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Wstep

Istnicje wicle publikacji poréwnujacych dziatanic pestyeydéw i pestyeydéw
w polaczeniu z adiuwantami na chwasty. W wickszosci przypadkow efckt dziala-
nia obnizonej dawki pestycydu stosowanego z adiuwantem jest podobny lub
nawet silnicjszy od preparatu tradycyjnego stosowanego w dawee wyzsze) [ADAM-
CZEWSKI 1 in. 1996; PEACZYNSKI 1 in. 1997; WOZNICA i in. 1997; KUCHARSKI i in. 2000].
Udoskonalanic pestycydow (zmiana formy uzytkowej preparatu, dodatkowe adiu-
wanty) z jednej strony pozwala na obnizenic dawek substancji aktywnych wpro-
wadzanych do Srodowiska, ale z drugiej strony wydtuza okres zalegania pestycy-
dow.

Badania wykazaly, z¢ intensywne 1 dlugotrwale stosowanie pestycydow stwa-
rza zagrozenic nic tylko dla chwastéw 1 szkodnikéw upraw, ale takze dla ,.pozyte-
cznej” mikroflory glebowej. Niewiele prac jednak dotyczy rcakceji mikroorgani-
zmdw na obeeno$é adiuwantédw w §rodkach ochrony roslin. Aby zdobyé wiccej
informacji na ten temat podjeto badania, ktére sg prébg ustalenia w jaki sposéb
mikroorganizmy, a szczegdlnic ich aktywnos$é hydrolityczna wobec réznych zwia-
zkdéw organicznych zmienia si¢ pod wplywem dodatku adiuwantu.

Materiat i metodyka

W doswiadczeniu wykorzystano material (glebe 1 mikroorganizmy) oraz
metodyke obszernie opisana w Nowak, Braszak [2006]. Do podlozy mikrobiolo-
gicznych ze skrobig, kazeing lub tributyryng wprowadzano herbicydy Tritlurotox
250 EC 1 Trifluraling 250 EC w dawkach 1, 10, 100 mm? substancji aktywnej
w dm? podioza (tab. 1). Zastosowano podioza kontrolne bez pestycydow. Hodo-
wle inkubowano w temperaturze 25°C. Po siedmiodniowcj inkubacji, za pomocy
linijki micrzono $rednice kolonii (mm) i Srednice stref hydrolizy (przejadnicnia)
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wokél kolonii (mm). Na tej podstawie wyliczono tzw. indeks aktywnodel (IA) dla
poszczeglinych szezepdw, jako stosunek §rednicy strefy hydrolizy (kazeiny, skrobi
lub tributyryny) do Srednicy kolonii. Odezyty dla mikroorganizmow amylolitycz-
nych dokonywane byly po wezednicjszym zalaniu podloza plynem Lugola. Kazdy
szezep badano w trzech powtdrzeniach. Opis analiz statystycznych znajduje sic
w czesel pierwszej [NOwaK, Braszak 2006].

Tabela 1; Table |

Charakterystyka preparatow uzytych w doswiadcezentach
Characteristics of pesticides applied in the expertment

Substancja
Nazwa biologicznie czynna Dawka Klasa
handlowa . i ically active o toksyez-
pestycydu Rodzaj pestycydu Biologically active polowa 0 ":i Producent
) Type of pesticide matter Field hose Producet
Trade name p p dose Toxicity
of pesticide nazwa ) cluss
gdm™?
herbicyd tradyeyjny, bez 7. Ch. Orga-
Triflurotox adiuwantu 4 ik — Sarzyna”
o . 250 v . :
250 EC traditional herbicide ) . dm*ha! S.A. Nowa
without adjuvant trifluralina Sarzyna
. [ trifturalin
. . herbicyd udoskonalony, .
Trifluralina Lyy divtantem 250 4 forma cksperymentalna
7 ¢ ante 2: . S
250 EC herbicide with adjuvant dm#-ha-! experimental form

Wyniki i dyskusja

Nie stwicrdzono jednoznacznic, ktora forma herbicydu (tradyeyjna, czy
udoskonalona — z dodatkowym adiuwantem) silnicj oddzialywala na mikroorga-
nizmy. Na ogdl sila oddziatywania zalezala od wrazliwosdel dancgo szezepu na
dodany do podloza herbicyd 1 od dawki preparatow.

