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STRESZCZENIE

Celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania soli amonowej glifosatu na aktywnos¢ wybranych enzy-
moéw bioracych udziat w przemianach zwiazkdéw fosforu w glebie: fosfomonoesterazy kwasnej (EC 3.1.3.2), fos-
fomonoesterazy alkalicznej (EC 3.1.3.1), fosfotriesterazy (EC 3.1.5.1), pirofosfatazy nieorganicznej (EC 3.1.6.1)
oraz zawarto$ci fosforu, w formie przyswajalnej dla roslin. Do badan laboratoryjnych uzyto glebe zaliczang do
piasku gliniastego o zawarto$ci wegla organicznego 8,7 g-kg'. Do gleby wprowadzono wodne roztwory prepa-
ratu Avans Premium 360 SC (360 g glifosatu w postaci soli amonowej w 1 dm?). Tlo$¢ wprowadzonego glifosatu
w postaci soli amonowej wynosita 0 (kontrola), 1, 10, 50 i 100 mg-kg™' gleby. W 1., 7., 14., 28. i 56. dniu po
wprowadzeniu herbicydu oznaczono spektrofotometrycznie wymienione parametry glebowe. Na podstawie prze-
prowadzonych badan, stwierdzono, ze wprowadzenie glifosatu w formie soli amonowej spowodowato zmiany
zawartosci fosforu przyswajalnego oraz aktywnos$ci enzymow bioracych udzial w przemianach tego pierwiastka
w glebie lekkiej. Nie mozna jednoznacznie wykaza¢ wptywu dawki soli amonowe;j i dnia pomiaru na zmiany za-
wartos$ci fosforu przyswajalnego oraz aktywnos$ci enzymow biorgcych udzial w przemianach tego pierwiastka w
analizowanej glebie. Sposroéd oznaczanych parametrow najbardziej wrazliwa na obecno$é soli amonowej glifosatu
okazala si¢ fosfomonoesteraza alkaliczna.

Stowa kluczowe: glifosat, gleba, fosfomonoesteraza kwasna, fosfomonoesteraza zasadowa, fosfotriesteraza, piro-
fosfataza nieorganiczna, fosfor.

EFFECTS OF GLYPHOSATE AMMONIUM SALT ON THE BIOAVAILABLE PHOSPHORUS
CONTENT AND THE ACTIVITY OF SELECTED PHOSPHATASES IN LOAMY SAND

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effects of glyphosate ammonium salt on the activity of some enzymes
involved in the metabolism of phosphorus in the soil: acid phosphomonoeaterase (EC 3.1.3.2), alkaline phospho-
monoeaterase (EC 3.1.3.1), phosphotrieaterase (EC 3.1.5.1), inorganic pyrophosphatase (EC 3.1.6.1), and a pho-
sphorus content in a form available to plants. The experiment was carried out on loamy sand samples with organic
carbon content 8.7 g kg!. Into soil samples the aqueous solutions of Avans Premium 360 SC (360 g glyphosate
ammonium salt in 1 dm?®) were added. The amount of introduced glyphosate ammonium salt was 0 (control), 1, 10,
50 and 100 mg-kg!, on days 0 (1 hour after glyphosate application), 7, 14, 28 and 56 measured parameters were
determined spectrophotometrically. The obtained results showed that the application of glyphosate ammonium
salt resulted in changes of available phosphorus content and the activity of enzymes involved in the metabolism
of this element in loamy sand. The effects glyphosate ammonium salt dosage and effect of day of experiment were
ambiguous. Among the determined parameters the most sensitive to the presence of the glyphosate ammonium
was alkaline phosphomonoesterase.

