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Wstep

Adiuwanty w polaczeniu z pestycydami stosowanymi w agrotechnice wspo-
magajy walke z chwastami 1 szkodnikami roélin, wydtuzaja okres dziatania sub-
stancji aktywncj, poteguja nicjednokrotnie jej oddzialywanic J[ADAMCZEWSKI i in.
1996]. Istnicje nichezpicezenstwo, ze pestycydy udoskonalone (z dodatkowymi
wspomagaczami) réwnic skuteeznie moga przyczynic si¢ do redukceji pozytecznej
mikrobiocenozy glebowe). Fakt zastgpowania mato odpornych mikroorganizmow
przcez inne, czgsto nic spetniajace specyficznych ckologicznych funkeji, moze miced
powazne konsckweneje w o zaburzonym funkcjonowaniu  ekosystemu [BEELEN,
DOELMAN 1997]. Znacznic mnicj badan poswigconych jest oddzialywaniu pesty-
cydéw 1 innych ksenobiotykow na hiczebno$é 1 aktywnos$¢ enzymatyezna grup fi-
zjologicznych mikroorganizmow, czyli drobnoustrojéw zdolnych do  hydrolizy
zwigzkow organicznych trafiajgeych do gleby. Wydaje si¢ wysoce whasciwe pozy-
skiwanic dokladnych informacji na temat oddzialywania pestycyddw na procesy
mikrobiologicznego przeksztalcania materii organicznej, bowiem nawet niewiclkie
upo§ledzenic aktywnosel jednej grupy drobnoustrojow wyspecjalizowanej w roz-
ktadzic specyficznego zwigzku, moze wplywad niekorzystnic na caly cykl przemia-
ny zwigzkow wegla 1 azotu w przyrodzie. Ograniczanie réznorodnodei mikroorga-
nizmow spowodowane wprowadzaniem réznych zwigzkéw chemicznych do gleby
moze miec odbicic w zakldeeniu proceséw mincralizacy, a w konsckwene)i moze
spowodowal obnizenic zasobnosei gleby w sktadniki pokarmowe [STRZELEC 1984;
ROZANSKI 19925 NIKLINSKA, CHMIEL 1997].

Material i metodyka
Mikroorganizmy wyizolowano metoda posiewu rozcieficzen glebowych z po-

wicrzchniowej warstwy gleby uprawnej, tj. z plasku gliniastego Iekkicgo pylastego
o pH w H,O 7,94 (oznaczenie wykonano metoda potencjometryczng). Glebg -



290 A. Nowak, M. Blaszak

zrédio mikroorganizméw — pobrano w Lipniku k. Stargardu Szezecinskicgo
w Stacji Doswiadczalne] Akademii Rolniczej. Sposrod wyizolowanyceh  mikro-
organizmow (bakterii hodowanych na podlozu Bunta-Roviry i grzybow wyrostych
na podtozu Martina), wybrano kilkanascic szezepow o odpowicdnich whasciwos-
ciach. Brane pod uwage wlasciwosci drobnoustrojow to intensywnos¢ hydrolizy
danego substratu (skrobi, tributyryny lub kazeiny) oraz zdolnod$c do wykorzysty-
wania réznych Zrédet wegla i/lub energii. Aktywnos$¢ hydrolityezng oceniano ho-
dujac mikroorganizmy na podlozach stalych zawicrajacych wymicnione zwigzki
organiczne: skrobi¢ (w ilosci 1%) [COONEY, EMERSON 19641, tributyryng (1%) [Ko-
SEWSKA 1970], kazeing (ok. 1,4%) [KeDzia 1974] 1 obscrwujigc ubylek tych substra-
téw w podtozu.

Wybrano sze$¢ szczepow bakteryjnych 1 osiem grzybowych. WSrod bakterii,
jeden szezep wykazywal aktywnos$¢ potrgjng: proteolityezng, lipolityezng 1 amyloli-
tyczng, dwa byly zdolnc do hydrolizy skrobi i kazciny, inne dwa hydrolizowaly
tributyryne i kazeing oraz jeden byl zdolny do rozkiadu jedynic tributyryny.
Wéréd grzybéw jeden szezep przejawial aktywnosé lipolityezng, proteolityezna
i amylolityczng (potrdjna), dwa byly zdolne do hydrolizy skrobi i tributyryny,
a inne dwa byly aktywne w rozkladzic kazeiny i tributyryny; dwa nastgpne szezepy
przeprowadzaly hydrolizg tylko skrobi i jeden byl zdolny do rozkladu jedynic ka-
zciny.

