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Biological test for trace amounts of herbicide in water
using a water plant — Wolffia arrhiza (L.) Wimm.

Investigations were performed on the sensitivity of Wolffia arrhiza (L.)
Wimm. to the herbicide 2-methylmercapto-4,6-diisopropylamino-1,3,5-triasi-
ne. The plant was found to be suitable for use in a biological test for
quantitative estimation of the herbicide, The analysis was performed directly
in water extracts by means of counting or weighing the plants.

WSTEP

W analityce $ladowych ilosci pestycydow coraz powszechniej stoso-
wane sa roSliny i zwierzeta. Ciagly rozwdj biologicznych metod anali-
tycznych doprowadzil do stworzenia w kilku przypadkach metod pozwa-
lajacych ilosciowo okresli¢ zawartosé danego pestycydu w materiale ros-
linnym, czy w glebie (Kaminski 1964; 1965; Kaminski i wsp.
1969).

Herbicydy, $rodki sluzace do zwalczania chwastow, stosowane sa co-
raz powszechniej i coraz czesciej. Srodki te, umiejetnie stosowane, nie
stanowia zagrozenia dla biosfery, niemniej istnieje pilna potrzeba dosko-
nalenia metod okreslania ich pozostalosci. Opanowanie tych metod po-
zwala na $ledzenie zachowania sie herbicydéw, np. w glebie czy w rosli-
nie.

Opisana ponizej metoda ilo$ciowego oznaczania $ladowych ilosci jed-
nego z herbicydéw z grupy pochodnych symetrycznych triazyn — prome-
tryny (nazwa zwyczajowa) pozwala na okreSlenie zawartosci tego zwiaz-
ku w badanym materiale do wielkosci nie mniejszej niz 0,01 ppm.

Sposréd roslin wodnych, stosowanych jako obiekty testowe, wymieni¢
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nalezy glony. Miedzy innymi Addison i Bardsley (1968) uzyli
glonu Chlorella w celu oznaczania pozostalosci diuronu i prometryny.

Zaobserwowana w praktyce wrazliwo$¢ roslin wodnych (wyzszych)
na preparaty stosowane w celu oczyszczania kanalow, zbiornikow wod-
nych itp., znalazla zastosowanie w testowaniu herbicydow.

Funderburk jun. i Lawrence (1963) stwierdzili wrazliwosc
rzesy (Lemna) na diquat w stezeniu 0,005 ppm oraz paraquat — 0,0075
ppm. Efekt dzialania tych herbicydoéw ustalono przez okreslenie stopnia
chlorozy w czlonach pedowych tej ro$liny. Poslugujac sie metoda tych
autorow Parker (1965) wykonal podobne doswiadczenia, potwierdza-
jac prawidtowosci wykazane przez poprzednikéw w odniesieniu do para-
quatu i diquatu. Sutton i wsp. (1969), stosujac w swoich badaniach
takie rosliny jak Elodea i Myriophyllum, stwierdzili ich wysoka wrazli-
wos$¢ na simazyne w stezeniu od 0,12 do 1 ppm.

Blackburn i Weldon (1965) do testowania paraquatu i di-
quatu uzyli nastepujacych roslin: Azolla caroliniana, Lemna minor, Spi-
rodela polyrrhiza, Wolfiella floridana i Wolffia columbiana. Wyniki od-
czytywano przez mierzenie zawartosci chlorofilu w roslinach oraz przez
szacunkowg ocene chlorozy. Badania te prowadzone byly w celu stwier-
dzenia przydatnosci tych herbicydéw w niszczeniu roslinnosci zarastajacej
zbiorniki wodne.

W ostatnich latach wielu badaczy (Damanakis 1970; Dama-
nakisi wsp. 1970; Hance i wsp. 1968) stosowalo test z rzesg w celu
oznaczenia pozostalo$ci herbicydéow w badaniach nad zjawiskiem adsorp-
cji szeregu preparatéow przez glebe.

