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ZASTOSOWANIE ROZNYCH METOD IDENTYFIKACJI ODPORNOSCI
CHWASTOW NA HERBICYDY NA PRZYKELADZIE TAKSONOW
WYSTEPUJACYCH W KUKURYDZY

Use of weed resistance identifiction methods based on weed species occurring in maize crop

ABSTRAKT: Celem prowadzonych badari byta identyfikacja odpornosci biotypdw Amaranthus
retroflexus, Chenopodium album i Echinochloa crus-galli na atrazyng.

Badania prowadzono w latach 1999-2004. Prébki roslin (liScie) i nasiona chwastéw zebrano z 623
pél Dolnego Slaska, gdzie uprawiano kukurydze w monokulturze lub w ograniczonym zmianowaniu
ze zbozami i burakiem cukrowym. W badaniach wykorzystano metody: biotestu, pomiaru uorescen-
cji lisci i molekularng — technika PCR, ktére potwierdzity wystgpowanie chwastéw odpornych.

Na blisko 50% plantacji kukurydzy zidentyfikowano biotypy Amaranthus retroflexus i Chenopodium
album odporne na atrazyne¢. Wystgpowanie odpornych osobnikow Echinochloa crus-galli stwierdzono
na okoto 14% badanych pdl kukurydzy.

stowa kluczowe: key words:
odpornos$¢ — resistance, fotosystem II — photosystem II, identyfikacja — identification, triazyny — triazi-
nes, kukurydza — maize

WSTEP

Odpornos¢ oznacza brak wrazliwos$ci niektorych osobnikéw w obrebie danego ga-
tunku chwastu na taka dawke herbicydu, ktéra stosowana w normalnych warunkach
niszczy cata jego populacje na odchwaszczanej plantaciji (9).

W warunkach naturalnych biotypy odporne wystepuja w bardzo niewielkim nasi-
leniu. Po aplikacji herbicydu wigkszos$¢ osobnikéw wrazliwych ginie, a ta niewielka
liczba biotypéw odpornych kwitnie i wydaje nasiona. W przypadku stosowania tego
samego herbicydu przez wiele lat nastepuje znaczacy wzrost liczebnosci osobnikéw
odpornych w danej populacji (10).

Chwasty moga wykazywac odpornos¢ tylko na jeden herbicyd, tzw. odpornos¢
prosta lub pojedyncza. Biotypy odporne wykazuja jednak czgsto odporno$¢ mieszana,
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zwang takze krzyzowa. W tym przypadku sg one odporne na co najmniej dwa herbi-
cydy o tym samym mechanizmie dziatania, ale o r6znej budowie chemicznej. Liczne
prace poréwnujace wlasciwosci biotypéw wrazliwych i odpornych w obrebie tego sa-
mego gatunku wskazuja, ze zmiana miejsca dziatania herbicydu (ang. modified target
site), przyspieszony (wzmozony) metabolizm substancji aktywnej herbicydu (ang.
enhanced detoxification (metabolism)) oraz potaczenie obu proceséw to najczesciej
spotykane mechanizmy odpornosci (8, 10).

Pojawienie si¢ biotypéw odpornych w obrgbie gatunku wrazliwego zostato po
raz pierwszy stwierdzone w Kanadzie w 1963 roku, gdzie po kilkuletnim stosowaniu
2,4-D dzika marchew (Daucus carota L.), wcze$niej wrazliwa, przestata reagowad
na ten herbicyd (30). W przypadku herbicydéw z grupy inhibitoréw fotosyntezy
pierwszym potwierdzonym przypadkiem odpornosci byty rosliny Senecio vulgaris
L., ktére przestaty by¢ zwalczane przez symazyng (28). Po ponad 30 latach Heap (11)
donosit o udokumentowanej odpornosci w przypadku ponad 210 biotypéw chwastow,
z ktorych 65 to osobniki odporne na herbicydy triazynowe. Liczba biotypéw wyka-
zujacych odpornos¢ na herbicydy z réznych grup chemicznych ciagle wzrasta. We-
dtug najnowszych badan, prowadzonych przez rézne osrodki naukowe na Swiecie,
dotychczas zidentyfikowano 174 gatunki (291 biotypéw) chwastéw odpornych na
r6zne substancje aktywne herbicydow (12).