Wybrane mikroorganizmy przeszezepiano punktowo na podioze ze skrobia,
tributyryng lub kazcina (te same podtoza, ktére opisano powyzej); gdzic dodatko-
wo wprowadzano fungicydy w dawkach: 1, 10, 100 mg substancji aktywnej (Mic-
dzian 50 WP) lub substancji aktywnej z adiuwantem (Micdzian extra 350 SC)
w dm? podioza (tab. 1).

Tabela 1; Table 1
Charakterystyka preparatow uzytych w doSwiadcezentach
Characteristics for pesticides applied in the experiment

Nazwa Rodzai Klasa
handlowa Al Substancja biologicznie toksycz- Produ-
N pestycydu - Dawka polowa o
pestycydu czynna . nosei cent
) Type . . . Field dose . . :
Trade name . - Biologically active matter Toxicity | Producer
. of pesticide ' ’
of pesticide class
fungicyd tra-
dycyjny, bez
Micdzian adiuwanta )
o . 50% 5 kg-ha-! { 7. C
S50 WP traditional fun- 0% S kgha t Z. Ch.
gicide without | tlenochlorek Orga-
adjuvant miedzi mk—”
- (copper Azol
o fungicyd udo- oxychloride) S.A.
Miedzian skgnalony, z Taworzno
extra adiuwantem 350 g-dm- S dm*hat {11
350 SC fungicide with
adjuvant

Zastosowano podloza kontrolne bez pestyeydow. THodowle inkubowano w tempe-
raturze 25°C. Po siedmiodniowej inkubacji, za pomocy lingki micrzono Srednice
kolonii (mm) i Srednicc stref hydrolizy (przejadnienia) wokdét kolonin (mm). Na
tej podstawic wyliczono tzw. indeks aktywnoSci (IA) dla poszezegdinych szeze-
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pow, jako stosunck Srednicy strefy hydrolizy (kazeiny, skrobi lub tributyryny) do
$rednicy kolonii. Odezyty dla mikroorganizméw amylolitycznych dokonywanc byly
po wezesniejszym zalaniu podloza plynem Lugola. Kazdy szezep badano w trzech
powtdrzeniach.

Wyniki poddano analizie statystycznej, przy pomocy testu Duncana. Stwier-
dzano istotno$¢ réznic (przy poziomic istotnosci o = 0,05) pomi¢dzy wplywem
dwach fungicydow, pomicdzy wplywem odpowiadajacych sobie dawek tych prepa-
ratow, zarowno dla dwoch grup systematycznych (badano bakteric i grzyby), jak
i poszezegdlnych szezepow.

Wyniki i dyskusja

Nicwicle badan poswiccono wpltywowi adiuwantow na ksztaltowanic aktyw-
noSei substancii czynnej fungicydow, poniewaz w wigkszosci przypadkow adiuwan-
ty stosowane sy lacznic z herbicydami nalistnymi, ostatnio jednak pojawily si¢
zaleeenia uzywania wspomagaczy réwnicz z innymi $rodkami ochrony roSlin,
w tym z fungicydami [PTASZKOWSKA i in. 1997; PRACZYK 2002).

Trudno jednoznacznic okreslic, ktora forma fungicydu (tradycyjna, czy udo-
skonalona dodatkowym adiuwantem), w calym doSwiadcezeniu silnicj wplywala na
mikroorganizmy, poniewaz rozpatrujge poszezegdlne grupy systematycezne mikro-
organizmow (bakteric lub grzyby), poszczegdlne dawki pestycydow (1, 10, 100
mg-dm~), okre§long aktywnod¢ (hydroliza skrobi, tributyryny lub kazeiny) i prze-
de wszystkim badany parametr (wzrost mikmorgmizméw fub aktywnod¢ hydroli-
tyczna), raz silnicj oddzialywata forma tradycyjna, a w innym przypadku udosko-
nalona.

