Slutrapport for projekt nr H0933018: Reduktion av diffus fororening for en hallbar anvandning av
bek@mpningsmedel

Bakgrund

Malet med projektet &r att snabbt minska méangden av de glyfosatrester i falt som har hamnat
pa platser (vaxtrester, mark) dar de ej har avsedd effekt utan endast utgor ett potentiellt hot for
yt- och grundvattenférorening. Detta astadkommes genom tillforsel av optimalt formulerade
mikroorganismer i samband med applicering av herbiciden i falt. Denna samtidiga tillforsel av
glyfosat och mikroorganismer sékerstéller en néra kontakt mellan dem och ger darmed
gynnsamma forutsattningar for nedbrytningen, eftersom resterna &r som mest tillgangliga for
nedbrytning omedelbart efter applicering.

Trots alla anstrdngningar som gjorts for att begransa riskerna med anvandningen av
bek&mpningsmedel och motverka odnskade effekter, finns fortfarande alltfor stora méngder
av vissa bekd&mpningsmedel i yt- och grundvatten i Sverige och i andra lander. For att komma
tillratta med detta maste metoder utvecklas mot bade punktkallor (t ex spill vid fylining av
spruttanken) och diffusa kallor (t ex fran utlakning och yttransport efter sprutning i falt). En
effektiv och relativt enkel metod for reduktion av fororening fran punktkallor ar anvandning
av biobaddar (Castillo et al, 2008). Fororening fran diffusa kallor &r dock mer komplicerad att
komma till ratta med.

Reduktion av diffus fororening — aldrande och tillganglighet

Diffus fororening av bekampningsmedel efter deras anvandning i falt kan ske pa flera olika
satt, t ex som forangning, yttransport och utlakning genom markprofilen till draneringsror och
grundvatten. Storleken pa forluster fran dessa transportvagar beror pA mangden och tiden for
bekampningsmedlets exponering i miljon. En annan faktor som paverkar tillgangligheten for
transport av bekampningsmedel & medlets aldrande, d v s den tidsberoende transport in i
markens organiska material och dess mikroporer som 6kar med 0kad kontakttid mellan
medlet och markpartiklarna. Denna transport startar nar medlet nar marken och leder ocksa
till en tidsberoende minskning i mangden bekdmpningsmedel som &r tillgangligt for
nedbrytning (Bergstrom & Stenstrom, 1998).

Det ar darfor viktigt att rester av bekdmpningsmedel pa véxter, vaxtrester och pa marken, och
som inte &r avsedda att ha en kvarstaende jordverkan, snabbt bryts ner innan de transporteras
till yt- och grundvatten och innan aldringsprocessen gor dem mer motstandskraftiga mot
nedbrytning. Ett satt att uppna detta vore att tillsatta bekdmpningsmedelsnedbrytande
mikroorganismer eller enzymer samtidigt med sprutningen sa att bekdampningsmedel som
hamnar pa platser dar det inte har nagon funktion snabbt bryts ner. Detta nya koncept och
resultat fran laboratoriestudier med herbiciden MCPA som modellsubstans har presenterats
tidigare (Onneby et al., 2010).

Glyfosat — varldens mest anvanda herbicid

Glyfosat &r den mest anvanda herbiciden i Sverige och i vérlden. Férutom pa akermark
anvands glyfosat ocksa bl. a. i hemtradgardar, i parker, pa banvallar och gardsplaner. Totalt
saldes i Sverige ar 2011 1 660 ton bekdmpningsmedel till jordbruket och 665 ton till hushall
och den totala forsaljningen av glyfosat var 708 ton (KEMI, 2012). Glyfosat aterfinns ocksa
ofta i ytvatten med en fyndfrekvens aren 1985-2001 av 85 % for glyfosat (Térnquist et al.,
2002). En viktig kalla till sadana fynd kan vara anvandning av glyfosat pa hardgjorda ytor.
Det har t ex visats att 80-90 % av den glyfosat som applicerades pa asfalt kunde transporteras
bort med ett simulerat regn (Spanoghe et al., 2005).
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Nedbrytning av glyfosat

For glyfosat och manga andra bekampningsmedel har ingen mikroorganism kunnat isoleras
som anvander medlet for tillvéxt. Glyfosat anses darfor endast brytas ner i narvaro av en
annan kolkalla, d v s cometaboliskt i flera steg av olika bakterier och svampar. Det finns dock
organismer som kan anvanda glyfosat som en fosforkalla nar fosfor begréansar tillvaxten
(Ternan et al., 1998; Singh & Walker, 2006). Vi har funnit att ligninnedbrytande enzymer
som produceras av vitrtesvampar kan bryta ner alla hittills undersokta bekdmpningsmedel
(ca 25 stycken) inklusive glyfosat (Pizzul et al., 2009).

