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REZIME

Rezistentni biotipovi korova se najcesce javljaju nakon visegodisnje primene herbicida. Nakon
zabrane primene atrazina, 2006. godine, u upotrebu je uveden terbutilazin, herbicid iz grupe
triazina sa istim mehnizmom delovanja - zaustavljanjem procesa fotosinteze putem blokade
transporta elektrona u PS II. Cilj rada je utvrdivanje rezistentnosti vrste Solanum nigrum L. na
PS II inhibitore.

Semena S. nigrum su uzorkovana sa mesta na kojima nikada nisu primenjivani herbicidi
(potencijalna S populacija) i sa mesta na kojima je atrazin primenjivan kontinuirano dugi niz
godina (potencijalna R populacija). Herbicid na bazi terbutilazina (500 g1-1 a.m.), je primenjen
kao komercijalna formulacija u koli¢inama 187,5, 375, 7501 1500 g a.m. po ha, u fazi 4 lista korova.
Fluorescencija hlorofila je zatim merena 1 sat, 1 dan i 2 dana nakon tretiranja i izracunata je
maksimalna kvantna efikasnost PS II (Fv/Fm). Nakon toga, PCR analiza je sprovedena koris¢enjem
specijalno dizajniranih prajmera za psbA gen.

Biljke R populacije su bile tolerantnije na delovanje herbicida i razvile ve¢u biomasu u odnosu
na biljke S populacije.Vrednosti maksimalne kvantne efikasnosti (Fv/Fm) su, dan nakon primene
terbutilazina u preporucenoj koli¢ini, bile ve¢e kod biljaka R populacije (0,588) nego kod biljaka
S populacije (0,405). Analiza sekvenci genoma nije pokazala da je doslo do promene u nukleotidu
u specifi¢cnom regionu psbA gena odgovornog za rezistentnost prema triazinskim herbicidima
tako da nije potvrdeno da je osnova povecane tolerantnosti ili rezistentnosti vrste S. nigrum
prema triazinskim herbicidima genetska modifikacija u mestu delovanja.

Kljucne reci: Solanum nigrum, rezistentnost, triazini, fluorescencija, PCR analiza
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UvVOD

Problemi sa populacijama korova rezistentnim prema herbicidima su pre svega vezani
za zemlje sa intenzivnom tehnologijom gajenja useva. Ogranicenja u inputima u sistemima
gajenja, primena herbicida sa istim ili slicnim mehanizmima delovanja u duzem vremenskom
periodu i smanjenje koli¢ina njihove primene, glavni su uzroci pojave rezistentnosti (Menne
and Kécher, 2012). Oslanjanje na nekoliko mera za suzbijanje korova uz zanemarivanje principa
iz sistema integrisanih mera za kontrolu korova (Integrated Weed Management - IWM),
direktno utice na promene u korovskim zajednicama. Biotipovi korova rezistentni prema
herbicidima se obi¢no javljaju nakon stalne primene istih ili herbicida sa sli¢cnim mehanizmom
delovanja.

Jednogodisnja Sirokolisna vrsta Solanum nigrum je $irko rasprostranjena u toplijim
oblastima i Sirokoredim usevima, narocito u kukuruzu. Ova vrsta je jedna od najzastupljenijih
u usevima kukuruza u Srbiji (Stanojevic et al., 1996; Simi¢, 2003; Stefanovi¢ and Simic¢, 2006;
Simi¢ et al., 2012). Osim primenom mezotriona, ova dominantna vrsta je prezivela sve ostale
tretmane dimetenamidom (Vrbni¢anin et al., 2006). Osobenosti klijanja i nicanja S. nigrum
kojima pogoduju svetlost i temperatura zemljista iznad 15°C doprinose perzistentnosti ove
vrste u usevima (Kremer and Lotz, 1998)

Herbicid iz grupe triazina, atrazin, se primenjivao za suzbijanje Sirokolisnih korova u
kukuruzu u Zemun Polju od 1966. sve dok pre nekoliko godina (2006), njegova upotreba u
Srbiji nije zabranjena zbog $tetnog delovanja na okolinu. Nakon toga je uveden u upotrebu
terbutilazin, aktivna materija iz grupe triazina sa istim mehanizmom delovanja - inhibicijom
procesa fotosinteze u PS II. Terbutilazin je takode namenjen suzbijanju jednogodisnjih
$irokolisnih vrtsta korova u kukuruzu.

