UDK 632.5:632.954:581.81
Originalni naucni rad

Osetljivost vrsta Conyza canadensis (L) Cronquist
i Conyza bonariensis (L) Cronquist na glifosat

Danijela Pavlovi¢!, Sava Vrbnic¢anin?, Charlie Reinhardt®, Albert Fischer*
'Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, 11000 Beograd, Teodora Drajzera 9, Srbija
2Poljoprivredni fakultet, 11080 Beograd, Nemanjina 6, Srbija
*Department of Plant Production and Soil Science, Faculty of Natural and Agric Sciences, University of Pretoria, South Africa
“Department of Plant Sciences, University of California, Davis, USA

REZIME

Pracene su promene u anatomskoj gradi listova pretpostavljeno rezistentih populacija C. canadensisiC.
bonariensis nakon primene 2,418 L ha! Touch down (500 g a.m. glifosat L'!). Za analizu anatomske grade
listova (LM, TEM) materijal je uzorkovan nakon 3, 7 i 24 h posle primene herbicida. Takode, pracene su
promene u sadrzaju hlorofila i $ikiminske kiseline kod testiranih populacija. Promene u anatomskoj gradi
listova nisu konstatovane kod ispitivanih populacija nakon 3 i 7 ¢asova posle primene herbicida. Medutim,
24 ¢asa nakon primene razlic¢itih koli¢ina uocene su razlike u anatomskoj gradi listova. O$tecenja su bila
uodljiva kod pop. C. bonariensis nakon primene 2 L ha'', a kod pop. C. canadensis tek nakon primene
najveée koli¢ine glifosata (8 L ha!). Promene su uocene na éelijskom zidu, lamelama hloroplasta, kao i na
samim hloroplastama. Na osnovu sadrZaja hlorofila i $ikiminske kiseline takode su utvrdene stataisticki
znacajne razlike izmedu tretiranih i kontrolnih biljaka.
Kljucne reci: Anatomska grada listova; Conyza canadensis (L) Cronquist.; Conyza bonariensis (L) Cronquist.;
glifosat; $ikiminska kiselina; rezistentnost

UvoD

Vrste roda Conyza (Conyza canadensis (L) Cronquist. i Conyza bonariensis (L) Cronquist.) za sada se ¢e$ce sre¢u
na manje obradivanim zemlji§tima (utrinama, medama, zaparloZenim povr$inama, pored puteva, viSegodi$njim
zasadima, luceristima, detelini§tima, itd.) (Vrbnicanin i SinZar, 2003), autogamne su (prisutna je i ukrstena polina-
cija, 10%), proizvode ogromnu koli¢inu semena, imaju $iroko geografsko rasprostranjenje (Weaver, 2001), mnoge
od njih pripadaju grupi invazivnih korova (Vrbnicanin i sar., 2004), i sve to ide u prilog verovatnoci da ce u skorijoj
buducnosti njihovo prisustvo biti vece na intenzivno obradivanim povrsinama. To povlaci za sobom pitanje: kako i
na koji nacin ih suzbijati, s obzirom da generalno pripadaju kategoriji manje osetljivih korova na veliki broj herbi-
cida. Problem postaje jo§ izrazeniji jer su u svetu ve¢ potvrdeni slu¢ajevi razvijene rezistentnosti ovih vrsta na neke
herbicide (Buhler i sar., 1997; Weaver, 2001; Owen i Zelaya, 2005). Sa aspekta razvoja rezistentnosti na herbicide
posebno su interesantne vrste Conyza canadensis (L) Cronquist. i Conyza bonariensis (L) Cronquist. Istrazivanjima
je potvrdeno da je razvoj rezistentnosti kod ovih vrsta naj¢e$¢e posledica smanjenog usvajanja i promenjene translo-
kacije herbicida, kao i izmene metabolizma, tj. stvaranja metabolita koji nemaju znacajan herbicidni efekat u biljnoj
Celiji (Bourque i sar., 2002; Feng i sar., 2004). Iz tih razloga, cilj u ovim istrazivanjima je bio da se u kontrolisanim
uslovima ispita efekat razli¢itih koli¢ina herbicida Touch down (500 g a.m. glifosat L), brzina njegovog usvajanja
i reakcije kod C. canadensis i C. bonariensis na anatomskom, morfoloskom i biohemijskom nivou.
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MATERIJAL I METODE