Keywords: glyphosate, soil, acid phsphomonoesterase, alkaline phosphomonoesterase, phsphotriesterase inor-
ganic pyrophosphatase, phosphorus.
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WSTEP

Jednym z najwazniejszych 1 najczesciej
obecnie stosowanych w agrokulturach w Pol-
sce srodkéw ochrony roslin (po 2,4-D i jego po-
chodnych), jest znany od okoto 40 lat, glifosat.
Uzywanie tego herbicydu gwaltownie wzrosto w
ostatnich latach — np. w Niemczech od roku 1999
do 2010 az o 100% [Steinmann i in. 2012]. Glifo-
sat jest herbicydem nieselektywnym o dziataniu
systemicznym. Pod wzgledem chemicznym jest
on N-fosfonometyloglicyna, czyli pochodng kwa-
su fosfonowego, w ktorej jeden z atomow wodoru
grupy metylowej bezposrednio potaczonej z fos-
forem zostal zastapiony przez glicyn¢ [Rézanski
1998]. W preparatach glifosat wystepuje w posta-
ci soli amonowej, soli izopropyloaminowej oraz
soli potasowej. Na rynku dostepnych jest wiele
srodkow zawierajacych t¢ substancje np.: Roun-
dup 170 SL, Roundup 360 SL, Roundup 450 SL,
Roundup 680 SG, Dominator 360 SL, Avans Pre-
mium 360 SL i wiele innych [Grygiel i in. 2012].

W wyniku wystepowania w czasteczce gli-
fosatu kwasu fosfonowego herbicyd ten moze
oddzialywa¢ na metabolizm zwigzkow fosforo-
wych w glebie [Platkowski i Telesinski 2015a].
Jest to bardzo wazny problem, gdyz cykl bioge-
ochemiczny fosforu jest wrazliwy na wszelkie
zmiany powodowane przez rolniczg dziatalnosé
cztowieka. Ponadto zmiany zawartosci tego
pierwiastka w glebie znaczaco wptywaja na ak-
tywnos$¢ mikrobiologiczng i biochemiczng gle-
by, a w konsekwencji na przemiany i dostepnos¢
innych sktadnikow pokarmowych [Lemanowicz
i Koper 2009].

Celem niniejszej pracy byta ocena oddziaty-
wania glifosatu na aktywno$¢ wybranych enzy-
mow biorgcych udziat w przemianach zwigzkow
fosforu w glebie: fosfomonoesterazy kwasnej
(EC 3.1.3.2), fosfomonoesterazy alkalicznej (EC
3.1.3.1), fosfotriesterazy (EC 3.1.5.1), pirofosfatazy
nieorganicznej (EC 3.1.6.1) oraz zawartosci fosfo-
ru w formie przyswajalnej dla ro$lin.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na probkach
glebowych pobranych z poziomu akumulacyjno-
-prochniczego gleb rdzawych wiasciwych Rol-
niczej Stacji Do$wiadczalnej w Lipniku (woje-
wodztwo zachodniopomorskie). Gleba ta posiada
sktad granulometryczny piasku gliniastego oraz
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zawarto$¢ wegla organicznego 8,7 g-kg'. Pobra-
ng glebe przesiano przez sito o $rednicy oczek 2
mm i podzielono na 0,5 kg nawazki.

Do badanej gleby wprowadzono glifosat w
formie wodnego roztworu preparatu herbicydo-
wego Avans Premium 360 SL (zawartos¢ glifo-
statu w postaci soli amonowej 360 g-dm?). Tlo§¢
wprowadzonej soli amonowej glifosatu wynosita
0, 1, 10, 50, 100 mg-kg'. Wilgotno$¢ probek do-
prowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci
wodnej i przechowywano w ciemno$ci w tempe-
raturze 20 °C.

W 1., 7., 14., 28. oraz 56. dniu doswiadcze-
nia oznaczono spektrofotometrycznie aktywnos¢
fosfomonoesterazy kwasnej, fosfomonoesterazy
alkalicznej, fosfotriesterazy, pirofosfatazy nie-
organicznej oraz fosforu w formie przyswajalnej
dla ros$lin. Pomiaru aktywno$ci fosfomonoestera-
zy alkalicznej (Pal) oraz fosfomonoesterazy kwa-
snej (Pac) oznaczono metoda Tabatabai i Brem-
nera [1969] w modyfikacji Margesin [1996]. Ak-
tywno$¢ fosfotriesterazy (TP) oznaczono metoda
Eivazi i Tabatabai [1977]. Aktywnos¢ pirofosfa-
tazy nieorganicznej (PPi) oznaczono natomiast
zgodnie z metoda Dicka i Tabatabai [1978]. Za-
warto$¢ przyswajalnej dla roslin formy fosforu
(P,.) oznaczono zgodnie z metodg Egnera-Rieh-
ma [Mocek i Drzymata 2010]. Do oznaczen uzyto
spektrofotometru UV-1800 firmy Shimadzu.

