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UCEL STUDIE

Udelem nasi prace bylo provést toxikologické a hygienické
posouzeni krmiv s ruznym obsahem herbicidu obsahujiciho
glyfosat na zakladé studia jeho vlivu na luminiscenci
Photobacterium phosphoreum.

UvoD

Mnozstvi pouzitych chemickych pripravki k hubeni plevelu
(herbicidu) se neustale zvySuje a je dominantou moderniho
prumyslového zemédélstvi (v souCasné dobé se podili herbicidy
47,5 % na celkovém objemu pouzitych pesticidu), které
predstavuje zavazny ekologicky a zdravotni problem v
zemedelskych systemech po celem svete (Clapp, 2021).
Samotny glyfosat predstavuje 33 % herbicidu pouzivanych v
Evrope, pricemz jedna tretina je pouzita k osetreni jednoletych
plodin a polovina k osetreni plodin viceletych (Antier et al.,
2020).

Navzdory tomu, Ze hlavnim ucCelem aplikace herbicidu je
niCeni plevelu, jejich aktivni latky (AL) mohou mit mnoho
primych i nepfimych ucCinkl na necilové organismy: letalni a
subletalni ucCinky pro vcCely medonosné (Straw et al., 2021),
zizaly (Zaller et al.,, 2021) a ptaky (Gill et al., 2018). To
znamena, ze mohou vstoupit do potravniho retezce a tim take
vstoupit do lidského organismu s potravou a vodou. Odborni
literatura uvadi tyto informace zejmena pro glyfosat, kyselinu 2-
methyl-4-chlorofenoctovou a metolachlor (Cech et al., 2022).

K vyreseni tohoto problemu v Evrope byla formulovana
,otrategie z farmy na vidlicku®, jejimz hlavnim cilem je snizit
celkové pouzivani pesticidu a rizik z nich plynoucich do roku
2030 o 50 % (EC COM/2020/381, 2020) a stanovi jejich
maximalni pripustné mnozstvi v krmivech pro hospodarska
zvifata (Cech et al., 2022).

Aby nedochazelo ke zkrmovani nadmernych mnozstvi
herbicidu, pouziva se k jejich screeningu a sledovani v krmnych
surovinach 1 hotovych krmivech rada presnych laboratornich
metod a stupen nebezpecnosti krmiva je v soucasnosti urCovan
tzv. metodou biotestu na ruznych modelech: cilova a laboratorni
zvirata, hmyz, korysi, nalevnici, bakterie, bunécne kultury atd.
(Gerssen et al., 2019).

Svetova vedecka komunita je zaroven naklonéna vyvoji
alternativnich testu toxicity pro minimalizaci pouziti zivych
organismu v experimentech (3Rs (Replace, Reduce, Refine)
(Gorzalczany a Rodriguez Basso, 2021). Slibné je vyuziti
fotobiosenzoru v tomto sméru:. biotesty vyuzivajici zivé
bioluminiscencni bakterie, které se od ostatnich liSi tim, ze
Intenzita jejich luminiscence je meéerena jako parametr vitalni
aktivity (Li et al., 2020).

Obrazek 1: Intenzita luminiscence Ph. phosphoreum,
A) za normalniho osvetleni, B) ve tme

Tabulka 1. Klasifikace toxicity latky hodnotou T
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MATERIAL A METODIKA

Herbicid Agroshchyt Super (forma pripravku: rozpustny koncentrat) obsahuje jako AL draselnou sul glyfosatu, 676,0 g/l. Systémovy
herbicid s celkovym ucinkem pro hubeni jednoletych a vytrvalych plevelu, pro stromové a kerfové vegetace. Jeho pouziti je na uzemi
Ukrajiny povoleno.

V podminkach studie byla jako ,matrice” pouzita krmna smes, ktera nemela toxické vlastnosti a neobsahovala glyfosat. Herbicid byl
do matrice pridavan v ruznych koncentracich (pét urovni ziskanych redénim ethanolem: 0,1; 0,5; 1,0 (maximalni pfipustny obsah); 2,5 a
5,0 mg/kg krmiva.

Cést kontrolnich a experimentalnich "matric" o hmotnosti 10,0 g byla pfidana do sklené&nych lahvicek, k experimentalnim vzorkdm
bylo pfidano pfislusné mnozstvi herbicidd a dale byl pro extrakci pfidan 96°% ethanol o objemu 20,0 cm3. Nasledné byly vzorky
iInkubovany 24 hodin, nasledovala centrifugace pri 1,5-2,0 x 1000 ot./min po dobu 10 minut, poté se odebral supernatant, ktery se
nasledné pridal v mnozstvi 0,02 cm? do (pfedem pfipravené) kyvety luminometru s kultivaéni kapalinou o objemu 1,0 cm?.

