UDK 632.954:57.085
Naucni rad-Scientific paper

Primena Ramanove spektroskopije u cilju utvrdivanja uticaja
herbicida na sadrZaj karotenoida u listovima Chenopodium album
i Abutilon theophrasti

Filip Vranjes!, Ilinka Pecinar?, Steva Levi¢Z, Sava Vrbnic¢anin? i Dragana Bozi¢?
lGalenika Fitofarmacija, Batajnicki drum bb, Beograd, Srbija
2Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Nemanjina 6, Zemun- Beograd, Srbija
e-mail: filipv85@gmail.com

REZIME

Ramanova spektroskopija se do sada pokazala kao pogodna metoda za analizu karotenoida
u Sirokom spektru biljnih uzoraka. Cilj ovog istrazivanja je bio da se utvrdi da li se primenom
Ramanove spektroskopije moze detektovati uticaj mezotriona na promene sadrzaja karotenoida
u listovima tretiranih korovskih biljaka, Chenopodium album i Abutilon theophrasti. Kada su
biljke dostigle odgovorajucu fenofazu (C. album: Cetiri lista, odnosno A. theophrasti: dva lista),
primenjen je preparat Skaut (a.s. mezotrion 480 g L-1, SC) u koli¢ini od 120 g a.s. ha-! uz dodat
okvasivac¢ Alteox wet 40 (a.s. mineralno ulje (500 g L!) i polioksi alkohol (500 g L1)) u koli¢ini
1L ha-l. Analiza listova, primenom Ramanove spektroskopije, je uradena u Cetiri termina: prvog,
drugog, treceg i sedmog dana nakon primene (DNP) mezotriona. U dobijenim Ramanovim
spektrima analiziran je intenzitet traka na pozicijama 1007, 1155 i 1522 cm! kod kontrolnih i
tretiranih biljaka u cilju utvrdivanja relativnog sadrzaja karotenoida. Dobijeni rezultati su pokazali
da se kod vrste C. album mogu utvrditi promene u relativnom sadrzaju karotenoida u listovima
tretiranih biljaka ve¢ treceg DNP mezotriona u poredenju sa listovima kontrolnih biljka iste
starosti, dok je kod vrste A. theophrasti utvrdena statisticki znacajna razlika u istom parametru
nesto kasnije u poredenju sa C. album, sedmog DNP mezotriona. Ovim istrazivanjem je potvrdeno
da se Ramanova spektroskopija moze koristiti kao adekvatna metoda za brzu detekciju delovanja
herbicida na sadrzaj karotenoida u listovima tretiranih korovskih vrsta.
Kljuéne reci: Ramanova mikroskopija, relativni sadrzaj karotenoida, mezotrion, pepeljuga,
Teofrastova lipica.
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UvVOD

