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Okreslano toksyczno$¢ herbicydow kwasu 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowego
(MCPA) i 5-amino-4-chloro-2-fenylopirydazyn-3-onu (CHD) oraz ich mieszanin wobec
Lemna minor (liczba cztonow pgdowych, tempo wzrostu, powierzchnia, $wieza i sucha masa
pojedynczego cztonu pedowego, zawarto$¢ chlorofilu a i b w cztonie pedowym, fluorescencja
chlorofilu a) oraz Desmodesmus subspicatus (gestos¢ populacji, tempo wzrostu, wielko$é
komorki).

W badaniach z L. minor stosowano testy toksykologiczne zgodne ze standardem
1SO20079:2005. Hodowle rzgsy prowadzono w nastgpujacych warunkach: 24+2°C, $wiatto
ciaglte jarzeniowe o natgzeniu 105+10 pmol m?s™. Scianki boczne oraz dna naczyn
hodowlanych (zlewki o pojemnosci 250 cm®) zaciemniono. Inoculum wynosito 12 cztonéw
pedowych (4x3-cztonowe osobniki). Liczbe cztondéw pedowych okreslano w 2, 4 1 7 dniu
hodowli. Pozostatych pomiarow dokonywano w ostatnim (7) dniu trwania doswiadczenia.
Natomiast glony hodowano w dwoch systemach. Prowadzono testy toksykologiczne zgodne
ze standardem ISO 8692:2004 w warunkach: 23+2°C, $wiatto ciagle jarzeniowe o nat¢zeniu
105+10 pmol ms™, kolba stozkowa o pojemnosci 100 cm?, inoculum 10* komoérek/cm® oraz
prowadzono hodowle intensywne, stale napowietrzane w warunkach: 30+1°C, 105 pmol m™s’
!, probowka 200 cm®, inoculum 10° komérek/cm®, pozywka BBM. Pomiaréw liczby komorek
dokonywano w 24, 48 i 72 godzinie testu. Tempo wzrostu (r) kontrolnej populacji Lemna
wyniosto 0,288 d!, za§ Desmodesmus — 1,51 d™. Spehlione zostalo zatem zasadnicze
kryterium wazno$ci wymienionych testow toksykologicznych, okres§lajace minimalne r
badanych organizméw — 0,275 (rzesa) oraz 1,4 (glony) d™.

Na podstawie reakcji wzrostowej glondw, zaleznej od st¢zenia MCPA (95, 171,
309, 554 i 1000 mg/dm®) i CHD (2, 4 i 8 mg/dm®) wyznaczono wartosci wskaznikow
ekotoksykologicznych ECyp i ECsp. Dla MCPA wyniosty one odpowiednio: 142,7 oraz
529,1 mg/dm?®, zas dla CHD — 1,7 oraz 5,1 mg/dm®. Wyniki te §wiadcza o stukrotnie wigkszej
toksycznos$ci chlorydazonu niz MCPA wobec badanych glonow. CHD w stgzeniu ECso okazat
si¢ by¢ algicydalny po 72 godzinach ekspozycji komorek stale napowietrzanych.

W przypadku rzesy ECio (EC1 = 0,8 mg/dm® dla MCPA oraz 0,7 mg/dm® dla
CHD) oraz ECs (5,4 mg/dm® dla MCPA oraz 10,4 mg/dm? dla CHD) $wiadcza o stosunkowo



niewielkich réznicach w toksycznosci MCPA i CHD wobec tego makrofitu. Jednoczes$nie
wskazuja rzesg, jako organizm duzo bardziej podatny na szkodliwe dzialanie MCPA, niz
glony.