W Polsce pierwsze doniesienia o problemach z odpornoscia chwastéw na herbi-
cydy pojawity si¢ w potowie lat osiemdziesiatych zesztego wieku. Zwiazki z gru-
py triazyn stosowane byty corocznie w monokulturze kukurydzy i w sadach (7, 15,
26, 27). Na terenach tych po wielu latach rosliny Chenopodium album, Amaranthus
retroflexus 1 Echinochloa crus-galli nie byty niszczone przez herbicydy triazynowe
zawierajace takie substancje aktywne, jak: atrazyna, symazyna, cjanazyna i prome-
tryna. Réwniez w Polsce zjawisko odpornos$ci r6znych biotypéw chwastow narasta
i obejmuje nowe grupy herbicydéw, do niedawna uwazane za skuteczne w walce
z zachwaszczeniem (8, 13, 14, 22-24, 29).

Celem badan byta identyfikacja (réznymi metodami) oraz okreslenie liczebnos$ci
w zbiorowisku (plantacje kukurydzy) wybranych gatunkéw chwastéw (Chenopodium
album, Amaranthus retroflexus i Echinochloa crus-galli) wykazujacych odpornos¢
na atrazyng¢ — substancj¢ aktywna herbicydu nalezacego do grupy inhibitoréw foto-
syntezy fotosystemu II.

MATERIAL I METODY

W latach 1999-2004 badaniami objeto 623 plantacje kukurydzy na Dolnym Slasku
i Opolszczyznie. Z p6l pobrano materiat roslinny (liScie chwastow i nasiona) w celu
identyfikacji odpornosci. W obiektach tych rolnicy uprawiali kukurydz¢ w monokul-
turze lub w ciagu ostatnich lat byta ona uprawa dominujaca (w bardzo ograniczonym
zmianowaniu z burakami i zbozami). Do najczg¢sciej stosowanych Srodkéw ochrony
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ro§lin nalezaty herbicydy z grupy inhibitoréw fotosyntezy, zawierajace atrazyne (dane
uzyskane z wywiadu §rodowiskowego).

Odpornos¢ biotypéw wybranych chwastéw na herbicydy o mechanizmie dziata-
nia PSII ustalono metodami: testéw biologicznych, pomiaru zmian uorescencji lisci
1 molekularna — PCR.

Metoda testu biologicznego

Test biologiczny zostat opracowany w Zaktadzie Ekologii i Zwalczania Chwastow
IUNG i opisany przez Role (21). Polega on na identyfikacji biotypéw odpornych na
podstawie oceny kondycji i masy chwastéw po aplikacji réznych dawek herbicydu.
Brak reakcji rosliny (dobra kondycja, §wieza i sucha masa zblizona do kontroli) na
stosowane dawki herbicydu (zalecana i wielokrotnie wyzsza) §wiadczy o odpornosci
danego biotypu na badany Srodek.

Pobieranie i przygotowanie nasion. Nasiona chwastow zbierano w okresie ich
dojrzatosci petnej. Na polach, po przekatnej, wytyczono bloki o powierzchni 100 m?
(10 m x 10 m). W obrebie bloku identyfikowano rosnace gatunki chwastéw, a nastgp-
nie z kazdej ro§liny pobierano cate owocostany. W zalezno$ci od wielkoS$ci plantacji
nasiona chwastow zbierano z 5-10 blokéw. Nastgpnie suszono je w temperaturze
pokojowej, oczyszczano, znakowano i przechowywano w ciemnym, suchym miejscu
do momentu przeprowadzenia testow.

Przed siewem, dla pobudzenia procesu kietkowania, nasiona moczono przez 12
godzin w roztworze kwasu giberelinowego GA-3, rozcieiczonego woda destylowang
w stosunku 1 cze$¢ objetosciowa kwasu na 19 czesci wody.

Przygotowanie substratu glebowego. Podtozem do testow byt substrat glebowy
sktadajacy si¢ z mieszaniny torfu odkwaszonego o pH = 6,5-7,0 i piasku wyprazonego
w suszarce laboratoryjnej przez 24 h, w temperaturze 105°C, w stosunku objgtoscio-
wym 2:1. Okreslono maksymalna pojemnos¢ wodng tak przygotowanego substratu.

