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REZIME

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

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

Rezultati ispitivanja su pokazali da nema ni biološki ni statistički značajnog povećanja fak
tora mutacije na osnovu čega se zaključuje da herbicid GAL-57, u eksperimentalnim uslovi
ma Ames-ovog testa, ne poseduje genotoksična svojstva (sa i bez metaboličke aktivacije).
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uvod

GAL-57 je herbicid (preparat) koji u svom sastavu 
ima dve aktivne materije, bentazon i dikambu. Name
njen je za suzbijanje širokolisnih korova u usevima str
nih žita, 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 širokolisnih vrsta korova u raz
ličitim usevima, pre svega uskolisnim (kukuruz, pše
nica, pirinač), ali i širokolisnim (pasulj, soja, grašak, 

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 sintetički auksin. Primenjuje se u usevima merkan
tilnog i silažnog kukuruza, sirka, šećerne trske i aspa
ragusa, na strništima, pašnjacima i travnjacima, u sko
ro svim zemljama Evrope i SAD, za suzbijanje jednogo
dišnjih i nekih višegodišnjih širokolisnih vrsta korova 
(Ahrens, 1994; FAO, 2001).

Proučavanja sudbine i prisustva pesticida u životnoj 
sredini, u poslednjih dvadesetak godina, pokazala su 
da se bentazon i dikamba, gotovo redovno, nalaze na li
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sti zagađivača površinskih i podzemnih voda kao i vo
da za piće širom sveta, nekad i u koncentracijama koje 
su veće od dozvoljenih po svetski priznatim standardi
ma (Caux i sar., 1993; Spliid i Køppen, 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 toksičnih svojstava ova 
dva herbicida a posebna pažnja se posvećuje njihovim 
mutagenim svojstvima zbog eventualnih štetnih efeka
ta na čoveka i životnu sredinu. Rezultati ispitivanja ge
notoksičnih svojstava bentazona i dikambe su oprečni 
(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 oštećenja DNA, ni u in vitro ni u in vivo 
eksperimentima (WHO/IPCS, 1992), novija prouča
vanja pokazuju da to nije sasvim tačno. 

Tako su, na primer, Gelbke i Jackh (1985; cit. WHO/
IPCS, 1992) utvrdili slaba mutagena svojstva bentazo
na, odnosno utvrdili su da izaziva tačkaste mutacije u 
eksperimentima na HGPRT lokusu jajnih ćelija kine
skog hrčka (Chinese Hamster Ovary Cells). Biradar i 
Rayburn (1995) su pokazali da bentazon poseduje kla
stogena svojstva ali da povećanje koeficijenta varijacije, 
koje je praćeno kao pokazatelj klastogenog potencijala, 
nije bilo statistički značajno. Mutagena svojstva benta
zona nedavno su potvrdili i Kaya i saradnici (2004) na 
testu sa Drosophila melanogaster, ali samo posle bioakti
vacije, što su autori objasnili kao posledicu delovanja me
tabolita bentazona koji su genotoksičniji od samog ben
tazona. Proučavanja Yodera i saradnika (1973) pokaza
la su da dikamba, zajedno sa drugim primenjivanim pe
sticidima, izaziva veću učestalost pojave hromozomskih 
aberacija kod radnika koji su primenjivali pesticide u to
ku sezone, u poređenju sa istim ispitivanjima u toku zi
me. Proučavanja genotoksičnih svojstava dikambe u in 
vitro testovima pokazuju da dikamba izaziva oštećenja 
DNA u kulturi perifernih limfocita čoveka (sa metabo
ličkom aktivacijom), a takođe i da utiče na povećanje 
učestalosti promene sestrinskih hromatida (Perocco i 
sar., 1990). Najnovija proučavanja Sornesena i saradni
ka (2004. i 2005) pokazala su da dikamba ne poseduje 
genotoksična svojstva u CHO testu, ali da je, posle reak
cije sa redukovanom glinom, nivo oštećenja DNA u di
rektnoj zavisnosti od primenjenih koncentracija.

Ispitivanja genotoksičnih svojstava dikambe u testo
vima koji se izvode na biljkama mahom daju pozitivne 
rezultate. Tako su Wuu i Grant (1966. i 1967) utvrdili 
da dikamba izaziva pojavu hromozomskih aberacija na 

ćelijama polena ječma, a Mohammed i Ma (1999) su sa 
Tradescantia-mikronukleus testom i Tradescantia-te
stom mutacija na polenu (Stamen Hair Mutation Test) 
pokazali da je dikamba, u svim ispitivanim dozama, bi
la pozitivna, tako da je zaključeno da, u ovim testovi
ma, izaziva mutacije i oštećenja hromozoma.