Ispitivanja su obavljena u laboratorijskim uslovima na Univerzitetu u Pretoriji (Dept. of Plant Production and Soil
Science, Faculty of Natural and Agric Sciences, University of Pretoria, South Africa) 2007. godine. Testirane su dve
populacije C. canadensis (P, - lokalitet Pretoria i P,- lokalitet Nelspruit), i jedna populacija C. bonariensis (P; - lokalitet
Nelspruit). Biljke su iz prirodnih populacija sa zemljom presadene u plasti¢ne sudove zapremine 1 Li prenete u staklaru.
U saksiji se razvijala po jedna biljka i od svake populacije za svaki tretman je bilo po deset biljaka (3 populacije x 4
tretmana x 10 biljaka). U staklari su vladali slede¢i uslovi: prosecna temperatura vazduha je iznosila 22,8°C, prose¢na
vlaznost vazduha 54,6% i 12h/12h je bio fotoperiod. Zalivanje biljaka je radeno po potrebi. Glifosat (preparat Touch
down, 500 g a.m. glifosat L") je primenjen tako $to je po pola lista biljke koja je bila visine 10 do 15 cm potapano u
rastvor herbicida razli¢ite koncentracije: 1000, 2000 i 4000 g a.m. glifosata (2, 4 i 8 L ha™! Touch down). Za pracenje
promena u anatomskoj gradi listova izmedu tretiranih i kontrolnih (netretiranih) populacija C. canadensis i C. bona-
riensis listovi su uzorkovani 3, 7 i 24 sata nakon potapanja u rastvor herbicida (HAT). Za izradu anatomskih preparata
listovi su pripremani po proceduri Glauert (1975) i Meek (1976), cit. Coetzee i Van der Merwe (2007).

Procedura za izradu anatomskih preparata za svetlosnu (Light microscopy, LM) i
transmisionu elektronsku mikroskopiju (Transmission electron microscopy TEM)

Na tretiranim i kontrolnim biljkama pravljeni su iselci listova dimenzija 2-4 mm? i takvi preno$eni u fiksativ
(2,5% glutarataldehida u 0,075 M fosfatnom puferu (pH 7,4)). Zatim su isecci ispirani u 0,075 M fosfatnom
puferu tri puta po 10 min. i fiksirani sa 0,5% vodenim osmium tetraoksidom u trajanju 1-2 h, potom ponovo
tri puta ispirani destilovanom vodom. Sudenje lisnih isecaka je radeno sa etanolom u 5 razli¢itih koncentracija
(30%, 50%, 70%, 90%, 3x100%). Nakon toga, ise¢ci listova su infiltrirani prvo u 50% Quetolu oko 1 h pa u ¢istom
Quetolu (100%) i stavljani na polimerizaciju (60°C, 39 h) u posebne kalupe. Za svetlosnu mikroskopiju pravljeni
su anatomski preseci na mikrotomu debljine 0,5-1um i bojeni su u plavo (Toluidine blue).

Za transmisionu elektronsku mikroskopiju pravljeni su ultra tanki preseci dijamantskim nozem. Ultra tanki
preseci listova su postavljani na mrezicu (¢ 3 mm) i potapani 10 min. u 4% vodeni uranil acetat, zatim ispirani
po 20 puta sa tri ¢ade destilovane vode i potom drzani 2 min u Rejnoldovoj (Reynold’s) kiselini i ponovo ispirani
po 20 puta u tri ¢aSe destilovane vode.

Za oba tipa anatomskih preparata (LM, TEM) u okviru svake varijante radeno je po 30 preseka lista.

Analiza Sikiminske kiseline

Za utvrdivanje sadrZaja $ikiminske kiseline u tretiranim i kontrolnim biljkama uzorkovanje biljnog matrijala je
radeno 2-og, 4-og i 6-og dana (DAT) nakon primene 1000 g a.m. glifosata. Sadrzaj Sikiminske kiseline je odredivan
po proceduri koju su predlozili Mueller i sar. (2003) za HPLC (Hromatography Polymerase Lequide, Hewlett Packard
Agilent 1100 series, koji je opremljen sa DAD (Diode Array Detector) detektorom i Luna-NH, kolonom pre¢nika
5 um sa protokom od 1 ml min!). Uzorci su usitnjeni u te¢nom azotu, dodato je 10 ml 1M HCL da bi se izvrSila
ekstrakeija $ikiminske kiseline. Nakon toga rastvoru je pode$ena pH pomocu saturisanog NaOH i 0,01M NaOH
do vrednosti 3,0-3,5 (rastvor prirodnog biljnog materijala je veoma kiseo, pH oko 1,0) i uradena je filtracija.