Reakcije biljaka na primenu i delovanje herbicida se mogu pratiti pomocu velikog broja
metoda, koje mogu biti destruktivne, ako podrazumevaju zrtvovanje biljaka tj. razaranje
uzorka pre analize, ili nedestruktivne, ako ne zahtevaju prethodnu pripremu uzorka. Parametri
koji se prate da bi se ustanovile promene na biljkama izazvane uticajem herbicida zavise
od mehanizma delovanja herbicida i uklju¢uju: vizuelnu ocenu, fluorescenciju i sadrzaj
hlorofila, itd. Mehanizmi reakcije biljaka na razlicite faktore stresa se, takode, mogu istrazivati
primenom analitickih metoda (spektrofotometrijskim i hromatografskim metodama) kroz
analizu sadrzaja karotenoida (Brosnan et al., 2011; Rys et al., 2015). Poznato je da karotenoidi
predstavljaju grupu sekundarnih metabolita, tetraterpenoida koji se nalaze u gotovo svim
delovima biljaka. Najznacajniju ulogu imaju u hloroplastima parenhimskih celija gde su
prisutni u stromi i tilakoidnim membranama kao deo fotosintetskog aparata (Topolovec, 2008).
Karotenoidi, hlorofili i proteini zajedno grade antenske komplekse fotosintetskog aparata koji
sluze za sakupljanje svetlosne energije i njen prenos na reakcione centre (Neskovi¢ i sar., 2003).
Znadaj karotenoida se ogleda u tome $to, uz vréenje funkcije apsorpcije i transporta svetlosne
energije, imaju sposobnost zastite hlorofila od fotooksidacije, odnosno oksidacije reakcionog
centra u uslovima visokog inteziteta osvetljenja (Topolovec, 2008). Dominantni karotenoidi u
zelenim delovima biljaka su: lutein, B-karoten, violaksantin i neoksantin (Rodriguez-Amaia,
2001), mada zastupljenost karotenoida u listovima znacajno varira kod razlic¢itih biljnih vrsta
(Zeise et al., 2018). Primena analitickih metoda u analizi karotenoida obi¢no podrazumeva
dug vremenski period pripreme uzorka, dugotrajnu ekstrakciju pigmenata, skupu opremu
koja se koristi za ekstrakciju i kvantifikaciju pigmenata i primenu velikog broja hemikalija.
Takode, uslovi tokom analize analitickim metodama obi¢no mogu prouzrokovati strukturne
promene i posledi¢no uni$tavanje pigmenata (Baranski et al., 2005). Za razliku od analitickih
metoda, Ramanova spektroskopija se pokazala kao brza i nedestruktivna metoda za detekciju
hemijskog sastava biljnih uzoraka bogatih karotenoidima (Baranski et al., 2005). Cak i u
situacijama kada su karotenoidi zastupljeni u malim koncentracijama, manje od 0,1 mg/
kg u listovima, zahvaljujuci ekscitaciji na talasnoj duzini (532 nm), detekcija karotenoida se
moZe posti¢i primenom rezonantne Ramanove spektroskopije (Skoczovski and Troc, 2013;
Zeise et al., 2018). Visoka Ramanova aktivnost karotenoida u kombinaciji sa rezonantnim
efektom lasera na 532 nm rezultuje pojacavanjem intenziteta karotenoidnih traka. Promene u
sastavu i koli¢ini karotenoida u listovima mogu se primetiti na Ramanovim spektrima, gde se
promene u intenzitetu dominatnih i specifi¢nih traka mogu koristiti za izracunavanje relativne
koncentracije karotenoida (Hassing et al., 2012). Ramanova spektroskopija se u novije vieme
pokazala kao tehnika visokog potencijala za analizu karotenoida u uslovima izlaganja biljaka
herbicidima (Vitek et al., 2017).

Mezotrion je herbicid koji pripada hemijskoj grupi triketona i koristi za suzbijanje
$irokolisnih i pojedinih jednogodisnjih uskolisnih korova u usevu kukuruza. Ovaj herbicid
moze biti usvojen folijarno ili korenom i ispoljava aktivnost pre i nakon nicanja (Armel et al.,
2003). Mezotrion inhibira enzim 4-hidroksifenilpiruvat diokigenasu (4-HPPD), $to dovodi
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do smanjenja biosinteze karotenoida (Mitchell et al., 2001). Simptomi delovanja mezotriona
kod osetljivih biljaka postaju vidljivi u roku od tri do pet dana nakon primene i ispoljavaju
se u vidu izbeljivanja listova, a zatim se javlja nekroza (Creech et al., 2004; Joy et al., 2009,
Vranjes et al., 2019).

