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REZIME

Genotoksi¢na svojstva herbicida GAL-57, koji u svom sastavu ima dve aktivne materije,
bentazon i dikambu, ispitivana su primenom Ames-ovog testa.

Koriscene su bakterije Salmonella typhimurium (sojevi TA98 i TA100) i Escherichia coli
(WP2uvrA soj). Ispitivano je devet koncentracija preparata u opsegu 19.53-5000 pg/ploca
pri ¢emu je svaka koncentracija, kao i kontrole, testirana po tri puta. Ispitivanje je obavljeno
sa i bez metabolicke aktivacije (mikrozomska frakcija jetre, S-9 mix).

Rezultatiispitivanja su pokazalida nema nibioloski ni statisticki znacajnog povecanja fak-
tora mutacije na osnovu ¢ega se zaklju¢uje da herbicid GAL-57, u eksperimentalnim uslovi-
ma Ames-ovog testa, ne poseduje genotoksicna svojstva (sa i bez metabolicke aktivacije).

Kljucne reci: GAL-57; mutagenost; bentazon; dikamba; Ames-ov test

uvobD

GAL-57 je herbicid (preparat) koji u svom sastavu
ima dve aktivne materije, bentazon i dikambu. Name-
njen je za suzbijanje $irokolisnih korova u usevima str-
nih Zita, kukuruza, i dr.

Bentazon [3-(izopropil)-1H-2,1,3-benzotiadiazin-
4(3H)-on 2,2-dioksid] je selektivni, kontaktni herbi-
cid koji pripada grupi benzotiadiazinona a deluje kao
inhibitor transporta elektrona u procesu fotosinteze.
Koristi se za suzbijanje $irokolisnih vrsta korova u raz-
li¢itim usevima, pre svega uskolisnim (kukuruz, pse-
nica, pirinag), ali i Sirokolisnim (pasulj, soja, grasak,

krompir, kikiriki) (Huber i Otto, 1994). Dikamba
(3,6-dihlor-o-anizinska ili anizolna kiselina; 3,6-di-
hloro-2-metoksi benzoeva kiselina) je selektivni, hor-
monski herbicid, derivat benzoeve kiseline koji deluje
kao sinteti¢ki auksin. Primenjuje se u usevima merkan-
tilnog i silaznog kukuruza, sirka, $e¢erne trske i aspa-
ragusa, na strnistima, pasnjacima i travnjacima, u sko-
ro svim zemljama Evrope i SAD, za suzbijanje jednogo-
di$njih i nekih visegodisnjih Sirokolisnih vrsta korova
(Ahrens, 1994; FAO, 2001).

Proucavanja sudbine i prisustva pesticida u Zivotnoj
sredini, u poslednjih dvadesetak godina, pokazala su
dasebentazon i dikamba, gotovo redovno, nalaze na li-
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sti zagadivaca povrsinskih i podzemnih voda kao i vo-
da za pice $irom sveta, nekad i u koncentracijama koje
su ve¢e od dozvoljenih po svetski priznatim standardi-
ma (Caux i sar., 1993; Spliid i Keppen, 1998; Gilliom
i sar., 1999; Philips i Bode, 2004; Riise i sar., 2004;
Guizzella i sar., 2005). Zbog toga se poslednjih godina
intenzivno radi na ispitivanju toksi¢nih svojstava ova
dva herbicida a posebna paznja se posveéuje njihovim
mutagenim svojstvima zbogeventualnih §tetnih efeka-
ta na ¢oveka i zivotnu sredinu. Rezultati ispitivanja ge-
notoksi¢nih svojstava bentazona i dikambe su opre¢ni
(nisu konzistentni). Mada su oba herbicida, po kriteri-
jumima WHO i IPCS (International Programme on
Chemical Safety), svrstani u grupu pesticida koji ne po-
seduju mutagena svojstva, ne izazivaju hromozomske
aberacije niti o$te¢enja DNA, ni u iz vitro ni u in vivo
cksperimentima (WHO/IPCS, 1992), novija prouca-
vanja pokazuju da to nije sasvim ta¢no.

