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ABSTRACT

Herbicides are produced and applied in large quantities to increase crop
yields. The glyphosate herbicide, N-(phosphonomethyl) glycine, is a biocide
with a broad spectrum. Glyphosate usage in agriculture increased enormously
after the introduction of glyphosateresistant plants. These products are used
primarily before planting of traditional agricultural crops and after planting of
genetically modified glyphosate-resistant crops. By inhibiting the enzyme
called 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, glyphosate alters
aromatic amino acid production and interferes with the synthesis of proteins
and various important plant secondary metabolic compounds which require
these amino acids as precursors. The aim of this review is to describe
glyphosate. In addition, due to the fact that there is vast evidence to indicate
that prolonged and frequent pesticide use in agriculture contributes to the
contamination of groundwater, a necessity to determine glyphosate effects for
aquatic plants appears. Moreover, there are some aquatic organisms (i.e.
Lemna sp. or Elodea canadensis) known to be usefull in phytotoxicity assays
and for these, protocols and results are mentioned.

KEY WORDS: Biflavones, Bilobalide, Flavonol glycosides, Ginkgolides,
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Proprietatile ecologice si toxicologice favorabile, impreund cu o
eficientad ridicata, sunt principalele motive pentru popularitatea in continua
crestere a glifosatului de cand a intrat pe piata erbicidelor (Duke & Powles,
2008).

Glifosatul (Figura 1) este un biocid de spectru larg, introdus pentru
controlul buruienilor in cAmpurile agricole in anul 1974 (Benbrook, 2016), fiind
unul dintre cele mai utilizate erbicide din lume (Myers et al. 2016). Este toxic
atat pentru magnoliate cat si pentru liliate. Produsele de acest tip sunt utilizate
in principal inainte de infiintarea culturilor agricole traditionale (Duke & Powles,
2009). Formularile ce contin glifosat sunt utilizate din ce in ce mai mult ca
ajutor in procesul de recoltare, la culturile traditionale de cereale (Nelson et al.
2011; Goffnett et al. 2016; Zhang et al. 2017). Mai mult decéat atéat, utilizarea
glifosatului a fost stimulata prin introducerea culturilor modificate genetic,

25


mailto:marioara.luchian99@e-uvt.ro

LUCHIAN et al: The effect of glyphosate-based formulations on aquatic plants

rezistente la glifosat, in anul 1996 (Cerdeira & Duke, 2006; Gianessi, 2008;
Dewar, 2009). Ratele anuale de aplicare a glifosatului la hectar au crescut, ca
de exemplu Th cazul culturilor de soia (Coupe & Capel, 2016), in special
datorita dezvoltarii buruienilor rezistente la glifosat (Benbrook, 2012).

Glifosatul se aplica foliar si este transportat in intreaga planta, avand
drept rezultat eliminarea plantelor in decursul catorva zile. In diverse formulari
de erbicide, acest compus este completat de diferiti adjuvanti (Li et al. 2005),
in special agenti tensioactivi cum ar fi polioxietilenamina (POEA), pentru a
spori absorbtia si translocarea ingredientului activ in plante. Glifosatul este din
punct de vedere chimic asemanator cu fosfatul.

Este o substantd polara, foarte solubila in apa. In trecut, nu era
considerat o problema pentru ape, deoarece se vorbea despre un potential
relativ scazut de a se deplasa prin sol si contamina sursele de apa (Monsanto,
2002, 2014, Sihtmae et al. 2013), insa s-a aratat ca poate contamina solurile
din si in jurul zonelor tratate. In plus, se adsoarbe pe argild si materie organica,
incetinind degradarea microorganismelor din sol si de asemenea prezinta
capacitate de acumulare in sol (Simonsen et al. 2008; Banks et al. 2014;
Sviridov et al. 2015, Travaglia et al. 2015; Cassigneul et al. 2016; Okada et al.
2016; Sidoli et al. 2016).