Glyfosat kan brytas ner av mikroorganismer i jord under bildning av metaboliten
aminometylfosfonsyra (AMPA). Denna nedbrytningsvég har dock hittills bara pavisats hos
tva bakterieisolat. Ovriga isolerade glyfosatnedbrytande bakterier klyver i franvaro av
oorganiskt fosfat C-P-bindningen vilket ger metaboliten sarkosin. Pa grund av svarigheten att
hitta bakterier som utfor nedbrytning till AMPA, prioriterade vi i detta projekt att finna
bakterier som utfor nedbrytningen med klyvning av C-P-bindningen. Denna strategi medfor
ocksa att ingen AMPA kommer att bildas eller ackumuleras som ett resultat av
glyfosatnedbrytningen.

Material och metoder
Anrikning och isolering av glyfosatnedbrytande bakterier fran jord

Matjord fran en akerjord (1 % organiskt kol, 0,11 % kvave och pH 6,6) samlades in, sallades
(<2 mm) och lagrades vid 4 °C. En glyfosatnedbrytande blandkultur med bakterier isolerade
fran en akerjord och Pseudomonas sp. 4ASW (Quinn et al., 1989) erh6lls fran Dr J. Quinn,
Queen’s University, Belfast.

Ett fosfatfritt minimalmedium med pyruvat som kolkalla anvandes for anrikning. Glyfosat
anvandes som den enda fosforkéllan i alla forsok. Ett jordprov (1 g) sattes till 200 ml
Erlenmeyer kolvar med 25 ml minimalmedium och 50 mg/L glyfosat som P-kalla och
inkuberades pa skak (150 rpm) vid 25 °C. Kulturen éverfordes till nytt medium var tionde
dag. Efter den tredje 6verforingen spreds utspadningar av denna anrikningskultur pa
agarplattor (Tryptic Soy Broth, TSB) och inkuberades vid 25 °C. Olika enskilda isolat valdes
utifran koloniernas farg och morfologi. Samma medium och metod anvéandes for anrikning
och isolering av bakterier fran blandkulturen som hade erhallits fran Dr. Quinn.

Karakterisering av bakterieisolat

Isolerade glyfosatnedbrytande bakterier karakteriserades med avseende pa koloniutseende,
form, oxidastest, katalastest, Gramfargning och formaga att bryta ner glyfosat.

Identifiering och riskbeddmning och av bakterieisolaten

Isolaten identifierades baserat pa 16S rRNA genom jamforelse med sekvenser i GenBank vid
the National Centre for Biotechnology Information (NCBI—http://www.ncbi.nih.gov/). De
riskbedomdes baserat pa tillganglig information i den vetenskapliga litteraturen.

Nedbrytning av glyfosat av de olika enskilda isolaten

Varje isolat ympades till minimalmediet med 20 mg/L glyfosat som enda P-kélla och
inkuberades 15 dygn vid 25 °C och 150 rpm. Resterande mangder glyfosat i mediet bestamdes
vid slutet av inkuberingen. Pseudomonas sp. 4ASW (Quinn et al., 1989) odlades ocksa som
en positiv kontroll. Ett prov fran den ursprungliga blandkulturen inkluderades ocksa.
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Test av glyfosatnedbrytning i sand och jord

De isolerade organismernas effekt pa nedbrytning av glyfosat undersoktes i sand och jord.
Testerna utfordes med olika pesticid- och ympkoncentrationer.

Formulering

For att ge hog 6verlevnad, god lagringsstabilitet och for att gora det mojligt att sprida
glyfosatnedbrytande bakterier tillsammans med formulerad glyfosat, formulerades
organismerna genom frystorkning med sackaros (10 %) som bararmaterial.