Test ten jest takze obecnie stosowany w pracach A. Reislera
(IBS — Wageningen). '

MATERIAL I METODA

Wolffia arrhiza (L) Wimm.— Wolffia bezlodygowa, jest to roslina
z rodziny rzesowatych. Ma posta¢ kuleczek o Srednicy 1-1,5 mm, bez ko-
rzeni i nerwéw. W warunkach Polski nie rozmnaza si¢ generatywnie.
Wystepuje ona w wodach stojacych na nizu, bardzo czesto razem z in-
nymi ro$linami rzesowatymi. Autor czerpal material do pracy ze stawu
znajdujacego sie w miejscowosci Obory k. Warszawy.

Momentem, ktory zdecydowal o wyborze tej rosliny do opracowania
testu biologicznego, byla jej forma i ksztalt. Poszczegdlne czlony pedowe
wolffii wystepuja osobno, to znaczy nie sa ze soba polaczone tak, jak to
jest w przypadku rzesy czy spirodeli. Wyjatek stanowia tu osobniki wy-
twarzajagce w danym momencie przyrosty. Zwykle po uplywie 24-48 go-
dzin nastepuje oddzielenie nowo przyrosnietego osobnika i proces przy-
rastania zaczyna sie od nowa. Wszystkie czlony pedowe sa jednakowej
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wielkosci i barwy. Te fakty pozwolily skierowa¢ uwage na opracowanie
metodyki biotestu opartej na liczeniu osobnikéw zywych. W poréwnaniu
z innymi kryteriami stosowanymi w biotestach, jak np. ocena stopnia
chlorozy, ocena wielkosci przyrostéw biomasy czy dlugosci lodyg lub ko-
rzeni, liczenie osobnikow wydaje sie¢ najbardziej obiektywng i niezawod-
na metoda. W przypadku bowiem ustalania czy roslina w danym steze-
niu badanej substancji utrzymuje sie¢ przy zyciu, nie wchodzi w rachube
blad pomiaru czy oceny. Uzasadnienie wyboru wolffi opiera si¢ na
stwierdzonej przez autora wrazliwosci tej rosliny na 2-metylotio-4,6-dwu-
izopropyloamino-1,3,5-triazyne (prometryna). W toku kilkudziesigciu ana-
liz testowych ze znanymi stezeniami herbicydu ustalono graniczne roz-
cienczenia, w ktorych roslina reaguje zahamowaniem wzrostu i rozwoju
oraz chloroza i $miercia. Wymagalo to opracowania metodyki hodowli
i testowania:

1. ustalenia skladu pozywki do prowadzenia ciaglej hodowli rosliny
w warunkach laboratoryjnych,

2. techniki wykonywania testu,

3. ustalenia metod otrzymywania wynikow.

Metodyka testowania musiala by¢ dostosowana do wymagan wolffii,
ktora jest rosling wodna.

Naczynie testowe stanowil tygiel o pojemno$ci okolo 100 ml i Sred-
nicy 70 mm. Do naczyn tych wstawiane byly zespoly 20 sztuk rurek
szklanych o $rednicy 5 mm i dlugosci okolo 15 mm, w taki sposob, ze
gorne ich krawedzie wystawaly nieco ponad powierzchnig pozywki. Rur-
ki te, majace dolne zakonczenia uformowane w ksztalcie pipetek, nie
dostawaly do dna naczynia, byly za$ oparte na 4 dluzszych rurkach, two-
rzacych ,nogi” urzadzenia. Calos¢ sklejona byla zywicg epoksydows od-
porng na dzialanie chemikaliéw i nie adsorbujacg herbicydu.

W kazdej z rureczek umieszczono po 1 czlonie pedowym wolffii, kto-
ry plywajac po powierzchni znajdowal sie¢ w odleglosci 1-3 mm od gornej
krawedzi rureczki. Ksztalt dolnego zakonczenia rurek w formie pipety,
podyktowany zostal obawa o wyczerpanie skladnikéw odzywczych po-
zywki w trakcie trwania testu. W zwiazku z tym, istniala potrzeba wy-
miany pozywki we wszystkich rureczkach. W tym celu, codziennie uno-
szono caly zespél rurek, co powodowalo wyptywanie prawie catej po-
zywki z rurek i naplyw nowej jej porcji, po opuszczeniu zespolu rurek.