S obzirom da je mehanizam delovanja herbicida mezotrion inhibicija sinteze katotenoida
i da Ramanova spektroskopija ima veliki potencijal za analizu sadrzaja ovih pigmenata u
biljnom materijalu, cilj istrazivanja u ovom radu je bio da se ispita mogu¢nost upotrebe ove
nedestruktivne metode u utvrdivanju reakcija korovskih biljaka na mezotrion. Model biljke
na kojima je vreno ovo istrazivanje su bile Chenopodium album L. i Abutilon theophrasti
Medik. Chenopodium album L. (syn. Chenopodium vulgare Gueldenst) je jednogodisnja vrsta
iz familije Amaranthaceae, u narodu poznata pod razli¢itim imenima (pepeljuga, bela loboda,
zelje). Listovi su zeleni s bledom pepeljastom prevlakom i obrasli sitnim dla¢icama. Smatra se
da vostana prevlaka na povrsini lista predstavlja barijeru za usvajanje herbicida (Burghardt
et al,, 2006). Dlake su brojnije na donjoj strani lista, $to nali¢je lista ¢ini svetlijim od lica
(Mastebroek, 1996). C. album je dominantna korovska vrsta na obradivim povr$inama, a
moze se naci na oranicama, pas$njacima, povrtnjacima, vinogradima, vo¢njacima, ali i pored
puteva (DiTomaso and Healy, 2007). Abutilon theophrasti Medik. (syn. A. avicennae Gaertn.)
je jednogodisnja vrsta iz familije Malvaceae, u narodu poznata kao Teofrastova lipica, lipica,
zutoslez. Listovi su obrasli gustim beli¢astim dlakama, prisustvo velikog broja dlaka je narocito
izrazeno na epidermisu lica. Javlja se kako na obradivim tako i van obradivih povrsina, tako
da je ova vrsta prisutna u okopaviama, povrtnjacima, zasadima voca, luceri$tima, urbanim
travnjacima i ruderalnim stanistima (Vrbnicanin i Bozi¢, 2017).

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal. Semena biljaka C. album i A. theophrasti su prikupljena tokom vegetacione
sezone 2015. godine sa njive na kojoj je gajen usev suncokreta u okolini Beograda. Sakupljena
semena su o¢iS¢ena i ¢uvana u mraku na sobnoj temperaturi (20-25°C), a eksperimenti su
realizovani u laboratorijama Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu tokom 2016-
2017. godine. Za potrebe ogleda biljke C. album i A. theophrasti su gajene u komori za gajenje
biljaka. Ispitivane korovske vrste su posejane u plasti¢ne saksije pre¢nika 10 cm i zapremine
300 ml, ispunjene supstratom Floragard TKS 1!. Saksije sa biljkama su potom stavljene u
komore za gajenje sa rezimom svetlosti (dan/no¢) 14 h/10 h i odgovaraju¢im temperaturama
27°C/22°C. Podeseno je vestacko svetlo intenziteta 1300 fluksa (MH Philips 600W) na visinu od
jednog metra od biljaka. Biljke su zalivane svakodnevno zapreminom vode koja je obezbedivala
optimalnu vlaznost zemljiSta. Nakon nicanja broj biljaka je ru¢nim uklanjanjem sveden na
Cetiri biljke po saksiji.

1 ,Floragard TKS1” (pH vrednost 5.6 sa sadrzajem: 80% nemacki beli treset+20% nemacki crni treset+kre¢+makroelementi
N 140 mg 1!, P 80 mg 1!, K 190 mg 1! i mikroelementi (Mg, B, Mn, Mo, Fe, Zn), Nemacka)
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Kada su biljke dostigle fazu Cetiri razvijena lista kod vrste C. album i dva razvijena lista
kod vrste A. theophrasti primenjen je mezotrion. Mezotrion (preparat Skaut?) je primenjen
u preporucenoj koli¢ini od 120 g a.s. ha! uz dodatak 1 L ha'! okvasivaca Alteox wet 403.
Primena herbicida obavljena je lednom prskalicom uz utrosak 200 L ha'! vode. Eksperiment
je ponovljen dva puta po potpuno slu¢ajnom blok sistemu sa ¢etiri ponavljanja po tretmanu.