Glyfosatanalys

Analys av glyfosat gjordes med HPLC vid institutionen for mikrobiologi, SLU, enligt en
modifierad metod fran Nedelkoska och Low (2004).

Resultat
Glyfosatnedbrytande isolat

Glyfosatnedbrytande bakterier isolerades fran tva olika kéllor. Den ena var en blandkultur
som erholls fran Dr. Quinn och den andra fran en svensk akerjord. Baserat pa farg och
kolonimorfologi erhdlls sex distinkt olika isolat, tre fran blandkulturen (Gly 1, 2 och 3) och
tre fran den svenska akerjorden (Ulle 1, 2 och 3). Isolaten undersoktes med avseende pa deras
formaga att bryta ner glyfosat. Resultaten visas i Figur 1.
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Figur 1. Nedbrytning av glyfosat med utvalda stammar fran blandkulturen (Gly 1, 2 och
3) och fran en svensk akerjord (Ulle 1, 2 och 3). Nedbrytning med den ursprungliga
blandkulturen och med Pseudomonas sp. 4ASW (positiv kontroll) undersoktes ocksa.

Isolaten Gly 2, Gly 3 och Ulle 1, som gav den storsta nedbrytningen (100, 98 och 74 %)
valdes ut for vidare undersékningar.
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Karakterisering av de nya bakterieisolaten

Resultat fran olika test for karakterisering av de tre utvalda bakterieisolaten visas i Tabell 1.
Dessa resultat indikerade att de tre isolaten tillhor olika bakteriearter.

Tabell 1. Nagra karakteristika av de glyfosatnedbrytande isolaten.

Gly 3

Ulle 1

Isolat Gly 2

gul, rund, jamn | vit, rund, jJdmn

vit, rund, jamn

Koloniutseende

Form stav kort stav stav
Oxidastest negativ negativ negativ
Katalastest positiv positiv negativ
Gramférgning negativ positiv negativ

Nedbrytning av glyfosat i sand och jord.

Isolaten Gly 2, Gly 3 och Ulle 1 odlades under 48 timmar i TSB medium (30 g/L) vid 25 °C
pa skakbord, skordades och tvattades tva ganger med 0,9 % NaCl. En ymp sattes till fosfatfritt
minimalmedium med 0,5 % Na-pyruvat och 0,5 % K-glukonat som kolk&llor och inkuberades
vid 25 °C under 4 timmar. Efter inkuberingen tillsattes 20 pg/mL glyfosat och 1 mL ymp (ca
10 celler/g) till 10 g jord eller sand. Proven inkuberades i provrér vid 25 °C och analyserades
med avseende pa koncentrationen glyfosat efter tva dygn (Tabell 2). | sanden erhélls den
storsta nedbrytningen med Gly 2 (52 %), medan Ulle 1 och Gly 3 brét ner 20 respektive 10 %.
Knappt nagon nedbrytning erhélls i jorden.

Tabell 2. Koncentration glyfosat efter inkubering under 2 dygn vid 25 °C i jord-
och sandprover som ympats med Ulle 1, Gly 2 och Gly 3.

Glyfosatkoncentration (ug/g)
. : . Efter 2 dygns

Organism Matrix Ursprunglig inkubat)i/c?n
Ulle 1 Sand 1,52 + 0,00 1,23+0,01
Jord 1,16 + 0,03 1,25+ 0,03
Gly 3 Sand 1,37 +£0,21 1,25+ 0,03
Jord 1,41+£0,01 1,28 +0,01

Gly 2 Sand 1,54 + 0,03 0,74 £
Jord 0,90 £0,13
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Resultaten visar att de testade mikroorganismernas kapacitet att bryta ner glyfosat &r god i
sand for Gly 2 men otillrécklig for Ulle 1 och Gly 3 och otillrécklig for alla tre isolaten i jord.

Fosforbrist for induktion av glyfosatnedbrytande enzymer.