Odredivanje sadrzaja hlorofila
Odredivanje relativnog sadrzaja hlorofila je radeno na intaktnim biljkama SPAD metrom (SPAD-502 Minolta)
iklasicnom metodom na spektrofotometru, pri ¢emu je kod druge metode ekstrakcija hlorofila radena sa metano-

lom. Sadrzaj hlorofila a i b, kao i ukupan hlorofil odredivani su po formuli Lichtenthaler i Wellburn (1983): Chl a
=15,65 X Ages - 7,34 X Agsz; Chl b = 27,05 X Agss - 11,21 X Agqq; ukupan hlorofil = Chla + Chl b.
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Obrada podataka

Dobijeni rezultati su statisticki obradeni LSD i T-testom (Statistika 6).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Na poprecnim presecima listova netretiranih populacija roda Conyza (C. canadensis, P,- Pretorija i C. bonariensis,
P;- Nelspruit) evidentirane su jasne razlike u gradi listova, tj. kod C. canadensis mezofil je diferenciran na palisad i
sunderasto tkivo, a kod C. bonariensis u okviru mezofila postoji sunderasto tkivo i dva sloja palisadnog tkiva (jedan
prema licu, a drugi prema nali¢ju lista, a izmedu njih se nalazi sunderasto tkivo) (Slika 1 i 2). Takode se vidi da je
list C. bonariensis deblji upravo za jedan sloj vi$e palisadnog tkiva koji ima u odnosu na C. canadensis.

Slika 1. Poprecni presek lista C. canadensis, neo$tecen list (uve-
¢anje 20 puta) P, populacija; El-epidermis lica; En-epidermis
nali¢ja; Psn-provodni snopi¢i; Sun-sunderasto tkivo; Pal-
palisadno tkivo

Figure 1. Leaf section of C. canadensis, intact leaf (magnificati-
on 20x) from P, population; El-upper epidermis; En-underside
epidermis; Psn-veins; Sun-spongy tissue; Pal-palisade tissue

Slika 2. Popre¢ni presek lista C. bonariensis, neosteéen
list (uvecanje 20 puta) P; populacija; El-epidermis lica; En-
epidermis nali¢ja; Psn-provodni snopici; Sun-sunderasto tkivo;
Pal-palisadno tkivo

Figure 2. Leaf section of C. bonariensis, intact leaf (ma-
gnification 20x) from P, population; El-upper epidermis;
En-underside epidermis; Psn-veins; Sun-spongy tissue; Pal-

palisade tissue

Na anatomskim presecima listova tretiranih biljaka utvrdene su promene nakon primene razli¢itih koli¢ina/
koncentracija glifosata u prvih 24 sata. U vezi s tim, kod populacija C. bonariensis i C. canadensis sa lokaliteta
Nelspruit (P, i P5) ve¢ nakon primene najmanje koli¢ine glifosata (1000 g a.m. glifosata) su se javile izvesne
promene na listovima (Slika 3 i 4). Kod C. bonariensis te promene nisu bile uocljive na svetlosnom mikroskopu,
ali su zato bile jasno izrazene na TE mikroskopu i pri tome su uocena o$tecenja na celijskom zidu, lamelama
hloroplasta palisadnog tkiva (uocavaju se kao parci¢i ili duple linije) i samim hloroplastama (gornji levi ugao).
Kod C. canadensis ista koli¢ina primenjenog glifosata je izazvala promene na Celijama palisadnog i sunderastog
tkiva (kompletnom mezofilu), $to je bilo uocljivo ve¢ na svetlosnom mikroskopu. Naime, uocen je znatno manji
broj hlorofilnih zrna u ¢elijama palisada u odnosu na neostecene listove (Slika 4), dok se ostecenja na ¢elijama
epidermisa lica i nali¢ja lista nisu javila. Ove promene u anatomskoj gradi listova testiranih populacija roda Conyza
ukazuju na njihovu osetljivost na glifosat. Ve¢e koli¢ine primenjenog glifosata su izazvale jo§ izraZenije promene
u anatomskoj gradi listova P, i P; testiranih populacija (podaci nisu prikazani).