Solubilitatea sa inalta faciliteaza translocarea de la mediul terestru la
mediul acvatic (Torstensson et al. 2005). Acest compus si principalul sau
metabolit, acidul aminometilfosfonic (AMPA) au fost gasiti in unele ape
subterane si in multe zone cu ape de suprafata la concentratii peste limita UE
admisa la apa potabila de 0,1 ug / L (Torstensson et al. 2005; Vereecken,
2005; IFEN, 2006; Battaglin et al. 2009; Laitinen, 2009). Aparitia de glifosat si
AMPA in apele subterane si de suprafatd indicad un transport din mediul
terestru in cel acvatic, fie sub forma dizolvata, fie legat la particule de sol
(Fomsgaard et al. 2003; Kjeer et al. 2005; Landry et al. 2005; Gjettermann et
al. 2009; Laitinen 2009, Candela et al. 2010). Mai mult decéat atat, glifosatul
migreaza usor din apele subterane catre plante. Trestia (Phragmites australis)
si papura (Typha latifolia) expuse la o concentratie medie de glifosat de 0,09
mg It au fost complet distruse (Rzymski et al. 2013). Translocarea are loc atat
acropetal cat si bazipetal, astfel incat glifosatul se acumuleazd in planta,
inclusiv in seminte si la nivel radicular (Li et al. 2005; Walker & Oliver, 2008).

Desi glifosatul contine trei grupari functionale, doar gruparea fosfonat
este considerata a fi implicata in complexare (Sheals et al. 2002; Barja & dos
Santos Afonso, 2005; Schniirer et al. 2006).
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Activitatea  biocida a
glifosatului este asociatda cu
inhibarea enzimei 5-enolpiruvil-
sikimat-3-fosfat sintaza (EPSPS).
Astfel, acesta opreste etapa a

H sasea in calea metabolica a
0 shikimatului (conversia de la
~. _O shikimat-3-fosfat la EPSP), care
T . ” este necesara pentru producerea
aminoacizilor aromatici si a
2 functiilor secundare cu aparare
in plante si  in  multe
— - — microorganisme (Kruger et al.
EtItGps://plu.bchSr::%lr?;ltj)ﬁlm.ﬁmgf\?/comapour?(;fglsfgw(;“ 2013; %Chf?dl et a|2914) .
In ciuda utilizarii la scara
mare a glifosatului, sunt relativ
putine rapoarte privind
eliminarea acestuia (Vereecken, 2005; Borggaard & Gimsing, 2008; Laitinen,
2009). Datorita cresterii aproape exponentiale a utilizarii glifosatului si a
descompunerii lente a acestuia, precum si a produsului sau de degradare
AMPA in sol, apa si sedimente, acumularea de glifosat in mediu, produse
vegetale si organe de animale a devenit destul de ingrijoratoare (Shehata et
al. 2014; Myers et al. 2016).

In acest material vom prezenta o sintezd a principalelor modele
experimentale realizate prin utilizarea plantelor acvatice (Lemna minor gi
Elodea canadensis) ca organisme de referinta pentru evaluarea fitotoxicitatii.

Teste pe Lemna minor. Ca principal organism de referintd pentru
evaluarea fitotoxicitatii pesticidelor se foloseste specia Lemna minor (Botin et
al. 1993). Baza de date EPA ECOTOX inregistreaza 18700 exemple de
fitotoxicitate acvatica, 2120 dintre acestea fiind cu referire la specii de Lemna.
95% din teste sunt realizate pe genul Lemna, in particular, Lemna minor si
Lemna gibba. Desi testele pe plante acvatice sunt folosite intr-o gama variata
de aplicatii, ele sunt de asemenea obligatorii in evaluarea riscului erbicidelor si
al substantelor reglatoare in vederea plasarii pe piata a produselor de protectie
a plantelor. Dintre principalele argumente pentru care plantele acvatice sunt
extrem de importante Tn testele de toxicitate. mentiondm urmatoarele:
dimensiunea mica, simplitatea structurald (lanovici, 2010), reproducerea
vegetativa intr-un mediu omogen din punct de vedere genetic ceea ce duce la
eliminarea variabilitatii genetice, capacitatea de a putea creste pe mediu lichid
sau agar, cultivarea in conditii controlate mult mai facila fata de majoritatea
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magnoliofitelor si susceptibilitatea la substante active, compusi hidrofobi sau
substante similare ce intervin la conexiunea aer-apa.