Tako su, na primer, Gelbke i Jackh (1985; cit. WHO/
IPCS, 1992) utvrdili slaba mutagena svojstva bentazo-
na, odnosno utvrdili su da izaziva tatkaste mutacije u
cksperimentima na HGPRT lokusu jajnih ¢elija kine-
skog hréka (Chinese Hamster Ovary Cells). Biradar i
Rayburn (1995) su pokazali da bentazon poseduje kla-
stogena svojstva ali da povecanje koeficijenta varijacije,
koje je pradeno kao pokazatelj klastogenog potencijala,
nije bilo statisti¢ki znacajno. Mutagena svojstva benta-
zona nedavno su potvrdili i Kaya i saradnici (2004) na
testu sa Drosophila melanogaster, ali samo posle bioakti-
vacije, $to suautori objasnili kao posledicu delovanja me-
tabolita bentazona koji su genotoksi¢niji od samog ben-
tazona. Proucavanja Yodera i saradnika (1973) pokaza-
la su da dikamba, zajedno sa drugim primenjivanim pe-
sticidima, izaziva ve¢u ulestalost pojave hromozomskih
aberacija kod radnika koji su primenjivali pesticide u to-
ku sezone, u poredenju sa istim ispitivanjima u toku zi-
me. Proudavanja genotoksi¢nih svojstava dikambe u 77
vitro testovima pokazuju da dikamba izaziva o$te¢enja
DNA u kulturi perifernih limfocita ¢oveka (sa metabo-
lickom aktivacijom), a takode i da uti¢e na poveéanje
uestalosti promene sestrinskih hromatida (Perocco i
sar., 1990). Najnovija prou¢avanja Sornesena i saradni-
ka (2004. i 2005) pokazala su da dikamba ne poseduje
genotoksi¢na svojstvau CHO testu, ali da je, posle reak-
cije sa redukovanom glinom, nivo oste¢enja DNA u di-
rektnoj zavisnosti od primenjenih koncentracija.

Ispitivanja genotoksi¢nih svojstava dikambe u testo-
vima koji se izvode na biljkama mahom daju pozitivne
rezultate. Tako su Wuu i Grant (1966. i 1967) utvrdili
dadikamba izaziva pojavu hromozomskih aberacija na
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¢elijama polena je¢ma, a Mohammed i Ma (1999) su sa
Tradescantia-mikronukleus testom i Tradescantia-te-
stom mutacija na polenu (Stamen Hair Mutation Test)
pokazalidaje dikamba, u svim ispitivanim dozama, bi-
la pozitivna, tako da je zaklju¢eno da, u ovim testovi-
ma, izaziva mutacije i ostecenja hromozoma.

Testovi sa transgenom biljkom Arabidopsis thaliana
pokazali su da dikamba pokazuje mutagena svojstva,
odnosno izaziva pojavu poveéane (2.07 puta) uéestalo-
sti homologih rekombinacija i tatkastih (adenin-gua-
nin) mutacija (65%) pri ¢emu je utvrdena zavisnost mu-
tagenih promena i primenjene koncentracije dikambe
$to je prvi cksperimentalni nalaz te vrste u svetu (Fil-
kowski i sar., 2003).

U ranijim radovimau kojimaje genotoksi¢nost ispiti-
vananabakterijamaroda Salmonellai Escherichiautvr-
deno je da dikamba i bentazon ne poseduju mutagena
svojstva (Andersen i sar., 1972; Poole i sar., 1977; Sim-
mon, 1980; Eisenbeis i sar., 1981; Morya i sar., 1983).
I neki noviji radovi potvrduju konstataciju da dikam-
ba i bentazon ne poseduju mutagena svojstva. Tako je
u eksperimentima u kojima je praé¢ena pojava hromo-
zomskih aberacija u ko$tanoj srzi pacova potvrdeno da
dikamba ne poseduje klasterogena svojstva (Hrelia i
sar., 1994) dok su, primenom Comet i mikronukleus
testa, Garagna i saradnici (2005) utvrdili da bentazon
nije genotoksican.