Testovi sa transgenom biljkom Arabidopsis thaliana 
pokazali su da dikamba pokazuje mutagena svojstva, 
odnosno izaziva pojavu povećane (2.07 puta) učestalo
sti homologih rekombinacija i tačkastih (adenin-gua
nin) mutacija (65%) pri čemu je utvrđena zavisnost mu
tagenih promena i primenjene koncentracije dikambe 
što je prvi eksperimentalni nalaz te vrste u svetu (Fil
kowski i sar., 2003). 

U ranijim radovima u kojima je genotoksičnost ispiti
vana na bakterijama roda Salmonella i Escherichia utvr
đeno 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 potvrđuju konstataciju da dikam
ba i bentazon ne poseduju mutagena svojstva. Tako je 
u eksperimentima u kojima je praćena pojava hromo
zomskih aberacija u koštanoj srži pacova potvrđeno 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 genotoksičan. 

Imajući u vidu podatke o genotoksičnim svojstvima 
bentazona i dikambe, cilj ovog rada bio je da se, prime
nom Ames-ovog testa, ispitaju genotoksična svojstva 
preparata koji je mešavina ova dva herbicida, i da se 
utvrdi da li ima razlika u pogledu delovanja aktivnih 
materija pojedinačno i u kombinaciji, odnosno (i) da li 
posle njihovog mešanja u preparatu dolazi do promene 
mutagenih svojstava pojedinačnih aktivnih materija.

materijal i metode

Eksperimentalne bakterije

U ovim ispitivanjima korišćene su bakterije Sal
monella typhimurium (sojevi TA98 i TA100), Prof. 
Ames’s Laboratory, Berkeley, CA, USA, i Escherichia 
coli WP2uvrA soj, Gedeon Richter Co. Budapest, Hun
gary. Bakterije su, pre početka eksperimenta, skladište
ne na - 80±10°C u mikrobiološkoj laboratoriji LAB 
International Ltd., Veszprém, Mađarska. Pre početka 
eksperimenta izvršena je provera rasta bakterija u medi
jumu sa tragovima histidina, odnosno triptofana.

D. Brkić i saradnici
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Test supstanca (Ispitivani preparat)

U radu je korišćen 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 tečnosti, 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 rađen 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 korišćeni u 
ovim eksperimentima imaju mutaciju na genomu koja 
im onemogućava 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 stiču sposobnost rasta na podlogama bez pomenu
tih amino kiselina, što 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 
i 19.53 µg/ploča, pri čemu je svaka koncentracija, kao i 
kontrole, testirana po tri puta. Ispitivanje je obavljeno 
sa i bez metaboličke aktivacije (mikrozomska frakcija 
jetre, S-9 mix). Kao pozitivne kontrole korišćeni su: na
trijum azid (SAZ), 9-aminoakridin (9AA), 4-nitro-o-
fenilendiamin (NPD), metil-metansulfonat (MMS) i 
2-aminoantracen (2AA), kao negativna kontrola kori
šćeni su rastvarači (destilovana voda i DMSO), a kao 
netretirana kontrola samo agar. Pre izvođenja glavnog 
testa urađen 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 očitavan je (jednostavnim brojanjem kao i broja
njem uz pomoć automatskog brojača) 48 sati nakon za
sejavanja kolonija a srednja vrednost i standardna devi
jacija su izračunate korišćenjem softverskog programa 
Microsoft Excel.

U skladu sa primenjenim metodama kao kriterijum 
za interpretaciju rezultata korišćen je njihov biološki 
značaj. Po ovoj metodologiji, test supstanca se smatra 

mutagenom ako se pojavi povećanje broja revertanata 
koje je dozno zavisno (zavisno od primenjenih doza) i 
ako se ovakav biološki pozitivan rezultat može ponovi
ti za bar jednu ispitivanu dozu, kod najmanje jednog so
ja bakterija, sa ili bez metaboličke aktivacije. Ako test 
supstanca ne izaziva povećanje 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 I diskusija

Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabelama 1, 2 i 
3. Kao što se iz rezultata prikazanih za soj Salmonela 
typhimurium TA98 može videti (Tabela 1) nema biolo
ški značajnog povećanja faktora mutacije a zabeležene 
su vrednosti od 0.90 do 1.45, sa i bez metaboličke ak
tivacije. Do neznatnog povećanja došlo je samo u do
zi od 2500 µg/ploča, bez metaboličke aktivacije, ali i 
u tom slučaju faktor mutacije je iznosio 1.45. Kod so
ja TA 100, sa i bez metaboličke aktivacije, faktor mu
tacije kretao se 0.86-1.17 (Tabela 2), dok se kod E. coli 
WP2 uvrA kretao 0.80-1.35 (Tabela 3).