Wzrost bakterii 1 grzybéw zdolnych do hydrolizy biatka na podh)7u z dodat-
kicm tlenochlorku miedzi najskutecznic) redukowata dawka najwyzsza tej sub-
stangji biologicznie c¢zynnej — 100 mg-dm-3, najnizsze wartosci (nizsze niz w kon-
troli odpowicdnio o ok. 50 1 309%) zanotowano po uzyciu formy udoskonaloney,
czyli Micdzianu extra 350 SC, mimo ze substangji aktywnej w tym preparacic
byto mnicj, niz w Micdzianic 50 WP (rys. 1).
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Rys. 1. Wphyw pestycydow na wiclko$¢ Srednic kolonii mikroorganizmow proteolitycz-
nych (wyniki uSrednione dla wszystkich szczepow)
Fig. 1. The influence of pesticide on the diameter of proteolytic colony microorga-

nisms (average from the whole experiment for all strains)
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Rys. 2. Wplyw pestycyddow na wiclko$¢ $rednic kolonii mikroorganizmow lipolitycz-
nych (wyniki usrednione dia wszystkich szezepow)
Fig. 2. The influence of pesticide on the diameter of lipolytic colony microorganisms
(average from the whole experiment for all strains)
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Rys. 3. Wplyw pestycyddw na wiclkos¢ Srednic kolonit mikroorganizméw amylolitycz-
nych (wyniki usrednione dla wszystkich szczepow)
Fig. 3. The influence of pesticide on the diameter of amylolytic colony microorgan-

isms (average from the whole experiment for all strains)

Podobnie w innym cksperymencie [PTASZKOWSKA 1 in. 1997, gdzic badano wplyw
fungicydéw Siarkolu 1 Siarkolu w polgezeniu z adiuwantami na fitopatogennego
grzyba Erysiphe graminis, okazato si¢, z¢ obnizona dawka fungicydu zastosowance-
go fgeznie z adiuwantami: Olemix, Adbios 85 SL, Citowett w sposob silnicjszy
1 dtuzszy wstrzymuje rozwdj testowancgo mikroorganizmu. W o doswiadezeniu
NOwAKA 1 in. [2001] wigkszo$¢ szezepdw proteolitycznych na pozywkach z tleno-
chlorkiem miedzi rosta do stgzenia 0,5 mmol-dm=3. Najezeleie) wraz ze wzrostem
stezenia miedzi malala wielko$¢ kolonii bakterii 1 rosta intensywnosc hydrolizy
biatka. Pod wplywem stezenia 0,05 mmol-dm? micdzi szczepy proteolityezne rosly
najczescie] stabiej w poréwnaniu do wzrostu na podlozach bez dodatku tego pier-
wiastka. Niewielki spadek liczebnosct bakterii zdolnych do hydrolizy biatka opisa-
i DIGRAK i OzCELIK [1998] po zastosowaniu doglcbowo fungicydu LEndosul-
fan 35 WP.
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Rys. 4. Wplyw pestycydéw na aktywnos¢ hydrolityczna mikroorganizméw (wyniki usrednione dla wszystkich szczepow)
Fig. 4. The influence of pesticides on the enzymatic activity (average from the whole experiment for all strains)
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Wszystkic zastosowanc w doswiadczeniu dawki Micdziandow: 1, 10, 100
mg-dm-? redukowaly zdolno$¢ do wzrostu bakterii na podlozu z dodatkiem tiu-
szezu 1 skrobi (rys. 2, 3). Nowak i in. [2001] badajac wplyw micdzi na aktywno§é
amylolityczng 1 lipolityczng bakterii wykazali wigksza wrazliwos¢ enzymow bio-
racych udzial w hydrolizie skrobi, ponicwaz juz pod wplywem  stgzenia
0,5 mmol-dm-* mikroorganizmy rosly bardzo slabo, a §rednice kolonii zmalaly
o ok. 80% w stosunku do kontroli. Atras i in. [1978] donidst takze o okresowo
hamujacym wplywic substancji biologicznic czynnych fungicydow (trichlorometylu,
folpetu 1 captatolu) na procesy mincralizacji zwigzkOw organicznych, spadek akty-
wnoScl enzymatycznej thumaczyi redukcjg populacji grzybow czynnych w tych pro-
cesach.