Lemna minor oraz Desmodesmus subspicatus eksponowano na dziatanie mieszanin
MCPA 1 CHD W nast¢pujacych kombinacjach: EC1oMCPA+EC,CHD,
ECsoMCPA+EC ,CHD, EC3;MCPA+EC5CHD, EC5)MCPA+EC5CHD. Kazda =z
zastosowanych mieszanin powodowala hamowanie wzrostu obu organizméw nie tylko w
poréwnaniu do kontroli, ale rowniez w stosunku do pojedynczo dzialajacych herbicydow.
Stopien toksyczno$ci kombinacji zalezat przede wszystkim od badanego gatunku, czasu
ekspozycji oraz mierzonego parametru. Inhibicje wytwarzania cztonéw pgdowych rzgsy przez
herbicydy oraz ich mieszaniny notowano po 4 dniach ekspozycji. Natomiast spadek gestosci
populacji gloné6w mial miejsce po 48 godzinie od aplikacji EC;(MCPA, EC5;MCPA,
EC1CHD oraz EC;)MCPA+EC;0CHD. Pozostate warianty znaczaco redukowaty tempo
wzrostu zielenicy juz migdzy 0 a 24 godzing hodowli. Liczba cztonow pgdowych Lemna byta
mniejsza 0 ok. 35%, za$§ tempo wzrostu o ok. 20% pod wplywem dziatania
EC10MCPA+EC;(,CHD oraz o ok. 60 % (liczba) i 40-50 % (tempo) w pozostatych
mieszaninach. Z kolei liczba komoérek Desmodesmus w wariantach EC1;MCPA+EC,CHD,
ECsoMCPA+EC1,CHD, EC;)MCPA+ECs5,CHD, EC5MCPA+EC5,CHD byta mniejsza o
odpowiednio ok. 50, 70, 951 95 %, za$ tempo ulegato redukcji o ok. 15, 35, 701 72 % w
stosunku do kontroli.

Pod wptywem dziatania MCPA i CHD oraz ich mieszanin notowano mniejsza
powierzchni¢ cztondw pgdowych rzgsy w poréwnaniu do kontroli. Mniejszy w stosunku
hodowli nietraktowanej przyrost §wiezej 1 suchej masy pojedynczego cztonu pedowego
notowano po ekspozycji Lemna na ECsCHD, EC;,)MCPA+EC5CHD oraz
ECsoMCPA+ECs,CHD, przy czym czlony pgdowe w wymienionych mieszaninach
charakteryzowaly si¢ jednak wigkszym przyrostem masy w stosunku do pojedynczo
dziatajacego CHD. EC5oCHD przyczyniato si¢ do ok. 80 % stymulacji zawartosci chlorofilu a
bez wptywu na chlorofil b. Natomiast kazda badana mieszanina powodowata znaczacy wzrost
stosunku chlorofilu a do chlorofilu b.

Pod wptywem dziatania MCPA (niezaleznie od stgzenia) notowano ok. 40 %
wzrostu wartosci wspotczynnika wygaszania niefotochemicznego (qNP). W przeciwienstwie
do MCPA, CHD obnizal maksymalna wydajno$¢ kwantowa PSII préb adaptowanych do
ciemnosci (F/Fn), maksymalna wydajnos¢ kwantowa anten PSII (F,’/Fy’) oraz rzeczywista

wydajno$¢ kwantowa prob adaptowanych do ciemnosci (®ps). CHD powodowal takze



obnizenie warto$ci wspodlczynnika wygaszania fotochemicznego (qP) i niefotochemicznego
(qNP) oraz znaczny wzrost wartosci fluorescencji zerowej (Fo). Efekty dziatania CHD silnie;j
zaznaczaly si¢ po zastosowaniu wyzszego st¢zenia. Pod wptywem dziatania mieszanin obu
stezen MCPA z EC10CHD zanotowano jedynie spadek wartosci wspotczynnika qNP (ok.
15 %) oraz wzrost Fo (ponad 57 %) w poréwnaniu do kontroli. Z kolei pod wplywem
dziatania kombinacji EC;)MCPA+EC5,CHD i EC5MCPA+ECs,CHD warto$¢ Fy wzrosta
ponad dwukrotnie, za$ wartosci wszystkich pozostatych parametréw byly znaczaco nizsze w
poréwnaniu do kontroli 1 pojedynczo dziatajacego MCPA oraz wyzsze (nieistotnie
statystycznie) w stosunku do EC5,CHD.

Charakterystyczne dla pojedynczo dziatajacych ECsoMCPA i EC5iCHD wobec
Desmodesmus byta ok. 20 % stymulacja wielko$ci komoérki w poréwnaniu do kontroli,
podczas gdy pod wptywem tacznego ich dziatania komorki glonow byty o ok. 30 % mniejsze.

Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) wskazuja, ze wystgpowanie
interakcji miedzy MCPA 1 CHD zalezato od badanego organizmu oraz st¢zen herbicydow
tworzacych mieszaning. W przypadku rzesy stwierdzono, ze wspodtdziatanie zachodzito
glownie w kombinacjach MCPA z wyzszym st¢zeniem CHD (liczba czlonow pedowych,
tempo wzrostu, powierzchnia cztonéw pedowych, $wieza masa i st¢zenie Chl a). Natomiast w
badaniach z Desmodesmus interakcja migdzy badanymi herbicydami zachodzita w
mieszaninach EC3,CHD+ECs)MCPA (wielko$¢ komorki) oraz ECsoCHD+EC5,MCPA
(wielkos¢ komorki, gestos¢ populacji) w hodowlach ISO oraz w mieszaninie
EC10CHD+ECsoMCPA (ggstos¢ populacji, tempo wzrostu) w hodowlach napowietrzanych.
Wartos$ci wspotczynnika RI (model Abbotta) wskazuja na antagonistyczne wspotdziatanie
MCPA 1 CHD wzgledem Lemna, addycje (hodowle ISO) oraz synergizm (hodowle
napowietrzane) wobec glonéw. Ze wzgledu na stymulacje wielkosci komorek glonéow po
ekspozycji na wyzsze st¢zenia herbicydéw, niemozliwe byto okreslenie charakteru interakcji
w dziataniu kombinacji ECs)MCPA+ECs5,CHD.

W  pracy badano aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych — dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy askorbinianowej (APX) oraz katalazy (CAT) — w
komorkach Lemna i Desmodesmus poddanych dziataniu MCPA, CHD oraz ich mieszanin.
Catkowita aktywno$¢ enzymoéw nie ulegata zmianie w komorkach rzgsy, natomiast u glonéw
znaczaco rosta. Ekstremalna, blisko 8-krotna stymulacj¢ aktywnosci SOD oraz 26-krotna
indukcje APX notowano w komoérkach Desmodesmus po 48 godzinach ekspozycji na
dziatanie kombinacji EC10CHD+EC5yMCPA. Natomiast aktywno$¢ CAT wzrosta niemal 37-
krotnie pod wptywem 48-godzinnego dziatania mieszaniny EC50CHD+EC5;MCPA.



W doswiadczeniach z Lemna badano aktywno$¢ poszczegdlnych izoform enzymow.
Stwierdzono, ze w komorkach rzgsy obecne sa 4 izoenzymy SOD (Mn-SOD I, Mn-SOD I,
Cu/Zn-SOD oraz Fe-SOD), 6 izoform APX (APX I, APX II, APX I, APX IV, APX V oraz
APX VI) oraz jedna izoforma CAT. Poszczegdlne izoformy réznity si¢ aktywnoscia. Sposrod
SOD najbardziej aktywna byta Fe-SOD, nast¢pnie Cu/Zn-SOD, Mn-SOD 1, zas§ Mn-SOD ||
wykazywata najnizsza aktywno$¢. Dzialanie MCPA, CHD oraz ich mieszanin na badane
izoformy zalezne byly od czasu ekspozycji. Obserwowano zarowno brak wpltywu, jak
rowniez efekty hamujace i stymulujace.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz MCPA i1 CHD oraz ich mieszaniny silnie indukuja
stres oksydacyjny w komorkach Desmodesmus, ktory w komoérkach Lemna ma raczej
niewielki, lokalny i przemijajacy charakter. Odmienna odpowiedZz obu organizméw po
ekspozycji na mieszaniny MCPA i CHD, widoczna w zmianach aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych, w zestawieniu z efektami dzialania pojedynczych herbicydéw, mozna
uzna¢ za przyczyng synergizmu w oddziatywaniu na glony oraz antagonizmu w
oddziatywaniu na rzgsg.

W komorkach rzgsy oznaczono zawarto$¢ biatek Hsp70. Stwierdzono obecnos¢
cytoplazmatycznej (Hsp70 cyt.) oraz stromalnej (Hsp70B) izoformy tego biatka. MCPA,
CHD oraz ich mieszaniny powodowaly wzrost zawarto$ci Hsp70 cyt. w zakresie od 20 do
120 % kontroli. Wyjatek stanowity tu warianty z zastosowaniem ECs5,CHD, gdzie notowano
znaczaco mniejsza zawarto$¢ biatka w poréwnaniu do kontroli (o ok. 30% w 4 dobie i o ok.
50% w 7 dniu). Zawartos¢ Hsp70B byla znaczaco wigksza pod wptywem 2-dniowego
dziatania EC5oMCPA+EC1CHD, 4-dniowego dziatania EC1o i EC5MCPA oraz wszystkich
wariantow z EC;0CHD. Notowano rowniez spadek ilosci Hsp70B po 2- i 4-dniowej
ekspozycji rzgsy na EC50CHD (pojedynczo i w mieszaninach), za§ w 7 dniu w tych probach

zawarto$¢ Hsp70B byla poréwnywalna do préb kontrolnych.