Generalno posmatrano, postoji nekoliko promena u biljkama koje ukazuju da se razvila
rezistentnost — promena enzima za koji se herbicid vezuje u biljci, izmena metabolizma
herbicida i smanjena i usporena translokacija herbicida (Neve, 2007). U ve¢ini slucajeva,
rezistentnost preama triazinima je posledica promena, tj. genetske mutacije u mestu delovanja
herbicida. Uobicajeno, atrazin se kompetitivno vezuje za D1 protein u PS II, sprecavajuci
transport elektrona do kinona (Qb), tj. inhibira protok elektrona u reakcionom centru (Arntzen
et al., 1982). Kod rezistentnih mutanata, vezivanje triazina za mesto delovanja je znacajno
redukovano zbog mutacije u D1 proteinu na poziciji 264. Na ovom mestu je doslo do proste
zamene aminokiseline serin sa glicinom i time je onemoguceno vezivanje molekula herbicida
za protein u biljci (Sundby et al., 1993). Rezistentnost prema triazinskim herbicidima je
utvrdena kod korovske vrste S. nigrum putem in vivo merenja fluorescencije hlorofila listova
nakon primene atrazina (Salava et al., 2004). Ispitivanja su potvrdila zamenu aminokiseline
Ser sa Gly na poziciji 264 u psbA genu S. nigrum. U mnogim slucajevima, rezistentni biotipovi
imaju smanjeni intenzitet rastenja i manji ,fitness” nego osetljivi (Holt et al., 1993), sto nije
zasnovano na genetskim predispozicijama vec je najcesce posledica uopstenih razlika izmedu
populacija (Neve, 2007).
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Uzimajuéi u obzir zastupljenost vrste S. nigrum u korovskim zajednicama useva kukuruza,
neophodno je testirati njenu osetljivost i eventualno utvrditi odredeni stepen rezistentnosti
prema triazinskim herbicidima. Cilj rada je bio da se ispita pojava rezistentnosti kod vrste S.
nigrum L. prema herbicidima inhibitorima fotosinteze u PS II.

MATERIJAL I METODE

Eksperiment je izveden u polukontrolisanim uslovima tokom 2012. godine na Fakultetu za
agrobiologiju, hranu i prirodne resurse u Pragu, Republika Ceska. Semena ispitivanih populacija
S. nigrum su uzorkovana u Zemun Polju, u jesen 2011. godine. Semena su prikupljena sa mesta
gde herbicidi nikada nisu primenjivani (sa obodnih povrsina; potencijalna S populacija) i
sa mesta na kojima je atrazin primenjivan u kontinuitetu vise od 30 godina (sa obradivane
povrsine; potencijalna R populacija). Pre setve, semena obe populacije S. nigrum su hemijski
tretirana radi prekidanja dormantnosti sa 50%-im rastvorom sumporne kiseline u trajanu od
1 minuta (Suthar et al., 2009). Semena su posejana u plasti¢ne ¢ase veliine 8x8x8 cm i to
12 semena u svaku ¢a$u. Datum i procenat izniklih semena su utvrdeni za S i R populaciju,
nakon Cega je ostavljeno 5 biljaka u svakoj ¢asi. Herbicid sa aktivnom materijom terbutilazin
(500 g1'! a.m.) je primenjen kao komercijalna formulacija u kabinetskoj prskalici u koli¢ini
187,5, 375, 750 (preporucena koli¢ina) i 1500 g a.m ha! (dvostruka koli¢ina), u fazi ¢etiri lista
korova. Deset dana nakon tretiranja, izmerena je sveza i suva masa biljaka po ¢asi i podaci
statisticki obradeni metodom analize varijanse (ANOVA) dok su razlike sredina poredene
pomocu LSD-testa.

Fluorescencija hlorofila S. nigrum je merena na listovima koji su prethodno 15 minuta
adaptirani na tamu sa 5 biljaka svakog biotipa 1 sat (1 H), jedan dan (1 D) i dva dana (2 D)
nakon primene herbicida, aparatom Imaging PAM (Waltz, Germany). Utvrdivan je osnovni
nivo fluorescencije (FO) kada su reakcioni centri PS II otvoreni merenjem jacine modifikovane
svetlosti koja je dovoljno slaba (0,1 pmol m s-1) da ne indukuje nikakvu znacajnu promenu
fluorescencije. Zatim je meren maksimalni nivo fluorescencije (Fm) kada su svi reakcioni centri
PS II zatvoreni pomocu 2,5 s zasi¢enog pulsa na 10,000 pmol m2 s-1. Maksimalni kvantni
prinos PS II (FV/FM) je zatim izracunat prema Genty et al. (1989), FV/Fm = (Fm-F0)/Fm
gde je Fo minimalni, a Fm maksimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila.