Sunt plante acvatice cu o rata de crestere mare si potential ridicat de
absorbtie, cunoscute pentru indepartarea metalelor grele din mediul acvatic.
Se reproduc asexuat, manifestand o dublare a biomasei la fiecare doua-trei
zile. Mai mult decét atat, pot oferi o sursa valoroasa de amidon si proteine.
Continutul de amidon poate ajunge la 49% din greutatea uscata, in timp ce
continutul de proteine a fost raportat ca variaza intre 15% si 45% din substanta
uscata, in conditii diferite. Avand o productivitate ridicatd si contindnd un
procent ridicat de aminoacizi, speciile de Lemna sunt folosite Tn mai multe
regiuni ca hrana pentru pasari sau porcine (Cheng & Stomp, 2009).

Tn timp ce testele de toxicitate cu plante terestre incep de la stadiile
inactive de viata (sdmanta), testele realizate pe Lemna si speciile din familia ei
necesita o continua cultura si mentinere a culturilor-stoc. Aici intervine
importanta turionilor atunci cand vremea nu este favorabila cresterii i
dezvoltarii indivizilor. Un numar substantial de studii au fost realizate asupra
turionilor si al stadiului lor de hibernare.

Toxicitatea  glifosatului in cazul Ilui L. minor se determina in
conformitate cu Ghidurile OCDE pentru testarea chimicalelor utilizand un regim
de testare statica (Testul nr. 221, 2006). Aceasta se poate cultiva In mediu
Bold's Basal steril (BBM) (Bischoff & Bold, 1963), in conditii standard de
crestere, respectiv o temperatura de 22 °C = 2 °C si lumina continua (85 pmol
m2s?) furnizatd de lampi fluorescente albe. Testele se efectueazd in
Erlenmeyere de 250 ml, inchise cu dopuri de bumbac, pentru a evita
evaporarea si contaminarea.

Din punct de vedere al metodologiei, Gomes & Juneau (2016) au
realizat un studiu in care indivizi L. minor au fost crescuti in 10 ml de mediu
Steinberg intr-o camera de crestere, iluminata cu lampi fluorescente (140 pmol
m2s?) in conditii de iluminare de 16 ore pe zi, cu o temperaturd maxima medie
de 20°C in timpul zilei si 16°C in timpul noptii, timp de 7 zile. Dintre indicii
specifici pentru testul Lemna amintim: continutul de glifosat in tesuturi,
continuturile de clorofila a si b, de carotenoizi, procentul de inhibitie a ratei de
crestere, precum si continuturile de amine biogene, activitatile peroxidazei si
catalazei. De asemenea, se poate determina masa proaspata si cea uscata.

Pentru a determina posibilele localizari ale formarii speciilor reactive de
oxigen induse de glifosat, se pot investiga efectele diuronului, rotenonei si
dicumarolului asupra ratelor de transport a electronilor (ETR), respiratiei si
concentratiilor de H202 n timpul expunerii la glifosat de 45 de minute.
Concentratiile de diuron si rotenona utilizate sunt eficiente in suprimarea atat a
fotosintezei (masurata prin ETR), céat si a respiratiei timp de 45 de minute.
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Dicumarolul totusi nu prezinta vreun efect asupra proceselor metabolice
(Gomes & Juneau, 2016).

Concentratia de clorofila a scade progresiv odata cu Tngalbenirea
frunzelor. Continutul de clorofild a scazut semnificativ de la 0,79 mg g* in
frunzele proaspete din probele martor la 0,09 mg g* in frunzele proaspete
tratate cu cea mai mare concentratie de glifosat. Continutul de clorofila b a
scazut, de asemenea odata cu cresterea concentratiei de glifosat, de la 0.26
mg -1 in frunzele plantelor martor la 0.05 in cele cu o concentratie mare de
glifosat. De asemenea, s-a observat acelasi trend in ceea ce priveste
continuturile de carotenoizi (Sikorski et al. 2019).

Expunerea la glifosat produce efecte daunatoare asupra proceselor
fiziologice la Lemna minor. Scaderea observata in fotosinteza, respiratie,
concentratia totald de clorofila, precum si raportul feofitind/clorofila crescut la
plantele expuse concentratiilor de glifosat 10 mg I* pot fi legate de stresul
oxidativ indus de acumularea de H.O,. in tesuturile vegetale, reziduurile de
glifosat duc si la acumularea de acid shikimic (Gomes & Juneau, 2016).

Intr-un studiu au fost investigate raspunsurile lintitei la aplicarea de
glifosat, plantele fiind expuse timp de 45 de minute la diferite concentratii (0, 5,
10, 100 si 500 mg I*) (Sikorski et al. 2019). Pentru a minimiza interferentele cu
eventualele ingrediente contaminante din formularile comerciale, n toate
experimentele s-a utilizat glifosat de calitate analitica.

