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Abstract: The experiments testing the toxicity of glyphosate Roundup® formulation were conducted on the natural
microphytobenthic communities collected from the Gulf of Gdansk. The toxic effect of glyphosate was assessed by
changes in the biomass of microphytobenthos cells [mm® - m1"], chlorophyll a concentration and reduction of efficiency
of photosystem II. Negative impact of glyphosate on microphytobenthic communities, both at the cellular and
population scale, was determined. Hence it can be concluded that certain concentrations of the herbicide Roundup
(glyphosate — active substance), in the marine environment may adversely impact natural microphytobenthic
communities, and in consequence also other elements of the ecosystem.
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Wprowadzenie

Monitoring reakcji organizméw na substancje poten-
cjalnie toksyczne wprowadzane do ekosystemu to wazny
element kontroli jakoSci $rodowiska. W pracy podjeto
si¢ oceny kondycji prob naturalnego mikrofitobentosu
Zatoki Gdanskiej, ktory poddano wptywowi glifosatu w
postaci preparatu chwastobdjczego Roundup®.

Glifosat jest substancja aktywna stosowang w
nieselektywnych herbicydach, to zwiazek niezwykle
skuteczny, ktory ma szerokie spektrum aktywnosci
biologicznej. Wzrost potencjalnego narazenia na glifosat
organizmow oraz rozwdj molekularnych metod badan
przyczyniaja si¢ do wzrostu badan tej substancji
zarowno w konteks$cie jej aktywnosci biologicznej jak i
powstajacych metabolitow glifosatu [12]. Glifosat jest
wykorzystywany do produkcji herbicydow, w sktad
ktorych wchodzi obok substancji aktywnej wiele
substancji  pomocniczych. Popularno$¢  herbicydu
Roundup® wzrosta wraz rozpowszechnieniem w

ostatnich latach upraw ros$lin modyfikowanych gene-
tycznie [28]. Bardzo wazne jest zatem badanie tacznego
dziatania substancji czynnej — glifosatu i pozostatych
sktadnikéw preparatu, poniewaz jest to postaé, na ktora
srodowisko naturalne jest narazone najcze¢sciej.

Pod wzgledem chemicznym glifosat jest N-fosfono-
metyloglicyna, czyli pochodna kwasu fosfonowego, w
ktérej jeden z atoméw wodoru grupy metylowej bez-
posrednio potaczonej z fosforem zostat zastapiony przez
glicyne [24]. Glifosat charakteryzuje si¢ duza hydro-
filnoscia, a jego rozpuszczalno$é wynosi 10-15,7 g-I" w
temperaturze 25°C [22]. Glifosat po przedostaniu si¢ do
ros$liny hamuje np. produkcje enzymu syntetazy EPSP
(5-enolopirogroniano-szikimo-3-fosforanu).
Zahamowanie aktywnos$ci tego enzymu zatrzymuje
tworzenie przez rosliny aminokwaséw aromatycznych,
ktore sa wazne dla ich wzrostu oraz wchodza w sktad
wielu barwnikow roslinnych [7]. Na budowie i aktyw-
nosci chloroplastow odbija si¢ zmniejszona ilos¢ lub

Technical Issues 2/2017



WPLYW GLIFOSATU W POSTACI PREPARATU ROUNDUP® NA ZBIOROWISKA ...

brak barwnikow fotosyntetycznych [30]. Dodatkowo
glifosat powoduje desykacje roslin [24].