U ispitivanju mutagenih svojstava herbicida GAL-
57 uočena su sporadična povećanja broja revertant ko
lonija ispitivanih sojeva bakterija, u poređenju sa vred
nostima registrovanim za kontrolu, koja nisu bila u ko
relaciji sa primenjenim koncentracijama. Najveće regi
strovano povećanje zabeleženo je za soj S. typhimuri
um TA98 pri koncentraciji od 2500 µg/ploča (bez me
taboličke aktivacije). Faktor mutacije u tom slučaju iz
nosio je 1.45. U isto vreme faktor mutacije za pozitiv
nu kontrolu (NPD) iznosio je 20.55.

U slučaju E. coli, za koncentraciju od 156.25 µg/plo
ča (bez metaboličke aktivacije) faktor mutacije iznosio 
je 1.35, dok je za pozitivnu kontrolu (MMS) iznosio 
10.71.

Oba registrovana povećanja su bez statističke, ali i 
bez biološke značajnosti u poređenju sa kontrolnim 
vrednostima. U oba slučaja registrovani faktori muta
cije bili su daleko ispod „praga”, a zabeležene promene 
su, najverovatnije, odraz biološke varijabilnosti ispitiva
nih sojeva bakterija. Broj revertanata u slučaju rastva
rača (DMSO) bio je neznatno smanjen u odnosu na 
netretiranu kontrolu, ali je i ovo smanjenje odraz bio
loške varijabilnosti i u granicama je istorijske kontro
le laboratorije. Razvoj bakterijskih kolonija bio je nor
malan u svim ispitivanim sojevima, sa i bez metabolič
ke aktivacije.

Pestic. fitomed. (Beograd), 21 (2006) 317-323
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Tabela 1. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci-
ja sa sojem Salmonela typhimurium TA98
Table 1. Revertant colony number in the initial mutation test 
with Salmonela typhimurium TA98
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X 25.3 23.7
SD 2.52 2.08
MF 1.10 0.90

2500
X 33.3 25.0
SD 4.62 2.65
MF 1.45 0.95

1250
X 29.7 27.0
SD 7.57 1.00
MF 1.29 1.03

625
X 29.3 25.0
SD 3.21 7.00
MF 1.28 0.95

312.5
X 25.7 27.0
SD 3.21 5.20
MF 1.12 1.03

156.25
 X 26.7 25.0
SD 5.51 5.57
MF 1.16 0.95

78.13
X 28.3 30.3
SD 8.02 10.02
MF 1.23 1.15

39.06
X 29.7 25.0
SD 3.79 6.24
MF 1.29 0.95

19.53
X 24.0 26.7
SD 6.08 3.51
MF 1.04 1.01

Netretirana kontrola
Untreated control

X 23.0 20.3
SD 1.00 4.04
MF 1.00 0.77

DMSO kontrola
DMSO control

X 17.7 28.3
SD 3.51 2.08
MF 0.77 1.08

Kontrola sa desti
lovanom vodom 
Distilled water control

 X 23.0 26.3
SD 0.00 6.51
MF 1.00 1.00

Pozitivna kontrola 
Positive control  
(NPD - 4 µg)

X 363.0 1894.7
SD 33.18 19.50
MF 20.55 66.87

X = Srednja vrednost (Mean value)
SD = Standardna devijacija (Standard deviation)
MF = Faktor mutacije (Mutation factor)

Tabela 2. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci-
ja sa sojem Salmonela typhimurium TA100
Table 2. Revertant colony number in the initial mutation test 
with Salmonela typhimurium TA100
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5000