Imajuéi u vidu podatke o genotoksi¢nim svojstvima
bentazona i dikambe, cilj ovog rada bio je da se, prime-
nom Ames-ovog testa, ispitaju genotoksiéna svojstva
preparata koji je mesavina ova dva herbicida, i da se
utvrdi da li ima razlika u pogledu delovanja aktivnih
materija pojedina¢no i u kombinaciji, odnosno (i) da li
posle njihovog mesanja u preparatu dolazi do promene
mutagenih svojstava pojedina¢nih aktivnih materija.

MATERIJAL | METODE
Eksperimentalne bakterije

U ovim ispitivanjima kori$¢ene su bakterije Sa/-
monella typhimurium (sojevi TA98 i TA100), Prof.
Ames’s Laboratory, Berkeley, CA, USA, i Escherichia
¢oli WP2uvrA soj, Gedeon Richter Co. Budapest, Hun-
gary. Bakeerije su, pre pocetka ecksperimenta, skladiste-
ne na - 80+10°C u mikrobioloskoj laboratoriji LAB
International Ltd., Veszprém, Madarska. Pre pocetka
eksperimentaizvrenaje proverarasta bakterijau medi-
jumu sa tragovima histidina, odnosno triptofana.
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Test supstanca (Ispitivani preparat)

U radu je kori3¢en herbicid (preparat) GAL-57, pro-
izvod firme ,Galenika-Fitofarmacija”, Beograd, koji u
svom sastavu ima dve aktivne materije, bentazon i di-
kambu. Preparat je u obliku te¢nosti, svetlo braon bo-
je, bez mirisa. Bentazon i dikamba se u preparatu nala-
ze u obliku natrijumovih soli rastvorljivih u vodi.

Ames-ov test

Ames-ov test je raden po metodologiji OECD i EPA
(OECD, Metoda 471, 1997; US EPA, 1996. i 1998).
Sojevi bakterija Salmonella typhimurium (TA98 i
TA100) i Escherichia coli WP2uvrA koji su kori3éeniu
ovim eksperimentima imaju mutaciju na genomu koja
im onemogudava rast na podlogama bez histidina, od-
nosno triptofana. U prisustvu mutagenih agenasa do-
lazi do mutacije na istom mestu u genomu i one pono-
vo sti¢u sposobnost rasta na podlogama bez pomenu-
tih amino kiselina, $to ukazuje na mutageno delovanje
supstance. Salmonella typhimurium TA98 se koristi
za detekciju ,,frameshift” mutacija dok se Salmonella
typhimurium TA100 i E. coli WP2uvrA koriste za de-
tekciju takozvanih zamena parova baza (base-pair sub-
stitutions) (Ames i sar., 1975; Maron i Ames, 1983).

Ispitivano je devet koncentracija test supstance:
5000, 2500, 1250, 625, 312.50, 156.25, 78.13, 39.06
i19.53 pg/ploca, pri ¢emu je svaka koncentracija, kao i
kontrole, testirana po tri puta. Ispitivanje je obavljeno
sa i bez metabolicke aktivacije (mikrozomska frakcija
jetre, S-9 mix). Kao pozitivne kontrole kori$éeni su: na-
trijum azid (SAZ), 9-aminoakridin (9AA), 4-nitro-o-
fenilendiamin (NPD), metil-metansulfonat (MMS) i
2-aminoantracen (2A A), kao negativna kontrola kori-
$éeni su rastvaradi (destilovana voda i DMSO), a kao
netretirana kontrola samo agar. Pre izvodenja glavnog
testa uraden je test rastvorljivosti preparata (GAL-57)
kao i ,range finding” test.

Broj kolonija u pozitivnoj i negativnoj kontroli, kao
i broj kolonija u petri-posudama sa ispitivanim prepa-
ratom ocitavan je (jednostavnim brojanjem kao i broja-
njem uz pomo¢ automatskog broja¢a) 48 sati nakon za-
sejavanja kolonija a srednja vrednost i standardna devi-
jacija su izra¢unate kori$¢enjem softverskog programa
Microsoft Excel.

