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Streszczenie: Celem podjetych badan bylo okreslenie oddziatywania dwdch fungicydéw, réznigcych sie miedzy innymi rodza-
jem substancji aktywnej: Lotus 750 EC (s.a. fenpropidyna, 750 g-dm™) i Galileo 250 SC (s.a. pikoksystrobina, 250 g-dm>)
na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasadowej w glebie. Do$wiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych
z uzyciem piasku gliniastego o zawartosci Corg 8,71 g-kg™. Powietrznie sucha glebe przesiano przez sito o $rednicy oczek 2 mm
i podzielono na 0,5 kg nawazki. Nastepnie dodano do nich wodne emulsje wymienionych fungicyddw w dawkach: polowej,
pieciokrotnie wiekszej i dwudziestopieciokrotnie wiekszej. Wilgotnos¢ gleby doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci
wodnej i przechowywano w szczelnie zamknietych workach polipropylenowych w temperaturze 20°C. W 1., 7., 14. i 28. dniu
doswiadczenia oznaczono spektrofotometrycznie aktywnosc fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasadowej. Na podstawie otrzyma-
nych wynikéw stwierdzono, ze wprowadzenie do gleby fungicydéw Lotus 750 EC i Galileo 250 SC nie zawsze wywotato istotne
zmiany aktywnosci fosfataz. Zaobserwowany efekt zalezat od rodzaju preparatu, jego dawki i dnia trwania doswiadczenia.
Oddziatywanie badanych fungicydéow na aktywnos¢ fosfataz w glebie, w poszczegdlnych terminach pomiaréw, wielokrotnie nie
wykazywato zaleznosci z wielkoscig zastosowanej dawki. Trudno jednoznacznie ocenié¢, ktdra z oznaczanych fosfataz cha-
rakteryzowata sie wieksza wrazliwoscig na obecnos¢ fungicydow w glebie. Sposrod wszystkich czynnikéw doswiadczalnych,
najwiekszy wptyw na aktywnos¢ fosfataz w glebie miat termin pomiaru.

Stowa kluczowe: fosfataza kwasna, fosfataza zasadowa, fungicydy, gleba, wspdtczynniki opornosci.

Abstract: The aim of study was to assess of effect of two fungicides, differing, inter alia, the type of active ingredient: Lotus
750 EC (a.i. fenpropidine, 750 g-dm™) and Galileo 250 SC (a.i. picoxystrobin, 250 g-dm™) on activity of acid phosphatase
and alkaline phosphatase in soil. The experiment was carried out in laboratory condition on loamy sand with Corg content
of 8,71 g-kg™!. The air-dried soil was sieved with 2 mm mesh and divided into 0.5 kg samples. Then aqueous emulsions of the
fungicides were added to soil samples on doses: field dose, 5-fold hold of field dose and 25-fold hold of field dose. Samples
were adjusted to 60% maximum water holder capacity, and they were incubated in polypropulene bugs at 20°C. On days 1, 7,
14 and 28 activities of acid phosphatase and alkaline phosphatase were measured spectrophotometrically. The obtained
results showed, that the application of fungicides: Lotus 750 EC and Galileo 250 SC into the soil did not always cause
significant changes in the phosphatase activities in the soil. The observed effect depended on the type of formulation, its dose
and day of the experiment. Changes of phosphatase activities, in particular measurement dates, mainly did not show
any relationship between on the size of the applied fungicide dose and reported effect. It is difficult to unequivocally assess
which of the determined phosphatases was more sensitivity to the presence of fungicides in the soil. Of all the experimental
factors, the measurement period had the greatest impact on soil phosphatase activity.

Keywords: acid phosphatase, alkaline phosphatase, fungicides, resistance index, soil.

1. Wstep zbednych zabiegéw wykorzystywanych w chemicznej ochro-
nie roslin. Jednakze produkcja i stosowanie pestycydow, poza

Stosowanie $rodkéw ochrony ro$lin jest jednym z nie- niewatpliwymi korzy$ciami, wigze sie z wieloma niepoza-
danymi skutkami [1]. Zabiegi ochronne z uzyciem pestycydéw
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wanych rolniczo sg jednym ze zrodet degradacji otaczajgcego
nas $rodowiska.