Herbicydy sa w wickszosci przypadkow substancjami organicznymi, dodanc
do gleby moga by¢ wykorzystane przez nicktore mikroorganizmy jako zradio ence-
rgii, wegla lub azotu [ROZANSKI 1992; SOULAS, LAGACHERIE 2001; WYSZKOWSKA
2002}. Dlatego dodane do gleby w dawkach zalccanych w uprawic roslin mogy
powodowac okresowy wzrost liczcbnosci mikroorganizmow zdolnych do biodegra-
dacji dancgo herbicydu |BALICKA 1983; POPRAWSKI, MAICHROWICZ 1995]. 7. gleby
uprawnej, gdzie stosowano trifluraling [BELLINASO i in. 2003} wyizolowano 7 gleby
mikroorganizmy odporne na ten herbicyd 1 badano ich zdolnos¢ do jego biode-
gradacji. W zaleznosei od szezepu bakterii proces ten przebicgal ze skuteczno-
Scig: 24,6%, 25%, 21%, 16% poczatkowe] zawartosci tritfluraliny.

Podobnic wzrost mikroorganizmow (bakterii i grzybow) na podlozu z jedy-
nym Zrodlem wegla wopostact tluszezu oraz zdolnosé ich do hydrolizy tego sub-
stratu (oceniana jako 1A) ulegaly niewiclkim modyfikacjom w obceenoser herbicy-
dow w podlozu (rys. 2, 4). Roznice w oddziatywaniu dwoch herbicydow na bada-
ne parametry wynosily na ogdt kilka — kilkanaScic 7. Nicstety istnicje nicwicle
danych o oddziadlywaniu pestycyddw na mikroorganizmy zdolne do rozkladu zwia-
zKkow tluszezowych w glebie. Fragmentaryezne informacje na ten temat sa zdecy-
dowanic niewystarczajyee, chociazby ze wzgledu na speeyfike 1 duze znaczenic
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procesu biodegradacyi zwiazkéw hydrofobowych, trudnych do rozktadu, a powsze-
chnych w przyrodzic (kutyna, suberyna). W badaniach MICHALCEWICZ [2001] mi-
kroorganizmy lipolityczne wykazywaly najczgsciej wzmozony wzrost liczebnosci
w kontakcie z pestycydami, chociaz herbicydy mocznikowe 1 triazynowe powodo-
waly okresowe zmniejszenie liczebno$er tych mikroorganizméw.
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~ 35, - 35 - T T "=
g B grzyby; fingi 0 5
== 10 bakterie; bacteria ! B 5
c . £ 8.
S 3 i 25 & S
= = 25 | 2
z v ; 25
£ : 20 2
5 s 20 | E‘ k-
- 'T": | 15 ) O
= H
R \ [ .
53 10 |
= 1 l !
S l 5 ‘
) ] 0 . o !
0! - —— —_— -
Kontrola:control 10 100 kontrola;control 1 10 100
dawka; dose (mg-dm-*) dawka; dose (mg-dm-?)
Rys. 1. Wplyw pestycydow na wielko$¢ $rednic kolonii mikroorganizmoéw proteolity-
cznych (wyniki uSrednione dla wszystkich szczepow)
Fig. I. The influence of pesticide on the diameter of proteolytic colony microorga-
nism (average from the whole experiment for all strains)
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Rys. 2. Wplyw pestycydow na wiclkoée Srednic kolonii mikroorganizmow lipolitycz-
nych (wyniki uSrednione dla wszystkich szezepow)
Fig. 2. The influence of pesticide on the diameter of lipolytic colony microorganism

(average from the whole experiment for all strains)