Tidigare studier har visat att fosforbrist kan 6ka upptag och nedbrytning av glyfosat (Dick &
Quinn, 1995). Darfor inkuberades cellerna i minimalmedium utan fosfat med 1 % pyruvat i 16
timmar innan glyfosat (20 pg/mL) sattes till som enda fosforkélla. Denna fosforbrist 6kade
nedbrytningen hos Gly 2 fran 27 till 40 % efter 3 dygn och fran 47 till 58 % efter 6 dygn
(Figur 2). For Ulle 1 erholls knappt nagon nedbrytning efter 3 dygn men celler med
fosforbrist var nagot mer effektiva jamfort med kontroll utan fosforbrist efter 6 dygn. Gly 3
brét ner mindre &n 10 % efter 6 dygn, utan skillnad mellan behandlingarna (data visas inte).
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Figur 2. Glyfosatnedbrytning (%) i flytande medium av Gly 2 och Ulle 1 med eller utan brist pé&
fosfor. Den initiala glyfosatkoncentrationen var 20 pg/mL.

Formulering. Stammarna frystorkades med sackaros (10 %) som bararmaterial. Den erhallna
produkten var av god kvalitet for alla stammar, dvs. den visade inga tecken pa kollaps eller
krympning (Figur 3). Overlevnaden efter frystorkningen varierade mellan stammarna, med
storst 6verlevnad for Gly 3, foljt av Gly 2 och Ulle 1 (Figur 4). Sackaros var det enda
béararmaterialet som undersoktes i detta experiment. Andra material ar dock tdnkbara
(Wessman, et al., 2011). Det ar viktigt att de formulerade bakterierna forblir levande &ven
under lagring. Jamfort med antalet levande celler omedelbart efter frystorkningen var
overlevnaden 93 % for Ulle 1 efter tre veckors lagring vid 25 °C. Foér Gly 3 och Gly 2 var
overlevnaden 73 respektive 50 %.
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Figur 3. Frystorkad produkt av stammarna med 10 % sackaros som bérare.
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Figur 4. Overlevnad omedelbart efter frystorkning och efter 1 och 3 veckors lagring vid
25 °C, lag luftfuktighet och i vakuum.

Identifiering och karakterisering av de nya bakterieisolaten. Stammarna identifierades baserat
pa 16S rRNA genom jamforelse med sekvenser i GenBank vid the National Centre for
Biotechnology Information (NCBI—http://www.ncbi.nih.gov/). Sekvenser fran Gly 2 visade
99 % identitet med Ochrobactrum anthropi och Ochrobactrum haematophilum.
Ochrobactrum anthropi klassificeras som tillhérande skyddsklass 2 (German Collection of
Microorganisms, www.dsmz.de) och har beskrivits som en opportunistisk humanpatogen
(Chain et al., 2011). Gly 2 studerades darfor inte mer i detta projekt. Gly 3 var identisk med
Microbacterium oxydans och Ulle 1 var till 99 % identisk med Brevundimonas sp.
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Glyfosatnedbrytning med Microbacterium oxydans (Gly 3) och Brevundimonas sp. (Ulle 1)

Glyfosatnedbrytning med Microbacterium oxydans (Gly 3) och Brevundimonas sp. (Ulle 1)

blev inte mer effektiv genom att byta substrat (pyruvat, glykos, gluconat). Nedbrytningen av
glyfosat som enda fosfatkélla eller i narvaro av andra fosforkallor var forsumbar. Dessa tva

bakteriestammar var darfor inte lampliga for vart andamal och studerades inte vidare.

En glyfosatnedbrytande Bradyrhizobium japonicum

Eftersom Gly 2 kan vara en opportunistisk humanpatogen och eftersom Gly 3
(Microbacterium oxydans) och Ulle 1 (Brevundimonas sp.) har for lag kapacitet att bryta ner
glyfosat, undersokte vi om de kunde ersattas med en annan organism tillhorande skyddsklass
1. Bakterier tillnérande sléaktena Rhizobium och Bradyrhizobium har sedan lange spridits ut pa
akermark for att 6ka kvavefixeringen hos baljvaxter. Det har ocksa rapporterats att de kan
bryta ner glyfosat (Zabaloy & Gémez, 2005). Darfor undersokte vi formagan att bryta ner
glyfosat hos nio arter tillhdrande dessa slakten fran kultursamlingen vid institutionen for
mikrobiologi, SLU. En av dessa, Bradyrhizobium japonicum 10169, kunde bryta ner glyfosat
—dven i narvaro av oorganiskt fosfor (Figur 5).
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Figur 5. Nedbrytning av glyfosat i 16sning med Bradyrhizobium japonicum
10169 fran kultursamlingen vid institutionen for mikrobiologi, SLU.

