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The aim of our investigation was to establish the level of
atrazine resistance in common lambsquarters (Chenopodium album L.)
populations collected from different location in Serbia compared with
resistance population from Great Britain. Measurements were done by
the non-destructive methods chlorophyll fluorescence and Spad-meter.
Our results showed that the most sensitive method is chlorophyll
fluorescence. Spad-meter measuring is not adequate for distinguish
triazine resistant and susceptible plants. In population of Chenopodium
album L. - collected from Veliki Crljeni, Surcin and Belgrade the
atrazine resistance is not confirmed.
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UuvoD

Primena herbicida predstavlja osnovni metod borbe protiv korova
poslednjih pola veka. Gajenjem useva u monokulturi, zatim primenom herbicida
istog mehanizma delovanja u duZem vremenskom periodu kao i minimalna obrada
zemlji§ta doveli su do pojave i Sirenja rezistentnih populacija korova. Takve
promene su najzapaZenije u usevu kukuruza gde su u upotrebi triazinski herbicidi
ved preko trideset godina. U vezi s tim na podru&ju nase zemlje konstatovani su neki
slutajevi povecane otpomnosti jedogodinjih Sirokolisnih i travnih korovskih vrsta
(Chenopodium album L., Amaranthus retroflexus L., Setaria viridis L.) na atrazin
(JANIIC i sar., 1994; ARESENOVIC i sar., 1991; KONSTANTINOVIC i sar., 2000). Preko
procesa fotosinteze, kao primarnog mesta delovanja triazinskih herbicida, mogu se
pratiti promene u biljci koje vode ka razvoju rezistentnosti prema atrazinu.
Primamo mesto delovanje atrazina je blokiranje transporta elektrona u fotosistemu
II pri &emu hlorofil postaje preopteresen energijom i kao rezultat toga u reakcijama
fotooksidacije dolazi do njegove razgradnje. Paralelno dolazi do peroksidacije
lipida u membrani hloroplasta i njihovog propadanja kod osetljivih biljaka
(MORELAND, 1980). Nasuprot ovome, kod rezistentnih biotipova dolazi do mutacije
na proteinu D1 u fotosistemu II pri Semu dolazi do zamena serina 264 sa glicinom
gime se onemogucuje delovanje herbicida (FUERST i NORMAN, 1991).

Cilj ovih istraZivanja je bio da se pomocu nedestruktivnih metoda utvrdi
stepen rezistentnosti korovskih biljka iz populacija prikupljenih sa razlicitih
lokaliteta u Srbiji poredenjem sa referentnom rezistentnom populacijom iz Velike
Britanije. Koriscene su metode fluorescencija hlorofila i o¢itavanje Spad-metrom.

MATERIJAL I METODE

Ispitivanja su obavljena tokom 2003. godine u laboratorijama Centra za
pesticide i zadtitu Zivotne sredine i Instituta za zastitu bilja i Zivotne sredine u
Beogradu. Semena vrste Chenopodium album L. prikupljena su tokom 2001 godine
sa povriina na kojima su herbicidi na bazi a.m. atrazin primenjivani 5-10 godina i
sa povrsine na kojoj nikada nije bilo primene herbicida (lokalitet Beograd).

Za tretiranje je koriscen preparat Gesaprim (a.m. atrazin, 90%). Svi
eksperimenti su uradeni u dve serije od po Eetri ponavljanja po sistemu slu¢ajnog
odabira uzoraka.

Biljke vrste Chenopodium album L. su gajene u fitotronu u kontrolisanim
uslovima pri t = 28/20+2 C, vlaZnosti vazduha 70-75%, duZini dana 15 h i
intezitetu svetla od 300 umol m? s*'. Aplikacija herbicida izvrSena je
hromatografskom prskalicom kada su biljke bile u fazi razvijena 3 lista. Koli¢ine
primene su bile 2,41 8 kg a. m. h'".

Merenje fluorescencije hlorofila obavljeno je fluorimetrom (Chlorophyll
Fluorescence System PAM 101, H. Walz., Germany), a sadrZaj hlorofila je meren
Spad-metrom (Spad 500 Minolta). Na osnovu rezultata dobijenih merenjem
fluorescencije izraunata je fotohemijska efikasnost fotosistema II iz odnosa
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varijabilne (Fv) i maksimalne (Fm) fluorescencije Fv/Fm (MAXVELL i JOHNSON,
2000). Da bi se postiglo sto efikasnije merenje fluorescencije odnosno aktivnosti
fotosinteze biljke su pre merenja drZzane u uslovima mraka (zatvaranje reakcionih
centara fotosistema).