Kod populacije P, (C. canadensis, lokalitet Pretoria) nisu konstatovane nikakve promene na popre¢nim prese-
cima listova nakon primenjene najnize koli¢ine glifosata, 10 ml (1000 g a.s.), (Slika 5a i 5b).

181



Danijela Pavlovi¢ i saradnici

Slika 3. Izgled o$tecenog tkiva lista C. bonariensis (pop. P3)
24 sata nakon primene 10 ml glifosata (TEM, uvecanje 7k5);
Cz-¢elijski zid; Chl- hloroplast; Lhl-lamele hloroplasta
Figure 3. Injured leaf tissue of C. bonariensis (population Ps)
24 h after application of 10 ml glyphosate (TEM, mag. 7k5);
Cz-cell wall; Chl- chloroplast; Lhl-chloroplast lamellae

Slika 4. Izgled ostecenog tkiva lista C. canadensis (pop. P,) 24
sata nakon primene 10 ml glifosata (LM, uvecanje 40 puta);
Pal-palisadno tkivo; Sun-sunderasto tkivo, El-epidermis lica;
En-epidermis nali¢ja

Figure 4. Injured leaf tissue of C. canadensis (population P,)
24 h after application of 10 ml glyphosate (LM, mag. 40x);
Pal-palisade tissue; Sun-spongy tissue, El-upper epidermis;
En-underside epidermis

I ..

Slika 5a. Tkivo lista C. canadensis (pop. P,) 24 sata nakon pri-
mene 10 ml (TEM, uvecanje 7k5); Chl-hloroplast palisadnog
tkiva; Cz-Celijski zid

Figure 5a. Leaf tissue of C. canadensis (population P) 24 h
after application of 10 ml (TEM, mag. 7k5); Chl-chloroplast
of palisade tissue; Cz-cell wall

Slika 5b. Tkivo lista C. canadensis (pop. P1) 24 sata nakon
primene 10 ml (LM, uvecanje 20 puta); El-epidermis lica; En-
epidermis nali¢ja; Sun-sunderasto tkivo; Pal-palisadno tkivo
Figure 5b. Leaf tissue of C. canadensis (population P1) 24 h after
application of 10 ml (LM, mag. 20x); El-upper epidermis; En-
underside epidermis; Sun-spongy tissue; Pal-palisade tissue

Medutim, kod populacije P, (C. canadensis) promene na anatomskom nivou su se javile pri primeni vec¢ih
kolic¢ina glifosata, tj. 20 ml (2000 g a.m.) i 40 ml (4000 g a.m.), $to ukazuje na izvesnu pove¢anu otpornost/rezi-
stentnost ove populacije na glifosat (Slika 6 i 7). Jasne promene su se javile na mezofilu listova, posebno ¢elijama
sunderastog tkiva koje su izgubile uobicajen okruglast oblik, celijski zidovi su postali izuvijani (deformacija) i broj

hlorofilnih zrna u njima je smanjen (Slika 6).

Pri najvecoj primenjenoj koncentraciji glifosata (40 ml, tj. 4000 g a.m.) javila su se jo§ izraZenija otecenja u
anatomskoj gradi listova. Kao $to se mozZe videti na slici 7, doslo je do destrukcije éelijskih zidova sunderastog i
palisadnog tkiva, $to je dovelo do fuzije Celija bez Celijskog zida. Takode, broj hlorofilnih zrna je znatno umanjen,
Celije hloroplasta su izgubile socivast oblik, i generalno pojavili su se veliki intercelulari.
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Slika 7. Izgled oste¢enog tkiva lista C. canadensis (pop. P,) 24
Slika 6. Izgled ostecenog tkiva lista C. canadensis (pop. P,) 24  sata nakon primene 40 ml glifosata (LM, uvecanje 20 puta);

sata nakon primene 20 ml glifosata (LM, uvecanje 20 puta); El-epidermis lica; En-epidermis nali¢ja; Pal-palisadno tkivo;
El-epidermis lica; En-epidermis nali¢ja; Pal-palisadno tkivo; ~ Sun-sunderasto tkivo; Cz-celijski zid
Sun-sunderasto tkivo; Cz-celijski zid Figure 7. Injured leaf tissue of C. canadensis (pop. P,) 24 h