Choroby grzybowe, w zaleznosci od rodzaju oraz stopnia
porazenia rosliny, sg w stanie zmniejszy¢ plon zb6z nawet o
80%. Dlatego tez biezgca kontrola plantacji oraz fungicydowe
zabiegi profilaktyczne sg nieodtgcznym elementem zwieksza-
nia plonu [2].

Praktycznie kazdy pestycyd, nawet zastosowany do-
listnie, dociera do gleby, ktéra stanowi gtéwny rezerwuar
kumulujgcy pozostatosci srodkéw ochrony roslin. W glebie
zachodzg zaréwno biotyczne, jak i abiotyczne przemiany pro-
wadzgce do rozktadu substancji aktywnych [3]. Szybkos$¢ za-
nikania pestycydoéw w glebie zalezy od ich wtasciwosci fizyko-
chemicznych, warunkéw sSrodowiskowych oraz aktyw-nosci
drobnoustrojow glebowych. Jedng z najlepszych miar stanu
ekochemicznego gleby jest jej aktywnos¢ biologiczna [4].

Istnieje wiele wskaznikow oceny witasciwosci biolo-
gicznych gleb, wéréd ktérych wymieni¢ mozna oddychanie
gleby, zawartos¢ biomasy zywych mikroorganizméw, czy
aktywno$¢ enzymatyczng, w tym aktywnos$¢ fosfataz [5].
Zmiany aktywnos$ci fosfataz mogg wskazywaé na zaburzenia
przemian zwigzkow fosforowych w glebie [6]. Jest to bardzo
wazny problem, poniewaz cykl biogeochemiczny fosforu jest
podatny na wszelkie zmiany powodowane rolniczag dziatal-
noscig cztowieka [7]. Ponadto zmiany zawartosci tego pier-
wiastka w glebie wplywajg znaczaco na jej aktywnosé mikro-
biologiczng i biochemiczng. W konsekwencji wptywa to na
przemiany oraz dostepnos$¢ innych sktadnikow pokarmowych
[8].

Celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania
dwéch fungicydéw, réznigcych sie miedzy innymi rodzajem
substancji aktywnej: Lotus 750 EC (s.a. fenpropidyna, 750
g-dm™) i Galileo 250 SC (s.a. pikoksystrobina, 250 g-dm~) na
aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasadowej w glebie.

2. Czes$¢ eksperymentalna

Doswiadczenie przeprowadzono na prébkach gleby po-
branych z poziomu orno-préchnicznego gleb rdzawych typo-
wych z terenu Rolniczej Stacji Doswiadczalnej w Lipniku (woj.
zachodniopomorskie). Gleba ta charakteryzuje sie sktadem
granulometrycznym piasku gliniastego oraz zawarto$cig we-
gla organicznego 8.71 g-kg™, azotu ogdtem 0.78 g-kg™ oraz
pHw 1 M KCI 6.45.

Pobrang z pola glebe przesiano przez sito o $rednicy
oczek 2 mm. Powietrznie suchg glebe podzielono na 0,5 kg
nawazki. Nastepnie dodano do nich wodne emulsje dwoéch
fungicydéw: Lotus 750 EC (prod. ADAMA Polska Sp. z 0.0.)
lub Galileo 250 SC (prod. DuPont Poland Sp. z 0.0.) w daw-
kach: 0 (kontrola), dawka polowa — zalecana przez produ-
centa (1 x DP), dawka pieciokrotnie wigksza od zalecanej
przez producenta (5 x DP) oraz dawka dwudziestopiecio-
krotnie wieksza od zalecanej przez producenta (25 x DP).
Przy przeliczaniu dawki preparatow przyjeto migzszos¢ gleby
15 cm. Podstawowe informacje na temat wtasciwosci
zastosowanych fungicydéw i ich dawek wprowadzonych do
gleby przedstawiono w Tabeli 1. Wilgotnos$¢ gleby doprowa-
dzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej i przechowy-
wano w szczelnie zamknietych workach polipropylenowych
w temperaturze 20°C. W 1., 7., 14. i 28. dniu do$wiadczenia
oznaczono aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasa-
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Tabela 1. Podstawowe witasciwosci zwigzkéw uzytych w
doswiadczeniu oraz ich ilosci wprowadzone do gleby.

