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Wstep

Nickorzystne oddzialywanic pestyeydow na Srodowisko 1 zdrowie Tudzi, wy-
sokie koszty stosowania nic mogg byé przyczyng ich wycliminowania, gdyz ilo$é
1jakos$¢ produkowanc) w Swiccie zywnoSci uleglaby znacznemu obnizeniu [Os-
TROWSKI 1993: TIsDELL, WILSON 2001]. Zatem kontrolowanic wplywu pestycyddw na
srodowisko jest niczbedne [ZURAWSKS i in. 1994]. Triazyny sa nadal najezgScie sto-
s‘owzmymi herbicydami w ochronie upraw kukuryd7y przcd chwastami [BizIuk

2001 Ich dzyalanic polega na zahamowaniu przeniesienta elektrondw z totosyste-
mu PSIT na plastochinon [Corriet i in. 2001, Z2 powodu duzej toksyeznosct wsto-
sunku do $rodowiska w nicdalckic) przysziosci zostana onc wycofance z uzytku.
Pozostaje jednak lwestia oceny ich wplywu na frodowisko glebowe, w ktorym ku-
muluw si¢ 1ch znaczna oS¢, Alm/ynd dmrdkturyzu]u si¢ dlugim okresem zalega-
nia w glebie, sicgajacym nawet 18 miesieey [Biziuk 2001), a okres jej potowiczne-
go rozpadu w glebie moze wahad si¢ od 15 nawet do 77 dni [Swarciwicz 2002].
Jest to herbicyd tatwo migrujacy w glab profilu glebowego 1 przenikajgcy do wod
gruntowych [KosTowska i in. 1992]. Dotychezasowe badania wskazuja, ze atrazyna,
podobnic jak inne pestyeydy, moze istotnie wptywad na sktad ilosciowy 1 jakoscio-
wy mikroflory glchowej, tym samym posrcdnio wplywajac na aktywnoS¢ zawartych
v glebie enzymow [MALKOMES 1997: KIELISZEWSKA-ROKICKA 2001 ].

Celem pracy bylo wskazanie enzymow, na podsiawie aktywnosel ktorych,
mozna dokonaé kompleksowej oceny wplywu atrazyny na metabolizm gicbowy.

Material i metody

Badania przeprowadzone zostaly w warunkach laboratoryjnych na prébkach
czarnej zicmi o skladzic granulometrycznym gliny lekkici pylastej charakteryzuja-
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cej sie niska zawartoscia prochnicy (1.29%) 1 odezynem slabo kwasnym  (pH
6.1-6.9) [BoGoa i in. 1990]. Pobrana do badai glebg podsuszono do powictrznic
suchej 1 przesiano przez sito o Srednicy oczek 2 mm. Tak przygotowana glebe
podziclono na jednokilogramowe nawazki, do ktdrych wprowadzono wodne
emulsje herbicydu Gesaprim 500 FW w dawkach: 1 - zalecunej precz producenta
na uprawy (2 kg-ha=t), I — 10 x 11 1 = 100 X 1. Przygotowano rownicr glebe
kontrolng bez dodatku preparatu. Poszezegdlne dawki Gesaprimu 500 FW uzyte
w doswiadezeniu przeliczono 1 podano na | o#g gleby (tab. 1), Przy okrestaniu
dawki wzigto pod uwage mas¢ gleby o migzszoser 0,01 m.

[abela 1: Table 1

Zastosowane w doswiadcezeniu dawki Gesaprimu 300 F'W
Daoses of Gesaprim 500 FW applicd in the experiment

Zastosowane dawki ZawWrtose atrazyiny
Herbievd Substancja aktywna Apphied doses Atraziee conten!
Hermerde Active substance (mm*kg ) (me-kg 1)
1 11 i 1 I 1l
Gesaprim 500 FW atrazyni 13 130 1300 6.5 6S 630