Sklad pozywki zestawiony przy uwzglednieniu sktadnikéw zawartych
w wodzie, w ktérej w naturalnych warunkach zyje wolffia, przedstawia
sie nastepujaco:

siarczan magnezu bezw. 137 mg/l
azotan amonu 2 mg/l
siarczan potasu 25 ml/l
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fosforan I zas. 4 mg/l
chlorek wapnia 100 ml/1
zelazo helat. 6 mg/l

mikroelementy jak w pozywcze Hoaglanda.

Akwaria, z ktérych pobierane byly rosliny do testowania, ustawione
byly w poblizu okna, ponadto o$wietlane byly dodatkowo przez 16 go-
dzin na dobe $wiatlem pochodzgcym z lamp luminescencyjnych. Wymia-
na pozywki w akwariach dokonywana byla co 2-4 tygodni. Zapewnialo
to nieprzerwany wzrost ro§lin w ciagu calego roku. Poczatkowe prace
metodyczne dotyczyly doboru najodpowiedniejszej pozywki, naczyn
i temperatury. W ich trakcie szczegélowo badano wrazliwo$¢ wolfii na
prometryne, w nastepujacy sposéb: odwazong ilo§¢ preparatu (100% sub-
stancja aktywna firmy CIBA-GEICY) rozpuszczano na gorgco w Tweenie
80 firmy LIGHT. Te mieszanine wprowadzano do wody destylowanej,
rowniez na goraco. Pobranie z tej mieszaniny okreslonej ilosci pozwalalo
na otrzymanie plynu o stezeniu 1 pg/ml wody (1 ppm). To stanowilo pod-
stawe wykonania szeregu rozcienczen wedlug skali geometrycznej z mnoz-
nikiem 2, a wiec przy mianowniku 2, 4, 8, 16, 32 itd. Kazde nastepne
naczynie w tym szeregu zawieralo dwukrotnie mniejsza ilo$¢ herbicydu.

W tak przygotowanych naczyniach umieszezano po 20 sztuk roslin
(w 4-5 powtoérzeniach). Naczynia przenoszono do urzadzenia, ktérym byl
przystosowany do powyzszych celéow kielkownik Jacobsena. Urzadzenie
to stanowi pojemnik z woda ogrzewana grzatkami (temperatura regulo-
wana jest systemem termometréw kontaktowych). Nad powierzchnia wo-
dy znajduje sie podloga z tafli szklanej, na ktérej ustawione sg naczynia
testowe. Calo$¢ przykryta jest szybami, ponad ktérymi znajduje sie rama
ze Swietldéwkami (daylight) 40-watowymi. Czas o$wietlania (16 godzin na
dobe) regulowany jest zegarem elektrycznym.

Idea opracowania testu, jak wspomniano, bylo stwierdzone zjawisko
wplywu prometryny na tempo rozwoju i wzrostu wolffii. Wieksze steze-
nie tego preparatu wywoluje chloroze i $mieré roslin. Dodaé¢ nalezy, ze
chloroza ta ma charakter nieodwracalny i prowadzi zawsze do $mierci
rosliny. Na moment ten zwroécono szczegdlng uwage, a ustalono go po-
przez przenoszenie porazonych roslin do pozywki nie zawierajacej pre-
paratu.

Pomiar wplywu herbicydu na ro$liny testowe polegal na liczeniu ich
w odstepach 3-dniowych przez okres 2 tygodni. Po tym okresie rosliny
po wyjeciu z naczyn i ich dokladnym powierzchniowym osuszeniu byly
wazone na wadze analitycznej, w celu okreSlenia $wiezej masy.

Umieszczenie kazdej rosliny w osobnej rurce oraz pozostawienie w
tym samym miejscu przez caly okres trwania testu dalo mozno$é doklad-
nego S$ledzenia poszczegdlnych etapéw rozwojowych. Uzyskane wyniki
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po zsumowaniu i wyciagnieciu Srednich arytmetycznych, postuzyly do
wykreslenia krzywych standardowych oraz do odezytania iloSci prome-
tryny (w przypadku testéw z wyciggami glebowymi).