Przebieg testu. Plastikowe doniczki o pojemnosci 320 ml napetniano taka sama
iloScig przygotowanego substratu glebowego (wagowo). W nastepnym etapie sub-
strat we wszystkich doniczkach podlewano woda uzyskujac wilgotno$¢ na poziomie
60% maksymalnej pojemno$ci wodnej. Przez caly okres prowadzenia testu doniczki
uzupetniano woda (wagowo), tak aby utrzymac stata wilgotnos¢ podioza.

Nasiona chwastow wysiewano na gtgbokos¢ 2—3 mm (5 nasion w doniczce). Test
prowadzono w warunkach kontrolowanych, w szklarni, gdzie utrzymywano tempe-
raturg 25/15 £3°C (dziei/noc). Pomieszczenie dos§wietlano lampami sodowymi tak,
aby natezenie §wiatta wynosito 450 50 pmol'm™2s™! przez 16 godzin w cyklu dobo-
wym.
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Po ustaleniu si¢ wschodéw utrzymywano statg liczbe roslin. Herbicydy stosowano
w dawkach stanowiacych 0,5-, 1-, 2-, 4-, 8-, 16- 1 32-krotno$¢ dawki rekomendowa-
nej przez producenta w zabiegach polowych (N). Herbicydy stosowano w fazie 3—4
lisci chwastu. Zabiegi herbicydowe wykonano w stacjonarnej komorze opryskowej,
wyposazonej w ruchomg dyszg typu TeeJet XR11003-VS, utrzymujac wydajnosé
cieczy uzytkowej na poziomie 250 1-ha! i ciSnienie 250 kPa.

Kondycje roslin oceniano 3—4 tygodnie po wykonanym zabiegu, stosujac skalg
1-9, gdzie ,,9” oznacza dobra kondycje rosliny (brak uszkodzen), natomiast ,,1”” ozna-
cza catkowite jej zniszczenie. Okoto 5-6 tygodni po aplikacji herbicydéw oznaczono
Swieza i suchg masg testowanych roslin. Do oceny dziatania herbicydéw zastosowano
wskaznik ED,  (Effective Dose), tj. okreslono wielkoS¢ dawki herbicydu, po ktérej
masa ro$lin zmniejszyta si¢ o0 50% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Przykta-
dowy wynik testu biologicznego przedstawiono na rysunku 1.

Doswiadczenia testowe wykonywano w trzech powtérzeniach, a uzyskane wyniki
poréwnano z kontrola (obiekty bez oprysku herbicydami). Podobny przebieg testow
biologicznych do oceny odpornosci réznych biotypéw roslin na herbicydy opisuja
Maertens i in. (16).

Wszystkie konieczne w toku prowadzenia do§wiadczen analizy statystyczne wy-
konywano w programie STATGRAPHICS, w wersji 1.41PL.

Pomiar uorescencji lisci

Jedna z metod umozliwiajacych szybka identyfikacje biotypéw chwastéw odpor-
nych na herbicydy z grupy inhibitoréw fotosyntezy PSII jest pomiar zmian uore-
scencji ich liSci. Pomiary uorescencji to uzyteczna metoda analityczna oparta na
spektroskopii emisyjnej. Do pomiaréw wykorzystuje si¢ spektro uorymetr. Wynikiem
analizy spektro uorometrycznej jest krzywa charakteryzujaca zmiany uorescencji w
czasie. Ksztatt krzywej indukcji  uorescencji w lisciu moze ulec zmianie po dodaniu
substancji blokujacej transport elektrondw (inhibitor fotosyntezy PSII). Widmo emi-
syjne uorescencjiijej zmiany w czasie moga by¢ rejestrowane bez potrzeby uszka-
dzania materialu badawczego (np. licia). Technika pomiaru uorescencji chlorofilu
jest nieinwazyjna i niedestrukcyjna dla roslin i w ciagu sekund dostarcza informacji
o zmianach w przebiegu fotosyntezy. SzybkosS¢ i tatwo§¢ wykonywania pomiar6w
umozliwia przebadanie duzych ilosci materiatu roslinnego z wielu pdl uprawnych.