Ramanova spektroskopija i analiza relativnog sadrzaja karotenoida. Analiza listova
primenom Ramanove spektroskopije je uradena u Cetiri termina: prvi, drugi, tre¢ii sedmi dan
nakon primene (DNP) mezotriona. Analiza Ramanovim spektroskopom je podrazumevala
snimanje razlicitih regiona na licu lista kontrolnih i tretiranih listova obe biljne vrste,
izbegavajuci tkivo koje se nalazi oko lisnih nerava. Da bi se uzela u obzir mogu¢a nehomogenost
uzorka, za svaki uzorak snimljeno je minimum deset Ramanovih spektara, a zatim je kori§¢en
prose¢ni spektar kao reprezentativni spektar za svaki tretirani i kontrolni uzorak po svakom
posmatranom vremenu uzorkovanja. Ramanovi spektri su snimljeni u spektralnom opsegu
0d 900-1700 cm! XploRA Raman spektrometrom Horiba Jobin Yvon, opremljenim laserom
Nd/YAG na talasnoj duzini od 532 nm, sa reSetkom od 1200 gr/mm i pri spektralnoj rezoluciji
od 3 ecmL. Spektri su obradeni pomo¢u OriginePro 8.6 softvera (OriginLab, Northampton,
MA, USA). Svi dobijeni spektri su normalizovani maksimalnim intenzitetom trake na poziciji
1522 cm-!. Standardi B-karoten i lutein su kupljeni od Sigma-Aldrich-a. Na osnovu spektara
snimljenih za Ciste karotenoide ustanovljeno je da trake na pozicijama 1007, 11551 1522 cm™!
poticu od karotenoida. Relativni sadrzaj karotenoida je prikazan na osnovu izracunavanja
parametra intenziteta (Max height peak) za trake na pozicijama 1007, 11551 1522 cm™! kod
kontrolnih i tretiranih biljaka u Spectragryph v 1.2.13 softveru (Menges, 2018).

Statisticka obrada dobijenih podataka za intenzitete traka na pozicijama 1007, 11551 1522
cm! je uradena u statistickom softveru STATISTICA 5.0 pomocu t-testa.

REZULTATI I DISKUSIJA

Ramanova spektroskopija, posto ne podrazumeva zahtevnu pripremu uzorka, odabrana je
kao pogodna metoda za analizu karotenoida u listovima. Pored toga, ova metoda je neinvazivna
jer ne zahteva ,,Zrtvovanje“ biljaka tako da se one mogu koritisti za dalja ispitivanja.

Na slici 1 prikazani su karakteristi¢ni spektri karotenoida u listovima vrsta C. album i A.
theophrasti dobijeni primenom Ramanove spektroskopije.

Karakteristicne trake koje ukazuju na prisustvo karotenoida su visokih intenziteta zbog
efekta snaznog pojacanja usled rezonancije na talasnoj duzini lasera od 532 nm. Identifikovane
trake u velikoj meri odgovaraju standardima i potvrduju prisustvo B-karotena i luteina (Slika
2). Najintenzivnija traka je na 1522/1525 cm~! i predstavlja konjugovanu C=C vibraciju koja
ukazuje na p-karoten ili lutein, dominantne karotenoide u listovima kod oba biljna predstavnika

2 ,Skaut” (mezotrion 480 g 11, SC, Galenika Fitofarmacija, Srbija)

3 ,Alteox wet 40” (mineralno ulje (500 g I'')+polioksi sorbitol oleate (300 g 1'!)+polioksitridecil alkohol (200 g I'!), Galenika
Fitofarmacija, Srbija)
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(Slika 1i2). Druga traka, srednjeg intenziteta je na poziciji u regionu od 1155-1160 cm~1, potice
od C-C vibracija koje su vezane sa C-CHj ili C-H vibracija iz centralnog dela polienskog lanca
karakteristi¢nog za karotenoide (Slika 2B). Treca karakteristi¢na traka je niskog intenziteta
i nalazi se na poziciji 1007 cm~! i potice od CH; grupe koja je pomocu C-C vibracije vezana
za polienski lanac (Schulz et al., 2005).