Aktualnie prowadzi si¢ wiele badan poszerzajacych
wiedze o stanie i zagrozeniach §rodowiska wodnego. Do
Morza Battyckiego w wyniku dziatalnosci czlowieka
trafia wiele substancji chemicznych, ktére w réznym
stopniu moga przyczynia¢ si¢ do pogarszania stanu
akwenu. Dotychczas najczgéciej prowadzone sa badania
ekotoksykologiczne opierajace si¢ na pojedynczych
monokulturach i szczepach glonow [4, 13, 14, 15, 23].
Sa one niezwykle cenne, jednak daja informacje na
temat reakcji nielicznych, wybranych organizméw.
Dopiero badania uwzgledniajace cale zbiorowiska
umozliwiajg poznanie odpowiedzi wielu organizmoéw w
petniejszy sposéb. W zwiazku z tym w badaniach
podjcto si¢ przeprowadzenia testow toksykologicznych
na catych zbiorowiskach mikrofitobentosu pozyskanych
ze Srodowiska. Dostarczenie informacji na temat reakcji
catej formacji na substancj¢ toksyczna, jaka moga by¢
np. wybrane stgzenia glifosatu w postaci preparatu
Roundup®, moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozu-
mienia odpowiedzi §rodowiska naturalnego na wprowa-
dzane substancje pochodzenia antropogenicznego.

Materialy i metody

Material wykorzystywany w testach ekotoksykologicz-
nych stanowily proby zbiorowiska mikrofitobentosu
pozyskane ze §rodowiska naturalnego. Panel hodowlany
eksponowano w §rodowisku przez okres 14 dni w lipcu
2015 roku. Zestaw ze szkietkami umieszczano na
glebokosci do 2 metréw w odleglosci ok. 300 m od
brzegu w rejonie molo w Sopocie. Nastepnie szkietka
wyjmowano, umieszczano w komorze transportowej i
przenoszono do laboratorium.

W pierwszym etapie prac laboratoryjnych mikrofito-
bentos zeskrobywano z porosnietych szkietek, homoge-
nizowano i rozdzielano do 200 ml kolb Erlenmeyera.
Aklimatyzacje¢ zbiorowisk przeprowadzano w komorze
termostatycznej w ciggu 72 godzin. Warunki w komorze
termostatycznej byly zblizone do tych aktualnie panu-
jacych w $rodowisku, zatem warto$ci temperatury i
zasolenia ustalano kazdorazowo na podstawie wynikow
badan przeprowadzonych in situ. Warunki S$wietlne
zgodne byly ze standardami hodowli mikroorganizmow
ro$linnych utrzymywanych w warunkach laboratoryj-
nych tj. natezenie napromieniowania sztucznym zrédtem
$wiatla PAR wynosito 60 pmol fotonéw m’s™, a foto-
period L:D 16:8. Warunki $wietlne uzyskano poprzez
zastosowanie sztucznego zrodla §wiatla — lamp haloge-
nowych Phillips (OSRAM L 36W/640-1).

Po okresie aklimatyzacji do zbiorowisk w kolbach
dodawano odpowiednie stezenia roztworu glifosatu w
postaci preparatu Roundup®, aby ostatecznie otrzymacé
testowane stezenia 0,042 g-dm‘3 ,0,85 g-dm'3 i8,5 g-dm'3.
Dla kazdego stezenia wykonano trzy powtdrzenia.
Badania analizowanych wskaznikoéw kondycji orga-
nizméw przeprowadzano po 1 i 7 dniach od momentu
rozpoczgcia ekspozycji na dziatanie glifosatu. Wsrod
wskaznikow zmian zachodzacych z badanych zbioro-
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wiskach wykorzystano narzedzia stosowane pow-
szechnie w badaniach ekotoksykologicznych: zmiany w
sktadzie taksonomicznym i strukturze zbiorowisk, kon-
centracj¢ barwnika fotosyntetycznego (chlorofil a) oraz
wydajnos¢ kwantowg fotosystemu II (fluorescencja).
Obserwacje zmian w skladzie i strukturze zbiorowisk
mikrofitobentosu przeprowadzono z wykorzystaniem
mikroskopu Nikon Eclipse 801 wyposazonego w kamerg
Nikon DSU2. Biomas¢ komoérek obliczano na podstawie
wzoré6w stosowanych do obliczania objetosci bryt
odpowiadajagcym ksztaltom komorek [11]. Do analizy
koncentracji barwnikow fotosyntetycznych zastosowano
metode  spektrofotometryczna z  wykorzystaniem
spektrofotometru firmy Beckman. Materiat do ekstrakcji
barwnikow przygotowano wedtug metodyki podane w
pracy [29]. Stezenia barwnikoéw wyliczono z wyko-
rzystaniem wzordéw opracowanych przez Jeffrey’a i
Humphrey’a [9]. W przeprowadzonych doswiadczeniach
do pomiaru fluorescencji zastosowano metod¢ pulsa-
cyjnej modulacji amplitudy (PAM), do ktorej uzyto
fluorymetru firmy Hansatech FSM-1 [2]. Przed pomia-
rami fluorescencji, jednakowe ilosci roztworu tj. 5 ml
pobrano z hodowli wlasciwych i przesaczono przez
saczki z bibuly szklanej Whatman GF/C. Nastepnie
saczki dodatkowo pokryto cienkg warstwg roztworu
pobranego z hodowli w celu zapewnienia Srodowiska
ptynnego i umieszczano w termostatyzowanej komorze
DW2/2. Przed rozpoczgciem pomiarow proby przetrzy-
mywano w ciemnosci przez 15 minut [2].

