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Streszczenie. W do$wiadczeniu polowym okre§lano zmiany zachodzace w srodowisku
glebowym pod uprawa dwoch odmian rzepaku ozimego: Casoar i Californium po zastosowaniu
preparatu Reglone 200 SL. Gleba nalezy do czarnych ziem wilasciwych (WRB-Mollic Gleysols)
o pH = 6,1. Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowany $rodek chemiczny Reglone 200SL
uzywany powszechnie w ochronie roslin wraz z uptywem czasu naruszat rownowage biologiczna
gleby, czego przejawem byt spadek liczebnosci badanych grup drobnoustrojéw. Termin analiz miat
istotny wplyw na wzrost aktywnosci urolitycznej gleby oraz na istotny spadek aktywnosci proteoli-
tycznej. Zastosowany herbicyd nieistotnie modyfikowal procesy amonifikacji i nitryfikacji, a uzyte
w do$wiadczeniu odmiany rzepaku determinowaty réznice w liczebno$ci bakterii o uzdolnieniach
proteolitycznych oraz aktywnosci proteazy.

Stowa kluczowe: gleba, aktywnos¢ enzymatyczna, amonifikacja, nitryfikacja, Reglone 200 SL

WSTEP

Gleba, w odroznieniu od innych utworéw geologicznych, cechuje si¢ tzw. ak-
tywnoscia biologiczna, o ktorej decyduja m.in. mikroorganizmy glebowe i wy-
dzielane przez nie enzymy (Kieliszewska-Rokicka 2001). W glebie istnieje $cista
zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia drobnoustrojow a jej zyznoscia. Drobnoustroje
decyduja o zyznosci gleby, przepltywie biogennych pierwiastkow w ekosystemie
oraz szeregu przemian zwiazanych z wlasciwosciami fizykochemicznymi gleby
(Przybulewska i Krompiewska 2005), a reakcje biochemiczne przez nie przepro-
wadzane umozliwiaja rozktad materii organicznej. Duza réznorodno$¢ i aktyw-
no$¢ mikrobiologiczna gleby sprawiaja, ze posiada ona wilasny metabolizm,
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skomplikowana strukturg oraz silne zdolnos$ci homeostatyczne, dzigki ktorym jest
w stanie przetrwaé¢ wpltyw niekorzystnych czynnikéw.

Jednym z takich czynnikow sa $rodki ochrony roslin. Stanowia one wazny
sktadnik w intensywnej produkcji rolniczej, pomagaja uzyska¢ wigksza wydaj-
no$¢ poprzez ochrong przed chwastami, chorobami i szkodnikami ro$lin, tak wige
ich wptyw na $rodowisko glebowe i zdolno§¢ do ich rozktadu powinny byc¢
uwzgledniane przy ocenie jakoSci gleby (Araujo i in. 2008). Biorac pod uwage
korzys$ci zwiazane ze stosowania $§rodkow ochrony ro$lin, niemozliwym wydaje
si¢ catkowite wyeliminowanie ich z upraw (Przybulewska 2000). Jednakze nie-
przestrzeganie zasad prawidtowego stosowania §rodkéw chemicznych moze do-
prowadzi¢ do zachwiania rownowagi w réznych Srodowiskach, a szczegdlnie
w glebie. Stosowanie srodkow ochrony roslin prowadzi do ich przedostawania si¢
i kumulacji w tym $rodowisku (Jastrzgbska 2010), powodujac iloSciowe i jako-
sciowe zmiany w skladzie mikroflory, a takze w waznych procesach mikrobiolo-
gicznych. Modyfikacje w ilosci i liczebnos$ci mikroorganizméw moga prowadzié
do naruszenia réwnowagi biologicznej gleby. Jednym ze skutkow ubocznych
stosowania srodkow chemicznych jest rowniez zakldcenie procesow biochemicz-
nych i zaburzenie aktywno$ci enzymatycznej gleby.