Sposréd zastosowanych metod identyfikacji odpornosci na herbicydy z grupy inhi-
bitoréw fotosyntezy PSII pomiar uorescencji li§ci umozliwia, oprocz jakosciowej,
réwniez ilo§ciowg analiz¢ odpornosci w populacji. Pobranie reprezentatywnej liczby
roslin z danego pola (w opisywanych badaniach pobierano po 100 roslin), a nastgp-
nie szybka i stosunkowo tania analiza uorescencji pozwala na ustalenie odpornosci
i ilociowego stosunku pomigdzy osobnikami wrazliwymi i odpornymi na rozpatry-
wanym obszarze, czyli podanie liczebnosci biotypéw odpornych i wrazliwych w
zbiorowisku.
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Material i jego przygotowanie do analiz. Materiatem do badan byty liscie chwa-
stow. Z jednego pola (wzdtuz przekatnej) pobierano 100 ro$lin znajdujacych si¢
w fazie umozliwiajacej odcigcie 5 mtodych, dobrze wyksztatconych lisci.

Prébki roslin przechowywano w lodéwce, w woreczkach foliowych lub pojemni-
kach plastikowych do czasu wykonania analiz, lecz nie dtuzej niz 6 dni od momen-
tu zbioru.

Proces przygotowania roztwordw i pomiaru uorescencji bazowat na metodzie
opisanej przez Ducrueta i Gasqueza (4), ktéra zmodyfikowali De Prado i in. (3), Fra-
ga i Tasende (5) oraz Kucharski i Rola (13).

Bezposrednio przed przystapieniem do analizy z kazdej roSliny odcinano 5 mto-
dych, dobrze wyksztatconych lisci. Trzy z nich moczono (szalki Petriego) w roz-
tworze wodnym atrazyny (st¢zenie ok. 100 pM), a pozostate dwa liscie — w wodzie
destylowanej (kontrola). Wszystkie prébki lisci przenoszono do komory klimatycznej
ustawionej na temperaturg 22 + 0,2°C i o$§wietlenie o nat¢zeniu 350 +10 ymol'm™2s™'.
Po trzech godzinach wylaczano o§wietlenie i przez 1 godzing probki przechowywano
w ciemno$ci. Po tym czasie liScie poddawano analizie. Do wykonania pomiaréw
wykorzystywano spektrofotometr uorescencyjny, model F-2500 firmy HITACHI,
wyposazony w przystawke do prébek statych. Ustawiano nastgpujace parametry po-
miaru:

dtugos$¢ fali wzbudzenia (EX) 470 nm,
dtugosé fali emisji (EM) 685 nm,
czas pomiaru 60 s,

wielko$¢ szczeliny EX/EM 5/5 nm.

Kazdy li§¢ (moczony w roztworze substancji aktywnej herbicydu albo w wodzie
—kontrola) umieszczano w celi pomiarowej, wykonujac pomiar uorescencji. Wyni-
kiem przeprowadzonej analizy byta krzywa zmian uorescencji w funkcji czasu.

Interpretacja wyniku analizy. Po otwarciu przystony spektrofotometru nastgpo-
wala rejestracja wartoSci uorescencji. Dla obiektu kontrolnego uorescencja osiaga
poziom maksymalny, a nastgpnie jej warto$¢ szybko spada i po pewnym czasie ule-
ga stabilizacji. W prdobkach, ktére wykazuja wrazliwos$¢ na zastosowana substancje
aktywna herbicydu po osiagnigciu warto$ci maksymalnej uorescencji nie odnoto-
wuje si¢ jej spadku z uptywem czasu (wartos¢ jest zblizona do maksymalnej w cia-
gu czasu trwania pomiaru); (rys. 2A). Natomiast krzywe uzyskane po analizie pro-
bek odpornych na substancj¢ aktywna herbicydu sa zblizone w przebiegu do probki
kontrolnej (moczonej w wodzie); (rys. 2B).

Obraz krzywej indukcji uorescencji (osiagane maksimum oraz kat nachylenia
przy spadku wartosci) jest zalezny od rodzaju badanej rosliny i substancji biologicz-
nie czynnej, dlatego tez konieczny jest kazdorazowy pomiar uorescencji dla probek
kontrolnych w celu prawidlowej interpretacji uzyskiwanych wynikéw.



