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ODDZIALYWANIE POCHODNYCH
TETRAZOLO|2,1-¢c] CHINOKSALINY NA PRZEMIANY
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CZESC 1. ZMIANY AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
PEROKSYDAZY, KATALAZY 1 FOSFATAZY KWASNEJ
W OKRESIE WEGETACJI ROSLIN

Streszczenie: Przebadano wplyw pochodnych tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny o ste-
zeniu 0,01% i 0,1% na aktywnos$¢ katalityczna peroksydazy, katalazy i fosfatazy
kwasnej w selerze naciowym (Apium graveolens L.var. dulce Pers.) i pietruszce na-
ciowej (Petroselinum hortense Hoffm. subsp. macrocarpum Mark.) w ich fazach
rozwojowych. Obserwowano wzrost aktywnosci katalitycznej badanych enzymow
w roslinach doswiadczalnych pod wplywem tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny.

1. Wstep

Stosowanie chemicznych srodkow ochrony roslin jest obecnie nieodzowne
w prawidtowej agrotechnice. Srodki te jako zwiazki aktywne biologicznie moga
wywolywa¢ zmiany w procesach fizjologiczno-biochemicznych roslip upraw-
nych, objawiajace si¢ migdzy innymi zmiang aktywnosci katalitycznej enzy-
méw w roznych stadiach rozwoju rosliny [1-4] oraz zmiang ich sktadu bio-
chemicznego [5-7].
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Ciagle poszukiwania nowych srodkéw ochrony rolin oraz substancji ak-
tywnych, regulujacych wzrost i sktad roslin uprawnych, sktaniaja do prowadze-
nia wielokierunkowych badan nad nowymi grupami zwiazkéw chemicznych.

Pomiary aktywnosci enzymow roslinnych traktowane sa coraz czgsciej ja-
ko wskazniki stuzace do okreslenia zaopatrzenia roslin w poszczegolne sktadni-
ki mineralne, stopnia porazenia roslin chorobami czy wplywu czynnikéw ze-
wnetrznych, w tym takze srodkow ochrony roslin. Przedmiotem studiow
w tym zakresie sq migdzy innymi takie enzymy, jak katalaza [EC 1.11.1.6.],
peroksydaza [EC 1.11.1.7.] i fosfataza kwasna [EC 3.1.3.2.], z uwagi na funkcje
jakie pelnia w roslinie. Gtéwna rola fizjologiczng katalazy jest rozkiad H,O,
[8], ktorego usuwanie jest takze podstawowa funkcja peroksydazy [9]. Enzymy
te peknia istotne funkcje w procesach wzrostu i rozwoju roslin [10]. O wspoiza-
leznosci pomiedzy aktywnoscia fosfatazy kwasnej a zdolnoscia rozwoju roslin
donosili natomiast Janowaski i lguacio [11].

Niniejsza praca miala na celu przebadanie zmian aktywnosci katalitycznej:
peroksydazy, katalazy i fosfatazy kwasnej w selerze naciowym i pietruszce
naciowej, pod wptywem pochodnych tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny, w okresie
wegetacji roslin.

2. Metodyka badan

Doswiadczenie wazonowe zostalo przeprowadzone w szklarni w latach
1992-1993, roslinami doswiadczalnymi byly: seler naciowy (Apium graveolens
L.var. dulce Pers.) i pietruszka naciowa (Petroselinum hortense Hoffm. subsp.
macrocarpum Mark.). |

Wazony o pojemnosci 71 napetniono gleba brunatng posiadajaca pH = 6,8;
zawartos$¢ prochnicy 1,6%; wyjsciowa zasobnosé skiadnikéw pokarmowych: |
N - 120 mg, P,Os- 180 mg, K,O - 120 mg i MgO - 80 mg w | dm’. Wilgotnosé
podioza utrzymywano na statym poziomie we wszystkich wazonach.

Rozsade selera naciowego posadzono do wazondw w polowie maja, a pietrusz-
ke naciowa wysiano bezposrednio do wazondéw w pierwszej polowie kwietnia.

Badaniami obj¢to cztery pochodne tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny zsyntety-
zowane w Instytucie Chemii Uniwersytetu w Lipsku:

A - 2-metylotetrazolo[2,1-c]chinoksalina

B - 2-chlorotetrazolo[2,1-c]|chinoksalina

C - 2-(fenylohydrazyno)-tetrazolo[2,1-c]chinoksalina

D - 2-(4 -nitrofenylohydrazyno)-tetrazolo[2, 1-c]|chinoksalina
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Oprysku zwigzkami azaaromatycznymi o dwoch stezeniach 0.01% i 0.1%
dokonano 12 czerwca. llo$é zastosowanych zwiazkéw wynosita ok. 2.0 cm’
roztworu o danym stgzeniu na wazon (co odpowiada 0.02 g i 0.2 g zwiazku na
powierzchnie 1 m?).