Reglone 200 SL jest $rodkiem chwastobdj-

czym, przeznaczonym do desykacji plantacji rze- —
paku, slonecznika, grochu, bobika, niszczenia / \ \

naci ziemniaczanej, zwalczania chwastow w ro- _IG N+ /
$linach warzywnych, sadowniczych i zielarskich. \ /

Nalezy do herbicydow dipirydyliowych z dikwa-
tem, jako substancja aktywna (Popova i in. 2003).
Strukture dikwatu ilustruje rysunek 1.

Celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania preparatu Reglone 200
SL na liczebnos$¢ bakterii i grzybow o uzdolnieniach proteolitycznych, a takze
nasilenie procesu amonifikacji i nitryfikacji w glebie oraz aktywno$¢ wybranych
enzymow glebowych pod uprawa rzepaku odmiany Casoar i Californium.

Rys. 1. Struktura dikwatu
Fig. 1. Structural formula of diquat

MATERIAL I METODY BADAN

Badania prowadzono w roku 2010. Eksperyment byt zlokalizowany w stacji
doswiadczalnej oceny odmian w Glgbokim w wojewodztwie kujawsko-pomorskim.
Doswiadczenie polowe z preparatem Reglone 200 SL zostato zatozone metoda
split-block na glebie nalezacej do czarnych ziem witasciwych (WRB-Mollic Gley-
sols) o pH 6,1 (Corg. = 12,3 mg-kg™; Norg. = 0,11 mgkg"'; Cu = 133 mgkg™;
P =235,6 mgkg'; K=0,025 mgkg")
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Obiektem doswiadczalnym byta gleba pod uprawa 2 odmian rzepaku ozimego
,Californium” oraz ,,Casoar”. Na 5 dni przed zbiorem rzepaku wykonano zabieg
adesykacji preparatem Reglone 200 SL. Probki gleb do analiz pobierano 2-krotnie
— poczatek sierpnia (termin 1) oraz poczatek pazdziernika (termin II), z warstwy
ornej (0-20 cm) kazdego poletka.

Metodyka analiz chemicznych i mikrobiologicznych

Analizy mikrobiologiczne obejmowaly oznaczenie liczebnosci bakterii i grzy-
béw o uzdolnieniach proteolitycznych. Liczebno$¢ mikroorganizméw oznaczano
na podtozu Fraziera z zelatyna. W przypadku grzybow przed wylaniem podtoza
na ptytki do sterylnego roztworu dodawano nastgpujace antybiotyki: streptomy-
cyne 30 mg-dm™ oraz chlorotetracykling 2 mg-dm™. Posiewy zostaly wykonane
w 3 powtorzeniach, a liczb¢ drobnoustrojow przeliczono na 1 g s.m. gleby i wy-
razono w (JTK) jednostkach tworzacych kolonie. Plytki po inkubacji zalewano
roztworem Fraziera, a nastgpnie liczono kolonie, wokoét ktorych byly przezroczy-
ste strefy §wiadczace o rozktadzie zelatyny (Trolldenier 1995).

Analizy biochemiczne dotyczyly oznaczenia aktywno$ci proteazy metoda
Ladda i Butlera (1972) w modyfikacji Alef i Nannipieri (1995) z kazeinianem
sodu jako substratem. Aktywnos$¢ enzymu oznaczano spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 578 nm wobec buforu Tris-HCl o pH 8,1.

Aktywno$¢ ureazy oznaczano metoda Zantua i Bremner (1975) z moczni-
kiem, jako substratem. Oznaczano za pomoca spektrometru przy dlugosci fali
410 nm wobec proby odczynnikowe;.

Nasilenie procesu amonifikacji oznaczano na podstawie zawartosci jonow
NH," metoda nassleryzacji.