Pozicija traka koje ukazuju na karotenoide je specifi¢na (Slika 2A), ali u velikoj meri zavisi
od poloZaja bo¢nih grupa i broja konjugovanih veza karotenoida (Slika 2B), tako npr. traka na
poziciji 1522 cm-! ukazuje na duzinu polienskog lanca koji je graden od devet konjugovanih
C=C veza (Baranski et al., 2005; Rys et al., 2014). Karakteristi¢ne trake na pozicijama 1007,
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Slika 1. Ramanovi spektri kontrolnih i listova C. album (A) i A. theophrasti (B) tretiranih mezotrionom (tri i
sedam DNP), trake karakteristi¢ne za karotenoide su u slede¢im regionima 1007, 1155-1160 i 1522-1525 cm'!
Figure 1. Raman spectra of untreated and leaves of C. album (A) and A. theophrasti (B) treated with mesotrione
(31 and 7t DAT), with carotenoid-specific bands in the following regions: 1007, 1155-1160 and 1522-1525 cm'!
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Slika 2. Ramanovi spektri dominantnih karotenoida: p-karoten, lutein snimljeni na talasnoj duZini 532 nm (A) i
hemijske strukture dominatnih karotenoida u listovima (B)

Figure 2. Raman spectra of dominant carotenoids: -carotene, lutein recorded at 532 nm wavelength (A) and
chemical structures of the most dominant carotenoids present in leaves (B)
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11551 1522 cm-! ukazuju na prisustvo p-karotena, dok trake na pozicijama 1007, 11551 1525
cm! se pripisuju luteinu (Slika 2A). Dominantne trake u regionima 1155-1160 i 1522-1525
cm'! se Cesto koriste da se opiSu ukupni karotenoidi u odabranim uzorcima (Schultz et al.,
2005; Baranska et al., 2006, 2011; Rys et al., 2014). Dobijeni rezultati intenziteta traka u slede¢a
tri regiona 1007, 1155-1160 i 1522-1525 cm! za C. album i A. theophrasti su pokazali da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih uzoraka kontrolnih i biljaka tretiranih
mezotrionom tri i sedam DNP herbicida. Kod uzoraka koji su analizirani prvog i drugog DNP
nije utvrdena statisticki znacajna ralika izmedu kontrolnih i biljaka tretiranih mezotrionom
(Tabela 1-3).

Tabela 1. Uticaj mezotriona na intenzitet trake na poziciji 1007 cm ! u Ramanovim spektrima listova C. album i A. theophrasti
Table 1. The effects of mesotrione on the band intensity at position 1007 cm! in the Raman spectra obtained from the leaves
of C. album and A. theophrasti

Intenzitet trake na poziciji 1007 cm!

C. album The band intensity at position 1007 cm'!

Prvi DNP Drugi DNP Tre¢i DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,2324 £0,053 0,2199 £0,015 0,2040 +0,010 0,2111 £0,057
Tretirano 0,1906 +0,024 0,1866 0,013 0,189 +0,01 0,1877 0,01
p* 8,20ms 4,81 18 6,341 0,007 **

Intenzitet trake na poziciji 1007 cm!

The band intensity at position 1007 cm'!
A. theophrasti tyatp

Prvi DNP Drugi DNP Tre¢i DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,20280,009 0,2004+0,03 0,2024 +0,012 0,1933 +0,011
Tretirano 0,2053+0,018 0,2023+0,02 0,1898 +0,013 0,1891 +0,011
p* 0,4097s 0,3651s 1,07 s 0,07 ns

*P <0,01**-statisticki veoma znacajna razlika; 0,01 < P < 0,05*- statisticki znacajna razlika; P > 0,05 ns-nema statisticki znacajnih
razlika

Pozicija traka karakteristi¢nih za karotenoide u listovima je ista kod kontrolnih biljaka
obe biljne vrste (Slika 1, Tabela 1-3). Pozicija traka karakteristi¢nih za karotenoide je bila
ista (pomeraj od 3-5 cm™!) kod obe korovske vrste poredenjem listova kontrolnih biljaka sa
listovima tretiranim mezotrionom, $to ukazuje da se uticaj herbicida ne moze zapaziti kroz
parametar pozicije karakteristi¢nih traka.

