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Streszczenie

Celem podjetych badan byto oznaczenie wptywu dwoch preparatow herbicydowych zawieraja-
cych glifosat — Roundup 360 SL (zawartosé glifosatu w postaci soli izopropyloaminowej — 360 g-dm™)
i Roundup 360 Plus (zawarto§¢ glifosatu w postaci soli potasowej — 360 g-dm™) na aktywnos¢: fos-
fomonoesterazy kwasnej i alkalicznej, pirofosfatazy nieorganicznej oraz fosfotriesterazy w glebie.
Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na glebie typu czarne ziemie o sktadzie gra-
nulometrycznym gliny piaszczysto-ilastej i zawartosci Corg 33,81 g-kg™', pobranej z Roéwniny Py-
rzyckiej. Wprowadzone do gleby dawki preparatow przeliczono tak, aby ilo$¢ dodanej substancji
aktywnej wynosita 1, 10, 100 mg-kg™'. Punktem odniesienia byta gleba bez dodatku herbicydow. Po-
miary aktywnosci enzymow przeprowadzono w 1., 7., 14., 28., 56. dniu od zatozenia doswiadczenia.
Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze aplikacja preparatow zawierajacych glifosat
w formie soli izopropyloaminowej (Roundup 360 SL) i soli potasowej (Roundup 360 Plus) spowo-
dowata istotne zmiany aktywnosci fosfataz glebowych. Sposréd oznaczanych fosfataz najbardziej
wrazliwa na obecnos¢ w glebie preparatow zawierajacych glifosat okazala si¢ pirofosfataza nieorga-
niczna. Ponadto przeprowadzona analiza wariancji #° wykazala, ze rodzaj preparatu Roundup miat
najwiekszy wptyw jedynie na aktywno$¢ fosfotriesterazy, podczas gdy aktywno$¢ pozostatych fosfa-
taz ksztaltowana byta glownie przez czas trwania doswiadczenia.

Stowa kluczowe: fosfomonoesterazy, fosfotriesteraza, gleba, glifosat, pirofosfataza nieorganiczna
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WSTEP

Najczesciej stosowanymi herbicydami sa obecnie preparaty zawierajace glifo-
sat [MYERS i in. 2016]. Wsérod uzywanych substancji aktywnych udzial tego
zwigzku ksztattuje sie na poziomie 3,8% [COUPE, CAPEL 2015]. Jak podaja NEW-
MAN i in. [2016], jego roczne zuzycie przekracza 1,35 milionéw ton. Swiatowa
Organizacja Zdrowia w 2015 r. uznala glifosat za substancj¢ prawdopodobnie kan-
cerogenng [MESNAGE i in. 2015]. W zwiazku z tym oraz powszechnoscig stosowa-
nia konieczne stato si¢ zintensyfikowanie badan epidemiologicznych, monitorin-
gowych i ekotoksykologicznych dotyczacych tego zwiazku [BENBROOK 2016].

Pod wzgledem chemicznym glifosat jest N-fosfonometyloglicyna — pochodna
kwasu fosfonowego, w ktorej jeden z atomoéw wodoru grupy metylowej bezpo-
$rednio potaczonej z fosforem zostal zastapiony przez glicyne [PIENIAZEK i in.
2003]. Gtownym mechanizmem dziatania glifosatu jest hamowanie aktywnosci
syntazy 5-enolopirogronianoszikimo-3-fosforanu (EPSP), ktory jest kluczowym
enzymem szlaku szikimowego, wystepujacego we wszystkich mikroorganizmach,
grzybach i roslinach [MARTINI i in. 2012]. W celu zwigkszenia skuteczno$ci dzia-
tania glifosatu stosuje si¢ rozne modyfikacje jego czasteczki. Wystgpuje on w po-
staci kwasu, soli amonowej, sodowej, potasowej, izopropyloaminowej oraz soli
trimetylosiarczanu [KWIATKOWSKA i in. 2013].

Przeprowadzone wczesniej badania wykazaly, ze glifosat oraz jego preparaty
modyfikuja aktywnos¢ réznych fosfataz zard6wno w piasku gliniastym [PLATKOW-
SKI, TELESINSKI 2015], jak i w glinie lekkiej [PLATKOWSKI, TELESINSKI 20164, b].
Dlatego tez celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania dwoch prepara-
tow — Roundup 360 SL i Roundup 360 Plus, zawierajacych odpowiednio sél izo-
propyloaminowa i s6l potasowa potasu, na aktywno$¢ wybranych fosfataz w glinie
piaszczysto-ilaste;j.