Intensywno$¢ procesu nitryfikacji wykonano na podstawie zawartosci NO;
metoda brucynowa. Nasilenie procesu zostalo oznaczone spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 470 nm. Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej oznaczono
metoda Tabatabai i Bremner (1969) uzywajac jako substratu (PNP w buforze
TRIS-HCI o pH 6,5 dla fosfatazy kwasnej i pH 11 dla fosfatazy zasadowej). Ak-
tywno$¢ enzymatyczng oznaczono kolorymetrycznie przy dtugosci fali 400 nm.
Otrzymane wyniki badan zostaly opracowane statystycznie z wykorzystaniem
analizy wariancji (ANOVA). Najmniejsze istotne réznice obliczono testem Tu-
key’a na poziomie istotnosci a = 0,05. Opracowanie statystyczne wynikéw badan
przeprowadzono, uzywajac programu STATISTICA 7.1.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Jednym z parametrow, ktore umozliwiaja oceng wptywu srodkow ochrony ro-
$lin na glebg jest liczebnos¢ drobnoustrojow (Ba¢maga i in. 2007). Z przeprowa-
dzonych badan (rys. 2) wynika, ze w I terminie analiz uwidocznit si¢ wzrost li-
czebnosci bakterii w glebie z odmiang Californium w stosunku do gleby kontrol-
nej, natomiast w glebie z odmiana Casoar nastapit nieistotny spadek liczebnosci
badanej grupy drobnoustrojow. W II terminie analiz zaobserwowano spadek li-
czebnos$ci bakterii o uzdolnieniach proteolitycznych zar6wno w obiekcie z od-
miana Casoar, jak i Californium w poréwnaniu do gleby kontrolnej, jednakze
zdecydowanie nizsza liczebno$¢ uwidocznita si¢ w obiekcie z odmiana Casoar.
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Rys. 2. Liczebno$¢ bakterii proteolitycznych w glebie zanieczyszczonej Reglone 200 SL. Pionowe
shupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci

Fig. 2. Numbers of bacteria with proteolytic capabilities in soil contaminated with Reglone 200 SL.
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

W przeprowadzonym doswiadczeniu po zaaplikowaniu $rodka Reglone 200
SL nastapit istotny spadek liczebnosci grzybow o uzdolnieniach proteolitycznych
zaro6wno w I, jak i II terminie analiz w poréwnaniu z gleba kontrolna. Natomiast
nie zaobserwowano istotnych réznic w namnazaniu si¢ tej grupy drobnoustrojow
pomigdzy gleba z odmiang Californium a gleba z odmiang Casoar (rys. 3).

Negatywne oddziatywanie pestycydow na liczebno$¢ mikroorganizmow gle-
bowych przedstawila Wyszkowska (2004), badajac wptyw herbicydu Triflurotox
250 EC na wybrane grupy mikroorganizmow. Zastosowanie herbicydu w wyso-
kich dawkach powodowato spadek liczebnos$ci bakterii oligotroficznych, oligotro-
ficznych przetrwalnikujacych, kopiotroficznych przetrwalnikujacych, amonifika-



REAKCJA MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH NA REGLONE 200 SL 157

cyjnych, immobilizujacych azot, celulolitycznych oraz grzybow. Jastrzebska (2010)
przeprowadzila badania nad wptywem fungicydu Unix 75 oraz insektycydow
Namolt 150SC i Dursban 480 EC m.in. na liczebno$¢ mikroorganizmow glebo-
wych. Rezultaty tych badan wykazaly, ze zastosowane srodki ochrony roslin za-
ktocaty rownowage mikrobiologiczng gleby, co przejawiato si¢ zwigkszeniem
badz zmniejszeniem liczebno$ci wybranych grup drobnoustrojow. Zachwianie
rownowagi mikrobiologicznej spowodowatl takze zastosowany przez Wyszkow-
ska (2002b) herbicyd Treflan 480 EC.
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Rys. 3. Liczebnos¢ grzybow proteolitycznych w glebie zanieczyszczonej Reglone 200 SL. Pionowe
stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci

Fig. 3. Numbers of fungi with proteolytic capabilities in soil contaminated with Reglone 200 SL.
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Srodki ochrony ro$lin nie posiadaja wylacznie negatywnego dziatania. Po-
twierdzaja to liczne przyktady dostgpne w literaturze. Kaszubiak i Durska (2000)
badali wptyw fungicydu Oxafun T na liczebno$¢ wybranych grup mikroorgani-
zmoéw. Z ich badan wynika, ze zastosowany w doswiadczeniu preparat przyczynit
si¢ do wzrostu badanych grup drobnoustrojow. Sebiomo i in. (2011) badali przez
6 tygodni wptyw czterech herbicydow (atrazyna, primextra, parakwat i glifosat)
na liczebno$¢ mikroorganizméw w glebie i odnotowali spadek liczby grzybow,
bakterii oraz promieniowcoéw w poroéwnaniu z gleba kontrolna, jednakze wraz
z uptywem czasu (2-6 tygodnia stosowania herbicydow) nastapit wzrost populacji
badanych mikroorganizméw. Autorzy cytowanych prac uzasadniali ten wzrost
wykorzystaniem przez mikroorganizmy stosowanych herbicydow jako zrddto
wegla. Sohail i Muhammad (2006) badali wptyw chloropiryfosu 40EC, imida-
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chloprydu 200SL, cypermetryny 10EC, endosulfanu 35EC, karbofuran 20EC,
cypermetryny 10EC i bifentryny 10EC, w czterech stezeniach (125, 250, 500
1 1000 ppm). Badania te wykazaty, ze jedynie chloropiryfos spowodowat znaczne
zmniejszenie liczby bakterii glebowych, jednak efekt ten ulegt zanikowi po 21
dniach od zastosowania $rodka.

Azot jest waznym pierwiastkiem wystepujacym w przyrodzie. Shuzy roslinom
jako materiat budulcowy biatek, wchodzi tez w sktad witamin, nukleotydow,
kwasow nukleinowych itp. Procesy amonifikacji i nitryfikacji zachodzace w gle-
bie sa niezwykle istotne, gdyz w ich wyniku nieprzyswajalne dla roslin zwiazki
azotowe przeksztalcane sa w latwo dostepne (NH,", NO;™). Procesy te sa rowniez
powszechnie stosowane jako wskazniki aktywnosci mikrobiologicznej w glebach
zanieczyszczonych pestycydami (Monkiedie i in. 2002).

Na rysunku 4 przedstawiono wyniki badan wilasnych z nasilenia procesu
amonifikacji. W glebie z odmiana Casoar w I terminie badany proces ksztattowat
si¢ na poziomie zblizonym do wartosci uzyskanych w obiekcie kontrolnym, na-
tomiast w glebie z odmiang Californium stwierdzono nieistotny spadek amonifi-
kacji. W II terminie analiz w obiekcie z odmiang Casoar oraz z odmiang Califor-
nium odnotowano nieistotny spadek nasilenia badanego procesu w poréwnaniu do
gleby kontrolne;j.
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Rys.4. Intensywno$¢ procesu amonifikacji w glebie zanieczyszczonej Reglone 200 SL. Pionowe
stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci

Fig.4. Intensity of the ammonification process in soil contaminated with Reglone 200 SL Vertical
bars denote 0.95 confidence intervals
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Podobne wyniki uzyskali Kucharski i in. (2009b), ktorzy badali wptyw zanie-
czyszczenia gleby herbicydami: Harpun 500 SC, Faworyt 300 SL, Akord 180 OF
oraz Mocarz 75 WG na przebieg procesu amonifikacji. Sposroéd zastosowanych
przez wymienionych autoréw $rodkéw chemicznych, jedynie Mocarz 750 WG
spowodowal spadek procesu amonifikacji, pozostate preparaty nie mialy znacza-
cego wplywu na ten proces. Z kolei Uyanoz R. i in.(2005) okreslali wptyw fungi-
cydow (kaptan, kwintocen, chlorowodorek propamokarbu) na aktywnos¢ drobno-
ustrojow 1 dynamike przemian azotu w glebie. Z ich badan wynika, ze $rodki
grzybobojcze hamowatly zaréwno proces amonifikacji, jak i nitryfikacji.