Figure 6. Injured leaf tissue of C. canadensis (pop. P,) 24 h  after application of 40 ml glyphosate (LM, mag. 20 x); El-upper
after application of 20 ml glyphosate (LM, mag, 20 x); El-upper  epidermis; En-underside epidermis; Pal-palisade tissue; Sun-
epidermis; En-underside epidermis; Pal-palisade tissue; Sun- ~ spongy tissue; Cz-cell wall

spongy tissue; Cz-cell wall

Stepen ostecenja i ispoljena osetljivost sve tri testirane populacije roda Conyza je u skladu sa potvrdenom
osetljivo$¢u ovih populacija u eksperimentu sa Testom efektivne doze (Dose respons test). Dobijena vrednost
letalne doze (LD, = 0,442 g a.m. ha™!) za populaciju P, (C. canadensis, lokalitet Pretoria) ukazuje na osetljivost
ove populacije na koli¢ine koje su vece od 882 g a.m. glifosata, i istovremeno da je ona rezistentna na glifosat u
poredenju sa populacijom iste vrste sa lokaliteta Nelspruit (P,, LD5, = 0,212 g a.m. ha™). Medutim, Dinelli i sar.
(2006) su pokazali da se nivo letalne doze menja zavisno od uzrasta biljaka. Pratili su razlike izmedu R i S biotipova
kada su biljke u fazi dva lista i kada su biljke bile u fazi rozete. Uocili su da razlike u ranijoj fazi razvoja biljaka
nisu bile tako jasne i koli¢ina glifosata za letalnu dozu se kretala u granicama 110-140 g a.m. ha™’. Ali, kada su
biljke bile starije (faza rozete) dobila se jasna razlika, LD, za R bila je 1360-1610 g a.m. ha™!, a za S biotip 340-530
g ha'l, iz Cega se preracunao IR = 4,0-4,7.

Razlike u sadrzaju Sikiminske kiseline izmedu tretiranih i netretiranih populacija roda Conyza, nakon primene
1000 g a.m. glifosata (2 L ha™ Touch down), su bile statisti¢ki znacajne (Tabela 1). U periodu od &etvrtog do Sestog
dana nakon primene herbicida sadrzaj Sikiminske kiseline je imao trend opadanja $to je u vezi sa metabolizmom
biljaka i njihovom borbom za oporavak (Slika 8). Dakle, posle prvobitnog ,$oka” koji je doveo do nagomilavanja
Sikiminske kiseline u tkivu listova, usled intenzivnog metabolizma dolazi do postepenog oporavka putem razgradnje
akumulirane kiseline i time smanjenja njenog Stetnog efekta. Dobijeni rezultati su u skladu sa vizuelnom ocenom
ostecenja koja je radena 6 dana nakon primene razli¢itih koncentracija glifosata (rezultati nisu prikazani). Ovi
rezultati su u skladu sa istrazivanjima Muller i sar. (2003), koji su porede(i R i S biotipove C. canadensis pokazali
da se u osetljivom tipu nivo $ikiminske kiseline nalazi u stalnom porastu (2-4 DAT).

Tabela 1. Statisticka znacajnost razlike: sadrzaja $ikiminske kiseline, SPAD vrednosti, sadrzaja ukupnog hlorofila, hlorofila a,
hlorofila b i odnosa hlorofila a:b izmedu kontrole i tretmana kod C. canadensis (P,- Pretoria) i C. bonariensis (P,-Nelspruit),
kod primene 1000 g a.m. glifosata

Table 1. Statistical significance of differences in: shikimic acid content, SPAD values, contents of total chlorophyll, chlorophyll
a, chlorophyll b and chlorophyll a:b ratio between control and treatment of C. canadensis (P,- Pretoria) and C. bonariensis (P,-
Nelspruit) after application of 1000 g a.i. glyphosate