Przez okres tygodnia wszystkic probki glebowe przechowywano w polictyle-
nowych worcczkach w optymalnych warunkach wilgotnosci i temperatury: 20°C
160% mopw. W 1. 3.1 7. dntu doswiadezenia badano kolorymetryernic aktyw-
nos¢ dziewiceiu cnzymow glebowyceh: toslatazy kwasney i zasadowe] wedtug meto-
dy TABATABAL i BREMNERA [1969] oraz Elvazl i TaBatasat {1977} w modyfikacp
MARGESIN [1996]; dehydrogenaz metoda TraiMana [1968] w modyfikacp Onps-
GER [1996]; reduktazy azotanowe] metody Fu 1 FABATABAT [1989]; urcazy metody
BONMATY i in. [1992]: B-glukozydazy mctoda HOFMANA 1 DEDEKENA [1965]: peroksy-
dazy metoda Bordeleau 1 Bartha [Burns 1978]; proteazy i deammazy argininowe)
mctody KANDELER [1996].

Wszystkic analizy laboratoryjne wykonano w trzech powtorzeniach. Uzvska-
ne wyniki opracowano statystycznic przy uzyciu jednoczynnikowey analizy warian-
¢cjt. Wartosci NIR obliczono zgodnice z procedura Tukey'a przy o = 0,05, Obli-
czono wspdlezynniki korelagji prostej Pearsona pomicdzy aklywnoscia poszezegol-
nych enzymdw we wszystkich dniach dodwiadezenia 1 po zastosowaniu wszystkich
stezenn Gesaprimu 500 FW oraz wykorzystano analize skupien do aglomeracy
enzymow wogrupy o najwickszym stopniu powiazania. Do analiz statystycznych
wykorzystano program Statystyka 7,0.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane w pracy wyniki aktywnosci badanych cnzymow zestawiono w ta-
beli 2. W ocelu szybkiej ich mterpretacyi zostaty one przeliczone 1 zaprezentowanc
na rys. 1 jako procent inhibicji. Wyniki badan wskazuja, 7¢ po zastosowaniu
wszystkich stezen Gesaprimu 500 FW aktywnos¢ badanych cnzymdw byla bardzo
zmicnna w czasic. Analizujac aktywnos¢ fostatazy kwadne) zaohserwowano przejs-
ciowy inhibicic.
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Tabela 2; Table 2

Wptvw Gesaprimu 500 FW i terminu analiz na aktywno$¢ badanych enzymow glebowych
Ettect of Gesaprim 500 FW and term of analyses on soil enzymatic activity

Dzien | Dawka
Dayv | Dosc
K 29644 [ 653,96 0,90 1,51 5,00 0,006 0,33 286,20 | 29,97
! 28899 | 670,35 0.86 141 5,33 0,005 0,10 95,89 32,47
11 263.67 | 65098 0,69 1,54 6,42 0.002 0,36 12237 | 30,55
HH 29644 | 66588 1,00 1,58 6.56 0,038 1.01 29339 [ 30.64

1Ns”[§ 2239 1 1335 | o0z | 021 o046 | o009 | 00s | 1512 | 456

K 452.86 | 628,64 0,63 1,54 777 0,023 1,34 244,73 | 3981
1 470,73 | 631,61 0.6t 1,51 7,65 0,012 1,01 220,40 1 30,00
1 469.24 | 65545 0,58 1,27 7,71 0,019 0,67 281,47 | 35,50

A B C D E F G H I

3
i 51393 | 63757 0,72 1.39 8,15 0,015 0,78 189,39 | 25,04
AR
i\:;)\"’\ 2385 1431 0,03 0,14 0,32 0,003 0,05 11,67 343
-~ s
K 318.79 | 36798 0.58 1,22 821 0,014 1,34 39358 | 4383
] 29942 | 373.90 0.56 135 7.26 0.016 1.29 41123 | 4431
. 1 318,79 1 39327 0.54 144 7.34 0,012 1,38 271,93 | 30,33
HI 32028 | 408,17 0.62 1.52 7,72 0016 4,09 241,87 | 4642
NIR, S su -
LSD 17,58 17.05 0,02 0,12 0,21 0,006 0,06 23.50 321
A fostataza kwadna: acid phosphatase — pg p-NP+(g s.m. gleby-hy-; pg p-NP-(g DM soil-h)~!
B fostataza zasadowa: alkahine phosphatase — jeg p-NP+(g s.m. gleby-h)-2 jig p-NP(g DM soil-hy !
¢ reduktaza azotanowa: nitrate reductase — pg N-NOST(S g osamu gleby-24 hyts pg N-NO, (S ¢

DM so1l:24 hy -+
D urcaza: urcase = g N-NH (g s gieby-0.75 hy' pg N-NH, (g DM s0il-0.75 h)"

L f-glukorydaza: B-elucosidase — mg sahgeniny-(10 g s.m. gleby-3 h)'y myg saligenine (10 ¢ DM
soil- 3 hy i

F peroksydaza; peroxidase — AA (5100 g s.m. gleby)-': AA (5100 g DM soil)-!