[7] Zastosowanie réznych metod identyfikacji odpornosci chwastéw... — H. Rola i in. 233

biotyp wrazliwy
3T susceptible biotype

uorescence

—

o —
—

uorescencja;

— — — Kontrola (Control)

atrazine (10 M)

|
0 1 min

34 biotyp odporny
resistant biotype

uorescence

—
— —
——
—

uorescencja;

— — — Kontrola (Control)

atrazine (10 M)

|

T
0 . 1 min
czas; time

Rys. 2. Krzywe uorescencji dla prébki lisci Chenopodium album
Fluorescence curves for leaves of Chenopodium album sample

Metoda molekularna — technika tanicuchowej syntezy polimerazy (PCR) fragmentow
DNA roslin

Badania odpornosci z wykorzystaniem metody PCR przeprowadzono w Katedrze
Sadownictwa i Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa SGGW w Warszawie z wyko-
rzystaniem materiatu ro§linnego uzyskanego podczas prac w ramach grantu KBN
5P06B00116. Jak podaja autorzy metody (1, 7), materiatem wyj$ciowym do analiz
molekularnych jest catkowity DNA (kwas dezoksyrybonukleinowy) niosacy ze soba
informacj¢ genetyczna, wyizolowany z tkanek roslinnych.
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Typowy schemat reakcji PCR jest szeregiem cykli ztozonych z nastgpujacych
etapéw: 1. rozdzielenia nici DNA (denaturacja),
2. przytaczania starter6w do matrycy DNA,
3. wydhuzania (elongacji) tanicucha DNA syntetyzowanego na bazie matrycy.
Identyfikowane fragmenty DNA daja obraz prazkow, ktore sa widoczne na zelu
dzieki dodawanemu do zelu lub prébki barwnikowi uoryzujacemu — bromku ety-
dyny. Zwiazek ten ma zdolnos$¢ do wnikania w strukturg¢ DNA, a pod wptywem pro-
mieni ultrafioletowych emituje promienie widzialne.
Opisana metoda pozwala na identyfikacj¢ odpornosci typu ,,w miejscu dziatania”
(target site).

WYNIKI I DYSKUSJA

Na plantacjach kukurydzy dominowaly trzy gatunki chwastéw: Amaranthus re-
tro exus L., Chenopodium album L. i Echinochloa crus-galli L. P. Beauv. Inne tak-
sony wystepowaly w mniejszym nasileniu. Do regulacji zachwaszczenia tych upraw
powszechnie stosowano herbicydy z grupy triazyn, a w szczeg6lnosci atrazyng. Na
podstawie przeprowadzonych badan, wykorzystujac opisane metody stwierdzono
na okoto 50% plantacji kukurydzy wystgpowanie biotypdw Amaranthus retroflexus
i Chenopodium album odpornych na atrazyne¢. Odporne osobniki Echinochloa crus-
galli zidentyfikowano na okoto 14% badanych pdl kukurydzy. W przypadku anali-
zy PCR wsréd prébek roslin Chenopodium album nie stwierdzono osobnikéw od-
pornych, natomiast wsréd Echinochloa crus-galli zidentyfikowano ta metoda tylko
2 biotypy odporne (tab. 1). Tak duze rozbieznosci w wynikach analiz PCR i dwéch
pozostatych metod moga wskazywac, ze chwasty w testowanych probkach posiadaja
gléwnie odpornos¢ typu enzymatycznego (detoksyfikacja herbicydu). W przypadku
biotypow Amaranthus retroflexus wystepuje odporno$¢ genetyczna (,,w miejscu dzia-
tania”).

Wykorzystujac metodg pomiaru uorescencji ustalono procentowy udziat bioty-
péw odpornych w zbiorowiskach. Liczebnos$¢ osobnikéw odpornych w populacjach
Amaranthus retroflexus i Chenopodium album wahata si¢ w przedziale 8—100%, na-
tomiast w przypadku Echinochloa crus-galli nie przekraczata 60%. Przyktadowe
wyniki przedstawiono w tab. 2.

Wieloletnie stosowanie herbicydéw triazynowych do odchwaszczania plantacji
kukurydzy spowodowato, ze odpornos¢ na t¢ grupg substancji aktywnych jest bardzo
rozpowszechniona niemal na catym $wiecie (12, 20).