U skladu sa primenjenim metodama kao kriterijum
za interpretaciju rezultata koriséen je njihov biologki
znacaj. Po ovoj metodologiji, test supstanca se smatra

mutagenom ako se pojavi povecanje broja revertanata
koje je dozno zavisno (zavisno od primenjenih doza) i
ako se ovakav bioloski pozitivan rezultat moze ponovi-
tizabarjednu ispitivanu dozu, kod najmanje jednog so-
ja bakterija, sa ili bez metaboli¢ke aktivacije. Ako test
supstanca ne izaziva povecanje broja revertanata koje
je dozno zavisno, i ako dobijeni pozitivni rezultati nisu
ponovljivi za bilo koju ispitivanu dozu onda se smatra
da test supstanca ne poseduje mutagena svojstva.

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabelama 1, 2 i
3. Kao $to se iz rezultata prikazanih za soj Salmonela
typhimurium TA98 moze videti (Tabela 1) nemabiolo-
$ki znadajnog povecanja faktora mutacije a zabelezene
su vrednosti od 0.90 do 1.45, sa i bez metaboli¢ke ak-
tivacije. Do neznatnog povecanja doslo je samo u do-
zi od 2500 pg/ploca, bez metabolicke aktivacije, ali i
u tom slucaju faktor mutacije je iznosio 1.45. Kod so-
ja TA 100, sa i bez metabolitke aktivacije, faktor mu-
tacije kretao se 0.86-1.17 (Tabela 2), dok se kod E. coli
W P2 uvrA kretao 0.80-1.35 (Tabela 3).

U ispitivanju mutagenih svojstava herbicida GAL-
57 uocena su sporadi¢na povecanja broja revertant ko-
lonija ispitivanih sojeva bakterija, u poredenju sa vred-
nostima registrovanim za kontrolu, koja nisu bila u ko-
relaciji sa primenjenim koncentracijama. Najvece regi-
strovano povecanje zabelezZeno je za soj S. typhimuri-
um TA98 pri koncentraciji od 2500 pg/ploc¢a (bez me-
taboli¢ke aktivacije). Faktor mutacije u tom slucaju iz-
nosio je 1.45. U isto vreme faktor mutacije za pozitiv-
nu kontrolu (NPD) iznosio je 20.55.

U slucaju E. coli, za koncentraciju od 156.25 pg/plo-
¢a (bez metaboli¢ke aktivacije) faktor mutacije iznosio
je 1.35, dok je za pozitivnu kontrolu (MMS) iznosio
10.71.

Oba registrovana povecanja su bez statisticke, ali i
bez bioloske znacajnosti u poredenju sa kontrolnim
vrednostima. U oba slucaja registrovani faktori muta-
cije bili su daleko ispod ,,praga”, a zabeleZene promene
su, najverovatnije, odraz bioloske varijabilnostiispitiva-
nih sojeva bakterija. Broj revertanata u sludaju rastva-
ra¢a (DMSO) bio je neznatno smanjen u odnosu na
netretiranu kontrolu, ali je i ovo smanjenje odraz bio-
loske varijabilnosti i u granicama je istorijske kontro-
le laboratorije. Razvoj bakterijskih kolonija bio je nor-
malan u svim ispitivanim sojevima, sa i bez metaboli¢-
ke aktivacije.
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Tabela 1. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci- Tabela 2. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci-
ja sa sojem Salmonela typhimurium TA98 ja sa sojem Salmonela typhimurium TAI100
Table 1. Revertant colony number in the initial mutation test Table 2. Revertant colony number in the initial mutation test
with Salmonela typhimurium TA98 with Salmonela typhimurium TA100

2 2 _

. ° 3 . ER L~ Iy ) . £ AT
i;?;igét:;luw i{; /?5% i‘% % 3:@ if:’/ Koncentracija (ug/plo¢a) f—g §§ % g i:é i_\’/
Concentration —.53 \q): E g _—g S_\ g g Concentration (ug/plate) —g \u; § g g S\ g g
(wg/place) 29288 §2t% 238% S9E%

