o znanej liczbie komérek. Prébe kontrolna stanowita zawie-
sina komoérek drozdzy nie inkubowana z herbicydem.

Ekstrakty z komérek drozdzy wykonano wg metody opisanej w pracy BI-
LINSKI i in. [1985]. Biatko oznaczano metods Lowry [LOWRY i in. 1951].

Catkowity aktywnoé¢ katalazy oznaczono spektrofotometrycznie wg metody
Beers i Sizer [BEERS, SIZER 1952]. Mierzono absorbcj¢ roztworu nadtlenku wodoru
przy dhugosci fali 240 nm. Aktywnosé wlasciwa katalazy wyrazono w pmol H,0O,
roztozonych w ciagu 1 minuty przez 1 mg biatka zawartego w ekstrakcie z komé-
rek drozdzy w temperaturze 25°C (umol H,O,'min--mg" biatka).

Przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel 7.0 liczono $rednie i odchylenie
standardowe. Wykonano test t-Studenta na poziomie istotnosci @ = 0,05 aby
stwierdzi¢ czy uzyskane réznice sa istotne [OKTABA 1977].

Wyniki i dyskusja

Powszechne stosowanie pestycydéw mimo niezaprzeczalnych ekonomicz-
nych korzysci budzi obawy zwiazane z ich niespecyficznym oddzialywaniem na
srodowisko. Szczegdlnie interesujacy jest wplyw pestycydéw na mikroorganizmy,
zwlaszcza glebowe, ktére przeprowadzaja rozkiad materii organicznej 1 dzigki
antagonistycznej kontroli ograniczaja rozwdj patogenéw roélinnych. Wplyw pesty-
cydéw na mikroorganizmy jest zréznicowany, moga one powodowaé zahamowa-
nie lub zwigkszenie liczby i aktywnos$ci metabolicznej mikroorganizméw [AHMAD,
MALLOCH 1995].

Badajac wptyw herbicydu Basta na drozdze stwierdzono, ze przy zastosowa-
nych stgzeniach 0,3-3,0 pg-em= obnizal on przezywalnoi¢ komérek (tab. 1).
Wchodzacy w sklad tego preparatu glufozinat amonu o stezeniu 1,2 pgem
powodowal spadek przezywalnoici o 10%, natomiast o st¢zeniu 3,0 pgem=
o 18% w poréwnaniu z prébg kontrolna.

Inni autorzy badajacy oddzialywanie glufozinatu amonu na mikroflorg gleby
stwierdzili, ze wiele gatunkéw bakterii i liczne grzyby sg wrazliwe na zalecane dla
ochrony roflin stgzenia tego herbicydu [AHMAD, MALLOCH 1995). Glufozinat
amonu moze zmienia¢ sktad mikroflory ekosystemu glebowego, co ma wplyw na
urodzajnos$¢ gleby. Zwiazek ten o stezeniu 5 mM zupelnie hamowat wzrost
Trihoderma harzianum 1 1. longipilus, natomiast nawet 50 mM ste¢zenie
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glufozinatu w niewielkim stopniu powodowalo utratg Zywotnosci przez
Morteriella. Posréd najbardziej tolerancyjnych gatunkéw byly dwa szczepy
Verticillum, gatunku reprezentujagcego groZne patogeny roilin. Inne saprofity
zaliczane do Ascomycetes w zréinicowany sposob reagowaly na ten herbicyd.
Posréd Penicillum, P. janthinellum tolerowal nawet 5 mM stezenia glufozinat
amonu, podczas gdy P. brevicompactum byl wrazliwy na 1 mM stezenie tego
zwiazku. Aspergillus fumigatus tolerowal nawet 10 mM stezenia glufozinatu
amonu [AHMAD, MALLOCH 1995}

Reakgji na pestycydy moze towarzyszyé zaburzenie homeostazy antyoksyda-
cyjno-prooksydacyjnej komérki i wzrost stgzenia wolnych rodnikéw, czego nastep-
stwem Jest stres oksydacyjny [SIEs 1985]. Towarzysza mu zmiany metabolizmu ko-
moérek przejawiajgce si¢ m.in. zmiang aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za
ochron¢ antyoksydacyjng. Jednym z mechanizméw adaptacyjnych komérek na
stres oksydacyjny jest zwigkszenie aktywnosci enzyméw chronigcych przed wolny-
mi rodnikami [BARTOSZ 2003].