Koncowe prace nad testem z wolffig autor przeprowadzil w Holandii
w roku 1971. Warunki kontrolowane (fitotron) pozwolily na szybkie i
ostateczne ustalenie wrazliwosci tej rosliny na prometryne w poréwnaniu
ze stosowana w IBS* rzesg Spirodella polyrrhiza (L.) Schleiden.

Metodyka tych prac nie odbiegala zbytnio od stosowanej w kraju
i przedstawiala sie nastepujgco:

Rosliny na 3 dni przed rozpoczeciem testu, przeniesione byly ze szklar-
ni, gdzie rosty w akwariach, do komory w fitotronie (dla zaaklimatyzo-
wania sie w stalych warunkach temperatury, o$wietlenia, wilgotnosci po-
wietrza). Nastepnie przemywane byly woda biezaca, co zapobiegalo roz-
wojowi glonow.

Do sporzadzania roztworéw, w ktorych umieszezono rosliny, uzywano
stezonej pozywki wg van der Veij. Sklad pozywki:

Mikroelementy:
H.BO,. 2,86 g
MnSO; - 4H,0 2,03 g
ZnS0, - TH,0 022 g - w1 litrze H0
CuS0O, - 5H,0 0,08 g

(NH,)sM07044 - 4H;0 0,02 g

Makroelementy:
Ca(NOy), 16,41 g rozp. w 100 ml H,O — 80 ml

KNO, 1011 g , w . —20ml
KH,PO, 6804 g , w . — 40 ml
NaCl 5845 8 , w .  — 20 ml
MgSO, 6019g , w . — 40 ml

Razem 200 ml

Sporzadzenie pozywki wymaga zrobienia wyciggu wodnego z torfu
wysokiego. Do 0,3 litra torfu nalezy dodaé 1 litr wrzacej wody, a po 12
godzinach mieszanine odsgczy¢. Do 500 ml przesgczu dodajemy 10 ml
mikroelementéw (gdzie uprzednio wszystkie skladniki rozpuszczono w
1000 ml H,0), 200 ml roztworu makroelementéw, dopelniamy wodg do
1000 ml (A). Tak przygotowang pozywke mozna przetrzymywaé przez
okres kilku miesiecy w niskiej temperaturze.

Roztwor zelaza sporzadzamy nastepujaco: w 104 ml 1 N KOH rozpusz-
czamy 32,88 g kwasu wersenowego, dodajemy 24,8 g FeSO, - TH,0, do-
pelniamy woda do 1000 ml (B). Roztwor poddajemy napowietrzaniu (uzy-
wajac np. pompki do akwarium) przez 12 godzin, w ciemnosci.

Sporzadzajac roztwory testowe, dodajemy 2 ml skoncentrowanej po-

* Instytut voor Biologisch en Scheikundig Onderzcek bij Landbaumgewassen
te Wageningen.
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zywki (A) 1 ml roztworu zelaza, gdzie uprzednio 40 ml roztworu (B) mie-
szamy z 960 ml wody.

Podane ilosci dotycza przypadku, gdzie ostateczna ilos¢ plynu w na-
czyniu testowym wynosi 100 ml.

Do kazdego z naczyn wkladano po * 3 egzemplarze rzgsy — co stano-
wilo 5-8 czlonow pedowych, a do innych naczyn tej samej serii po okolo
150 sztuk czlonoéw pedowych wolffii.

Rosliny przeznaczone do poszczegolnych naczyn przed ich umieszcze-
niem w roztworach, wazone byly na wadze analitycznej, a réznice mig-
dzy nimi nie przekraczaly nigdy 1 miligrama, co pozwolilo w rezultacie
na okreslenie z duzg dokladnoscia efektu toksycznosci herbicydu réwniez
przez wazenie.

Cala procedura w praktyce przebiegala z dokladnosciag rzedu sekund
dla poszczegélnych operacji, przy czym szczegélnie starannie przestrze-
gano dokladnosci w czasie przebywania roslin poza ich naturalnym sro-
dowiskiem.