DNK je izolovana iz mladih listova 5 pojedina¢nih biljaka, kako od od S tako i od R
populacije S. nigrum, kori§¢enjem Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany). Primenjena
je metoda lan¢ane reakcije polimeraze (PCR) u cilju utvrdivanja promene ili mutacije u D1
proteinu kod potencijalno rezistentnog biotipa (psbA gen).

Specifi¢ni prajmeri za psbA gen su dizajnirani na osnovu sekvenci gena S. nigrum (GenBank
accessions X01651 i U25659: psbA2F(3"'-AATCGGTCCGGAAGTTTTTC-5") i psbA2R(3 -
TTCCATACCAAGGTTAGCACG-5")) kori$¢enjem Primer3 programa (Rozen and Skaltsky,
2000). Prajmeri su sintetisani od strane Sigma-Aldrich, Germany. Smes$a za PCR analizu se
sastojala od 1 ul DNK uzorka, 1 uM svakog prajmera, 200 uM dNTP-ova, 2,5 pul 10xPCR pufera
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(Fermentas, Lithuania), 1,5 mM MgCl, i 0.5 U Taq DNA polimeraze (Fermentas, Lithuania).
Amplifikacija je izvedena u automatskom aparatu (Thermal cycler C1000, BioRad ) prema
slede¢em programu: 3 minuta inicijalne denaturacije na 97°C, 30 ciklusa denaturacije u trajanju
od po 30 sekundi na 97°C, 30 ciklusa vezivanja prajmera u trajanju od po 1 minut na 55°C, 130
ciklusa elongacije u trajanju od po 1 minut i 30 sekundi na 72°C. Zavr$na elongacija izvedena je
u trajanju od 8 minuta na 72°C. Proizvodi amplifikacije su razdvojeni elektroforezom na 1,5%
agaroznom gelu uz dodavanje etidijum bromida za bojenje. Vizualizacija fragmenata uradena
je pod UV svetlom i dokumentovana koris¢enjem Cleaver microdocumentation jedinice.

Produkti PCR reakcije preciceni su koricenjem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen),
a sekvenciranje je izvedeno u GATC Biotech (Nemacka). Sekvence osetljivog i rezistentnog
biotipa su poredene u programu BLAST (Altschul et al., 1997).

REZULTATI
Utvrdeni rezultati pokazuju da je klijanje semena bilo bolje u ¢a$ama sa potencijalno
rezistentnom, R populacijom S. nigrum u kojima je, u proseku, od 12 semena izniklo 7,20
biljaka. U ¢asama sa potencijalno osetljivom, S populacijom broj isklijalih semena je bio, u

proseku, 4,95, (tabela 1).

Tabela 1. Broj izniklih biljaka S i R populacije S. nigrum

Koli¢ine herbicida

Populacija
Kontrola 0,375 0,75 1,5 3,0 Prosek
S 5,0 5,25 5,30 4,75 4,50 4,95
6,25 7,25 7,00 8,75 6,75 7,20

Biljke potencijalne R populacije S. nigrum su slabije reagovale na primenu svih doza
terbutilazina osim najvece. Deset dana nakon primene herbicida, sveza i suva biomasa biljaka
S iR populacije po ¢asi su bile manje nego na netretiranoj kontroli. Biomase R populacije su
manje redukovane nego biomase S populacije nakon primene svih doza terbutilazina, (grafikon
1 i2). Sveza biomasa je bila za 20,5% veca kod biljaka R nego S populacije na netretiranoj
kontroli a 79,5% nakon primene preporucene koli¢ine herbicida. Razlike u biomasi nisu bile
znacajne nakon primene herbicida u smanjenim koli¢inama od 0,375 10,75 1/ha terbutilazina.