Do obrébki uzyskanych danych wykorzystano program
MS Excel. Do wykonania analiz statystycznych
zastosowano metody zawarte w pakiecie komputerowym
STATISTICA wersja 10.

Wyniki

W tescie prowadzonym na probach naturalnego zbio-
rowiska mikrofitobentosu poddanego dziataniu glifosatu
w stezeniu 0,042 g-dm™ w pierwszej dobie zaobserwo-
wano zmniejszenie biomasy komorek w stosunku do
kontroli do warto$ci 53%. W siédmej dobie biomasa
testowanych zbiorowisk byla podobna i miata wartosci
56%. W stezeniu 0,85 g-dm™ glifosatu w siodmej dobie
obserwowano biomasg¢ zbiorowisk na poziomie 35% w
stosunku do roztworu kontrolnego. Najwigksze zmniej-
szenie biomasy (17% w stosunku do roztworu kontrol-
nego) obserwowano w siodmej dobie w stgzeniu 8,5
g-dm™ (rys. 1).

W trakcie testow analizowano tez koncentracj¢ barwnika
fotosyntetycznego — chlorofilu a. W stezeniu glifosatu
0,042 g-dm™ wartosci chlorofilu obserwowano na pozio-
mie okoto 76% w stosunku do roztworu kontrolnego). W
stezeniu 0,85 g-dm™ od pierwszej doby testow obserwo-
wano zmniejszanie si¢ wartosci koncentracji chlorofilu i
bylo ono wicksze od omdwionego powyzej. W naj-
wyzszym testowanym stezeniu juz od pierwszej doby
warto$ci tego parametru wynosity jedynie ok. 30%
wartosci w roztworze kontrolnym i utrzymywaty si¢ na
tym poziomie (rys. 2).
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Rys.1. Zmiany w warto$ciach biomasy zbiorowisk mikrofitobentosu w stezeniach glifosatu w postaci preparatu Roundup®
wyrazone, jako procent biomasy w stosunku do kontroli w kolejnych dobach eksperymentu (na wykresie przedstawiono zakres
wartoséci odchylenia standardowego).
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Rys. 2. Zmiany w koncentracji chlorofilu a w kolejnych dobach eksperymentu w zastosowanych st¢zeniach glifosatu w postaci
preparatu Roundup® wyrazone jako procent st¢zenia chlorofilu a w stosunku do kontroli w kolejnych dobach eksperymentu (na
wykresie przedstawiono zakres wartosci odchylenia standardowego).

Ostatnim testowanym parametrem pozwalajacym na maksymalng wydajnos¢ fotosystemu PSII na podobnym
ocen¢ kondycji badanych zbiorowisk byla maksymalna poziomie okoto 60% w stosunku do roztworu
wydajnos¢ fotosystemu PSII. W trzech badanych roz- kontrolnego (rys. 3).

tworach glifosatu w siodmej dobie obserwowano
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Rys. 3. Zmiany w maksymalnej wydajnosci kwantowej fotosystemu II w zastosowanych stezeniach glifosatu w postaci preparatu
Roundup® w kolejnych dobach eksperymentu wyrazone jako procent wydajnosci kwantowej fotosystemu II w stosunku do kontroli
w kolejnych dobach eksperymentu (na wykresie przedstawiono zakres wartosci odchylenia standardowego).