Wszystkie analizy wykonano w trzech po-
wtorzeniach. Uzyskane wyniki opracowano
statystycznie za pomoca dwuczynnikowej ana-
lizy wariancji ANOVA oraz komplementarnie
porownano testem post-hoc Tukey HSD, wyko-
rzystujac oprogramowanie Statistica 10.0 Stat-
soft. Przyjety poziom istotnosci wynosit p<0,05.
Rzeczywiste wartosci przeliczono, zgodnie ze
wzorem podanym przez Chaer i in. [2009] i po-
dano jako procentowe zmiany w stosunku do
gleby kontrolne;j.

WYNIKI | DYSKUSJA

Wprowadzenie do gleby soli amonowej glifo-
satu w formie preparatu Avans Premium 360 SL
spowodowalo w wigkszosci przypadkow istotne
zmiany oznaczanych parametrow w stosunku do
gleby kontrolnej (tab. 1).

Aktywno$¢ fosfomonoesterazy kwasnej po
zastosowaniu herbicydu ulegla przede wszyst-
kim obnizeniu. Po wprowadzeniu glifosatu w
dawce 1 mg-kg! najwigksza inhibicja aktywnosci
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wystapita w 1. dniu doswiadczenia (33,33%), w
dawce 10 1 50 mg-kg!' w 28. dniu do$wiadcze-
nia (odpowiednio 8,44 i 27,48%), a w dawce 100
mg-kg' w 7. dniu do$wiadczenia (47,22%). Istot-
ng statystycznie stymulacj¢ fosfomonoesterazy
kwasnej wykazano jedynie w 14. dniu do$wiad-
czenia w glebie z dodatkiem herbicydu w ilosci
1 mg-kg' (21,45%) oraz w 1. dniu do$wiadczenia
w glebie zawierajacej glifosat w ilosci 10 mg-kg™!
(14,28%) (rys. 1).

Podobnie jak w przypadku fosfomonoeste-
razy kwasnej wprowadzenie do gleby glifosatu
spowodowato przede wszystkim obnizenie ak-
tywnosci fosfomonoesterazy alkalicznej. Jed-
nakze wykazana inhibicja byta zdecydowanie

wigksza dla tego enzymu i wynosita maksymal-
nie dla dawki 1 mg-kg!87,85% (1. dzien do-
$wiadczenia), 10 mg-kg'94,62% (56. dzien do-
swiadczenia) 50 mg-kg! 72,20% (56. dzien do-
swiadczenia) oraz 100 mg-kg™' 84,44% (7. dzien
dos$wiadczenia). Istotny statystycznie wzrost
aktywnos$ci tego enzymu zanotowano jedynie
w glebie z dodatkiem glifosatu w dawce 1 i 10
mg-kg' odpowiednio w 14. i 28. dniu doswiad-
czenia (66,67 1 20,13%) (rys. 2).

Takze aktywno$¢ pirofosfatazy nieorganicz-
nej w wigkszosci termindw pomiaréw ulegta
obnizeniu po zastosowaniu glifosatu. Wprowa-
dzenie herbicydu w dawce 1 mg-kg' wywotla-
lo inhibicje aktywnosci tego enzymu w trak-

Tabela 1. Zmiany oznaczanych parametréw metabolizmu fosforu w piasku gliniastym po wprowadzeniu soli

amonowej glifosatu

Table 1. Changes of measured parameters of phosphorus metabolism in loamy sand after treatment of glyphosate

ammonium salt

sosnans| i | pac T

0 101,83jk 70,45b 137,37bcde 14,18ijk 16,20kim

1 67,89Im 8,56Im 80,21jk 16,04abcde 15,80kim

1 10 116,38fghi 8,84Im 141,38bcd 16,31abc 15,69Kim
50 110,96hij 39,93efg 67,68k 13,11k 15,43kim