Maksimalni kvantni prinos PS IT tj. Fv/Fm vrednosti su bile, dan nakon primene herbicida,
iste za obe populacije kod netretiranih biljaka (0,765 1 0,765) ali vece za biljke R (0,588) nego
S populacije (0,405) pri primeni preporucene koli¢ine terbutilazina (Tabela 2). Vrednosti
Fv/Fm nakon primene herbicida u koli¢inama 0,375 i 0,75 su takode bile vece za R (0,635,
0,581) nego za S populaciju (0,617, 0,546), ukazujuci na ¢injenicu da biljke R populacije imaju
u odredenom stepenu razvijenu rezistentnost. Cak i pri primeni herbicida u dva puta veéoj
koli¢ini od preporucene, Fv/Fm vrednosti su vece za biljke R (0,470) nego S populacije (0,406).
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Grafikon 1. Sveza biomasa (g) S i R populacije S. nigrum 10 dana nakon primene herbicida
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Grafikon 2. Suva masa (g) biljaka S i R populacije S. nigrum 10 dana nakon primene herbicida

Tabela 2. Efikasnost PS I kod S i R populacije S. nigrum 1 dan nakon primene herbicida

Populacija Herbicid Fo Fm Fv/Fm
Kontrola 0,145 0,617 0,765

0,375 0,209 0,546 0,617

0,750 0,220 0,485 0,546

S 1,5 0,259 0,435 0,405
3,0 0,258 0,434 0,406

Prosek 0,218 0,503 0,548

Kontrola 0,149 0,632 0,765

0,375 0,202 0,554 0,635

R 0,750 0,217 0,517 0,581
1,5 0,218 0,530 0,588

3,0 0,222 0,419 0,470

Prosek 0,202 0,530 0,608
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Razlicita reakcija S i R populacija je ut-
vrdena merenjem fluorescencije listova ve¢
nakon jednog dana od primene herbicida
(Slika 1). Jedan sat nakon tretiranja biljaka
S. nigrum preporucenom koli¢inom terbu-
tilazina, biljke S populacije (levo na slici) su
imale izmenjenu boju listova u poredenju sa
biljkama R populacije (desno na slici) koje
su imale intenzivniju boju listova. Sledeéeg
dana, boja listova se menjala znatno brze i
nakon dva dana od tretiranja, boja listova
potencijlno osetljive populacije S. nigrum se
potpuno izmenila do skoro crvene. To uka-
zuje da je proces fostosinetze u listovima

e W o —

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grafikon 3. Elektroforegram umnozenih fragmenata
primenom prajmera psbAF2ipsbAR2 kod . nigrum- M
- DNK marker SM0333, 100bp (Fermentas, Lithuania);
1-5 uzorci S i 6-10 uzorci R populacije S. nigrum; strelica
ukazuje na poziciju i veli¢inu amplifikovanog fragmenta

osteljive S populacije skoro zaustavljen zbog
delovanja terbutilazina.

Slika 1. Vrednosti Fv/Fm u listovima S. nigrum 1h, 1 dan i 2 dana posle primene herbicida u preporucenoj koli¢ini

Amplifikacijom genoma DNK S. nigrum pomocu prajmera psbAF2 i psbAR2 su dobijeni
fragmenti veli¢ine 502 bp za oba biotipa (grafikon 3).

Sekvence regiona psbA gena duzine 502 bp osetljivih i rezistentnih genotipova S. nigrum nisu
se razlikovale po zameni nukleotida na poziciji 264 i u ovom radu nije pokazano da je otpornost
zasnovana na prisustvu mutacije u genu za D1 protein koja onemogucava vezivanje triazina.