Material roslinny do oznaczenia aktywnosci enzyméw pobierano trzykrot-
nie w odstgpach jednego miesiaca poczawszy od | lipca. Do analizy pobierano
po trzy probki z kazdej kombinacji skladajacej si¢ z 20 w petni wyrosnigtych
lisci.

Wyciagi do badan enzymatycznych przygotowano poprzez homogenizacje
1 g Swiezego materiatu rodlinnego w schtodzonym buforze o scisle okreslonym
pH dla kazdego enzymu [12], w homogenizatorze typ MPW-120. Jednorodny
material pozostawiono w komorze chtodniczej w temp. od 0 do +4 °C na okres
24 godzin. Po tym czasie cala obj¢tos¢ homogenatu odwirowano w temp. od
0 do +4 °C w czasie 15 minut w wirdwce typ MPW-360 przy 3000 obr./min,
a uzyskany wyciag uzupetniono do objetosci 20 cm’.

Aktywno$¢ peroksydazy oznaczono z o-dianizydyna jako H-donor [13],
wzgledna jednostkowa aktywnos$¢ enzymu stanowit przyrost ekstynkeji w cza-
sie (AA/min) w temperaturze 30 °C. Katalaze oznaczono poprzez okreslenie
ilosci roztozonego H,O, w mg/1g $wiezej masy lisci w ciagu 1 min. w temp. 30
°C, zgodnie z metodq Bergmayera [14] oraz Chance’a i Machlye’a [15]. Ak-
tywnos¢ fosfatazy kwasnej okreslono na drodze oznaczenia uwolnionego fosfo-
ru z 3-glicerofosforanu sodu, przez enzym zawarty w 1 g $wiezej masy roslin
wediug metody opisanej przez Brandenburgera i Hansona [16].

Obliczenia statystyczne wykonano zgodnie z ukladem doswiadczenia -
metodg kompletnej randomizacji, otrzymujac potprzedziaty ufnosci Tukey’a dla
analizowanych aktywnosci enzymatycznych.
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3. Wyniki

Aktywnodci katalityczne oznaczanych enzymoéw w lisciach pietruszki na-
ciowej i selera naciowego uzaleznione byly od fazy wzrostu roslin. Aktywnos¢
peroksydazy rosta, katalazy malata, a fosfatazy kwasnej poczatkowo rosia,
a naste¢pnie malata z wiekiem, niezaleznie od kombinacji. -

Zastosowane w doswiadczeniu pochodne tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny
(A - D) w istotny sposob zmieniaty prawidtowa aktywnos¢ oznaczanych enzy-
mow w obu roslinach. Stopien zmian uzalezniony byt od rosliny, terminu anali-
zy, zwiazku oraz jego stezenia (Tab. 1 - 3).

W lisciach pietruszki naciowej, niezaleznie od zastosowanego zwiazku
1 jego stezenia wystapil wzrost aktywnosci peroksydazy w catym analizowanym
okresie, w stosunku do kontroli; stopien zmian wynosit srednio 16% dla zwiaz-
kow o stezeniu 0.01% i 6% przy stezeniu 0.1%. W przypadku selera naciowego
stymulujacy wplyw badanych zwiazkoéw zaznaczyl si¢ glownie w pierwszych
dwoch analizowanych fazach, obserwowany wzrost aktywnosci peroksydazy
ksztaltowat si¢ na poziomie 22%/28% (Rys. 1). W trzeciej fazie (Tab. 1) pod-
niesiony poziom tego enzymu wystapil jedynie pod wplywem zwiazku B
o stezeniu 0.01% (7%) i zwiazku A o stezeniu 0.1% (11%).
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Rys.1. Wplyw zwiazkéw A - D ($rednia) o stgzeniu 0.01% (¢=0.01%) i 0.1% (¢=0.1%) na ak-
tywnos$¢ peroksydazy w selerze naciowym (1) i pietruszce naciowej (11)

Analiza zmian w aktywnosci katalazy wskazuje na znaczny jej wzrost
w roslinach opryskanych pochodnymi tetrazolochinoksaliny, w stosunku do
kontroli, niezaleznie od terminu analizy, przy czym najwigksze zmiany wystapi-
ty w poczatkowym okresie wegetacji roslin (Rys. 2). Dla trzech zwiazkow
(B, C, D) stopien zmian (Srednio z faz) byl tym wigkszy, im wyzsze bylo ich
stgzenie 1 wynosil srednio dla tych zwiazkow 16%/24% w lisciach selera na-
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ciowego i1 40%/52% w pietruszce naciowej. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowa-
no dla zwiazku A, gdzie wzrost stezenia spowodowatl mniejszy przyrost aktyw-
nosci katalazy (Tab. 2).
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Rys.2. Wplyw zwiazkow A - D (Srednia) o stgzeniu 0.01% (c=0.1%) i 0.1% (c=0.1%) na aktyw-
nos¢ katalazy w selerze naciowym (I) i pietruszce naciowej (11)