Podobne rezultaty w identyfikacji odpornosci prostej i krzyzowej w stosunku do
substancji aktywnych z grupy inhibitoréw fotosyntezy fotosystemu II opisuja De
Prado (2), Furest i in. (6), Mikulka i Chodova (17-19), Gadomski i in. (7).
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Tabela 1
Identyfikacja chwastéw odpornych na atrazyng
Identification of atrazine resistant weeds
Metoda Liczba badanych Biotypy odporne
Gatunek chwastu identyfikacji prébek Resistant biotypes
Weed species Identification Number of tested liczba udziat procentowy
method samples number participation (%)
4 " PCR 131 61 47
re’;’r‘;;‘:; us”s FM 78 38 49
TB 139 63 45
. PCR 127 0 0
Z’;’;‘l’p odium FM 163 84 52
TB 214 100 47
. PCR 206 2 1
f::g”oac;’iloa FM 139 17 12
8 B 188 27 14
PCR - technika faricuchowej syntezy polimerazowej; polymerase chain reaction technique
FM — metoda pomiaru uorescencji; uorescence method
TB - test biologiczny, biological test
Tabela 2

Procentowy udziat biotypéw odpornych na atrazyne na wybranych polach Dolnego Slaska
Percentage of atrazine resistant biotypes in selected fields of Lower Silesia

Miejscowosé % biotypéw odpornych; % of resistant biotypes
Location Amaranthus retroflexus | Chenopodium album Echinochloa crus-galli
Janéwek 46 83 27
Swojkéw 68 92 10
Lipowiec 32 11 18
Gaé 74 92 6
Ligota Polska 26 79 41
Jankowice 100 78 0
Karczyce 0 44 0
Bystre 27 0 0

Obecnie stosowanie herbicydéw z grupy triazyn jest znacznie ograniczane. W
ich miejsce rolnicy maja mozliwos¢ aplikacji najnowszych srodkéw z grupy sulfo-
nylo-mocznika, ktére réwnie skutecznie zwalczaja chwasty na plantacjach kukury-
dzy (25), lecz sa juz zidentyfikowane biotypy chwastéw odpornych i na t¢ grupg
herbicydéw (22).
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WNIOSKI

1. Na objetych badaniami plantacjach kukurydzy dominowaty Amaranthus retro-
[fexus, Chenopodium album i Echinochloa crus-galli.

2. Zastosowane metody umozliwity identyfikacje biotypéw Amaranthus retrofie-
xus, Chenopodium album i Echinochloa crus-galli odpornych na atrazyng.

3. Na okoto 50% plantacji objetych badaniami stwierdzono wystepowanie bioty-
pow Amaranthus retroflexus i Chenopodium album odpornych na atrazyng. Odporne
osobniki Echinochloa crus-galli zidentyfikowano na ok. 14% badanych p6l kukury-
dzy.

4. Wykorzystujac metod¢ pomiaru uorescencji ustalono procentowy udziat bio-
typéw odpornych w zbiorowiskach. Liczebnos$¢ osobnikéw odpornych w populacjach
Amaranthus retroflexus i Chenopodium album wahala si¢ w przedziale 8—100%, na-
tomiast Echinochloa crus-galli nie przekraczata 60%.

5. W przypadku Amaranthus retroflexus dominowata odpornos¢ typu genetyczne-
go (,,w miejscu dziatania”), natomiast u Chenopodium album i Echinochloa crus-galli
stwierdzono gtéwnie odpornos¢ typu enzymatycznego (detoksyfikacja herbicydu).
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USE OF WEED RESISTANCE IDENTIFICATION METHODS BASED ON WEED SPECIES
OCCURRING IN MAIZE CROP

Summary

The aim of the study was the identification of Amaranthus retroflexus, Chenopodium album and

Echinochloa crus-galli biotypes resistant to photosystem Il inhibiting herbicides (atrazine).

The research was conducted during five years (1999-2004). Plants (leaves) and seeds of weeds were

collected from 623 fields in South-West Poland (Lower Silesia), where maize was cultivated in monoc-
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ulture or in simplified crop rotation with sugar beet and cereals. Resistant biotypes were diagnozed by
PCR technique, uorescence method and biotest. The method allowed the identification of resistant
biotypes. On about 50% of tested fields Amaranthus retroflexus and Chenopodium album resistant to
atrazine were observed. This phenomenon for Echinochloa crus-galli was identified on about 14% of
the tested fields.
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