Merenja su uradena pre tretiranja i 1, 2, 3, 4 i 5 dana posle primene
preparata. Uporedo je na istim listovima vrieno olitavanje sa Spad-metrom.

Rezultat su statisticki obradeni koeficijentom korelacije i T-testom na
nivo znacajnosti 0.05% (HADZIVUKOVIC, 1973). Promene u prinosu fluorescencije
tretiranih biljaka prikazane su procentualno u odnosu na kontrolne jedinke.

REZULTATI I DISKUSIJA

Fluorescencija hlorofila je nedestruktivna i osetljiva metoda za pradenje
promena u fotosintezi izazvanih razliitim vrstama stresa (VAN OORCHOT i VAN
LEEUVEN, 1992). Dobijene vrednosti fluorescencije su relativne vrednosti jer se
svetlost nepovratno gubi (MAXVELL i JOHNSON, 2000) ali mogu posluZiti kao
parametri za pracenje razvoja rezistentnosti. Isti autori navode da vrednost
fluorescencije od 0.83 ukazuje da biljke nisu bile izloZene stresu. U naSim
ogledima nivo fluorescencije svih kontrolnih biljaka se kretao od 0.81 do 0.60.
Primena atrazina nije uticala na promenu ovog nivoa kod rezistentne populacije
Chenopodium album L. (lokalitet Velika Britanija, Grafik 1)
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Grafik 1. - Fluorescencija hlorofila rezistentne
populacije iz Velike Britanije u zavisnosti od
vremena i koli¢ine primenjenog atrazina
Figure 1. - Chlorophyll fluorescence of resistant
population from UK vs time and atrazine dose

Grafik 2. - Fluorescencija hlorofila populacije iz
Beograda u zavisnosti od vremena i koliine
primene atrazina
Figure 2. - Chlorophyll fluorescence of population
from Belgrade vs time and atrazine dose

Kod biljaka sa drugih lokaliteta Veliki Crljeni (Grafik 3), Sur&in (Grafik
4) i Beograd (Grafik 2) atrazin je znaCajno uticao na smanjenja fotosintetske
aktivnosti S$to je dovelo do porasta inteziteta fluorescencije na 0.3-0.2. Ovakve
vrednosti Fv/Fm ukazuju na to da je biljka fizioloSki neaktivna. Primena atrazina
u koli¢ini od 2 kg/ha dovela je do povecanja inteziteta fluorescencije osetljive
populacije (lokalitet Beograd) i petog dana iznosilo je 86.04% u odnosu na
kontrolne biljke, dok su promene kod rezistentne populacije bile minimalne. Kod
ostalih ispitivanih populacija porast fluorescencije je bio 58.37% (lokalitet Veliki
Crljeni) i 66.96% (lokalitet Surdin). Povedanjem koli¢ine primene atrazina na
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8 kg/ha prinos fluorescencije je i dalje rastao i kod osetljive populacije iznosilo je
84.82% a kod drugih populacija 74.56% (lokalitet Veliki Crljeni) i 79.95%
(lokalitet Sur€in) u odnosu na kontrolne biljke. NiZi nivo fluorescencije
rezistentnih populacija Amaranthus retroflexus i Chenopodium album L. u odnosu
na osetljive uo€ili su AHRENES i sar., 1981; JANIIC i sar., 1988; JANJIC i PEKIC,
1990 i drugi. Rezistentnost se kod Amaranthus retroflexus L. moZe dovesti u vezu
sa niskim prinosom fotosinteze (HOLT i sar., 1981, cit.: VAN OORCHOT i VAN
LEEUWEN, 1989) dok se kod vrste Chenopodium album L. ne uoCavaju statisticki
znacajne razlike izmedu rezistentnih i osetljivih biljaka (JANSEN i sar., 1986, cit.:
VORCHOT i VAN LEEUWEN, 1989).