Wiasciwosé Fenpropi- Pikok_systro-
dyna bina

Grupa chemiczna Morfoliny Stobiluryny

Wz6r sumaryczny Ci9H31N C18H16F3NO4

Masa molowa (g-mol™) 273.46 367.32

Czas potowicznego

zaniku w glebie (dni)* 48.2 244

llosci wprowadzone do

gleby (mg-kg™):

1xDP 0.25 0.11

5 x DP 1.25 0.55

25 x DP 6.25 2.75

© 2018 Jan Diugosz University, Czestochowa

DP - dawka polowa; * dane z bazy PPDP (Pesticide
Properties Data Base)

dowej. Do analiz uzyto spektrofotometr UV-1800 firmy
Shimadzu.

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i fosfatazy kwasnej
oznaczono wedtug metody Tabatabai i Bremnera [9]. Metoda
ta oparta jest na zdolnosci fosfatazy do hydrolizy p-nitrofe-
nylofosforanu do p-nitrofenolu.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie za pomocg
jednoczynnikowej analizy wariancji. Analizy wykonano nieza-
leznie dla kazdego preparatu i terminu pomiaru na poziomie
istotnosci p < 0,05. Nastepnie otrzymane wyniki poréwnano
komplementarnie za pomoca testu post-hoc Tukey HSD. Do
obliczen wykorzystano oprogramowanie Statistica 13.1 firmy
StatSoft.

Obliczono réwniez wskazniki opornosci fosfataz (RS) za
pomocg wzoru podanego przez Orwin'a i Wardle’a [10]:
RS=1-[2|D|/(C+|DJ)]; gdzie: RS — wskaznik opornosci, C —
aktywnos$¢ enzymu w glebie kontrolnej, D — réznica pomiedzy
aktywnoscig enzymu w glebie kontrolnej a aktywnoscig w gle-
bie z dodatkiem fungicydu.

Procentowg zmienno$¢ wszystkich czynnikow doswiad-
czalnych, ktorymi byly: rodzaj fungicydu, dawka fungicydu
oraz dzief do$wiadczenia wyznaczono za pomocg analizy n?.

3. Wyniki i ich dyskusja

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w glebie kontrolnej ksztatto-
wata sie w trakcie trwania doswiadczenia na poziomie od
74,45 mg p-NP-(kg s.m.-h)™ (7. dzien do$wiadczenia) do
101,83 mg p-NP-(kg s.m.-h)™ (28. dzierr do$wiadczenia).

Wprowadzenie do gleby fungicydu Lotus 750 EC w dawce
polowej (1 x DP) spowodowato istotne statystycznie zmniej-
szenie aktywnosci tego enzymu jedynie w 14. dniu dos-
wiadczenia (0 14,62% w stosunku do gleby kontrolnegj). Po
aplikacji fungicydu w dawce pieciokrotnie wigekszej od zaleca-
nej (5 x DP) istotng statystycznie inhibicje aktywnosci fosfa-
tazy kwasnej odnotowano w 1., 7. i 28. dniu doswiadczenia
(w poréwnaniu do kontroli odpowiednio o 15,03%, 45,98%
i 19,75%). Natomiast w glebie z dodatkiem fungicydu Lotus
750 EC w dawce dwudziestopieciokrotnie wiekszej od zaleca-
nej (25 x DP) w 1. i 28. dniu do$wiadczenia wystgpito istotne
statystycznie obnizenie aktywnos$ci enzymu (odpowiednio
0 36,79% i 23,95% w odniesieniu do gleby kontrolngj),
podczas gdy w 14. dniu doswiadczenia odnotowano stymu-
lacje aktywnosci fosfatazy kwasnej (o 16,98%) (Rys. 1).
Inaczej ksztattowata sie aktywnos¢ fosfatazy kwasnej po
wprowadzeniu fungicydu Galileo 250 SC (rys. 5B). W glebie
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Rysunek 1. Aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej (A) i fosfatazy zasadowej w glebie z dodatkiem fungicydéw Lotus 750 EC i Galileo
250 SC; wartosci oznaczone tymi samymi literami w danym dniu doswiadczenia nie réznig sie istotnie na poziomie p<0,05.

zawierajgcej fungicyd w dawce 1 x DP wykazano istotng sta-
tystycznie inhibicje w 7. i 28. dniu doswiadczenia (odpo-
wiednio 0 13,22% i 9,24% w poréwnaniu do kontroli), a w 14.
dniu aktywacje enzymu (o 11,79%). Dodatek preparatu
Galileo 250 SC w dawkach 5 x DP i 25 x DP spowodowat
w wiekszosci termindw pomiaréw zmniejszenie aktywnosci
fosfatazy kwasnej, ktére w stosunku do gleby kontrolnej
wynosito odpowiednio 12,07-20,72% i 6,30-22,28%. Nato-
miast w 14. dniu doswiadczenia wystgpita stymulacja
aktywnosci enzymu, ktéra dla wymienionych powyzej dawek
fungicydu wynosita 14,06% i 13,21% w poréwnaniu do
kontroli (Rys. 1A).