MATERIAL I METODY BADAN

Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtoérzeniach na probkach glebo-
wych pobranych z poziomu akumulacyjno-préchniczego czarnych ziem Ré6wniny
Pyrzyckiej (wojewodztwo zachodniopomorskie). Gleba ta ma sktad granulome-
tryczny gliny piaszczysto-ilastej, pH w 1 M KCl 7,13 oraz zawarto$¢ wegla orga-
nicznego 33,8 g-kg . Pobrana glebe przesiano przez sito o $rednicy oczek 2 mm
i podzielono na nawazki o masie 0,5 kg. Nastepnie wprowadzono wodne roztwory
preparatow — Roundup 360 SL (zawartos¢ glifosatu w postaci soli izopropyloami-
nowej — 360 g-dm™) i Roundup 360 Plus (zawarto$¢ glifosatu w postaci soli pota-
sowej — 360 g-dm™). Ilo$¢ wprowadzonego glifosatu wynosita 0 (kontrola) i w po-
staci obu preparatow 1, 10 lub 100 mg-kg™'. Wilgotno$é probek doprowadzono do
60% maksymalnej pojemnosci wodnej i inkubowano w temperaturze 20°C.
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W 1., 7., 14, 28. oraz 56. dniu doswiadczenia oznaczono spektrofotometrycz-
nie aktywno$¢ fosfomonoesterazy kwasnej (EC 3.1.3.2) oraz fosfomonoesterazy
zasadowej (EC 3.1.3.1) metoda TABATABAI i BREMNERA [1969], fosfotriesterazy
(EC 3.1.8.1) metoda EIVAZI i TABATABAI [1977], a takze pirofosfatazy nieorga-
nicznej (EC 3.1.6.1) metodg DICKA 1 TABATABAI [1978]. Wszystkie analizy wy-
konano w trzech powtoérzeniach.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono $rednie wskazniki opornosci
(RS) oznaczanych fosfataz, zgodnie ze wzorem podanym przez ORWINA i WAR-
DLE’A [2004]:

2|

RS=1- 1
D) M
gdzie:
RS = wskaznik opornosci,
C = aktywnos¢ enzymu w glebie kontrolnej,
D = rbznica pomigdzy aktywnos$cig enzymu w glebie kontrolnej i w glebie

z dodatkiem preparatu zawierajacego glifosat.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie za pomocg dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA oraz komplementarnie poréwnano testem post-hoc Tukeya HSD,
wykorzystujac oprogramowanie Statistica 12.5. Przyjety poziom istotnosci wynosit
p < 0,05. Obliczenia wykonano niezaleznie dla kazdego preparatu w kolejnym ter-
minie pomiaru. Ponadto na podstawie analizy wariancji #° wykazano procentowy
udziat poszczegolnych czynnikdw na zmiany aktywnosci oznaczanych fosfataz.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wprowadzenie do gleby obu preparatéw zawierajacych glifosat — Roundup 360
SL i Roundup 360 Plus spowodowalo gtdownie istotne zmiany aktywnos$ci wszyst-
kich fosfataz (tab. 1), a najczgsciej obserwowanym efektem byto zmniejszenie ak-
tywnosci tych enzymdw. Stwierdzony efekt wielokrotnie nie pokrywat si¢ z zasto-
sowang dawka preparatow. Jest to potwierdzeniem prowadzonych wczes$niej badan
nad oddziatywaniem réznych preparatow zawierajacych glifosat na aktywnosc¢ fos-
fatazowa piasku gliniastego [PLATKOWSKI, TELESINSKI 2015] oraz gliny lekkiej
[PLATKOWSKI, TELESINSKI 2016a, b]. Analizujagc wystepujace zmiany, wykazano,
ze w przypadku Roundupu 360 SL najwigksza istotng statystycznie inhibicj¢ ak-
tywno$ci fosfomonoesterazy kwasnej oraz pirofosfatazy nieorganicznej stwierdzo-
no po aplikacji dawki odpowiadajacej ilosci glifosatu 100 mg'kg” w 1. dniu do-
swiadczenia (odpowiednio o 19,02% i 28,65%), a fosfomonoesterazy zasadowej
i fosfotriesterazy po dodaniu dawki odpowiadajacej ilosci glifosatu 10 mgkg ',
odpowiednio w 56. (14,00%) i 7. dniu doswiadczenia (17,70%). Natomiast po
wprowadzeniu Roundupu 360 Plus istotne statystycznie zmniejszenie aktywnosci
fosfomonoesterazy kwasnej (7. dzien doswiadczenia), fosfomonoesterazy zasado-
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Tabela 1. Aktywnos¢ wybranych enzyméw przemian zwiazkow fosforu w glebie po zastosowaniu
preparatow Roundup 360 SL i Roundup 360 Plus