Jako testovaci kulturu jsme pouzili lyofiizovanou kulturu Photobacterium phosphoreum (kmen IMB B-7071; Sq3), ziskanou z
Depozitafe mikroorganismli Ustavu mikrobiologie a virologie pojmenovaného po D.K. Zabolotny z Narodni akademie v&d Ukrajiny
(Kyjev).

Luminiscence Ph. phosphoreum byla merena na luminometru EMILITE-1003 A (BioChemMac, Ruska federace). Behem testovani
byla zaznamenavana doba expozice a zména intenzity luminiscence po 20-25 minutach. Méfeni byla provadéna ve dvojicich kontrola-
experiment. Pro ziskani spolehlivych hodnot jsme zkoumali Sest replikatu kontrolnich a experimentalnich vzorku. Ke kvantifikaci stupen
toxicity vzorku vzhledem k ucinku ruznych hladin herbicidu na luminiscenci Ph. phosphoreum se pouziva index toxicity (T).

Toxicita herbicidu pro bakterie Ph. phosphoreum je stanovena na zakladé stupné inhibice jejich luminiscence vlivem ruznych davek.
To znamena, ze pokles intenzity bioluminiscence je umerny toxickeému ucinku herbicidu.

Index toxicity "T" odrazi koncentraci herbicidu, ktera zpusobi zhaseni luminiscence biosenzoru (bakterie Ph. phosphoreum) pfi fixni
dobe expozice testovaneho vzorku. Jako horni limitni ukazatel byl stanoven 50% pokles intenzity luminiscence bakterii oproti kontrole
(maximalni polovicni efektivni koncentrace, EK.,), ktery se projevuje indexem toxicity 50 a umoznuje klasifikovat vzorky s indexem
toxicity 50 a vyssim jako ,vysoce toxicke". Spodni hranice indexu toxicity je 20, coz znamena, ze luminiscence bakterii je snizena o 20 %
oproti kontrole a umoznuje nam klasifikovat vzorky s indexem toxicity 20 a nizSim jako ,netoxicke®. Vsechny hodnoty "T" mezi 20 a 50
umoznuji, aby byly vzorky klasifikovany jako "toxicke", u kterych lze pfi spravném naredéni snizit toxicitu (Tabulka 1).

Vysledky byly zpracovany variacni statistikou za pouziti analyzy variacniho softwaroveho balicku (ANOVA) StatPlus 5 (6.7.0.3)
(AnalystSoft Inc., USA). Spolehlivost ziskanych vysledku byla hodnocena Fisherovym kritériem na urovni spolehlivosti 95,0 % (P<0,05).

VYSLEDKY A DISKUZE

Po aplikaci krmnych extraktu s riznymi hladinami herbicidu Agroshchyt Super na testovanou kulturu byl 5 minut po aplikaci pozorovan
pravdepodobny pokles intenzity luminiscence (p<0.05): pro 0,1 mg/kg krmiva — o 24,3 %, u 0,5 mg/kg krmiva — 0 16,9 %, u 1,0 mg/kg
krmiva — o 28,7 %, pro 2,5 mg/kg krmiva — o 25,0% a pro 5,0 mg/kg krmiva — o0 56,6 % vzhledem ke kontrole. Po 10 minutach
experimentu pri obsahu 1,0; 2,5 a 5,0 mg/kg krmiva se intenzita luminiscence snizila (p<0,05) o 20,4; 19,4 a 40,8 %, v daném poradi,
vzhledem ke kontrole. Po 15 minutach experimentu pfi obsahu 0,5; 1,0; 2,5 a 5,0 mg/kg krmiva se intenzita luminiscence snizila (p<0,05)
o17,5; 18,6; 21,6 a 35,1%, v daném poradi, vzhledem ke kontrole. Po 20 minutach experimentu byl pozorovan pravdepodobny pokles
Intenzity luminiscence (p<0,05): pro 0,1 mg/kg krmiva — 0 19,3 %, u 0,5 mg/kg krmiva — 0 22,9 %; u 1,0 mg/kg krmiva — 0 42,2 %, pro
2,5 mg/kg krmiva — 0 48,2 % a pro 5 0 mg/kg krmiva — o0 60 2 % vzhledem ke kontrole. Podobny vzorec byl pozorovan po 25 minutach
experimentu: pokles intenzity luminiscence (p<0,05): pro 0,1 mg/kg krmiva byl 13,6 %; pro 0,5 mg/kg krmiva — 13,6 %; pro 1,0 mg/kg
krmiva — 39,4 %; pro 2,5 mg/kg krmiva — 74,2 % a pro 5,0 mg/kg krmiva — 81,8 % vzhledem ke kontrole. V poslednim obdobi vyzkumu,
pri aplikaci herbicidu Agroshchyt super ve vSech davkach, byla pozorovana uplna inhibice luminiscence Ph. phosphoreum (obr. 2).