Po dodaniu herbicyddw (szezegdlnie Trifluraliny 250 EC) do podioza zc
skrobiy, $rednice kolonit bakterii 1 grzybéw oraz ich aktywno$¢ hydrolityczna ule-
gly zmnicjszeniu (rys. 3, 4). Réznice w oddzialywaniu dwoch herbicydow byly
wyrazne, wynosi}y do ok. 60% (poréwnujac Srcdnice wzrostu mikroorﬂanizm()w)
i do ok. 30% (porownujic TA). W dodwiadezeniu [LUk! i in. 1997] z innymi herbi-
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cydami (symazyna i napropamidem) zanotowano zmnicjszenie liczebnosci mikro-
organizméw amylolitycznych odpowiednio o ok. 30 i 20% (Srednic z catego dos-
wiadczenia), w porownaniu do warto$ci kontrolnych. Takze Tu [1992] po aplikacji
do gleby 10 mg-kg! ethalfluraliny oraz trifluraliny stwicrdzit hamowanic aktywno-
§ci amylaz w glebie, w pierwszym przypadku znaczne, w drugim nicwiclkic.
W nicktérych do$wiadczeniach obserwowano odmicnna reakejg drobnoustrojow
zdolnych do hydrolizy skrobi na obecno$¢ pestycydow w glebie, po dodaniu do
gleby herbicydu Tarol 200SL |Luki i in. 1997] odnotowano zwigkszenic liczebnoscei
tych mikroorganizméw.
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Rys. 3. Wplyw pestycyddw na wielko$¢ Srednic kolonii mikroorganizmoéw amylolitycz-
nych (wyniki usrednione dla wszystkich szczepow)

Fig. 3. The influcnce of pesticide on the diameter of amylolytic colony microorganism

(average from the whole cxperiment for all strains)

Roéznice w oddzialywaniu dwoch herbicyddéw na wzrost mikroorganizmow
proteolitycznych byly znaczne, wynosity do 35%, natomiast wplyw na aktywno$¢
proteolityczng byt mnicj zréznicowany. PERUCCI i SCARPONI [1992] badajgc aktyw-
no$¢ hydrolityezng mikroorganizméw zaobscrwowali wyrazny jej wzrost (szezegdl-
nic w pierwszym tygodniu dos$wiadczenia) po dodaniu do gleby trifluraliny w da-
wee S5 ppm. Natomiast w przedstawianym dos$wiadezeniu, dodanic do podloza
mikrobiologicznego z bialkicm mleka herbicydoéw zawicrajacych trifluraling, spo-
wodowato w wigkszosci przypadkéw przyspieszenic wzrostu  kolonit baktertii
(rys. 1). Jednak zdolno$¢ do hydrolizy biatka (IA) przez t¢ mikroorganizmy ule-
gata obnizeniu (rys. 4). Wyttumaczenie tej z pozoru sprzecznej reakeji moze byc
nast¢pujace: bakterie zdolne do rozktadu i wykorzystania stosowanego hcerbicydu
[MARTIN i in. 1999; SOULAS, LAGACHERIE: 2001] wykazaly wigksze ,.zainteresowanie”
wlasnic tym zrédlem wegla w podiozu, niz biatkiem. Stad tez mnicjsze rozmiary
stref hydrolizy (w poréwnaniu z kontrola), jednoczesnic przy okazatym wzroscic
kolonii. BELLINASO i in. [2003] przeprowadzajac doswiadczenic z trifluralina takze
wyizolowata z gleby bakteric zdolne do rozkladu i1 wykorzystania tej substanci
biologicznie czynnej. Podobnic po dodaniu do gleby trifluraliny [Tu 1992] nasta-
pito zwigkszenie liczebnosdci grzybdéw, co moglo sugerowad, ze herbicyd stat sig
dla tych mikroorganizméw Zrédtem wegla 1 (lub) encrgii. Rownicz MICHALCEWICZ
[2001] stwierdzita w wigkszoSci przypadkéw wzrost liczebnodei mikroorganizmdw
proteolitycznych po zastosowaniu Pivotu 100SL 1 Sencoru 70WG.
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W innym badaniu [Tu 1994] ustalono, ze dichloropropan powodowat istotng
stymulacj¢ procesu amonifikacji. Efekt dziatania zwiazku staje si¢ coraz silnicjszy
w miarg wzrostu dawki aplikowancj do gleby [PIOTROWSKI, SLIZAK 1992; CHAUHAN
1994]. MANDI i LUKI [2002] badajac reakeje mikroorganizmow zdolnych do hydroli-
zy bialka na obecno$é w glebie symazyny 1 parakwatu stwicrdzili obnizenie licze-
bnosci mikroorganizmdw proteolitycznych o kilka, kilkanascic procent. BALICKA
[1983] podaje wrgez przyktady herbicydow, ktére zazwyczaj hamujy aktywno$é
proteolityczng bakterii i grzybéw, sa to herbicydy triazynowe, mocznikowe, karba-
minianowe. WYSZKOWSKA [2002] oceniajac oddzialywanie trifluraliny na mikroflorg
réwniez stwierdzita zaburzcnie réwnowagi biologicznej gleby, ctekt ten objawial
si¢ obnizenicm liczebnodei mikroorganizmdéw bioracych udziat w przemianach
wegla 1 azotu.