Podsumowanie

Postepujace uprzemystowienie rolnictwa powoduje
wykorzystywanie coraz wigkszych ilo§ci herbicydow,
ktore moga wywotywa¢ niepozadane skutki w ekosys-
temach wodnych [17], na przyktad powodujac niedobory
tlenu lub spadek produkcji pierwotnej [3, 6, 31]. Podjete
badania pozwolity na przetestowanie wptywu powszech-
nie stosowanego herbicydu na cate zbiorowisku mikro-
fitobentosu pozyskane z naturalnego S$rodowiska. W
testach zastosowano herbicyd Roundup® w sktad,
ktorego wchodzi glifosat, ktory ma szerokie spektrum
biologicznej aktywnos$ci. Substancja ta jest niezwykle
skuteczna, mechanizm dziatania obejmuje hamowanie
jednego z podstawowych szlakéw metabolicznych roslin
[26] zaktoca, bowiem proces fotosyntezy poprzez zaha-
mowanie aktywnosci enzymu syntetazy EPSP (5-enolo-
pirogroniano-szikimo-3-fosforanu) [7].

Dotychczas testy ekotoksykologiczne dawaty informacje
o reakcji pojedynczych szczepdéw glonow w warunkach
laboratoryjnych na dziatanie réznorakich substancji.
Podjete badania miaty na celu wykazanie toksycznego
dzialania glifosatu w postaci preparatu Roundup® na
catym zbiorowisku mikrofitobentosu pozyskanym z
Zatoki Gdanskiej. Poprzez zastosowanie roznorodnych
wskaznikow wykazano negatywny wplyw glifosatu na
badang formacj¢ na poziomie zaré6wno komorkowym jak
i populacyjnym.

W rejonie Baltyku nielicznie prowadzono prace, ktore
wykorzystywaly jedynie zbiorowiska wyksztalcajace si¢
w zasoleniu charakterystycznym dla wod morskich 32-
36 PSU [1, 25]. Badania zbiorowisk mikrofitobentosu
pozyskiwanego w rejonie Zatoki Gdanskiej o zasoleniu
oscylujacym wokot 7 PSU bedzie interesujacym wkta-
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dem w dotychczasowa wiedzg. Niskie zasolenie wptywa
negatywnie na funkcjonowanie organizméw i skutkuje
m.in. zubozeniem zbiorowisk tam si¢ rozwijajacych, stad
uzyskane wyniki badan moga stanowi¢ istotny wktad w
stan wiedzy na temat reakcji zbiorowisk mikrofito-
bentosu pod wptywem substancji wprowadzanych przez
cztowieka do $rodowiska.

W testach badajacych wplyw herbicydu Roundup® na
mikroorganizmy ro$linne [16] prowadzonych przez
okres 3 dni przy stezeniu 0,0021 g-dm™ Roundupu®
obserwowano zmniejszenie si¢ 0 50% biomasy zielenicy
Selenastrum capricornutum, a warto§¢ NOEC (ang. no
observed effect level) wynosita zaledwie 0,00073 g-dm™.
W pracy [27] wykazano, iz w trakcie 96 godzin prowa-
dzenia testow stezenie 0,1 g-dm™ glifosatu powodowato
calkowite =~ zahamowanie = wzrostu  Scenedesmus
quadricauda. Natomiast w pracy [8] wskazano, ze w
badaniach prowadzonych przez okres 7 dni, gatunek
zielenicy Chlorella pyrenoidosa jest bardziej odporny na
dziatanie tego preparatu, poniewaz ECs, dla tego ga-
tunku wynosi 0,189 g-dm™. W niniejszych badaniach
stezenie 0,042 g-dm™ wywolywato zmniejszenie bioma-
sy zbiorowisk o ok. 50% w siddmej dobie testow, a
znacznie wyzsze stezenie 8,5 g-dm” powodowato
zmniejszenie biomasy zbiorowisk do wartosci 18% w
stosunku do roztworu kontrolnego. Obserwowane
réznice w koncentracji chlorofilu @ w testowych ho-
dowlach pod wplywem dziatania glifosatu, maja po-
dobny charakter jak zmiany biomasy. Spowodowane jest
to faktem, iz glifosat hamuje produkcj¢ enzymu syn-
tetazy EPSP, a tym samym powodujac zahamowanie
wytwarzania przez ro$liny aminokwasdéw aromatycz-
nych, ktore sg bardzo wazne dla ich wzrostu i wchodza