Literatura dostarcza licznych przykladéw, ze pestycydy moga powodowaé
stres oksydacyjny [BEASZCZYNSKI i in. 1985; KALE i1 in. 1999; GIRAY i in. 2001].
W przypadku glufozinatu amonu dysponujemy nielicznymi danymi potwierdzaja-
cymi tg tezg. Udziat tlenku azotu (zwiazku bedgcego reaktywna forma tlenu)
w mechanizmie oddziatywania glufozinatu amonu potwierdzono podczas badan
nad wplywem tego zwiazku na funkcjonowanie synaps komdrek nerwowych.
NAKAKI i in. {2000] stwierdzili, Ze toksyczne oddzialywanie glufozinatu amonu
zwiazane jest z funkcjonowaniem receptoréw dla kwasu glutaminowego czemu
towarzyszy wzmozona produkcja tlenku azotu [NAKAKI i in. 2000]. U mysich
embrionéw glufozinat amonu indukuje apoptoze [WATANABE 1997], proces
w ktérym istotng role odgrywaja reaktywne formy tlenu [BARTOSZ 2003].

W prezentowanej pracy stwierdzono, ze glufozinat amonu juz o stezeniu
0,3 pg-em= zwigkszal znacznie aktywno$¢ katalazy w komérkach drozdzy (tab. 1).
Najsilniejszy wpltyw tego zwigzku stwierdzono jednak przy st¢zeniu 1,2 pgrems3,
powodowal on przyrost aktywnosci katalazy o okoto 330% w poréwnaniu do kon-
troli. Podwyzszenie poziomu aktywnosci katalazy sugeruje, ze glufozinat amonu
moze powodowac stres oksydacyjny w komérkach drozdzy.

Tabela 1; Table 1

Wptyw herbicydu Basta na przezywalno$¢ i aktywnos$¢ katalazy
w komorkach drozdzy w logarytmicznej fazie wzrostu

Effect of herbicide Basta on survivors and on catalase activity
in logarithmic yeast cells

Stezenie glufozinatu amonu
Wyszczagdlnienie Glufosinate ammonium concentration
Specification (ug-cm?)
0 03 0,6 12 3

Przezywalno$¢, Survivors (%) 100+0,6 97,7+0,8a |97+12a 90+1,8 82+23
Aktywno$¢ katalazy (umol-mint-mg-

biatka) i w % kontroli 1,8+0,14 | 4x0,11 4,6+0,15 | 594+0,18 | 3+0,16
Activity of catalase (umol'min~-mg 100% 222% 256% 330% 167%
protein) and % of control

Srednie oznaczone la sama litera nie réznia si¢ istotnie; means followed by the same letter do not
differ significantly
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Whioski

1.  Herbicyd Basta zawierajacy glufozinat amonu o stezeniach 0,3-0,6 pg-em?
powodowal jedynie niewielkie obnizenie przezywalnosci komdrek, nato-
miast wyzsze dawki tego zwiazku o stezeniu 1,2 pg-em- i 3,0 pg-em= powo-
dowaly spadek przezywalnosci odpowiednio o 10% i o 18%.

2. Inkubacja komérek drozdzy Saccharomyces cerevisine z preparatem Basta
zawierajagcym glufozinat amonu powodowala wzrost aktywnosci katalazy.
Sugeruje to, ze glufozinat amonu wywoluje stres oksydacyjny w komoérkach
drozdzy.
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Streszczenie

W prezentowanej pracy zbadano wplyw herbicydu Basta na przezywalnos¢
komérek drozdzy i1 aktywnos¢ katalazy w komérkach drozdzy S. cerevisiae w loga-
rytmicznej fazie hodowli. Herbicyd Basta zawierajacy glufozinat amonu o steze-
niach 0,3-0,6 pgem? powodowatl jedynie niewielkie obniZzenie przezywalnosci
komérek, natomiast wyzsze dawki tego zwiazku o stezeniu 1,2 pgem= 1 3,0
pngem= powodowaly spadek przezywalnosci o 10% i o 18%. Stwierdzono, Ze ak-
tywnos¢ katalazy wzrasta znaczaco podczas stresu wywolanego przez ten herbicyd.
Po inkubacji komérek drozdzy z tym herbicydem zawierajacym 1,2 pg-em= glufo-
zinatu amonu stwierdzono wzrost aktywnosci katalazy o 330% w pordwnaniu
z préba kontrolna. Sugeruje to, ze glufozinat amonu wywoluje stres oksydacyjny
w komérkach drozdzy.
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Summary

This study investigated the effect of the herbicide Basta on the survival
rate and catalase activity of S. cerevisiae yeast cells in the logarithmic phase of
growth. The herbicide Basta containing glufosinate ammonium in concentrations
of 0.3-0.6 pg-em= caused only a small decrease in the survival rate of the cells,
whereas higher doses of this compound, in concentrations of 1.2 ug-cm- and 3.0
ug-em, caused a 10% and 18%. decrease in survival rate. It was found that ca-
talase activity increases significantly under stress induced by this herbicide. After
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the yeast cells were incubated with the herbicide containing 1.2 pg-em- of glufos-
inate ammonium, there was noted a 330% increase in catalase activity in com-
parison with the control sample. This suggests that glufosinate ammonium in-
duces oxidative stress in yeast cells.
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