Poréwnujac wplyw Miedzianu 50 WP 1 Miedzianu 350 SC w odpowiadajg-
cych sobie dawkach 1 oraz 10 mg-dm- na mikroorganizmy lipolityczne, stwicr-
dzono brak rd0znic statystycznic istotnych, natomiast dawka najwyzsza
(100 mg-dm-3) dwoch fungicydow réznila sie pod tym wzglgdem w sposdb staty-
stycznie istotny. Ogdlnic mozna stwierdzié niewiclki wplyw Micdzianow na mi-
kroorganizmy hydrolizujace tributyryng, jedynic dawka najwyzsza oddzialywata
silnie, szczegllnic Micdzianu 50 WP, ktéry redukowat zdolnos¢ do wzrostu bak-
terii 1 grzybow odpowiednio o ok. 80 1 40% (Miedzian 350 SC o 60 1 kilka %).
Na dziatanie tlenochlorku miedzi bardziej wrazliwe byly bakteric lipolityezne niz
grzyby (rys. 2, 4).

W wigkszodci przypadkdéw oddzialywanic Micdzianu 50 WP i Miedzia-
nu 350 SC na badane parametry bylo podobne, szczegdlinic przy pordwnywaniu
oddzialywania dawck nizszych (rys. 1, 2, 3, 4). Wyjaénicnicm tego zjawiska moze
by¢ fakt, ze same adiuwanty niezbyt silnic oddzialtywujg na mikroorganizmy, dla-
tego wprowadzenie wspomagacza nic wplynelo znacznic na modyfikacje dziakinia
substancji aktywne] wobec badanych mikroorganizméw. W dodwiadczeniu Nowak
i BrAszak {2004], adiuwanty Rapol 90 EC 1 Silwet 560 nieznacznic wplywaly na
ksztaftowanie zawartosci biomasy mikroorganizmdw — $rednio kilka procent rdz-
nicy w pordwnaniu z kontrolyg. Ewentualne odchylenia od wartodei kontrolnych
byly sporadyczne i krétkotrwale. Podobnic adiuwanty Olemix 1 Olgjan uzyte do-
glebowo przez autoréw innego doswiadczenia [Nowak i in. 1998] tukze nic zmic-
nialy istotnie (w poréwnaniu do kontroli) zawartosei biomasy zywych mikroorga-
nizmoéw glebowych. Podobnie preparat Olco (olej parafinowy) zwickszal jedynic
nieznacznic intensywno$é oddychania gleby [ENGEILEN T in. 1998],

Whioski

1. Wazrost mikroorganizméw 1 ich aktywnos$¢ hydrolityczna w wigkszoser przy-
padkow silniej modyfikowal Micdzian 50 WP, niz jego udoskonalony odpo-
wicdnik Miedzian 350 SC. Rozpatrujac poszczegdlne grupy systematycezne
mikroorganizméw (bakterie lub grzyby), poszezegdlne dawki pestycydow
(1, 10, 100 mg-dm-), okreslong aktywno$¢ (hydroliza skrobi. tributyryny lub
kazciny) i przede wszystkim badany parametr (wzrost mikroorganizmow tub
aktywnoS¢ hydrolityezna), raz silniej oddziatywala forma tradycyjna, a w in-
nym przypadku udoskonalona.
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2. Roznice statystycznic istotne mi¢dzy wpltywem Miedzianu 50 WP 1 Micdzia-
nu 350 SC dotyczyly najezescie] dawki najwyzszej (100 mg-dm-3), na nizsze
dawki dwdch pestycydow (11 10 mg-dm-3) mikroorganizmy rcagowalty po-
dobnic (kilka ~ kilkanascic % rdznicy) lub tak samo.

3. Odmicnne oddzialywanic Miedzianu 50 WP 1 Miedzianu 350 SC dotyczylo
czgsceie] bakterii niz grzybow. Badania wykazaly, ze wyrazne réznicc we
wzroscic grzybow na podiozu i w ich aktywnoS$ci hydrolitycznej dotyczyty
gléwnic tributyryny, w mniejszym stopniu skrobi i kazeiny.

4. Odmicnne oddzialywanie Miedzianu 50 WP 1 Miedzianu 350 SC obserwo-
wano czgSciej badajac zdolno$¢ do wzrostu mikroorganizméw (rozmiary
Srednic kolonii) hodowanych na podlozu z pestycydami, niz ich zdolnos¢ do
hydrolizy zwigzku organicznego (skrobi, kazeiny lub tributyryny), wyrazong
indcksem aktywnosci (IA).
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Stowa kluczowe:  aktywnos$¢ enzymatyczna, mikroorganizmy, fungi»cu_iy_

Streszczenie

Adiuwanty w potaczeniu z pestycydami stosowanymi w agrotechnice wspo-
magaja walkg z chwastami i szkodnikami ro§lin, wydtuzaja okres dzialania sub-
stancji aktywnej, pot¢guja nicjednokrotnie jej oddziatywanie. Istnicje nichezpic-
czenstwo, ze pestycydy udoskonalone (z dodatkowymi wspomagaczami) réwnic
skutecznie moga przyczynic si¢ do redukeji pozytecznej mikroflory glebowe;.