Statisticki znacajne razlike o uticaju herbicida na karotenoide su zapazene kod C. album
u intenzitetu traka u terminima treceg i sedmog DNP herbicida posebno kod trake najveceg
intenziteta na poziciji 1522 cm! (Slika 1, Tabela 3). U prethodnim istrazivanjima je utvrdeno
da vizuelni simptomi delovanja mezotriona na tretirane biljke postaju uocljivi tri do Cetiri
DNP (Vranjes i sar., 2016, Vranjes et al., 2019). Iz tog razloga je sadrzaj karotenoida u listovima
biljaka C. album i A. theophrasti tretiranih preporuc¢enom koli¢inom mezotriona (120 ga.s. hal)
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Tabela 2. Uticaj mezotriona na intenzitet trake na poziciji 1155-1160 cm! u Ramanovim spektrima listova C.

album i A. theophrasti

Table 2. The effects of mesotrione on the band intensity at position 1155-1160 cm! in the Raman spectra obtained
from the leaves of C. album and A. theophrasti

Intenzitet trake na poziciji 1155-1160 cm-!
The band intensity at position 1155-1160 cm!

C. album

Prvi DNP Drugi DNP Tre¢i DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,6563 £0,071 0,6885+0,024 0,6714 £0,019 0,6419 £0,070
Tretirano 0,5869 0,042 0,6096 +0,020 0,5841 +0,024 0,5841 0,014
p* 1,35ns 1,74ns 1,25n8 1,04 ns

Intenzitet trake na poziciji 1155-1160 cm!
R The band intensity at position 1155-1160 cm'!

A. theophrasti

Prvi DNP Drugi DNP Tre¢i DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,6841 0,020 0,6778 £0,023 0,6783 0,022 0,6393 £0,021
Tretirano 0,6781 0,026 0,6738 0,029 0,6371 £0,033 0,6216 £0,025
p* 0,219 0,457 6,177 0,000 **

*P < 0,01**-statisticki veoma znacajna razlika; 0,01 < P < 0,05*- statisticki znacajna razlika; P > 0,05 ns-nema statisticki znacajnih

razlika

Tabela 3. Uticaj mezotriona na intenzitet trake na poziciji 1522-1525 cm*! u Ramanovim spektrima dobijenih u
listova C. album i A. theophrasti
Table 3. The effects of mesotrione on the band intensity at position 1522-1525 cm! in the Raman spectra obtained
from the leaves of C. album and A. theophrasti

Intenzitet trake na poziciji 1522-1525 cm'!
The band intensity at position 1522-1525 cm-!

C. album
Prvi DNP Drugi DNP Treci DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,9976 +0,001 0,9977 £0,001 0,9978 +0,001 0,9976 +0,001
Tretirano 0,9973 +0,001 0,9977 £0,001 0,9968 +0,001 0,9976 £0,001
p* 0,519 1 0,726 0,005** 0,899
Intenzitet trake na poziciji 1155-1160 cm-!

A theophrasti The band intensity at position 1155-1160 cm'!

Prvi DNP Drugi DNP Tre¢i DNP Sedmi DNP
Kontrola 0,9978 +0,000 0,9977 +0,001 0,9976 +0,001 0,9975 +0,001
Tretirano 0,9980 +0,001 0,9977 +0,001 0,9978 +0,001 0,9980 +0,001
p* 0,374ns 0,993 s 0,518 s 0,035*

*P < 0,01**-statisticki veoma znacajna razlika; 0,01 < P < 0,05*- statisticki znacajna razlika; P > 0,05 ns-nema statisticki znacajnih

razlika
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analiziran primenom Ramanove spektroskopije prvog, drugog, tre¢eg i sedmog DNP herbicida,
kako bi se procenile mogu¢nosti primene ove metode za pracanje promena u sadrzaju ovih
pigmenata pre nego Sto promene postanu i vizuelno jasno uocljive. Kod vrste C. album je
utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike izmedu tretiranih i kontrolnih biljaka treceg i
sedmog DNP mezotriona, za trake na pozicijma 15221 1007 cm-! (Tabela 1i 3), svaki za sebe,
dok tokom prvog i drugog DNP nije bilo znacajne razlike ni za jedan od tri karakteristicna
pika za karotenoide (Tabela 1-3).