Naczynia testowe umieszczone zostaly na obrotowym stole (6 obrotow
na minute), zapewniajacym réwnomiernos¢ oswietlenia. Przez caly okres
wzrostu roslin testowych w fitotronie (jeden tydzien) temperatura wy-
nosila 22°C, wilgotno$¢ wzgledna powietrza 80%. Os$wietlenie stanowily
lampy luminescencyjne i zarowe, ktére wlgczone byly przez 14 godzin na
dobe. Ubytki wody z naczyn wskutek parowania i transpiracji roslin
uzupelniane byly codziennie.

Po uplywie 1 tygodnia rosliny wyjeto z naczyn i po wysuszeniu w
suszarce (w temperaturze 60°C przez 24 godziny) zwazono na wadze ana-
litycznej z dokladnoscia do 0,5 mg.

WYNIKI

Rysunek 1 przedstawia wykres obrazujacy wzrost liczby czlondéw pe-
dowych wolffii. Dane uzyskano przez obliczenie przyrostow w odstepach
trzydniowych, rozpoczynajac liczenie 8 dnia od zalozenia testu. Kazde
z rozcienczen (mianownik 2) zawieralo po 4 naczynia z 20 ro$linami
(liczba poczatkowa).

Poszczegdlne krzywe powstaly z polaczenia punktéw, ktére charakte-
ryzuja wzrost wolfii w roztworze o okreslonym stezeniu, w serii stan-
dardowej w danym dniu trwania testu. Wyrazaja one liczbe egzemplarzy
roélin w procentach, gdzie za 100 przyjeto liczbe czlonéw pedowych tej
roéliny w naczyniach nie zawierajacych herbicydu (kontrolnych).

Chodzilo tu o przedstawienie dynamiki wzrostu rosliny w poszczegol-
nych stezeniach serii standardowej od 8 do 17 dnia trwania testu.

Praktyczne znaczenie ma jedynie krzywa wyrazajaca wzrost wolffii
po 17 dniach od rozpoczecia testu.
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Rys. 1. Przyrosty wolffii w serii standardowej obliczone w % przyrostu kontroli
po 8, 11, 14 i 17 dniach od rozpoczecia testu
1 — 8 dni; 2 — 11 dni; 3 — 14 dni; 4 — 17 dni
Fig. 1. Growth of Wolffia arrhiza in a standard series as % of control after 8, 11,

14, and 17 days from the beginning of the test
1 — 8 days; 2 — 11 days; 3 — 14 days; 4 — 17 days
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Rys. 2. Krzywe standardowe reakecji wolffii na prometryne (liczba roslin i §wieza
masa) wyrazonej procentami wzrostu roSliny testowej w badanych roztworach
(z nieznanymi ilosciami herbicydu)

1 — liczba roslin; 2 — masa roslin
Fig. 2. Standard curves of the reaction of Wolffia arrhiza to prometryne (number
of plants and fresh weight) expressed as percent of growth of the test plant in the
examined solutions (with unknown amounts of herbicide)

1 — number of plants; 2 — weight of plants
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Rys. 3. Krzywa standardowa reakcji wolffii na prometryne (masa roslin)
Fig. 3. Standard curve of reaction of Wolffia arrhiza to prometryne (plant mass)
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Rys. 4. Krzywa standardowa reakcji spirodeli na prometryne (masa roslin)
Fig. 4. Standard curve of reaction of Spirodella to prometryne (plant mass)

W trakcie doswiadczen, powtérzonych kilkadziesigt razy, stwierdzono
Scisla zalezno§¢ pomiedzy liczbg czlondéw pedowych rofliny a ich cieza-
rem. Uwidacznia to rysunek 2, gdzie w ten sam sposéb jak powyZej na-
niesiono na uklad wspoélrzednych dane dotyczace liczby oraz ciezaru swie-
zej masy roslin. Charakterystyczng cecha wykresu jest to, ze krzywa
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obrazujaca ciezar roslin znajduje sie zawsze ponizej krzywej dotyczacej
ich liczby. Mamy tu do czynienia ze zjawiskiem stopniowego zmniejsza-
nia sie ciezaru poszczegolnych roslin w miare wzrostu stezenia herbicydu
i czasu jego toksycznego oddzialywania na organizm roslinny.