Wyniki z oddziatywania preparatu Reglone na nasilenie procesu nitryfikacji
przedstawia rysunek 5. W I terminie analiz zar6wno w glebie z odmiana Casoar,
jak i w glebie z odmiang Californium stwierdzono spadek nasilenia procesu nitry-
fikacji w poréwnaniu do obiektu kontrolnego, jednak uzyskane wartosci nie byly
istotne statystycznie. Natomiast w II terminie analiz w obiekcie z odmiang Casoar
zaobserwowano niewielki wzrost nasilenia procesu nitryfikacji w poréwnaniu do
gleby niezanieczyszczonej srodkiem chemicznym, za§ w glebie z odmiang Cali-
fornium zanotowano nieistotny spadek nasilenia badanego procesu.
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Rys. 5. Intensywno$¢ procesu nitryfikacji w glebie poddanej dziataniu preparatu chemicznego
Reglone 200 SL. Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci

Fig. 5. Intensity of the nitrification process in soil contaminated with Reglone 200 SL Vertical bars
denote 0.95 confidence intervals

Podobne wyniki uzyskata Przybulewska (2000). W jej badaniach po wprowa-
dzeniu do gleby herbicydu Reglone zanotowano spadek nasilenia procesu nitryfi-
kacji. Inhibicyjny wplyw herbicydow na ten proces potwierdzaja takze badania
innych autoréw (Monkiedie i Spiteller 2002, Cycon i in. 2010).
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Aktywno$¢ enzymow glebowych moze stuzy¢ jako ,,wskaznik zyznosci gle-
by”, ktory pozwala oceni¢ dostepnosé w glebie zwiazkow pokarmowych dla ro-
slin (Russel 2005). Pomaga rowniez oceni¢ stopien zanieczyszczenia ekosyste-
moéw glebowych, powstatych czgsto na skutek stosowania chemicznych §rodkéw
ochrony roslin (Sannino and Gianfreda 2001).

Ureaza jest enzymem wydzielanym przez drobnoustroje glebowe, katalizuje
reakcje¢ hydrolitycznego rozktadu mocznika do amoniaku i dwutlenku wegla:

HzN-CO-NHz + Hzo —2 NH3 + COZ

Na rysunku 6 przedstawiono aktywno$¢ ureazy w poszczegodlnych obiektach
doswiadczalnych. W 1 terminie analiz stwierdzono istotny wzrost aktywnosci
ureazy w glebie z odmiang Casoar w porownaniu do gleby kontrolnej, natomiast
w glebie z odmiang Californium zanotowano wyrazne zahamowanie aktywnosci
badanego enzymu. W II terminie analiz zarbwno w obiekcie z odmiang Casoar,
jak i Californium badana aktywnos$¢ ulegta istotnemu wzrostowi w poréwnaniu z
obiektem kontrolnym. Uzyskane wyniki dowodza, ze preparat Reglone wplywat
stymulujaco na aktywno$¢ urolityczna badanej gleby.
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Rys. 6. Aktywno$¢ ureazy w glebie zanieczyszczonej Reglone 200 SL. Pionowe shupki oznaczaja
0,95 przedzialy ufnosci

Fig. 6. Urease activity in soil contaminated with Reglone 200 SL Vertical bars denote 0.95 confi-
dence intervals

Podobne wyniki otrzymali Wyszkowska i Kucharski (2004b). Badania wy-
mienionych autoréw dotyczacych biologicznych wiasciwosci gleby zanieczysz-
czonej Chwastoxem Trio 540 SL wykazaty, ze zaaplikowanie do gleby herbicydu
zwigkszalo aktywnosc¢ ureazy.
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Odmienne wyniki uzyskali Baémaga i in. (2010) w odniesieniu do oddziaty-
wania herbicydu Akord 180 OF na aktywnos$¢ ureazy. Preparat ten oddziatywat
inhibicyjnie na aktywnos$¢ ureazy, ktora zmniejszata si¢ wprost proporcjonalnie
do dawki herbicydu. Z kolei Kucharski i in. (2004) oceniajac wptyw zanieczysz-
czenia gleby Starane 250EC na jej aktywnos$¢ mikrobiologiczna, stwierdzili, ze
aktywno$¢ ureazy po zakonczeniu do$wiadczenia byta 3-krotnie nizsza. Kuchar-
ski i Wyszkowska (2008) w swoich badaniach oceniali wptyw herbicydu Apyros
75 WG na liczebnos¢ réznych grup drobnoustrojow tlenowych, aktywno$¢ enzy-
moéw glebowych oraz plonowanie pszenicy jarej. W doswiadczeniu wazonowym
zastosowali optymalna dawke herbicydu wedtug zalecen producenta, a kolejne
byty 10- i 100-krotnie wyzsze. Stwierdzono, ze Apyros 75 WG narusza homeo-
stazg gleby, gdyz nawet w dawce zalecanej przez producenta zaktécat namnaza-
nie niektorych grup drobnoustrojow i modyfikowat réwniez aktywnos¢ badanych
enzymoOw glebowych. Ureaza okazala si¢ jednym z najmniej odpornych enzyméow
na dziatanie badanego herbicydu. Po zastosowaniu w swoich badaniach herbicydu
Harpun 500 EC Kucharski i in. (2009a) stwierdzili, ze preparat ten jest rowniez
silnym inhibitorem ureazy.
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Rys. 7. Aktywno$¢ proteazy w glebie zanieczyszczonej Reglone 200 SL Pionowe stupki oznaczaja
0,95 przedziaty ufnosci