W doswiadcezeniu HUBERA i in. [1980] pochodne aniliny wywicraly zrdznico-
wany wplyw na oddychanie mikroorganizméw. W zaleznosci od typu zwiazku,
a takze badanego obiektu, ktérym byly rdzne szczepy mikroorganizmow,
hamowanic oddychania siggato do 50% wartosci kontrolnej w przypadku bakterii
(Pseudomonas fluorescens) i do ok. 609% w przypadku Aspergitlus niger. Po wpro-
wadzeniu do gleby bentrifluraliny biomasa mikroorganizmoéw zostata zreduko-
wana w poczatkowej fazie do§wiadczenia o ok. 60% [Viscurrti, CAasucct 2002].

Adiuwant dodawany jest (lub wbudowany) do herbicydu w nicwiclkicj
ilosci, na ogdt zalecana w uprawie roslin ilos¢ wspomagacza nic przekracza 1,5
dm*ha-! [ADAMCZEWSKI, MATYsIAK 1997]. Mimo to dodatek tak nicwiclkicy tlodei
zwigzku wplywa na zmiang mobilnoSci i trwalosci (i co za tym idzic toksycznoscei)
herbicydu [Swarcewicz 2000]. Dlatego tez oddziatywanic herbicydu stosowancgo
samodzielnie 1 tego samego preparatu w polyezeniu z adiuwantem movze zasad-
niczo by¢ rézne. Oddziatywanie Betanalu 160 EC w kombinacji z Olemixem lub
Olcjanem tylko nieznacznie réznito si¢ od wplywu samcego herbicydu na zawar-
to$¢ biomasy zywych mikroorganizméw [NOwWAK i in. 1998]. Inaczej w doswiadeze-
niu SWARCEWICZ [2000], gdzic herbicyd w polaczeniu z adiuwantem (Azoprim 50
WP + Atpol) znacznie silniej oddzialywal na proces oddychania mikroorgani-
zmoOw glebowych niz sam herbicyd.

Whioski

1. Dodatek adiuwantu do herbicydu w sposéb statystycznic istotny zmicnil
jego oddzialywanic na wzrost oraz aktywno$¢ hydrolityczng bakterii 1 grzy-
béw. Najmniejsze réznice w oddzialywaniu odnotowano w przypadku
mikroorganizméw hodowanych na podlozu z tributyryng, a najwicksze na
pozywce z kazeina.

2. Ogdlnie mozna stwierdzié, ze im wyzsza dawka poréwnywanych pestycy-
déw, tym réznice w oddzialywaniu na mikroorganizmy byly wigksze, jednak
trudno jest stwierdzi€, ktéry z herbicyddéw silnicj oddzialywal na mikroorga-
nizmy, poniewaz efekt dziatania zalezat od badanego paramectru, dawki pe-
stycyddw, grupy mikroorganizmow.

3. Wigksze roznice w oddzialywaniu dwéch herbicyddw stwicrdzano czgsciej
w hodowli szczepow bakteryjnych. Mikroorganizmy te ujawnily odmicnne
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oddzialywanie herbicydéw obeenych w podiozu, hydrolizujac biatka i weglo-
wodany w réznym tempie i zakresie.