Table 1. Activity of chosen enzymes in phosphorus transformation in soil treated with formulations
Roundup 360 SL and Roundup 360 Plus

Rodzaj Dawka glifosatu Dzien doswiadczenia
Enzym preparatu Glyphosate Day of experiment
Enzyme Type of dosage
formulation mgkg ! ! 7 14 28 36

0 (kontrola control) 279,98  318,98*  335,01° 264,13 259,91°

1 26525°  320,67° 333,89° 241,35  245,00°

R;gg“g}ip 10 259,07° 303,79 344,580  241,63°  268,07°

ACP 100 226,72° 258,72¢ 35836° 291,98  263,00°
1 286,07 258,50 372,52°  301,26°  240,50°

I;gg‘;f}ig 10 242,190 268,80 311,957 253,16™  318,70°

100 253,445  276,79° 366,24° 25850 265,54

0 (kontrola control) 625,02° 737,54°  646,96° 579,45° 618,55

1 656,81 752,73%  613,77° 576,08° 588,17°

I;%%ng‘ﬁp 10 661,03  772,42°  593,.80° 532,48%  531,92¢

ALP 100 646,96  734,72° 606,46 516,45  569,05°
1 705,19°  737,26° 610,40 522,91° 511,66

1;28‘;135 10 686,06  709,97°  640,21°  600,83*  551,61¢

100 704,91°  775,51° 601,96  561,17° 594,92

0 (kontrola control) 17,124 20,22* 19,49 20,26 = 2234°

1 18,87 18,77 18,87  19.20° 19,63¢

Ig"gg“g‘ﬁp 10 17430 16,640 18,09%  2051* 22,17

PT 100 20,34 18,65  20,06°  20,28°  20,44°
1 17,67 1638¢  21,41° 18,00° 16,80

13{28‘;‘}315’ 10 1925®  19,55% 16,117 18,74  19,24°

100 17,99°¢  18,20° 17,42° 16,95  15,65°

0 (kontrola control) 186,38*  188,86° 200,23* 220,99  153,26°

1 161,66° 167,60° 173,53%  258,56° 125,08

I;"ggngip 10 136,640 152,77°  188,24* 292,18" 215,55

PP 100 132,99 169,57 16821% 23236% 154,25°
1 148,81°  115,19° 163,89° 273,89  70,20°

13{28‘;‘}315’ 10 15623  127,06° 178,600  292,18° 149,80

100 98,38°  110,74° 192,32° 312.45" 101,35

Objasnienia: ACP = fosfomonoesteraza kwasna, mg p-NP-kg' s.m.-h™; ALP = fosfomonoesteraza zasadowa,
mg p-NP-kg”' sm.-h”'; PT = fosfotriesteraza, mg p-NP-kg”' s.m.-h™'; IPP = pirofosfataza nieorganiczna,
mg P-PO kg™ s.m.-h™'; wartosci $rednie zaznaczone takimi samymi literami w obrgbie kolumn dla enzymu nie
r6znig si¢ istotnie statystycznie.

Explanations: ACP = acid phosphomonoesterase, mg p-NP-kg™' d.m.-h™'; ALP = alkaline phosphomonoesterase,
mg p-NP-kg' dm.-h’'; PT = phosphotriesterase, mg p-NP-kg' d.m.-h'; IPP = inorganic pyrophosphatase,
mg P-PO, kg d.m.-h™, mean values denoted by the same letters within a column for enzyme do not differ stati-

stically.