SEEE EEES SE=E EEES
mEB s FE3 8 maB 8 3434
X 25.3 23.7 X 141.7 120.3
5000 SD 252 2.08 5000 SD 23.69 11.06
MF 1.10 0.90 MF 1.08 0.86
X 33.3 25.0 X 148.0 136.7
2500 SD 4.62 2.65 2500 SD 17.44 11.68
MF 1.45 0.95 MEF 1.12 0.98
X 29.7 27.0 X 154.7 141.3
1250 SD 7.57 1.00 1250 SD 15.50 8.74
MF 1.29 1.03 MF 1.17 1.01
X 29.3 25.0 X 133.7 151.0
625 SD 3.21 7.00 625 SD 22.59 16.00
MF 1.28 0.95 MF 1.02 1.08
X 25.7 27.0 X 141.3 130.0
312.5 SD 3.21 5.20 312.5 SD 14.01 6.56
MF 1.12 1.03 MF 1.07 0.93
X 26.7 25.0 X 135.7 130.3
156.25 SD 5.51 5.57 156.25 SD 15.63 11.15
MF 1.16 0.95 MF 1.03 0.93
X 28.3 30.3 X 132.0 146.0
78.13 SD 8.02 10.02 78.13 SD 8.89 9.64
MF 1.23 1.15 MF 1.00 1.04
X 29.7 25.0 X 136.0 148.0
39.06 SD 3.79 6.24 39.06 SD 7.94 7.21
MF 1.29 0.95 MF 1.03 1.06
X 24.0 267 X 129.7 146.7
19.53 SD 6.08 351 1953 SD 18.77 24.85
MEF 1.04 1.01 MEF 0.97 1.05
_ X 23.0 203 ) X 146.0 145.0
e ST D U S s S
MF 1.00 0.77 MF 1.11 1.04
X 17.7 28.3 X 134.3 132.0
AN S S
MF 0.77 1.08 MF 1.02 0.94
Kontrola sa desti- X 23.0 263 Kontrola sa destilova- X 131.7 140.0
lovanom vodom SD 0.00 6.51 nom vodom SD 19.60 13.86
Distilled water control MF 1.00 1.00 Distilled water control ME 1.00 1.00
Pozitivna kontrola X 363.0 1894.7 Pozitivna kontrola X 988.7 1672.0
Positive control SD 33.18 19.50 Positive control SD 41.43 145.66
(NPD - 4 ug) MF 20.55 66.87 (SAZ-2ug) ME 751 12.67
X = Srednjavrednost (Mean value) X= Srednjavrednost (Mean valuc)
SD = Standardna devijacija (Standard deviation) SD = Standardna devijacija (Standard deviation)
ME = Faktor mutacije (Mutation factor) MF = Faktor mutacije (Mutation factor)
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Tabela 3. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci-
ja sa sojem Escherichia coli WP2 uvrd

Table 3. Revertant colony number in t he initial mutation
test with Escherichia coli WP2 uvrA

2
y S EZ .~
Koncentracija (ug/plo¢a) i{; %\g 3 g \t;‘g %
Concentration (ug/plate) - E g 2 ‘_cEz\ g \g
P8 s T9i
55588 i3s3
[2olaEs} < wv s <
X 45.0 517
5000 SD 1.00 416
MF 0.95 1.14
X 42.3 50.0
2500 SD 8.08 5.29
MEF 0.89 1.10
X 38.0 51.3
1250 SD 3.61 8.50
MF 0.80 1.13
X 49.0 54.3
625 SD 3.46 8.50
MF 1.04 1.20
X 53.0 54.7
312.5 SD 6.93 777
MEF 1.12 1.21
X 637 52.0
156.25 SD 17.67 3.46
MF 1.35 1.15
X 437 55.7
78.13 SD 4.04 7.64
MEF 0.92 1.23
X 48.7 57.7
39.06 SD 6.66 4.04
MF 1.03 1.27
X 39.3 50.7
19.53 SD 11.02 4.51
MF 0.83 1.12
_ X 48.0 427
o S
MEF 1.01 0.94
DMSO koncrol X 40.7 48.7
DMSO control SD 8.08 6.35
MF 0.86 1.07
Kontrola sa destilova- X 47.3 45.3
nom vodom SD 1.53 12.58
Distilled water control ME 1.00 1.00
Pozitivna kontrola X 507.0 1513
Positive control SD 104.48 7.23
(SAZ-2yg) MF 1071 3.11