100 78,73 63,61bc 150,90abc 14,61fghij 12,12kim

0 112,96ghij 38,51efg 152,41abc 14,51ghij 18,03hij

1 79,58 12,56kIm 120,82defg 17,07a 17,85ijk

7 10 105,54ijk 42,22¢f 82,22ijk 15,65bcdefg 18,73ghi
50 105,25ijk 10,55kIm 113,80fgh 14,92efghij 19,38fghi

100 59,62m 5,99Im 64,67k 13,91jk 18,75ghi

0 160,88bc 57,33c 114,81fgh 16,12abcd 20,29efg

1 195,39 95,56a 100,77ghij 16,32abc 20,23efg

14 10 154,03cde 57,33¢c 114,30fgh 13,95}k 16,94kl
50 145,19de 20,82hijk 70,69k 14,00ijk 23,82b
100 143,19 30,52fgh 131,50cdef 16,08abcd 22,17bcd
0 172,290 45,35de 157,92ab 14 14ijk 20,60def
1 147 18cde 17,1}kl 96,26hij 15,80bcde 21,93cde

28 10 157, 74cd 54,48cd 119,32defg 15,69bcdef 19,66fgh
50 124,64fg 29,09ghi 122,33defg 15,43cdefgh 20,75def

100 116,09fghi 39,63efg 153,91ab 15,12defghi 27,71a
0 128,64f 63,61bc 118,94efg 15,66bcdefg 16,57jkIm

1 123,22fgh 42,79de 104,28ghi 16,99a 23,26bc

56 10 128,64f 3,42m 103,40ghi 14,18hij 12,20n
50 123,51fgh 17,68ijkl 168,45a 16,67ab 20,95def
100 94,13k 25,67hij 155,91ab 15,82bcde 19,44fghi

Pac — fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-h)!], Pal — fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP-(kg
s.m.-h)"], PPi — pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*(kg s.m.-h)'], TP — fosfotriesteraza [mg p-NP-(kg
s.m.-h)"'], P — zawarto$¢ fosforu przyswajalnego dla roslin [mg P-kg!]

Objasnienie: warto$ci $rednie zaznaczone takimi samymi literami w obrebie kolumn nie rdznig si¢ istotnie stat-

ystycznie.

117



Inzynieria Ekologiczna / Ecological Engineering Vol. 43,2015

100

75

50

25

]
25 [ - I
-50

-75

Zmiana aktywnosci [%]
(=]
L]
I‘
[ |

-100

Dzieri doswiadczenia

Hlmg H10mg E50mg M100 mg
Rys. 1. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej w piasku gliniastym
po wprowadzeniu soli amonowej glifosatu

Fig. 1. Percentage changes of acid phosphomonoesterase activity in loamy sand
after treatment of glyphosate ammonium salt
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Rys. 2. Procentowe zmiany aktywnos$ci fosfomonoesterazy alkalicznej w piasku gliniastym
po wprowadzeniu soli amonowej glifosatu
Fig. 2. Percentage changes of alkaline phosphomonoesterase activity in loamy sand after
treatment of glyphosate ammonium salt
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Rys. 3. Procentowe zmiany aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej w piasku gliniastym
po wprowadzeniu soli amonowej glifosatu

Fig. 3. Percentage changes of inorganic pyrophosphatase activity in loamy sand after
treatment of glyphosate ammonium salt