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w glebie bez dodatku fun-
gicydéw w trakcie trwania doswiadczenia stopniowo wzrastata
od 226,34 mg p-NP:(kg s.m.-h)™* (1. dzier do$wiadczenia) do
290,09 mg p-NP-(kg s.m.-h)™ (28. dzier do$wiadczenia).

Aplikacja fungicydu Lotus 750 EC w dawce 1 x DP spo-
wodowata istotne statystycznie zmiany aktywnosci fosfatazy
zasadowej jedynie w 7. i 28. dniu doswiadczenia. W pier-
wszym z wymienionych termindw wystgpito zmniejszenie
(o 8,08% w odniesieniu do kontroli), a w drugim wzrost
(0 9,14%) aktywnosci enzymu (Rys. 1A). Po wprowadzeniu
fungicydu w dawce 5 x DP réwniez w 28. dniu do$wiadczenia
wykazano istotng statystycznie stymulacje aktywnosci fosfata-
zy zasadowej (0 9,59% w stosunku do gleby kontrolnej), pod-
czas gdy inhibicja aktywnosci zostata odnotowana w 1. i 7.
dniu doswiadczenia (odpowiednio o 13,04% i 15,64%).
Natomiast w glebie z dodatkiem preparatu Lotus 750 EC
w dawce 25 x DP wykazano istotne statystycznie obnizenie
aktywnosci enzymu wykazano w 7. i 14. dniu doswiadczenia
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(odpowiednio 0 6,85% i 6,64% w poréwnaniu do kontroli). Po
aplikacji fungicydu Galileo 250 SC w dawce polowej istotne
zmiany aktywnosci fosfatazy zasadowej odnotowano jedynie
w 7. dniu doswiadczenia (zmniejszenie 0 6,68% w stosunku
do gleby kontrolnej). Wprowadzenie pozostatych dawek spo-
wodowato w tym terminie pomiaru podobny efekt, a wykazana
inhibicja aktywnosci enzymu wynosita dla dawek 5 x DP i 25
x DP odpowiednio 8,26% i 9,31%. Dla dawki 25 x DP istotne
statystycznie obnizenie aktywnosci fosfatazy kwasnej utrzy-
mato sie jeszcze w kolejnych terminach pomiaréw (odpo-
wiednio o 16,37% i 20,35% w odniesieniu do kontroli). Nato-
miast w glebie zawierajgcej fungicyd Galileo 250 SC w dawce
5 x DP wystgpita w 28. dniu doswiadczenia istotna statys-
tycznie stymulacja aktywnosci enzymu, ktéra wynosita w po-
réwnaniu do gleby kontrolnej 10,03% (Rys. 1B).

Poréwnujgc mediany wspotczynnikéw opornosci aktyw-
nosci fosfatazy kwasnej w glebie z dodatkiem fungicydow,
stwierdzono, ze dla preparatu Lotus 750 EC ulegaty one obni-
zeniu wraz ze wzrostem jego dawki — od 0,88 do 0,66 (Rys.
2A), podczas gdy dla Galileo 250 SC najwieksze obnizenie
mediany wspotczynnikdw opornosci aktywnosci wywotato
wprowadzenie fungicydu w dawce 5 x DP — 0,68 (Rys. 2B).
Natomiast analizujgc wartosci $rodkowe wspdtczynnikow
opornosci aktywnosci fosfatazy zasadowej, stwierdzono, ze
dla fungicydu Lotus 750 EC najnizsza warto$¢ wystgpita po
wprowadzeniu dawki 5 x DP — 0,79 (Rys. 2C), podczas gdy
dla Galileo 250 SC ulegaty one obnizeniu wraz ze wzrostem
dawki fungicydu — od 0,92 do 0,74 (Rys. 2D).