DISKUSIJA

Broj izniklih biljaka i sveza i suva biomasa potencijlno osteljive i rezistentne populacije S.
nigrum, su pokazali da su biljke rezistentne populacije imale bolje nicanje, sto se razlikuje
od rezultata nekih prethodnih ispitivanja (Sibony and Rubin, 2003; Salava et al., 2004).
Potencijalno rezistentne biljke su imale vecu svezu i suvu biomasu nego osetljive, ¢ak i na
netretiranoj kontroli, ukazujuci da se radi vise o razlikama izmedu populacija uzrokovanim
uslovima stanista nego genetski baziranim (Neve, 2007).
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Fluorescencija hlorofila je imala razli¢ite vrednosti u listovima potencijalno osetljive i
rezistetne populacije ukazujuci da je razvijen odredeni stepen rezistetnosti prema triazinskim
herbicidima kod korovske vrste S. nigrum. Vece vrednosti maksimalnog kvantnog prinosa
fluorescencije, Fv/Fm, za biljke R populacije u odnosu na biljke S populacije ¢ak i nakon
primene dvostruko vece kolic¢ine terbutilazina, su najverovatnije rezultat odsustva blokade
u transportu elektrona u PS II koja se desava kod osetljivih biljaka (Dominguez et al., 1994).
Generalno posmatrano, merenjem maksimalnog kvantnog prinosa fluoresecencije, Fv/Fm,
mogu se detektovati razlicite vrste stresa kod biljaka. Optimalne vrednosti kvantnog prinosa
(Fv/Fm) se kre¢u od 0,7 do 0,8 (Ritchie, 2006) i postojane su tokom vegetacionog perioda
biljaka i u toku dana, kao $to je utvrdeno za netretirane biljke S. nigrum. Smanjenje vrednosti
(oko 0,6) uzrokovano je nekim jakim stresom kao $to je primena herbicida, u ovom slucaju
tretiranjem S. nigrum biljaka terbutilazinom. Biljke R populacije su imale vece vrednosti
maksimalnog kvantnog prinosa (Fv/Fm) u poredenju sa biljkama S populacije, $to ukazuje na
¢injenicu da su zadrzale svoju aktivnost u PS II i nakon primene terbutilazina i da su razvile
rezistenost (Hamouzova et al., 2011). Sli¢ne rezultate istrazivanja u Srbiji, dobili su Janji¢ i sar.
(1988) pri analizi fluorescencije kod korovske vrste Amaranthus retroflexus gde je vrednost Fv/
Fm opadala sa povec¢anjem koncentracije i duzine delovanja atrazina kod biljaka sa netretiranih
povrsina, dok kod biljaka sa tretiranih povrsina opadanje Fv/Fm odnosa nije utvrdeno.

Utvrdeni rezultati su bili osnova za sprovodenje daljih molekularnih analiza za potvrdu
rezistentnosti S. nigrum. Medutim, analizom sekvenci nije uocena zamena nukleotida
na poziciji 264 psbA gena kojom bi se potvrdila rezistetnost S. nigrum prema triazinskim
herbicidima (Salava et al., 2004). Ta¢nije, mutacija u genskoj sekvenci koja dovodi do zamene
aminokiseline serin u glicin usled koje dolazi do rezistentnosti nije detektovana. Nije potvrdeno
da je postojeca rezistentnost koju su pri merenju fluorescencije pokazale biljke R populacije
S. nigrum, zasnovana na genetskim mutacijama.

Sprovedena ispitivanja su ukazala na postojenje izvesnog stepena rezistentnosti prema
triazinskim herbicidma kod korovske vrtse S. nigrum sa lokaliteta Zemun Polje, Beograd. Da
bi se precizno potvrdilo postojanje rezistentnosti i njena osnova neophodna su dalja precizna
ispitivanja na molekularnom nivou.
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Testing of black nightshade (Solanum nigrum L.) on resistance
to triazine herbicides

SUMMARY

Herbicide resistant weed biotypes usually occur after repeated application of herbicides.
Atrazine was used in Serbia for many years and after its ban in 2006, herbicides with the same
mode of action containing terbuthylazine started to be used for control of broadleaved annual
weeds in maize. The aim of the study was to testa sensitivity of Solanum nigrum L. to PS II
inhibiting herbicides.

Seeds of the tested populations were sampled from sites on which atrazine had been con-
tinuously used (R) and from sites on which herbicides had never been used before (S). The PSII
herbicide terbuthylazine (500 g I-! a.i.) was applied as a commercial formulation by cabinet
sprayer at rates of 187.5, 375, 750 and 1500 g of a.i per ha at the 4 leaves stage, and the chlorophyll
fluorescence was measured one hour, one day and two days after treatment. Maximum quantum
efficiency of PS II photochemistry (Fv/Fm) was calculated. The PCR analysis was also conducted
with designing of specific primers for psbA gene.

The R population plants were more tolerant than S population after application of all terbuth-
ylazine rates, except for the highest. One day after herbicide application, the Fv/Fm values were
higher for R (0.588) than for S population (0.405) at recommended rate. The sequence analysis
did not show the nucleotide exchange in the specific region of the psbA gene responsible for
resistance and we did not prove that the resistance is target site based.

Key words: Solanum nigrum, resistance, triazines, fluorescence, PCR analysis
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