Kod A. theophrasti je utvrdeno postojanje statisticki veoma znacajne razlike izmedu
tretiranih i kontrolnih biljaka za trake na pozicijama 1160 i 1525 cm'! samo sedmog DNP
mezotriona, dok za prvi, drugi i tre¢i DNP nije bilo znacajnih razlika (Tabela 2 i 3). Moguce
je da se dobijeni rezultati, primenom Ramanove spektroskopije, koji ukazuju na kasniji uticaj
mezotriona na promene relativnog sadrzaja karotenoida kod A. theophrasti mogu pripisati
specifi¢noj gradi epidermisa lica lista, koji ima brojnije dlake u poredenju sa C. album gde su se
promene mogle zapaziti ve¢ treceg dana nakon primene mezotriona. Sve pomenute povrsinske
strukture lista A. theophrasti zajedno doprinose snaznoj barijeri za apsorpciju herbicida preko
lisne povrsine (Sanyal et al., 2006) i posledi¢no kasniji uticaj na relativni sadrzaj karotenoida
u listovima biljaka tretiranih herbicidima.

Do sada je Ramanova spektroskopija jedino bila primenjivana za procenu uticaja mezotriona,
kao i drugih inhibitora biosinteze karotenoida (diflufenikan, klomazon) i amidosulfurona kroz
istrazivanje sadrzaja karotenoida i hlorofila u listovima suncokreta (Vitek i sar., 2017). Saglasno
rezultatima ove studije, nasa istrazivanja ukazuju da je primenom Ramanove spektroskopije
moguca jasna detekcija uticaja mezotriona na karotenoide u listovima C.album ve¢ treceg
DNP herbicida. Imaju¢i u vidu da se mehanizam delovanja mezotriona zasniva na inhibiciji
biosinteze karotenoida dobijeni rezultati u ovom istrazivanju su bili i o¢ekivani i ukazuju na
mogucnosti primene Ramanove spektroskopije, kao brze, nedestruktivne i efikasne metode,
za skrining fizioloskog stanja kroz analizu hemijskog profila kako korovskih tako i gajenih
biljaka u uslovima razlicitih vrsta stresa na biljke.
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Use of Raman spectroscopy for determining the effects of herbicides on the
carotenoid content in Chenopodium album and Abutilon theophrasti leaves

SUMMARY

Raman spectroscopy has so far proved to be a suitable method for the analysis of carotenoids in
a wide range of plant samples. This study aimed to determine whether the influence of mesotrione
on the changes in carotenoid content of leaves in treated weed species Chenopodium album
and Abutilon theophrasti can be detected using Raman spectroscopy. When the plants reached
the targeted growth stages (C. album: 4 leaves, A. theophrasti: 2 leaves), Skaut herbicide (a.i.
mesotrione 480 g I'1, SC) was applied in the amount of 120 g a.i. ha! in the tank mix with the
adjuvant Alteox wet 40 (a.i. mineral oil (500 g L'!) + polyoxy alcohol (500 g L-1)), in the amount
of 1 L hal. Leaf analysis, using Raman spectroscopy, was performed four times: on the 1st, 22d, 3rd,
and 7t day after the application of mesotrione. The intensity of the bands in the obtained Raman
spectra, at positions 1007, 1155, and 1522 cm'! in untreated and treated plants was analysed to
determine the relative carotenoid content. The obtained results have shown that changes in the
relative carotenoid content in the leaves of treated C. album plants can be detected as early as 3
days after theapplication of mesotrione, compared to the leaves of untreated plants of the same
age. Meanwhile, a statistically significant difference for the same parameter in the leaves of
treated A. theophrasti plants was evident at a later stage than in C. album, on the 7t day after the
application of mesotrione. Consequently, this study has confirmed that Raman spectroscopy can
be used as an adequate method for the rapid detection of the effect of herbicides on the content
of carotenoids in the leaves of treated weed species.
Keywords: Raman microscopy, relative carotenoid content, mesotrione, lamb’s quarters, Velvetleaf.
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