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.
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wej (56. dzien doswiadczenia) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (56. dzien do-
$wiadczenia) bylo najwigksze w odniesieniu do dawki preparatu rownowaznej ilo-
éci glifosatu 1 mg-kg ™' (odpowiednio 18,96%, 17,28% i 54,19), a w przypadku fos-
fotriesterazy — 100 mg-kg ™' w 56. dniu doswiadczenia (29,95%). Wielokrotnie od-
notowano takze stymulacj¢ aktywnos$ci oznaczanych enzymoéw, jednakze wyste-
powata ona rzadziej niz inhibicja (tab. 1). W literaturze przedmiotu mozna znalez¢
doniesienia o braku zmian aktywnosci fosfataz glebowych pod wptywem glifosatu
[CHERNI 1 in. 2015; NAKATANI i in. 2014], jak i stymulacji [FLOCH i in. 2011;
YING i in. 2011] oraz inhibicji aktywnosci tych enzymow [SANNINO, GIANFREDA
2001]. Wedlug SPEIRA i ROSSA [1978] zahamowanie aktywno$ci fosfataz jest
spowodowane obecnoscig grupy fosfonowej w czasteczce glifosatu. Ponadto
zmienno$¢ oddziatywania w czasie analizowanych preparatow wynika prawdopo-
dobnie z rozktadu glifosatu i powstawania jego metabolitow. Podstawowym meta-
bolitem powstajacym podczas rozktadu glifosatu jest kwas aminometylofosfonowy
(AMPA), ktoéry moze mie¢ wigkszy wplyw na procesy biochemiczne w organi-
zmach niz substancja wyjsciowa [DING i in. 2011].

Analizujgc obliczone $rednie wartosci wspotczynnikow opornosci (RS), stwier-
dzono, ze najbardziej wrazliwa na obecnos¢ preparatow Roundup w glebie okazata
si¢ pirofosfataza nieorganiczna (rys. 1). Ponadto stwierdzono, ze wprowadzenie
preparatu Roundup 360 Plus w dawce odpowiadajacej ilosci glifosatu 1 i 100
mg-kg ' spowodowato wigksze zmiany aktywnosci tego enzymu (wartoéci RS wy-
nosity odpowiedni 0,46 i 0,40) niz po zastosowaniu dawki odpowiadajacej 10

RS

Dawka glifosatu, mg-kg~! Glyphosate dosage, mg-kg"
BRoundup 360 SL @Roundup 360 Plus

Rys. 1. Srednie wartosci wskaznikow opornosci (RS) fosfataz glebowych po wprowadzeniu
preparatéow Roundup 360 SL i Roundup 360 Plus; ACP = fosfomonoesteraza kwasna,
ALP = fosfomonoesteraza zasadowa, PT = fosfotriesteraza, IPP = pirofosfataza nieorganiczna;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 1. Mean values of resistance index (RS) of soil phosphatase after application of formulations
Roundup 360 SL and Roundup 360 Plus; ACP = acid phosphomonoesterase, ALP = alkaline
phosphomonoesterase, PT = phosphotriesterase, IPP = inorganic pyrophosphatase; source: own study
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mg'kg'. W wyniku zastosowania tej dawki mniejsze wartosci RS odnotowano po
aplikacji herbicydu Roundup 360 SL (RS = 0,67). W przypadku pozostatych enzy-
moéw obliczone $rednie wartosci RS nie byly mniejsze niz 0,7. Wartosci RS po-
szczegblnych enzyméw zmniejszyly si¢ najbardziej po wprowadzeniu preparatu
Roundup 360 Plus, jednakze w przypadku fosfomonoesterazy kwasnej taka sytua-
cje odnotowano po zastosowaniu dawki odpowiadajacej ilosci glifosatu 10 mg-kg™'
(RS = 0,78), w przypadku fosfomonoesterazy zasadowej — 1 mg-kg™' (RS = 0,83),
a fosfotriesterazy — 100 mg-kg ' (RS = 0,71) (rys. 1). Wedlug GRIFFITHSA i PHI-
LIPPOTA [2013], a takze ORWINA i WARDLE’A [2004] warto$ci RS bardzo dobrze
obrazuja wrazliwos¢ ekosystemu na okreslone zanieczyszczenie. Ponadto dostar-
czaja one informacji na temat jakosci gleby zanieczyszczonej substancjami orga-
nicznymi, w tym pestycydami [PEATKOWSKI, TELESINSKI 2016a].