Bradyrhizobium japonicum 10169 kunde bryta ner glyfosat med mannitol som substrat.
Nedbrytningen var emellertid mycket langsam, vilket inte duger for den tankta tillampningen.
Eftersom arabinos och pentoser som substrat ofta féredras av Bradyrhizobier (Bergey's
manual of determinative bacteriology) undersokte vi nedbrytning av glyfosat i nérvaro av
arabinos och xylos. Glyfosat brots ner i medier med dessa substrat och snabbast med arabinos,
men fortfarande kravdes 3-4 veckors inkubering for att erhalla fullstandig nedbrytning. (Figur
6).
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Figur 6. Nedbrytning av glyfosat i 16sning med Bradyrhizobium japonicum 10169 fran kultursamlingen vid
institutionen for mikrobiologi, SLU med xylos eller arabinos som substrat.

Nedbrytning i sand efter tillsats av Bradyrhizobium japonicum 10169

Bradyrhizobium japonicum 10169 odlades i 16sning med arabinos (10 g/l) som substrat.
Cellerna koncentrerades med centrifugering och tvattades tva ganger med sterilt
ledningsvatten, varefter de atersuspenderades i sterilt ledningsvatten eller substrat, bada
innehéllande, glyfosat. En portion sattes till 10 g sand for att ge 20 pg/g glyfosat och 5,6 x 10’
bakterier/g sand. Ddrefter inkuberades sanden vid 25 °C, och prover for analys av glyfosat
togs efter 2 och 5 dygn.

Tillsats av substrat gav en stérre nedbrytning jamfort med nér bara vatten tillsattes, 43,4 %
nedbrytning med substrat jamfort med 26,4 % med vatten efter 5 dygn (Figur 7).
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Figur 7. Nedbrytning av glyfosat i sand med Bradyrhizobium japonicum 10169 med tillsats av rikt substrat eller
vatten.

Diskussion

Konceptet med samtidig tillsats av glyfosat och glyfosatnedbrytande mikroorganismer
fungerar i princip eftersom det kan ge en vasentligt snabbare nedbrytning av herbiciden
jamfort med nedbrytningshastigheten utan tillsats av mikroorganismer. Det ar ocksa mojligt
att isolera naturligt férekommande mikroorganismer som kan bryta ner glyfosat, trots nérvaro
av hoga koncentrationer av kvave och fosfor. Den mest effektiva organismen vi kunde isolera,
Ochrobactrum anthropi, visade sig dock tillhora skyddsklass 2 och har beskrivits som en
opportunistisk humanpatogen. Den kan darfor inte anvandas for praktisk applikation i falt och
studerades darfor inte mer i detta projekt.

Tva andra isolat, Microbacterium oxydans och Brevundimonas sp., brét ner glyfosat men med
for 1ag hastighet for var tilltankta applikation. Glyfosatnedbrytningen blev inte mer effektiv
vid odling pa olika substrat (pyruvat, glykos, gluconat). Nedbrytningen av glyfosat som enda
fosfatkalla eller i narvaro av andra fosforkallor var forsumbar. Dessa tva bakteriestammar var
darfor inte heller lampliga for vart andamal och studerades darfor inte vidare.

For att finna nya glyfosatnedbrytande bakterier undersokte vi formagan att bryta ner glyfosat
hos nio arter tillhdrande slaktena Rhizobium och Bradyrhizobium fran kultursamlingen vid
institutionen for mikrobiologi, SLU. En av dessa, Bradyrhizobium japonicum 10169, kunde
bryta ner glyfosat — dven i nérvaro av oorganiskt fosfor. Nedbrytningen var emellertid mycket
langsam men okade nar bakterien odlades pa arabinos och xylos. Tillsats av bakterien till sand
tillsammans med arabinos som substrat gav 43,4 % nedbrytning efter 5 dygn. Bradyrhizobium
japonicum 10169 ar darfor en lovande organism for den tilltankta applikationen, men mer
studier kravs for att finna hur dess kapacitet att bryta ner glyfosat kan tkas ytterligare. En
mojlig vag kan vara att identifiera det enzym som katalyserar glyfosatnedbrytningen och
darefter undersbka om odling i ndrvaro av detta enzyms naturliga substrat 6kar enzymets
méangd eller aktivitet i bakterien.
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