Przebadane zwiazki, oprocz stymulujacego wplywu na aktywnos$¢ katalazy
i peroksydazy, wywolaly rowniez wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej w rosli-
nach doswiadczalnych. Najwigksze zmiany wystapily w pierwszych dwoch
analizowanych fazach wzrostu (Tab. 3). Obserwowany wzrost aktywnosci fos-
fatazy kwasnej w odniesieniu do roslin kontrolnych wynosit srednio 10%/15%

w selerze naciowym i 9%/8% w pietruszce naciowej, odpowiednio dla stezen
0.01% 1 0.1% (Rys. 3).
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Rys.3. Wplyw zwiazkéw A - D (Srednia) o stgzeniu 0.01% (c=0.01%) i 0.1% (c=0.1%) na
aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w selerze naciowym (1) i pietruszce naciowej (11)




Tabela 1. Wplyw pochodnych tetrazolo[2, I -c]chinoksaliny na aktywnos¢ peroksydazy w selerze naciowym i pietruszce

naciowej w fazach wzrostu

Zwigzki Aktywno$¢ peroksydazy (AA/min)
iich
stezenia w lisciach selera w lisciach pietruszki
faza | faza Il faza I srednia faza 1 faza Il faza 111 Srednia
Kontrola 0.089 0.130 0.192 0.137 0.164 0.166 0.192 0.174
A-0.01% 0.100 0.151 0.197 0.149 0.196 0.213 0.198 0.202
B-0.01% 0.123 0.154 0.205 0.161 0.200 0.251 0.261 0.237
C-0.01% 0.118 0.171 0.198 0.162 0.181 0.189 0.220 0.197
D-0.01% | 0.106 0.147 0.175 0.143 0.204 0.230 0.240 0.225
NIRg 05 dla zwigzkow - 0.010 dla zwigzkow - 0.010
; dla faz- 0.014 dla faz- 0.014
A-0.1% 0.135 0.151 0.214 0.167 0.197 0.232 0.242 0.224
B-0.1% 0.117 0.160 0.184 0.154 0.173 0.180 0.204 0.185
C-0.1% 0.103 0.176 0.169 0.149 0.177 0.195 0.199 0.190
D-0.1% 0.114 0.170 0.176 0.153 0.169 0.170 0.211 0.183
NIRq 05 dla zwigzkow - 0.006 dla zwigzkow - 0.007
dla faz - 0.009 dla faz - 0.010
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Tabela 2. Wptyw pochodnych tetrazolo[2, I-c|chinoksaliny na aktywnos¢ katalazy w selerze naciowym i pietruszce
naciowej w fazach wzrostu

Zwigzki Aktywnos¢ katalazy (mg H,0, / g min)
iich
stezenia w lisciach selera w lisciach pietruszki
faza | faza Il faza I11 $rednia faza | faza I faza I11 $rednia

Kontrola 10.42 8.55 7.41 8.79 10.73 9.17 7.08 9.00
A-0.01% 12.04 9.33 8.95 10.11 16.65 13.61 9.14 13.14
B-0.01% 12.74 3.81 8.64 10.06 17.39 10.65 7.86 11197
C-0.01% 11.58 10.11 7.41 9.70 19.32 11.54 8.21 13.02
D-0.01% 12.74 11.40 8.03 10.72 16.31 13.02 8.96 12.77

NIRg 05 dla zwigzkow - 0.86 dla zwigzkow - 0.79

dla faz. - 1.21 dla faz- 1.11

A-0.1% 11.11 8.81 8.34 9.42 12.38 11.84 8.16 10.79
B-0.1% 11.81 10.62 8.64 10.36 16.40 13.09 9.26 12.92
C-0.1% 14.12 11.14 8.01 11.09 20.66 10.95 7.89 13.17
D-0.1% 14.59 11.14 7.64 I 12 18.46 16.28 9.73 14.82

NIR o5 dla zwigzkow - .78 dla zwiazkow - 0.89

dlafaz- 1.11

dla faz - 1.25
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Tabela 3. Wptyw pochodnych tetrazolo[2, I -c]chinoksaliny na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w selerze naciowym
i pietruszce naciowej W fazach wzrostu