Punkty w formie trojkatow, zaznaczone na obu krzywych stanowia
przyklad praktycznego oznaczania stezenia herbicydu w badanych roz-
tworach. Zawieraly one nieznane ilosci preparatu (prometryny) i byly
ekstraktami wodnymi gleby torfowej uprzednio potraktowanej herbicy-
dem. Dawki prometryny w przeliczeniu na 1 ha wynosily 2, 4, 6 i 7 kg
(substancji aktywnej). Oznaczenia wykonano na prébkach z poletek po
6 tygodniach od potraktowania gleby herbicydem. Powyzsze trojkaty,
wyznaczaja liczbe (gérna krzywa) i ciezar $wiezej masy roélin (dolna
krzywa) w badanych roztworach, wyrazonych procentami liczby i ciezaru
roslin w naczyniach kontrolnych serii standardowej. Widzimy, Ze istnieje
tu tylko niewielkie przesuniecie w kierunku poziomym tréjkatéw odno-
szacych sie do poszczegdélnych obiektéw (kg prometryny na 1 ha). Stad
rzutowanie tych punktéw na o$ ,,x”, daje nieznaczng tylko rdéznice odczy-
tu ppm preparatu z pierwszej lub drugiej krzywej. Ta zgodno§é odczy-
tow $wiadezy o adekwatnosci toksycznego oddzialywania herbicydu na
tempo przyrastania nowych czlonéw pedowych wolffii, jak i na ich ciezar.

Rysunki 3 i 4 przedstawiajg krzywe standardowe obrazujace toksycz-
no$¢ prometryny, gdzie obok wolffii (rys. 3) rosling testowa byla rzesa —
Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden (rys. 4). Wykresy te powstaly przez
naniesienie na uklad wspélrzednych ciezaru suchej masy roslin w kazdym
z rozcienczen herbicydu wyrazonej w procentach kontroli. Inny nieco jest
tu zakres stezen herbicydu oraz mnoznik, wedlug ktérego przygotowano
poszezegdlne rozeienczenia. Wynosi on tu 1,5, a stezeniem wyjsciowym jest
0.01 ppm prometryny.

WNIOSKI

W latach 1967-1971 opracowano metode analizy testowej (test biolo-
giczny) z rosling wodng Wolffia arrhiza (L.) Wimm.

1. Stwierdzono przydatnos¢ rosliny wodnej Wolffia arrhiza (1.) Wimm,
(wolffia bezltodygowa) hodowanej w warunkach laboratoryjnych, do ilos-
ciowego oznaczania pozostalosci herbicydu — prometryny.

2. Najmniejsza dajaca sie oznaczy¢ ilo$¢ tego preparatu wynosi 0,01
ug/ml (0.01 ppm). Kryteriami oceny moze by¢ liczenie roslin lub ustalenie
ich ciezaru.

3. Stwierdzono istnienie zgodnosci wynikow przy iloSciowym oznacza-
niu pozostalo$ci prometryny, zaréwno gdy rosling testowa byla Wolffia
arrhiza (L.) Wimm, jak i Spirodela polyrrhiza (L.) Scheiden (spirodela wie-
lokorzeniowa).
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SUMMARY

In the years 1967-1971 experiments were performed on the sensitivity of the
water plant Wolffia arrhiza (L.) Wimm. to the herbicide 2-methylmercapto-4,6-diiso-
propylamino-1,3,5-triasine (prometryne).

As a result of the work it was determined that prometryne causes chlorosis and
death of the plants starting from a 0.01 ppm concentration. This made possible the
elaboration of a test method of this herbicide where the countaing and weighing
of the plants may serve as a criterion.

A laboratory culture method of Wolffia was elaborated.

Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden was found to have a similar degree of
sensitivity to prometryne as Wolffia.
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