G deaminaza argiminowa; arginine deaminase — pg N-NH *(g s.m. gleby-3 h)"; ug N-NH, (¢
DM soi-3 hy+

H proteazi; protease — pg tyrozyny-(g s.m. gleby-2 hy#; pg tyrozine(g DM soil-2 hy!

| dehvdrogenazy: debydrogenases — g TPF-(g s.m. gleby-16 h)-'; ug TPF-(g SM soil-16 h)~!

K kontrola; control

11 objasnicnia jak w tab. 1 explanations see Table 1

Po zastosowaniu wszystkich stezenn Gesaprimu 500 FW stwierdzono niewicel-
ka aktywacje losfatazy zasadowey utrzymujqycy si¢ przez caly okres doswiadezenia.
Aktywnos¢ deaminazy byla hamowana jedynie po zastosowaniu dawki najnizszej
uzytego w doswiadezeniu herbicydu sicgajacqy nawet 80%. Po 7 dniach do$wiad-
czenia inhibicja aktywnos$cl tego enzymu zmniejszyla si¢ do zaledwie kilku pro-
cent. Najsilnicj na wszystkic dawki Gesaprimu 500 FW zarcagowaly reduktaza
azoltanowa 1 proteaza. W przypadku tych enzymdw inhibicja utrzymywala si¢c na
dos¢ wysokim poziomice siggajacym nawet 25-55%. Aktywnosé pozostalych enzy-
mow byla bardzo zmicnna. Obscrwowano zardwno przejsciowa aktywacie. jak
i mhibicjie. Zatem na podstawie uzyskanych wynikow trudno byloby jednoznacz-
nic wskazad, ktore enzymy nalezy badad, aby ocenié wplyw Gesaprimu 500 FW
na srodowisko glcbowe.



158

D. Kiddka, J. Nowak, E. Kunska

/\» 84

{ 3 7 Srednia; mean

dnr; days

C

4
|
i
|

nhibiton

i
i
H 3 ? sred i, mean

dni: days

E

3 7 srednia: mean

dni; days

mhibiton

3 7 $redniy; mean

Y% inhibicys

|
i

% inhib
% of inhibivon
IS <

220
i 3 7 sredniz mean
dan days
D
20
10
0
-10
20
3 7 Sredn e mean
dnr: days
200 — e e e e

srednia; mean

dni: days

1 7 sred nia; mean

dni days

[ N steA e concentraion
[l stgzenie; concemtration
m [ stgzenie concentration

50
i 3 7 $rednia; mean
dni: days
C.D. E. F. G. H. 1 - objasnienia umieszezono pod tabely 2; explanations sce Table 2
Rys. . Inhibicja aktywnoscei badanych enzymdw po zastosowaniu Gesaprimu 500 FW

Fig. 1. Inhibition of tested enzyme activity after Gesaprim 500 FW application



OCENA WEASCITWOSCT BIOCHEMICZNYCH GLEBY ... CZ. 1 ...

159

Istotna korclacja, przy p

W celu odpowicdzt na zamierzony ccl, uzyskane wyniki aktywnosci bada-
nych cnzymow poddano dalszej analizie statystycznej wykorzystujae wspotczynniki
korclacyi liniowej Pearsona i analize skupien. Uzyskane wspdlezynniki korclacii
zestawiono wtabeli 3. Z danych wynika, zc jedynic aktywno$¢ urcazy nic byla
skorclowana z aktywnoscia zadnego innego enzymu. Wynika z tego, ze Gesaprim
500 FW we wszystkich stezeniach dzialal odmicnnie na aktywnos¢ tego enzyniu.