Zuzanna Sylwestrzak, Aleksandra Zgrundo, Filip Pniewski, Katarzyna Lejk, Adam Latata

w sklad wielu barwnikéw roslinnych, flawonoidoéw i
antocyjanin [7].

Wyniki uzyskane na podstawie pomiaru fluorescencji
potwierdzity réwniez dlugofalowy negatywny wplyw
glifosatu na sprawno$¢ fotosyntezy w tym wypadku wy-
dajnos¢ fotosystemu II (parametr F,/F,,). Interesujacym
jest fakt, iz Roundup® moze by¢ zrodtem wegla lub
azotu i w niewielkich stezeniach stymulowaé wzrost
komoérek mikroglonéw [19, 21]. W podjetych badaniach
potwierdzono to poprzez zmierzony wzrost fluorescencji
w pierwszej dobie w stezeniach 0,042 g-dm™ oraz
0,85 g:dm™>. Pomimo to glifosat dlugofalowo nega-
tywnie oddziatuje na zbiorowiska mikrofitobentosu. W
testowanych st¢zeniach najnizszg wartos¢ F,/F,, zaobser-
wowano w siodmej dobie testu (ok. 60% w stosunku do
roztworu kontrolnego). Obnizenie aktywnosci foto-
syntezy poprzez zmniejszong wydajnos¢ PSII moze by¢
spowodowane hamowaniem syntezy biatek w chloro-
plastach [20]. W badaniach nad toksyczno$cia innego
herbicydu bentazonu na morska okrzemke Skeletonema
costatum wykazano, iz zmniejszenie si¢ wartosci F./Fy,
nastepuje znacznie szybciej niz zahamowanie wzrostu
glonébw co potwierdza doniesienia, ze F,/F, jest

parametrem bardziej wrazliwym niz hamowanie wzrostu
lub zmiany w biomasie [18]. Stad podkresla sig¢
znaczenie maksymalnej wydajnoséci fotosyntezy jako
parametru, ktory odzwierciedla stres fizjologiczny
organizmu jednokomoérkowego [5, 10].

Glifosat skutecznie niszczy niepozadane chwasty w
uprawach, jednak niezwykle istotne jest to, aby
zrozumie¢ wplyw tej substancji na organizmy inne niz
docelowe, szczego6lnie na organizmy wodne [31]. W
dalszym ciagu nie zweryfikowano wystarczajaco
wplywu tej substancji na rozwo6j organizmow wodnych.
Stad, aby uzyska¢ bardziej jednoznaczne informacje
dotyczace toksyczno$ci tego herbicydu powinno sig¢
prowadzi¢ dalsze eksperymenty na szerokim spektrum
organizmow ro$linnych, réwniez morskich. Pomimo, iz
Roundup® jest nietrwalym zwigzkiem w s$rodowisku,
niezwykle istotny jest fakt, ze dziata toksycznie na
organizmy wodne zaréwno roslinne jak i zwierzece,
powodujac dlugotrwate zmiany w ekosystemie. Wzrost
uzycia zwigzkéw herbicydowych niesie ze soba
konieczno$¢ prowadzenia szerszych badan dotyczacych
wplywu tych substancji na r6zne uktady ekologiczne.
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