Fig. 7. Protease activity in soil contaminated with Reglone 200 SL Vertical bars denote 0.95 confi-
dence intervals

Proteazy wystepuja naturalnie we wszystkich organizmach zywych, wydzie-
lane sa réwniez przez bakterie. Enzym ten stuzy do hydrolizy wiazan peptydo-



162 S. JEZIERSKA-TYS i in.

wych biatek, czyli do rozkladu biatek do monomerow. Aktywno$¢ proteazy
w glebie jest odzwierciedleniem ilosci dostgpnych zrodel azotu i wegla, potrzeb-
nych do namnazania si¢ drobnoustrojow.

Rysunek 7 ilustruje zmiany aktywnosci proteazy. W I terminie analiz w glebie
z odmiang Casoar nastapil wzrost aktywnos$ci proteazy w porownaniu do gleby
kontrolnej, natomiast w glebie z odmiang Californium aktywno$¢ ta ksztattowala
si¢ na zblizonym poziomie do gleby kontrolnej. W II terminie analiz nastgpit
istotny spadek aktywnos$ci proteazy w poroéwnaniu do obiektu kontrolnego za-
rowno w glebie z odmiang Casoar, jak i w glebie odmiang Californium, przy
czym zdecydowanie wigkszy spadek obserwowano w glebie z odmiang Califor-
nium. Proteaza okazala si¢ enzymem bardzo wrazliwym na dziatanie zastosowa-
nego herbicydu.

WNIOSKI

1. Zastosowane w doswiadczeniu odmiany rzepaku determinowaty réznice
w namnazaniu si¢ bakterii o uzdolnieniach proteolitycznych. Réznice pomigdzy
odmianami byly widoczne takze w aktywnosci proteazy.

2. Preparat Reglone 200 SL nie spowodowat istotnych zmian w nasileniu
procesu amonifikacji oraz w nasileniu procesu nitryfikacji w glebie pod uprawa
rzepaku zard6wno odmiany Casoar jak i Californium.

3. Zastosowany herbicyd powodowat istotny wzrost aktywnosci ureazy, na-
tomiast proteza okazala si¢ enzymem wrazliwym na dzialanie zastosowanego
srodka chemicznego.

4. Czas oddzialywania (termin analiz) zastosowanego herbicydu Reglone 200
SL miat istotny wplyw na badane parametry mikrobiologiczne i biochemiczne.
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Abstract: In a field experiment, changes taking place in the soil environment under cultiva-
tion of two winter rape cultivars, Casoar and Californium, after the application of the chemical
preparation Reglone 200 SL were determined. The soil belonged to black earths proper (WRB-
Mollic Gleysols) with pH 6,1. Conducted research indicated that the chemical agent Reglone
200SL, extensively used in plant protection, with the passage of time disturbed the biological bal-
ance of the soil. As a result, the number of investigated groups of microorganisms was decreasing.
Term of analyses caused a significant increase of ureolytic activity of the soil and a significant
decrease of proteolytic activity. The herbicide applied only slightly modified the ammonification
and nitrification processes, and the rape cultivars used in the experiment determined the differences
in the numbers of bacteria with proteolic aptitudes and in protease activity.

Keywords: soil, enzyme activity, ammonification, nitrification, Reglone 200 SL