X 141.7 120.3
SD 23.69 11.06
MF 1.08 0.86

2500
X 148.0 136.7
SD 17.44 11.68
MF 1.12 0.98

1250
X 154.7 141.3
SD 15.50 8.74
MF 1.17 1.01

625
X 133.7 151.0
SD 22.59 16.00
MF 1.02 1.08

312.5
X 141.3 130.0
SD 14.01 6.56
MF 1.07 0.93

156.25
X 135.7 130.3
SD 15.63 11.15
MF 1.03 0.93

78.13

X 132.0 146.0
SD 8.89 9.64
MF 1.00 1.04

39.06

X 136.0 148.0
SD 7.94 7.21
MF 1.03 1.06

19.53

X 129.7 146.7
SD 18.77 24.85
MF 0.97 1.05

Netretirana kontrola
Untreated control

X 146.0 145.0
SD 3.00 21.28
MF 1.11 1.04

DMSO kontrola
DMSO control

X 134.3 132.0
SD 11.55 16.82
MF 1.02 0.94

Kontrola sa destilova-
nom vodom 
Distilled water control

X 131.7 140.0
SD 19.60 13.86
MF 1.00 1.00

Pozitivna kontrola  
Positive control  
(SAZ - 2 µg)

X 988.7 1672.0
SD 41.43 145.66
MF 7.51 12.67

X = Srednja vrednost (Mean value)
SD = Standardna devijacija (Standard deviation)
MF = Faktor mutacije (Mutation factor)
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Sa druge strane, broj revertant kolonija kod ispitiva
nih poznatih mutagenih agenasa, koji su korišćeni kao 
pozitivna kontrola, bio je statistički i biološki značajno 
povećan. Po metodologiji po kojoj je rađen test ispitiva
na supstanca se smatra mutagenom ako se pojavi pove
ćanje broja revertanata koje je u korelaciji sa primenje
nim dozama ili ako se javi ponovljiv, biološki relevan
tan pozitivan odgovor za najmanje jednu dozu, kod naj
manje jednog soja bakterija, sa ili bez metaboličke akti
vacije. Prema tome, može se reći da ispitivani herbicid, 
u datim eksperimentalnim uslovima, ne ispoljava mu
tagena svojstva ni kod jednog soja bakterija, sa i bez me
taboličke aktivacije.

Kao biološki relevantano povećanje smatra se ono 
koje se javi u sledećim slučajevima:

ako je za soj TA100 broj reverzija najmanje dva puta 
veći u odnosu na kontrolu (rastvarač), i
ako je za sojeve TA98, TA1535 i TA1537 i E. coli 
WP2uvrA broj reverzija najmanje tri puta veći u od
nosu na kontrolu (rastvarač).
Prema tome može se reći da ispitivani herbicid nije is

poljio mutagena svojstva ni kod jednog soja bakterija, 
sa i bez metaboličke aktivacije.

I aktivne materije bentazon i dikamba su, po kriteri
jumima WHO/IPCS (1992), svrstani u grupu pestici
da koji ne poseduju mutagena svojstva i ne izazivaju po
javu hromozomskih aberacija ni oštećenja DNA ni u in 
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), takođe, ne ispoljavaju mu
tagena svojstva, odnosno da nema razlike u njihovom 
pojedinačnom delovanju i u delovanju obe supstance 
u isto vreme.
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Tabela 3. Broj revertant kolonija u inicijalnom testu mutaci-
ja sa sojem Escherichia coli WP2 uvrA
Table 3. Revertant colony number in t he initial mutation 
test with Escherichia coli WP2 uvrA
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5000

X 45.0 51.7
SD 1.00 4.16
MF 0.95 1.14

2500
X 42.3 50.0

SD 8.08 5.29
MF 0.89 1.10

1250
X 38.0 51.3

SD 3.61 8.50
MF 0.80 1.13

625
X 49.0 54.3

SD 3.46 8.50
MF 1.04 1.20

312.5
X 53.0 54.7

SD 6.93 7.77
MF 1.12 1.21

156.25
X 63.7 52.0

SD 17.67 3.46
MF 1.35 1.15

78.13
X 43.7 55.7

SD 4.04 7.64
MF 0.92 1.23

39.06
X 48.7 57.7

SD 6.66 4.04
MF 1.03 1.27

19.53
X 39.3 50.7

SD 11.02 4.51
MF 0.83 1.12

Netretirana kontrola
Untreated control

X 48.0 42.7
SD 9.17 6.03
MF 1.01 0.94

DMSO kontrola
DMSO control

X 40.7 48.7
SD 8.08 6.35
MF 0.86 1.07

Kontrola sa destilova-
nom vodom 
Distilled water control

X 47.3 45.3
SD 1.53 12.58
MF 1.00 1.00

Pozitivna kontrola  
Positive control 
(SAZ - 2 µg)

X 507.0 151.3
SD 104.48 7.23
MF 10.71 3.11

X = Srednja vrednost (Mean value)
SD = Standardna devijacija (Standard deviation)
MF = Faktor mutacije (Mutation factor)
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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 
μg/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.
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