Slk.lml.n ska SPAD Ukupan Hlorofil a Hlorofil b Odnos a:b
kiselina hlorofil
C. canadensis
K_2 DAT > *% %t *% >
K_4 DAT *% *% *t *t *%
K-6 DAT * o NS o NS

183



Danijela Pavlovi¢ i saradnici

Slk.lml.n ska SPAD Ukupan Hlorofil a Hlorofil b Odnos a:b
kiselina hlorofil
C. bonariensis
K-2 DAT - ** bl NS NS
K_4 DAT _ *% *% 5t *%
K_6 DAT _ *% *% *t *t

K-kontrola, DAT-dani nakon tretmana, p< 0.05% *, p< 0.01% **, NS-nema statisticki znacajnih razlika, LSD test

Kod vrste C. bonariensis nivo $ikiminske kiseline nije bio u granicama detekcije. S obzirom da su uocene pro-
mene na anatomskom nivou kod C. bonariensis 24 HAT pri primeni najmanje koli¢ine glifosata (1000 g a.m.), $to
ukazuje na njenu osetljivost na primenjeni herbicid, a $to nije potvrdeno za sadrzaj Sikiminske kiseline na HPLC,
smatramo da je neophodno nastaviti ova istrazivanja i eventualno modifikovati metodu.

Sadrzaj ukupnog hlorofila i hlorofila b je opao u poredenju sa netretiranim biljkama, to takode predstavlja
reakciju biljaka na stres glifosatom (Munoz-Rueda i sar., 1986).

Nivo $ikiminske kiseline
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0,00

KO 2 4 6

dana nakon tretmana

Slika 8. Sadrzaj $ikiminske kiseline kod C. canadensis (pop. P1) nakon primene 1000 g a.m. glifosata
Figure 8. Content of shikimic acid in C. canadensis (pop. P1) after application of 1000 g a.i. glyphosate

Postoje brojne teorije o mehanizmu nastanka rezistentnosti biljaka roda Conyza na glifosat tako da se stepen
ispoljene rezistentnosti, kori§¢ena metoda determinisanja rezistentnosti i definisanje zaklju¢aka moze uvek dis-
kutovati i razmatrati sa vi$e aspekata.

ZAKLJUCAK

Na osnovu uradenih testiranja osetljivosti/rezistentnosti populacija roda Conyza (C. canadensis - dve populacije
i C. bonariensis - jedna populacija) na glifosat (1000, 2000 i 4000 g a.m. glifosata, tj. 2, 4 i 8 L ha Touch down)
moze se zakljuciti: a) sve testirane populacije roda Conyza su se pokazale osetljive na glifosat; b) populacija P, tj.
C. canadensis sa lokaliteta Pretoria je ispoljila odreden stepen rezistentnosti na glifosat u poredenju sa populaci-
jom iste vrste sa lokaliteta Nelspruit (IR = 1,4); c) merenje sadrzaja Sikiminske kiseline jeste opravdan parametar
za testiranje razvoja rezistentosti korova na glifosat, s tim $to je kod nekih vrsta (npr. C. bonariensis) potrebno
metodu prilagoditi.
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Susceptibility of the Species Conyza canadensis (L) Cronquist and
Conyza bonariensis (L) Cronquist to Glyphosate

SUMMARY

Changes in leaf anatomy were examined in suspectedly resistant populations of C. canadensis and C.
bonariensis after application of 2,4 and 8 L ha™! of the product Touch down (500 g a.i. glyphosate L1). Samples
for the analysis (LM, TEM) were collected 3, 7 and 24 h after herbicide application. Changes in chlorophyll
and shikimic acid contents were also examined in the populations tested. Changes in the anatomy of leaves
were not detected in the investigated populations 3 and 7 h after herbicide application. However, 24 h after
application of different herbicide rates, differences were observed in leaf anatomy. Injuries were detected
in C. bonariensis population after application of 2 L ha'!, and in C. canadensis population after treatment
with the highest glyphosate rate (8 L ha!). Changes were detected on cell walls, chloroplast lamellae and
chloroplasts themselves. Based on chlorophyll and shikimic acid contents, significant statistical differences
were detected between the treated and control plants.
Keywords: Leaf anatomy; Conyza canadensis (L) Cronquist.; Conyza bonariensis (L) Cronquist.; Glyphosate;
Shikimic acid; Resistance
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