Zwigzki Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (mg P/ g)
iich
stezenia w lisciach selera w lisciach pietruszki
faza I faza Il faza 111 $rednia faza | faza 1l faza 111 srednia
Kontrola 3.656 3.958 3.316 3.644 3.657 5.542 4573 4.590
A-0.01% 3.646 4271 3.375 3.764 3.938 5.833 4.698 4823
B-0.01% 3.865 5.084 3.667 4.205 4.250 6.729 4.498 5.159
C-0.01% 3.885 4.094 3.969 3.983 4.385 6.792 4.135 5.104
D-0.01% 3.959 4219 3.886 4.021 3.719 6.667 4.656 5014
NIRg 0s dla zwiazkow - 0.086 dla zwigzkéw - 0.131
dla faz - 0.121 dla faz - 0.185
A-0.1% 4438 3.958 3.583 3.993 4.094 6.354 4.906 5.118
B-0.1% 4.709 4.438 3.750 4.299 3.823 6.417 4.584 4941
C-0.1% 3.990 4.740 4.063 4.264 3.906 7.125 4271 5.101
D-0.1% 4.084 4.250 4219 4184 3.729 5.583 4.573 4.628
NIRg 05 dla zwiazkow - 0,088 dla zwigzkow - 0.118

dla faz - 0.125

dla faz - 0.167
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4. Dyskusja

W celu okreslenia stopnia ingerencji zwigzkow aktywnych biologicznie
w procesy fizjologiczno-biochemiczne roslin coraz czg¢sciej bada si¢ zmiany
aktywnosci enzymatycznej katalazy, peroksydazy i fosfatazy kwasnej, co zwia-
zane jest z funkcjami jakie petnia w rozwoju i wzroscie roslin [1, 3, 17, 18].

Rozne zwiazki w rézny sposob wplywaja na aktywnos$¢ enzymoéw, np.
badania nad herbicydami wykazaty, ze jedne z nich hamuja aktywnos¢ peroksy-
dazy i nieznacznie podnoszg aktywnos¢ katalazy [19], podczas gdy inne powo-
duja wzrost peroksydazy [17] czy spadek katalazy [20] lub wzrost aktywnosci
obu enzymoéw [21] w traktowanych roslinach uprawnych w odniesieniu do po-
ziomu enzymow w roslinach kontrolnych.

Bedace przedmiotem badan pochodne tetrazolo[2,1-c]chinoksaliny sty-
mulujaco dziataty na aktywnos¢ katalazy, peroksydazy i fosfatazy kwasnej za-
rowno w selerze naciowym, jak i w pietruszce naciowej. Wzrosty aktywnosci
katalazy i peroksydazy moga by¢ uwazane jako wartosci przystosowawcze lub
odzwierciedla¢ zwigkszone nat¢zenie procesu oddychania w roslinach [18].
Moga by¢ takze zwiazane z opdznieniem procesu starzenia si¢ roslin [22]. Gra-
pelli i Rossi [23] taczyli wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej z przyspiesze-
niem wzrostu roslin.

Z przeprowadzonego doswiadczenia wynika, ze stopien zmian w ak-
tywnosci badanych enzymow uzalezniony byt od rosliny i jej fazy rozwojowej,
a takze od stezenia zwiazkow. O uzaleznieniu stopnia ingerencji zwigzkow
aktywnych biologicznie od rodzaju, gatunku, a nawet odmiany roslin donosili
w swych pracach Piskornik [3] oraz Kostowska i wsp. [2], ktorzy pisali ponadto
o0 uzaleznieniu zmian od fazy rozwojowej rosliny i st¢zenia zwigzku.

Biorac pod uwagg srednig z dziatania badanych zwiazkow na aktywno-
$ci enzymatyczne w roslinach doswiadczalnych, ktére wskazuja na wzrost po-
ziomu tych enzymow bez wzgledu na zwiazek mozna wnioskowac¢, ze o kierun-
ku dziatania decyduje ich budowa chemiczna.

Zaobserwowane w niniejszej pracy zmiany w aktywnosci enzymatycz-
nej peroksydazy, katalazy i fosfatazy kwasnej w selerze naciowym i pietruszce
naciowej pod wptywem badanych pochodnych tetrazolo[2,1-c|chinoksaliny do-
wodza, ze zwigzki te w znaczny sposdb oddziatujg na procesy fizjologiczno-
biochemiczne zachodzace w roslinach.
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The influence of tetrazole[2,1-¢|quinoxaline derivatives
on the metabolism in celery and leafy parsley

PART 1. The changes of catalytic activity of peroxidase, catalase
and acid phosphatase at plants development process

Abstract: There was studied the influence of tetrazole[2,1-c]quinoxaline derivatives
at concentration 0.01% and 0.1% on the catalytic activity of peroxidase, catalase and
acid phosphatase in celery (Apium graveolens L.var. dulce Pers.) and leafy parsley
(Petroselinum hortense Hoffm. subsp. macrocarpum Mark.) at their development
process, The increase of catalytic activity of studied enzymes in presented plants
exposed to the action of tetrazole|2, I-c]quinoxaline derivatives was observed,
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