0,01, wystapita migdzy aktywnoscig dehydrogenaz

i reduktazy azotanowe] oraz reduktazy azotanowej i 8-glukozydazy 1 wynosila od-

powicednio ~0,79 1 —0,71.

Wspolezynniki korefacji prostej Pearsona micdzy badanymi w doswiadczeniu enzymami

Tabela 3; Table 3

Pcarson hincar correlation cocficients among the enzymes tested in the experiment

odlegtos¢ wiazania: linkage

stoty pizy po= U050 significant at p = 003
A.B. C. D, E. I G. H. I ~ objasnicnia umieszezono pod tabela 2; explanations sce Table 2

Rys. 2.
Fig. 2.

Dendogram analizy skupicn

Tree diagram of cluster analysis

A B C D E F G H I
A 1,00 0.31 -0.32 0,15 061" 0,20 -0.04 0,08 -0.27
B 1,00 0,60% 0.41 -0.43 0,02 -0,61* -0,63* —.79%
C 1,00 0,48 -0.71%* 0.20 -0.35 31 -0.54
D 1.00 —0,40 0,17 0.13 043 -0.31
i 1,00 0.32 3,46 0.30 0.38
I 1,00 0,26 0,41 0,14
G 1,00 0.25 0.68*
H 1.00 0,57
1 1,00
istotny przy p = 001; significant at p = .01
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Wstepnie przyjgto, ze aktywnoS¢ tych trzech enzymow moglaby by¢ wskaz-
nikicm wplywu atrazyny na ekosystem glebowy tym bardzie). ze aktywnosc reduk-
tazy azotanowcj byla silnie hamowana przcz ten herbicyd. Potwicrdzenie tej tez:
odnajdujemy wykonujac analiz¢ skupien. Z dendogramu na rys. 2 wynika, 7z¢ naj-
silnicj powiazane sa zce soba reduktaza azotanowa, urcuza, deaminaza i peroksy-
daza. W bliskim sasiedztwic odnajdziemy dchydrogenazy 1 -glukozyduaze.

Biorge pod uwagg zardowno aktywno$é enzymow po zastosowaniu trzech
stezen Gesaprimu 500 FW w czasie, jak 1 wspotezynniki korclacji 1 analize sku-
picih mozna stwicrdzié, ze do oceny wplywu atrazyny na srodowisko glehowe naj-
bardzicj przydatne wydaja si¢ dchydrogenazy, urcaza, reduktaza azolanowa
1 B-glukozydaza.

Aktywnosé cnzymatyezna moze byé jednym z wiclu krvteriov przy ocenic
negatywnego wplywu pestyeydoéw na Srodowisko glebowe 1 moze by¢ uzyta jako
wskaznik zanicczyszezenia gleb [Cycon iin. 2005] Trudnosé stanowt wlasciwy
dobdr testow enzymatycznych do oceny okre§lonego zagrozenia, gdyz rdézne enzy-
my charakteryzujy si¢ zmicnna wrazliwosScia w stosunku do roznych zaniccezysz-
czen [BIELINSKA, DoMzZAL 2001). W literaturze sporo jest donicsica o wplywic pes-
tycyaOw na aktywnod¢ enzyméw glebowych [MCGRATH, SINGLETON 2000; NOwAK
i in. 2000; Nowak, TELESINSKI 2004; CYCON i in. 2005]. Atrazyna 7z powodu swoich
whadciwos$ci moze stwarzaé diugotrwale zagrozenie dla Srodowiska [Grvao i in.
2000], dlatego umiej¢tnos$é doboru odpowiednich metod do oceny je) wplywu na
ckosystem glebowy jest niezwykle wazna. W ninicjszej pracy wybrano cztery enzy-
my z dziewicciu przebadanych. Uzyskane w rracy wyniki zostang wykorzystanc
w dalszych badaniach nad zachowanicm si¢ atrazyny w glebic 1 mozliwosciami
ograniczenia jej szkodliwego oddziatywania na ckosystem glebowy.

Whioski

L. Aktywno$¢ wszystkich badanych cnzymow glchowych byla bardzo zmicnna
w czasie, niczaleznie od uzytego stezemia Gesaprimu 500 T'W.

2. Alrazyna zawarta w Gesaprimic 500 FW najsilniej hamowala aktywnosc
reduktazy azotanowcj, dchydrogenaz, deaminazy argininowej 1 peroksydazy.