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji #” stwierdzono, ze jedynie na
ksztaltowanie aktywnosci fosfotriesterazy najwigkszy wplyw mial rodzaj preparatu
Roundup (36,69%). W przypadku pozostalych enzymow najwigkszy udzial wérod
czynnikow do$wiadczalnych miat termin pomiaru, ktoéry w odniesieniu do fosfo-
monoesterazy kwasnej, fosfomonoesterazy zasadowej i pirofosfatazy nieorganicz-
nej wynosit odpowiednio 82,99, 89,93 1 75,00% (tab. 2).

Tabela 2. Udziat czynnikéw doswiadczalnych w ksztaltowaniu aktywnosci fosfataz glebowych

Table 2. Percentage participation of variable factors in the formation of soil phosphatase activities

Udzial, % Percentage participation

Czynnik Factor

ACP ALP | pT | PP
Preparat (P) Formulation (P) 0,36 1,47 36,69 4,91
Dawka (D) Dosage (D) 2,03 0,83 14,74 6,56
Dzien (T) Day (T) 82,99 89,93 10,86 75,00
PxD 0,96 2,74 11,91 0,87
PxT 2,80 1,28 7,97 5,47
DxT 6,19 2,46 12,19 5,63
PxDxT 4,58 1,38 5,37 1,50
Btad Error 0,08 0,02 0,27 0,06

Objasnienia: ACP, ALP, PT, IPP jak narys. 1. Explanations: ACP, ALP, PT, IPP as in Fig. 1.
Zrédto: wyniki wiasne. Source: own study.

WNIOSKI

1. Wprowadzenie preparatow zawierajacych glifosat w formie soli izopropylo-
aminowej (Roundup 360 SL) oraz soli potasowej (Roundup 360 Plus) spowodowa-
to istotne zmiany aktywnosci fosfataz glebowych.

2. Sposrdd oznaczanych fosfataz w glinie piaszczysto-ilastej najbardziej wraz-
liwa na obecno$¢ w glebie preparatow zawierajacych glifosat okazata si¢ pirofosfa-
taza nieorganiczna.
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3. Przeprowadzona analiza wariancji > wykazata, ze rodzaj preparatu Roundup
mial najwigkszy wplyw jedynie na aktywnos¢ fosfotriesterazy, podczas gdy ak-
tywno$¢ pozostatych fosfataz ksztaltowana byta gtéwnie przez termin pomiaru.
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Maciej PEATKOWSKI, Arkadiusz TELESINSKI

EFFECT OF ROUNDUP 360 SL AND ROUNDUP 360 PLUS
ON ACTIVITY OF SOME PHOSPHATASES IN SANDY CLAY LOAM

Key words: glyphosate, inorganic pyrophosphatase, phosphomonoeterases, phosphotriesterase, soil

Summary

The aim of study was to assess effect of two formulations containing glyphosate: Roundup 360
SL (content of isopropylamine glyphosate salt — 360 g-dm™) and Roundup 360 Plus (content of potas-
sium glyphosate salt — 360 g-dm™) on activity of acid phosphomonoesterase, alkaline phosphomo-
noesterase, phosphotriesterase and inorganic pyrophosphatase in soil. The experiment was carried out
in laboratory in samples collected from Pyrzycka Plain (sandy loamy clay, Corg 33.81 g'kg™"). Dos-
ages of formulations Roundup, applied to the soil, were calculated so the amounts of glyphosate were:
1, 10, 100 mg-kg’l. Soil without herbicides was reference. On days: 1, 7, 14, 28 and 56 the activities
of phosphatases were determined spectrophotometrically. The obtained results showed that applica-
tion of formulations containing isopropylamine glyphosate salt (Roundup 360 SL) and potassium
glyphosate salt (Roundup 360 Plus) caused significant changes in phosphatase activities. Among
phosphatases, measured in experiment, inorganic pyrophosphatase was the most vulnerable to the
presence on glyphosate formulations. Furthermore, the analysis of variance 5> showed that the type of
formulation Roundup had the greatest effect only on the phosphotriesterase activity, while remaining
phosphatase activity was changed mainly by the duration of the experiment.
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