118



Inzynieria Ekologiczna / Ecological Engineering Vol. 43,2015

cie trwania catego do$wiadczenia na poziomie
12,23-41,61%. W glebie zawierajacej glifosat w
ilosci 10 mg kg™ istotny statystycznie spadek ak-
tywnosci pirofosfatazy nieorganicznej odnotowa-
no w 28. i 56. dniu doswiadczenia (odpowiednio
24,441 13,07%). Inhibicja aktywno$ci enzymu w
glebie z dodatkiem glifosatu w dawce 50 mg-kg!
utrzymywata si¢ do 28. dnia do$wiadczenia
(22,54-50,73%). Natomiast w ostatnim terminie
pomiaru stwierdzono aktywacje¢ pirofosfatazy
nieorganicznej o 41,62% w stosunku do gleby
kontrolnej. Natomiast po wprowadzeniu glifo-
satu w dawce 100 mg-kg' istotne statystycznie
zmiany aktywnosci wykazano jedynie w 7. dniu
doswiadczenia (inhibicja 0 57,25%) i w 56. dniu
doswiadczenia (stymulacja o 31,08%) (rys. 3).

Inng tendencj¢ mozna zauwazy¢ analizujgc
zmiany aktywnosci fosfotriesterazy w glebie po
wprowadzeniu glifosatu. Aplikacja herbicydu w
dawce 1 mg-kg' wywotala istotng statystycz-
nie stymulacje aktywnosci enzymu w trakcie
trwania prawie catego doswiadczenia (z wy-
jatkiem 14. dnia do$wiadczenia), na poziomie
8,47-17,63%. Rowniez po dodaniu glifosatu
w dawce 10 mg-kg! w wickszosci terminow
pomiaréw odnotowano istotne statystycznie
zmiany aktywnosci fosfotriesterazy: inhibicje
w 14. 1 56. dniu do$wiadczenia (odpowiednio
13,47 i 8,65%) oraz stymulacje w 1. i 28. dniu
doswiadczenia (odpowiednio 15,01 i 10,93%).
Istotny statystycznie wplyw glifosatu w dawce
50 mg-kg! na aktywnos¢ fosfotriestereazy wy-
kazano jedynie w 14. i 28. dniu do$wiadczenia
(odpowiednio obnizenie o 13,15% i wzrost o
9,05%). Natomiast w glebie zawierajacej herbi-
cyd w ilosci 100 mg-kg! aktywnos¢ enzymu nie
ulegta istotnym zmianom (rys. 4).

Zastosowanie glifosatu we wszystkich
dawkach nie spowodowato istotnych zmian
zawartosci fosforu przyswajalnego w 1. 1 7.
dniu do$wiadczenia. W pozostatych terminach
pomiaréw wykazano istotne statystycznie ob-
nizenie zawartosci fosforu przyswajalnego po
wprowadzeniu herbicydu w dawce 10 mg-kg!
w 14. 1 56. dniu do$wiadczenia (odpowiednio
16,48 i 26,41%). Natomiast zwigkszenie za-
warto$ci tego skladnika stwierdzono w glebie
z dodatkiem glifosatu w dawce 1 mg-kg'w 56.
dniu doswiadczenia (40,34%), 50 mg-kg'w 14.
i 56. dniu do$wiadczenia (odpowiednio: 17,48 i
26,41%) oraz 100 mg-kg'w 14., 28. i 56. dniu
doswiadczenia (odpowiednio: 9,23, 34,52 i
17,27%) (rys. 5).

W celu okreslenia sumarycznego oddziaty-
wania glifosatu na oznaczane parametry glebowe
obliczono $rednie ich zmiany ze wszystkich ter-
mindéw pomiardw i przedstawiono na rysunku 6.
Pozwolilo to na okreslenie tendencji zmian w
zaleznosci od zastosowanej dawki herbicydu. Po-
réwnujac procentowe zmiany oznaczanych para-
metrow stwierdzono, ze wprowadzenie glifosatu
w postaci soli amonowej we wszystkich dawkach
dziatato inhibitujaco na aktywnos$¢ fosfomono-
esterazy alkalicznej. Obnizenie $redniej aktyw-
no$ci wykazano rowniez dla fosfomonoesterazy
kwasnej przy dawkach 1, 50 i 100 mg-kg™' oraz
dla pirofosfatazy niecorganicznej przy dawkach 1,
10 i 50 mg-kg'. Srednia aktywno$é¢ fosfotrieste-
razy oraz $rednia zawarto$¢ fosforu przyswajal-
nego ulegta natomiast niewielkim zmianom, kto-
re nie przekraczaty zazwyczaj 10% w odniesieniu
do gleby kontrolne;j.