Badano wplyw Miedzianu 50 WP i Miedzianu extra 350 SC na wyizolowanc
z gleby bakterie 1 grzyby, badano wplyw zaréwno na ich wzrost, jak 1 na aktyw-
no$¢ hydrolityczng wobec skrobi, kazeiny 1 tributyryny.

Wzrost mikroorganizméw i ich aktywnos$¢ hydrolityczng w wigkszoSci przy-
padkéw silnie] modyfikowat Miedzian 50 WP, niz jego udoskonalony odpowied-
nik Miedzian 350 SC. Rozpatrujac poszezegdlne grupy systematyczne mikroorga-
nizméw (bakteric lub grzyby), poszczegolne dawki pestycydow (I, 10, 100
mg-dm-3), okreSlong aktywnos$¢ (hydroliza skrobi, tributyryny lub kazciny) i prze-
de wszystkim badany parametr (wzrost mikroorganizmow lub aktywnos¢ hydroli-
tyczng), raz silnicj oddziatywata forma tradycyjna, a w innym przypadku udosko-
nalona. Réznice statystycznie istotne miedzy wplywem dwdch fungicydow, doty-
czyly najcz¢écicj dawki najwyzszej (100 mg-dm=), na nizsze dawki (1 1 10
mg-dm-*) mikroorganizmy reagowaly podobnie (kilka - kilkanascic % roznicy)
lub tak samo. Odmienne oddzialywanic Miedzianu 50 WP i Micdzianu 350 SC
dotyczyto czedciej bakterii niz grzybow. Badania wykazaly, ze wyrazne roznice we
wzro§cic grzybéw na podiozu 1 w ich aktywnos$ci hydrolityczne dotyczyly glownice
tributyryny, w mniejszym stopniu skrobi i kazeiny. Zroznicowane oddziatywanic
Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC obserwowano czgsciej badajyc zdolno$é
do wzrostu mikroorganizméw (rozmiary $rednic kolonii) hodowanych na podtozu
z pestycydami, niz ich zdolnoé¢ do hydrolizy zwigzku organicznego (skrobi, kaze-
iny lub tributyryny).
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CHANGES IN ENZYMATIC ACTIVITY
OF SOIL MICROORGANISMS
AIFTER THE APPLICATION OF PESTICIDES

PART I
MIEDZIAN 50 WP, MIEDZIAN EXTRA 350 SC
Andrzej Nowak, Magdalena Blaszak
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Agriculture University, Szczecin
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Summary

Adjuvants and pesticides widely applied in agrotechniques provide a signifi-
cant support in fighting weeds and crop pests, prolonging the period over which
a substance remains active, multiplying its effect and impact. Still, there a risk
that the perfected pesticides (with additional adjuvants admixtures) can be
cqually cflective in reducing the microbiocenose in the soil.

Thus, an impact of Micdzian 50 WP and Miedzian 350 SC upon {ungi and
bacteria isolated from the soil, was studied with regards to their impact on the
growth rate, and hydrolytic activity, for various organic substrates.

The obtained results confirmed a hypothesis that for the same pesticides
their impact on microbes can be significantly different. Though to determine
which pesticide affected the microbes most severely proved impossible, as the
influence depended on the fungicide dose, as well as the studied substrate and
parameter under consideration, in most cascs Miedzian 50 WP proved to be the
most efficient. The differcnces observed for various copper based pesticides were
statistically significant, although the regular differences amounted only to a few
to several percent, particularly when lower doses of fungicide are concerned. The
observed pesticide impact tended to vary more frequently for bacteria than for
fungi. For fungi the differences in their growth capabilities and activities were
found to be distinct only for their capability to hydrolyse lipids. The observed
impact of fungicides tended to vary more frequently with respect to growth rate
in microbes on the substrates with pesticides, than for their capability to hydro-
lysc organic compounds.
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