Grafik 3. - Fluorescencija hlorofila populacije = Grafik 4. - Fluorescencija hlorofila populacije
Veliki Crljeni u zavisnosti od vremena i koli¢ine ~ Surcin u zavisnosti od vremena i koli¢ine primene

primene atrazina atrazina
Figure 3. - Chlorophyll fluorescence of  Figure 4. - Chlorophyll fluorescence of population
population from Veliki Crljani vs time and from Surcin vs time and atrazine dose

atrazine dose

Vrednosti osnovne fluorescencije (Fo) su rasle, a vrednosti varijabilne
fluorescencije su se smanjivale zbog primene atrazina kod ispitivanih populacija.
Kod rezistentne populacije nisu uofene znaCajne promene ovih parametara.
Poredenjem nivoa fluorescencije posle 5 dana u odnosu na 24 h dobijene su
statisti¢ki znacajne razlike kod svih ispitivanih populacija osim kod referentne
rezistentne populacije (lokalitet Velika Britanija). Podaci dobijeni merenjem Spad-
metrom pokazuju variranja kod kontolnih i tretiranih biljaka. Poredenjem
vrednosti o€itanih Spad-metrom i fluorescencije hlorofila nije utvrdena statisti¢ki
znad¢ajna korelacija (Tabela 1.)
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Tabelu 1. - Vrednosti koeficijenta korelacije i t vrednosti za ispitivane populacije
Chenopodium album L., nivo znacajnosti ¥* - 0.05% i * - 0.01 %.
Table 1. - Correlation coefficient values and t values for examined population of
Chenopodium album L.

Ruorescenciju hiorofila SPAD - METAR
Koeticijen korefacije izmedu vrednosti fluorescencije hlurofilai Spad - metra 24h -5 dan 24h-5 dan
Correlation coefficient vaues Chlorophyll Fluorescence SPAD METER
Populacije 24h -5 Days 24h-5 Days
Population of 24h 5 dan T-test
Chenapodium
dhmle g 4 8 K2 4 § K2 4 8 X 2 4 8
tgha!  kgha'!  kgha! kgha!  kgha!  kghe! kgha'  kgha!  kgha! kgha'!  kgha!  kgha!
V.BRITANUA 01 06 06 0.1 07 02 003 05 13 69* 590 26* 12 26* 01 02
UK
VELIKI 08 06 04 06 05 03 04 04 25 58 97 lle 29* B A LS ¥
CRLIENI *
SUREIN 01 09 06 05 -0.5 08 01 02 03 90" 12% 83+ 04 -14 =21 0.3
BEOGRAD 06 07 03* 08 0.1 04 02 06 12 T nser 178 08 €2 06 18
BELGRADE
ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ovih istraZivanja moZe se doneti sledece zakljucke:

. najosetljivija metoda za odredivanje nivoa razlika izmedu rezistentnih i
osetljivih populacija je metoda fluorescencije hlorofila.

. rezultati merenja sa Spad-metrom ne pokazuju znacajne razlike izmedu
kontrolnih i tretiranih biljaka pa se moZe zakljuciti da ova metoda nije
dovoljno pouzdana.

. u ispitivanim populacijama Chenopodium album, lokaliteti: Veliki
Crljeni, Surcin i Beograd (utvrden je visok intezitet fluorescencije) nije
potvrdena rezistentnost prema atrazinu.
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The aim of our investigation was to establish the degree of atrazine
resistance in plants of Chenopodium album L. population from Serbia and
resistance population from Great Britain. Seeds used in experiments were collected
from the corn grown areas treated with atrazine for over ten consecutive years
(Surcin and Veliki Crljeni), while the control seeds were collected from untreated
areas nearby Belgrade (Belgrade). As a referent population resistant seeds of
Chenopodium album L. from Great Britain were used. Plants in fully emerged third
leves, from all population, were sprayed with different doses (2, 4 and 8 kg ha-1)
of atrazine (Gesaprim, 90% a.i. atrazine). As a non destructive methods we used
SPAD-meter for measuring chlorophyll content and fluorometer for chlorophyll a
fluorescence which is expresed as ratio between variable (Fv) and maximal (Fm)
chlorophyll fluorescence. Both parameters were measured at the same leaf before
and 1, 2, 3, 4 and 5 dyas after atrazine treatments. Results shown that the most
sensitive method is by using method of chlorophyll fluorescence. SPAD-meter is
not adequate for distinguishing triazine resistant and susceptible plants. In
populations of Chenopodium album L.- collected from Serbia (Veliki Crljeni,
Surcin and Belgrade) atrazine resistance is not confirmed.
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