X = Srednjavrednost (Mean value)
SD = Standardna devijacija (Standard deviation)
ME = Faktor mutacije (Mutation factor)

Sa druge strane, broj revertant kolonija kod ispitiva-
nih poznatih mutagenih agenasa, koji su kori$¢eni kao
pozitivna kontrola, bio je statisti¢ki i bioloski znacajno
povecan. Po metodologiji po kojoj je raden test ispitiva-
na supstanca se smatra mutagenom ako se pojavi pove-
¢anje broja revertanata koje je u korelaciji sa primenje-
nim dozama ili ako se javi ponovljiv, bioloski relevan-
tan pozitivan odgovor za najmanje jednu dozu, kod naj-
manje jednog soja bakterija, sa ili bez metabolicke akti-
vacije. Prema tome, moze se re¢i da ispitivani herbicid,
u datim eksperimentalnim uslovima, ne ispoljava mu-
tagena svojstva ni kod jednog soja bakterija, saibez me-
taboli¢ke aktivacije.

Kao bioloski relevantano poveéanje smatra se ono
koje se javi u slede¢im slu¢ajevima:

o ako je za soj TA100 broj reverzija najmanje dva puta

vedi u odnosu na kontrolu (rastvarac), i
e ako je za sojeve TA98, TA1535 i TA1537 i E. coli

WP2uvrA broj reverzija najmanje tri puta vedi u od-

nosu na kontrolu (rastvarac).

Prema tome moze se re¢i daispitivani herbicid nije is-
poljio mutagena svojstva ni kod jednog soja bakterija,
sa i bez metaboli¢ke aktivacije.

I aktivne materije bentazon i dikamba su, po kriteri-
jumima WHO/IPCS (1992), svrstani u grupu pestici-
dakoji ne poseduju mutagena svojstva i ne izazivaju po-
javu hromozomskih aberacija ni o§te¢enja DNA niu iz
vitro ni u in vivo eksperimentima. Ames-ovim testom
na bakterijama roda Salmonella i Escherichia brojni
autori su pokazali da dikamba i bentazon ne deluju mu-
tageno (Andersen i sar., 1972; Poole i sar., 1977; Sim-
mon, 1980; Eisenbeis i sar., 1981; Morya i sar., 1983).

U ovim ispitivanjima je pokazano da ova dva herbici-
da u kombinaciji (GAL-57), takode, ne ispoljavaju mu-
tagena svojstva, odnosno da nema razlike u njihovom
pojedina¢nom delovanju i u delovanju obe supstance
u isto vreme.
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Genotoxicity of GAL-57 Herbicide
in Salmonella typhimurium and
Escherichia coli

SUMMARY

Genotoxicity of the herbicide GAL-57, containing two active ingredients; bentazon and
dicamba, was investigated using the Ames test.

Salmonella typhimurium (tester strains TA98 and TA100) and Escherichia coli (strain
WP2uvrA) were used. Nine product concentrations were tested at a range of 19.53-5000
ug/plate and each concentration, as well as the controls, in triplicate. Testing was done with
and without metabolic activation (liver microsomal fraction, S-9 mix).

The results of our investigation revealed no biological or statistically significant increase
in mutagenic factors, and this offered a basis for our conclusion that the herbicide GAL-57
has no genotoxic properties (with or without metabolic activation) under experimental
conditions in the Ames test.

Keywords: GAL-57; Mutagenicity; Bentazon; Dicamba; Ames test
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