Riah i in. [11] podaja, ze najczesciej obserwowanym
wptywem fungicydéw jest zmniejszenie aktywnosci enzyma-
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Rysunek 2. Wspdtczynniki opornosci (RS) fosfatazy kwasnej po wprowadzeniu fungicydéw Lotus 750 EC (A) i Galileo 250
SC (B) oraz fosfatazy zasadowej po wprowadzeniu fungicydéw Lotus 750 EC (C) i Galileo 250 SC (D)

tycznej gleb, w tym aktywnos$ci fosfataz. Wynika to przede
wszystkim z zaburzenia w metabolizmie populacji grzybéw
w glebie, ktore w duzej mierze odpowiedzialne sg za minera-
lizacje materii organicznej i uwalnianie dostepnego wegla.
Efektem tego moze by¢ szkodliwy wptyw na catg populacje
drobnoustrojéw i jej funkcjonowanie [12]. Jednakze pojawiaja
sie doniesienia, ze w warunkach laboratoryjnych, zmniejsze-
nie populacji grzybow, a co za tym idzie obnizenie ich aktyw-
nosci enzymatycznej, wptywato stymulujaco na bakterie [13-
17]. Tejada i in. [18] ttumaczg ten efekt zwiekszeniem pozio-
mu substancji odzywczych uwalnianych z obumartych strze-
pkow grzybéw. Munozoz-Leoz i in. [19] wykazali natomiast
zmniejszenie biomasy zywych mikroorganizméw réwnolegle
ze zmniejszeniem aktywnosci enzymatycznej po zastosowa-
niu fungicydéw. Réwniez w warunkach polowych, wielu auto-
réw zauwazyto podobny negatywny trend wptywu fungicydow
na rézne enzymy glebowe [20-22], nawet po zastosowaniu
dawki polowej srodka grzybobdjczego.

Analiza n? wykazata, ze wszystkie czynniki do$wiad-
czalne, jak i interakcje miedzy nimi, wptynety istotnie na ak-
tywnos¢ fosfatazy kwasnej (Tab. 2). Natomiast w przypadku
fosfatazy zasadowej stwierdzono nieistotny wptyw rodzaju
fungicydu oraz interakcji pomiedzy wszystkimi czynnikami
doswiadczalnymi na aktywno$¢ fosfatazy zasadowej.
Najwiekszy procentowy udziat w ksztattowaniu aktywnosci
fosfatazy kwasnej, jak i fosfatazy zasadowej, stwierdzono dla
terminu pomiaru (odpowiednio 72,53 i 81,51%).

Chem. Environ. Biotechnol., 2018, 21, 52-56

© 2018 Jan Diugosz University, Czestochowa

4. Podsumowanie

(1) Wprowadzenie do gleby fungicydéw Lotus 750 EC
i Galileo 250 SC nie zawsze wywotato istotne zmiany
aktywnosci fosfataz w glebie. Zaobserwowany efekt
zalezat od rodzaju preparatu, jego dawki i dnia doswiad-
czenia.

(2) Oddziatywanie badanych fungicydow na aktywnos$é
fosfataz w glebie, w poszczegdlnych terminach pomiardw,
wielokrotnie nie wykazywato zaleznosci z wielkoscig za-
stoowanej dawki.

(3) Wartosci $rednich wspotczynnikédw opornosci wykazaty,
ze aplikacja fungicydu Lotus 750 EC spowodowata
wieksze zmiany aktywnosci biologicznej gleby, okreslonej

Tabela 2. Procentowa zmienno$¢ wszystkich czynnikéw

doswiadczalnych dla fosfatazy kwasnej i fosfatazy
zasadowej wyznaczona za pomoca analizy n?

. Fosfataza Fosfataza
Czynnik .

kwasna zasadowa

Rodzaj fungicydu (A) 5.17 0.65 (n.i.)
Dawka fungicydu (B) 6.50 6.11
Dzien doswiadczenia (C) 72.53 81.51
AxB 1.47 3.19
AxC 141 3.39
BxC 8.23 3.30
AxBxC 4.22 1.02 (n.i.)
Btad 0.47 0.82

n.i. — nieistotne statystycznie na poziomie p<0.05
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A. Telesinski, K. Sykata, B. Futa, E. Zawierucha, M. Snieg, M. Rynkiewicz

na podstawie aktywnosci fosfataz, co mogto wynika¢ z
wiekszej ilosci wprowadzonej substancji aktywne;.

(4) Na podstawie przeprowadzonej analizy n? stwierdzono, ze
najwiekszy wptyw na aktywnos$¢ fosfataz w glebie miat
termin pomiaru.
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