3. Aktywnos¢ reduktazy azotanowej, dehydrogenaz 1 8-glukozydazy byla wyso-
ce istotnie ujemnie skorclowana po zastosowaniu wszystkich stgzen Gesa-
primu 500 FW, we wszystkich tcrminach analiz.

4. Wyniki badan wskazuja, ze do oceny wplywu atrazyny na Srodowisko glebe

we najlepiej nadaja si¢ dehydrogenazy, urcaza, reduktaza azotanowa
1 B-glukozydaza.
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Stowa kluczowe:  herbicyd, Gesaprim 500 FW, cnzymy glebowe, aktywnoS¢ en-
zymatyczna

Streszczenie

W doswiadezeniu laboratoryjnym badano wplyw zanicezyszezenia gleby
herbicydem Gesaprim 500 FW na aktywnos$¢ dziewicciu enzymdw  glchowych.
Probki czarncj ziemi wytworzone z gliny lekkiej pylaste) zanicezyszezono &Gesapri-
mem 500 FW. W doswiadezeniu zastosowano trzy stgzenia: najnizsze bylo opty-
malne, zalecane przez producenta, a kolejne 10 1 100-krotnic wyzsze. W czasic
tygodnia trwania doswiadczenia prébki glebowe utrzymywano w optymalnych wa-
runkach wilgotnosci 1 temperatury: 60% ntp.w. 1 20°C. W 1, 3,1 7. dniu dos-
wiadezenia badano aktywnosé fosfatazy kwasnej i zasadowej, reduktazy azotano-
wej, urcazy, peroksydazy, deaminazy argininowej, proteazy, dehydrogenaz 1 S-ghu-
kozydazy wedlug ogdlnic przyjetych metod.

Wyniki badan wskazuja, zc do oceny wplywu atrazyny na §rodowisko glebo-
we najbardzie) przydatne sa dehydrogenazy, urcaza, reduktaza azotanowa 1 S-glu-
kozydaza. Aktywno$¢ tych enzymow, zwlaszeza po zastosowaniu dawcek najniz-
szych, byla wyraznic hamowana, a zaobscrwowana inhibicja sicgata nawct do
20-50% . AktywnoS§C pozostalych cnzymdw nie zmieniata si¢ pod wplywem atrazy-
ny badz obscrwowano przejSciowy aktywacyg. Badania potwicrdzone zostaly sta-
tystycznie.
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EVALUATING BIOCHEMICAL PROPERTIES
OF THIL SOIL CONTAMINATED WITH ATRAZINDE

PART I

INFLUENCE OF ATRAZINE CONTAINED IN GESAPRIM 500 FW
ON ACTIVITY OFF SELECTED SOIL ENZYMI:S

Dariusz Klodka, Janina Nowak. Fdyvia Kuiska
Department of Biochemistry, Agricultural University, Szezecin

Key words: herbicide, Gesaprim 500 FW, soil cnzymes, enzymatic activity
Summary

The clfeet of soil contamination with Gesaprim 500 FW on the activity of
nine soil cnzymes was examined i laboratory experiment. Samples taken from
black ground. origmating {rom light dusty clay, were contammated with Gesa-
prim 500 I'W. Three concentrations were applied in the experiment: the lowest
dose was recommended by the manufacturer as optimum, subscquent doses were
10 and 100 times larger. Along one week of the experiment duration the soil
samples were storaged under optimum conditions of moisture and temperature.
60% mow.c. and 20°C. On Ist, 3rd and 7th days of experiment the activitics of
acid and alkaline phosphatase, nitrate reductase, urcase, peroxidase, arginine
deaminase, protease, dehydrogenases and B-glucosidase were determined accor-
ding Lo generally aceepted methods.

The results showed that to evaluating the influence of atrazine on soil ha-
bitat the most uscful are dehydrogenases, urease, nitrate reductase and S-glucosi-
dasc. Activity of these enzynies, especially after use of the lowest doses, was cle-
arly inhibited, and observed inhibition reached up to 20-50%. The activity of re-
maining cnzymes did not change under impact of atrazine or transitory activation
was obscrved. Investigation results were statistically confirmed.
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