4. Grzyby w mnicjszym stopniu niz bakterie byly podatne na wplyw herbicy-
dow, réznice w oddziatywaniu Triflurotoxu 250 EC 1 Trifluraliny 250 EC
byly bardziej widoczne odno$nic tempa wzrostu grzybéw na podtozach z
herbicydami niz ich aktywnos$ci hydrolityczne.
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Stowa kluczowe:  aktywno$¢ enzymatyczna, mikroorganizmy, herbicydy
Streszczenie

Szereg badan wykazalo, z¢ intensywne 1 dlugotrwale stosowanic pestycydow
stwarza zagrozenie nic tylko dla chwastdw i szkodnikéw upraw, ale takze dia po-
zytecznej mikroflory glebowej. Udoskonalanie pestycydow (zmiana formy uzytko-
wej, dodawanic wspomagaczy) z jednej strony pozwala na obnizenic dawek subst-
ancji aktywnych wprowadzanych do §rodowiska, a z drugic) strony wydluza okres
ich zalegania w Srodowisku.

Badano wplyw Triflurotoxu 250 EC i Trifluraliny 250 1EC (herbicyd z
dodatkowym adiutantem) na wyizolowane z gleby bakteric 1 grzyby, badano
wplyw zarowno na tempo wzrostu mikroorganizmow, jak i na aktywnos< hydroli-
tyczng wobec roznych organicznych substratow.
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Poréwnywanc herbicydy rdznily si¢ (w  sposéb  statystycznic istotny)
w swoim oddzialywaniu na mikroorganizmy. Nie mozna jednoznacznic stwicrdzic,
ktéry z pestycyddow silnicj oddziatywat na mikroorganizmy, bowiem ctekt oddzia-
tywania zalezatl od dawki herbicydow, uzytego substratu w podiozu 1 badancgo
parametru. Wigksze réznice w oddzialywaniu dwoch herbicyddw  stwierdzono
odnosnie bakterii. Mikroorganizmy te ujawnily odmienne oddziatywanic herbicy-
déw obecenych w podlozu, hydrolizujge biatka i wgglowodany w réznym tempic
i zakresie. Grzyby w mnicjszym stopniu niz bakteriec byly podatne na wplyw
herbicydéw, réznice w oddzialywaniu Triflurotoxu 250 EC 1 Trifluraliny 250 EC
byly bardziej widoczne odnosnic tempa wzrostu grzybdéw na podtozach z herbicy-
dami niz ich aktywnoSci hydrolityczney.

CHANGES IN ENZYMATIC ACTIVITY
OF SOIL MICROORGANISMS AFTER
THE APPLICATION OF PESTICIDES

PART 11
TRIFLUROTOX 250 EC, TRIFLURALINA 250 EC

Magdalena Blaszak, Andrzej Nowak
Department of Microbiology and Environmental Biotechnology,
Agricultural University, Szczecin
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Summary

Pesticides applied intensively and over a long time have proved to pose
threcats not only to weeds and crop pests, but also to the usetul microflora of the
soil. Perfecting pesticides by changing the form they are applicd in, and/or
adding aid substances on the one hand, leads to lowering the doses of the active
substances introduced into the environment, but prolonging their deposition time
in the soil on the other.

The influence of Triflurotox 250 EC and Trifluralina 250 EC, a herbicide
with an additional adjutant, on bactcria and fungi isolated from soil was studied,
with regards to the microbes growth rate, and their hydrolytic activity on various
organic substrates.

The pesticides under comparison were found to differ, at the level of stati-
stical significance, as far as their impact on microbes is concerned. Since the
cftect depended on the applied herbicide doses and the substrate alike, as well
as on the studied paramecter, it was hard to clearly determine which pesticide
action on the microbes were the most effective. Differences between two herbi-
cides were more pronounced for bacteria. Such microbes revealed the different
soil herbicides impact by hydrolyzing proteins and carbohydrates at the various
ratc and scope. Fungl were found to be less susceptible to herbicides induced
impacts than microbes; differcnces in Triflurotox 250 EC and Trifluralin 250 EC
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influence were pronounced stronger in the fungi growth rate at substrates with
herbicides than in their hydrolytic activities.
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