Esantioanele pentru determinarea reziduurilor de glifosat au fost
pregatite pentru analizd pe baza protocoalelor QuPPe modificate
(Anastassiades et al. 2015). Intreaga plantd, cu o masa de aproximativ 10 g, a
fost omogenizata in 10 ml de acid formic 0,5%, intr-o mixturda metanol-apa
(1:1, v/v). Amestecul a fost agitat timp de 5 minute si centrifugat timp de 5
minute la 5000 g. Tn final, solutia a fost filtrata printr-un filtru PTFE de 0,2 ym,
s-a transferat intr-un vial pentru de cromatografie si s-a analizat prin LC-MS /
MS (Sikorski et al. 2019). Cresterea plantelor, greutatea proapata, cea uscata,
continutul de acid shikimic, precum si continuturile de clorofile si carotenoizi au
scazut odata cu cresterea concentratiei de glifosat, pe cand continutul de
glifosat din plante a crescut odata cu cresterea concentratiei (Sikorski et al.
2019).

Teste pe Elodea canadensis. Speciile de Elodea prezinta crestere si
productie de biomasa rapide, precum si capacitatea de bioacumulare a
poluantilor de apa. Din acest motiv au fost utilizate cu succes ca sisteme
model experimentale pentru evaluarea si tratamentul calitatii apei (Malec et al.,
20009), dar si in fitoremediere (Wieczorek et al. 2016; Mosoarca et al. 2018).

Gomes et al. (2019) au realizat cercetari pe diverse formulari ce contin
glifosat, Th combinatie cu chimioterapice precum enrofloxacina, pentru a
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determina daca acesti compusi au efecte antagoniste, sinergice sau aditive
asupra fiziologiei plantelor la nivelurile de concentratie din mediu.

Absorbtia si metabolizarea celor doi compusi au fost de asemenea
examinate pentru a evalua utilizarea potentiala a E. canadensis in recuperarea
acestor substante chimice din apele contaminate (Gomes et al. 2019).

Degradarea erbicidului se poate studia prin cresterea plantelor de
Elodea in conditii controlate, respectiv o temperatura de 20 °C + 2 °C si un
ciclu de lumina / intuneric de 18/6 ore, la 75 pmoli fotoni m2 s*). Concentratiile
celor doi compusi au fost cele din literatura de specialitate (Watkinson et al.
2009; Frade et al. 2014; Henault-Ethier et al. 2017).Testele pot fi realizate in
ziua 0 si ziua 7 dupa expunere. Probele au fost apoi colectate la inceput (ziua
0) si dupé sapte zile de conditii experimentale si s-au determinat concentratiile
enrofloxacina si glifosat. Alti parametri ce pot fi investigati la aceste plante sunt
fluorescenta clorofilei, ratele fotosintetice nete, eficiente fotosintetica a
fotosistemului Il, continutul de peroxid de oxigen (Gomes et al. 2019).

O privire de ansamblu asupra istoricului testelor de toxicitate confirma
faptul ca aceste macrofite acvatice sunt un grup important de producatori
primari care isi merita locul intr-o gama larga de testare pentru o evaluare
semnificativa din punct de vedere ecologic al pericolului toxic al poluantilor din
ecosisteme cu apa dulce.

CONCLUZzII

Glifosatul este ingredientul activ al multor formulari cu actiune biocida,
fiind eficient impotriva unui spectru larg de buruieni. Este unul dintre cele mai
folosite erbicide la nivel mondial. Are capacitatea de a inhiba sinteza
clorofilelor a si b, dar si a carotenoizilor. n plus, acesta afecteaza activitatea
fotosistemului 1.

Glifosatul este un compus foarte solubil in apa, astfel facilitindu-i-se
translocarea din mediul terestru in cel acvatic. Multe plante acvatice sau
hidrofile expuse la o concentratie medie de glifosat devin complet uscate. in
cazul testului pe Lemna, se poate afirma ca efectul acestui compus este mai
evident odata cu cresterea concentratiei folosite. in ceea ce priveste efectul
asupra plantelor de E. canadensis, efectele sunt foarte evidente intrucat
aceasta poate bioacumula si este foarte sensibila la acest erbicid.
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