Procento snizeni intenzity luminiscenca Ph. phosphoreum odpovidalo indexu toxicity (T), coz umoznilo provest toxikologicke
hodnoceni krmiva s ruznymi hladinami super herbicidu Agroshchyt Super. Pri obsahu IéCiva 0,1 mg/kg krmiva byl tedy index toxicity pro
20-25 min (doporucena doba pusobeni fluorescenénich indikatoru) v pruméru 16,5; s obsahem 0,5 mg/kg krmiva — 18,3; pro 1,0 mg/kg
krmiva (maximalni pfipustny obsah) — 40,8; pro 2,5 mg/kg krmiva — 61,2 a pro 5,0 mg/kg krmiva byl prdmérny index toxicity 71,0.
Ziskana data umoznuji konstatovat, ze krmivo obsahujici herbicid Agroshchyt super v mnozstvi nizSim nez 0,1 az 0,5 mg/kg krmiva
vcetne je netoxicke (index toxicity mensi nez 20), s obsahem 1,0 mg/kg krmivo toxickeé (index toxicity od 20 do 50) a pri obsahu 2,5
mg/kg a vysSim je krmivo vysoce toxickeé (index toxicity vetsi nez 50).

Bioluminiscencni mikroorganismy jsou dnes pomérné Siroce pouzivany pro toxikologické hodnoceni objektu zivotniho prostredi.
Nejpouzivangjsi je biotest Microtox (Strategic Diagnostics, Inc., Nemecko, Spojeneé staty americke) zalozeny na Ph. phosphoreum, kmen
NRRL-B-11177, nekdy také nazyvany Vibrio fischerii, kmen NRRL-B-11177, ktery byl vyvinut prvni a je Siroce pouzivan v laboratornich
a terénnich studiich ke kontrole kvality pramyslovych a pfirodnich vod v nékolika zemich, ke stanoveni stupné toxicity chemickych
sloucenin a vytvarenych farmakologickych pfipravku (Johnson, 2005).

Vurm et al. (2021) stanovili ucinek glyfosatu na luminiscenci Aliivibrio fischeri: EK;, byla 0,811 pg/ml. V nasich studiich byla EKc,
herbicidu Agroschyt Super (AL draselna sul glyfosatu) pfiblizné na urovni 1,0 az 2,5 mg/kg krmiva (procento inhibice 40,8, resp. 61,2 %),
coz z hlediska kone¢né koncentrace v extraktu byla v pruméru 0,875 ug/ml, to znamena, ze nami ziskana data jsou v souladu s
literarnimi udaiji.

Urovné Hodnota T Zavér o stupni toxicity
maximalni stupen
1 mene nez 20 o
toxicity
2 od 20 do 50 vzorek je toxicky

3 je rovno nebo vetsi nez 50|vzorek je vysoce toxicky
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Obrazek 2: Dynamika intenzity luminiscence Ph. phosphoreum za podminek zkrmovani ruznych davek herbicidu
Agroshchyt Super (draselna sul glyfosatu) (M+m, n=6, *~ p<0,05 — vzhledem ke kontrole)

ZAVER
Luminiscenci Photobacterium phosphoreum Ize vyuzit pro rychlé (do 30 minut) toxikologické hodnoceni krmiv kontaminovanych
herbicidy, které zabrani ekonomickym Skodam z nedostatku zemédélskych produktu v dusledku otravy a zajisti bezpecnost vyslednych

produktu pro Clovéka. Ziskana data naznacCuji potfebu dalSiho vyzkumu toxikologickych charakteristik glyfosat obsahujicich herbicidu v
téle laboratornich a uzitkovych zvirat, pfipadne s dalSi revizi (sméerem dolu) maximalnich pripustnych urovni v krmivech.