Z otrzymanych wynikow badan wynika, ze
wptyw glifosatu w postaci soli amonowej na
zawarto$¢ fosforu przyswajalnego oraz wybra-
nych enzymow biorgcych udzial w przemianach
tego pierwiastka w glebie lekkiej byt zréznico-
wany i zalezal zar6wno od dawki herbicydu, jak
i dnia pomiaru. Podobng tendencj¢ wykazano
badajac oddziatywanie soli izopropyloamino-
wej oraz potasowej glifosatu na aktywno$¢ fos-
fomonoesterazy kwasnej, fosfomonoesterazy
alkalicznej oraz pirofosfatazy nieorganicznej
[Ptatkowski i1 Telesinski 2015a], a takze fosfo-
diesterazy i fosfotriesterazy [Platkowski i Tele-
sinski 2015b]. W literaturze przedmiotu mozna
znalez¢ doniesienia o braku zmian aktywnosci
fosfataz glebowych pod wplywem glifosatu
[Nakatani i in. 2014, Cherni i in. 2015], jak i
stymulacji [Floch i in. 2011, Ying i in. 2011]
oraz inhibicji aktywnosci tych enzymow [San-
nino i Gianfreda 2001]. Wedtug Speir’a i Ros-
s’a [1978] zahamowanie aktywnos$ci fosfataz
spowodowane jest obecno$cia w czasteczce
glifosatu grupy fosfonowej. Zdaniem Ying i in.
[2011] aktywno$¢ fosfatazy kwasnej moze by¢
uzyta jako biochemiczny wskaznik rozktadu
glifosatu. Glifosat moze by¢ wykorzystywany
przez Gram-dodatnie i Gram-ujemne bakterie
jako zrédto fosforu, wegla oraz azotu [Van Eerd
iin. 2003]. Dlatego tez moze on oddziatywac na
aktywno$¢ nie tylko enzymow bioracych udziat
w przemianach fosforu, ale tez i innych pier-
wiastkow, co potwierdzaja badania wielu auto-
row [Bennicelli i in. 2009, Penettieri i in. 2013,
Nakatani i in. 2014, Cherni i in. 2015].
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Rys. 4. Procentowe zmiany aktywnosci fosfotriesterazy w piasku gliniastym
po wprowadzeniu soli amonowej glifosatu
Fig. 4. Percentage changes of acid phosphotriesterase activity in loamy sand after
treatment of glyphosate ammonium salt
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Rys. 5. Procentowe zmiany zawarto$ci fosforu przyswajalnego w piasku gliniastym
po wprowadzeniu soli amonowej glifosatu
Fig. 5. Percentage changes of available phosphorus content in loamy sand after
treatment of glyphosate ammonium salt
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Rys. 6. Sumaryczne oddzialywanie glifosatu na oznaczane parametry glebowe
ze wszystkich terminéw pomiaréw
Fig. 6. The total impact of glyphosate on soil parameters determined from measurements of all terms
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WNIOSKI

. Wprowadzenie glifosatu w formie soli amo-

nowej spowodowato zmiany zawartosci fosfo-
ru przyswajalnego oraz aktywnosci enzymow
biorgcych udzial w przemianach tego pier-
wiastka w piasku gliniastym.

. Nie mozna jednoznacznie wykaza¢ wplywu

dawki soli amonowe;j i dnia pomiaru na zmia-
ny zawarto$ci fosforu przyswajalnego oraz
aktywnosci enzyméw bioragcych udziat w
przemianach tego pierwiastka w glebie lekkiej.

Sposrdéd oznaczanych parametrow najbardziej
wrazliwa na obecnos$¢ soli amonowej glifosa-
tu okazata si¢ fosfomonoesteraza alkaliczna.

Otrzymane wyniki wskazuja na koniecznos¢
prowadzenia dalszych badan nad oddziaty-
waniem roéznych soli glifosatu na metabolizm
zwigzkow fosforu w réznych typach gleb.
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