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REZIME

U radu je ispitivano kratkotrajno delovanje herbicida nikosulfurona na brojnost nekih fizi-
oloskih grupa mikroorganizama. Ogled je postavljen u laboratorijskim uslovima na zemljistu
tipa ¢ernozem. Nikosulfuron je primenjen u koli¢inama od 0,3, 1,5 i 3 mg/kg zemljista. Pracene
su neke fizioloske grupe mikroorganizama i to: aminoheterotrofi, aminoautotrofi, Azotobacter
sp., fosfomineralizatori i fosfomobilizatori. Uzorci za analize uzimani su 1, 7, 14, 21, 30 i 60 dana
posle primene nikosulfurona. Dobijeni rezultati su pokazali da je uticaj nikosulfurona na brojnost
ispitivanih fizioloskih grupa mikroorganizama zavisio od primenjene koli¢ine i duzine delovanja
i da je bio stimulativan ili inhibitoran. Nikosulfuron je inhibitorno delovao na Azotobacter sp.,
aminoheterotrofe i fosfomobilizatore. Na aminoautotrofe je prvo delovao inhibitorno, a kasnije,
zbog obnavljanja populacije, stimulativno. Na fosfomineralizatore nikosulfuron je delovao sti-
mulativno. Medutim, utvrdene promene su bile prolaznog karaktera, tako da se moZze smatrati da
nema realnog rizika od narusavanja ravnoteze mikrobioloskih procesa u zemljiStu pod uticajem
ovog herbicida.
Kljuéne reci: nikosulfuron, cernozem, aminoautotrofi, aminoheterotrofi, Azotobacter sp., fos-
fomobilizatori i fosfomineralizatori

UvVOD

Otkrice sulfonilurea herbicida, sedamdesetih godina proslog veka, oznacilo je pocetak nove
ere u suzbijanju korova (Levitt et al., 1981). Ova jedinjenja su vrlo brzo komercijalno prihvace-
na, a razlozi za to su brojni, izmedu ostalih i njihove povoljnije toksikoloske i ekotoksikoloske
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osobine i ponasanje u Zivotnoj sredini u poredenju sa herbicidima iz drugih hemijskih grupa
(Brown, 1990; Perucci et al., 1999).

Imajudi u vidu nacin primene, kao i ¢injenicu da jedan deo herbicida dospe direktno na
povr$inu zemljita, veoma je vazno znati kako oni deluju na organizme koji zive u njemu.
Mikroorganizmi su vazan deo Zivog sveta zemljista. Procenjuje se da na dubini orni¢nog sloja
mikrobioloska biomasa iznosi nekoliko tona po hektaru. Takode, oni su znacajna karika u
sistemu zemljiSte-biljka i imaju vaznu ulogu u stvaranju i odrzavanju plodnosti, utiu na rast
i razvice biljaka, razgraduju pesticide i druge zagadivace i indikatori su promena fizicko-
hemijskih osobina zemljista koje nastaju pod uticajem razli¢itih faktora iz spoljasnje sredine
(Nannipieri et al., 1983; Berger, 1998; Pascual et al., 2000; Milosevi¢ i sar., 2001; Thompson
etal., 2001).

Nikosulfuron [2-(4,6-dimetoksipirimidin-2-ilkarbamoil)-N,N,-dimetil-nikotinamid] je
selektivni folijarni herbicid koji je u nasoj zemlji registrovan za suzbijanje veceg broja jedno-
godisnjih i viSegodi$njih travnih i Sirokolisnih korova u kukuruzu (Janji¢ i Elezovi¢, 2010).
Nikosulfuron se apsorbuje folijarno i korenom i brzo translocira do meristemskih tkiva.
Inhibira aktivnost enzima acetolaktat sintetaze koja je klju¢ni enzim u biosintezi aminikiselina
valina, leucina i izoleucina (Brown, 1990).

U literaturi ima relativno malo podataka o uticaju herbicida iz grupe sulfonilurea, pa sa-
mim tim i nikosulfurona, na mikroorganizme u zemljistu. Publikovani rezultati se uglavnom
odnose na rimsulfuron (Pordevic i sar., 1994; Perucci and Scarponi, 1996; Perucci et al., 1999;
Martins et al., 2001; Radivojevic et al., 2011), hlorsulfuron (Burnet and Hodgson, 1990; Junila
etal., 1999), cinosulfuron (Allievi and Gigliotti, 2001) i primsulfuron-metil (Pordevi¢ i sar.,
1994). Istrazivanja svih ovih autora ukazuju na to da herbicidi iz grupe sulfonilurea mogu
neposredno posle primene izazvati promene u mikrobioloskoj zajednici, ali da su te promene
uglavom prolaznog karaktera i da nema realnog rizika od naru$avanja ravnoteze mikrobio-
loskih procesa u zemljistu pod uticajem herbicida iz ove hemijske grupe.

U ovom radu posli smo od pretpostavke da ¢e nikosulfuron, kao toksikant, kada se nade
u zemljistu i dode u kontakt sa mikroorganizmima, izazvati promene u mikrobioloskoj po-
pulaciji koje se dalje mogu odraziti na brojnost pojedinih sistematskih i fizioloskih grupa. U
skladu sa ovom pretpostavkom postavili smo cilj rada da se u laboratorijskim uslovima ispita
delovanje ovog herbicida na brojnost nekih fizioloskih grupa kao $to su: aminoautotrofi,
aminoheterotrofi, Azotobacter sp., fosfomobilizatori i fosfomineralizatori.

MATERIJAL I METODE

Ogledi su izvedeni u laboratorijskim uslovima. U ispitivanjima je koris¢en herbicid niko-
sulfuron (tehnicki prozvod BASFE, Nemacka) koji je primenjen u koncentracijama 0,3, 1,51 3
mg/kg zemljista. Koncentracije su izabrane tako da najniza odgovara koli¢ini koja se prepo-
rucuje za primenu, dok su druga i tre¢a pet odnosno deset puta vece od preporucene.
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Zemljiste tipa cernozem je uzeto sa lokaliteta Zemun Polje, sa dubine 0-10 cm, sa povr$ina
na kojima ranije nisu primenjivani herbicidi. U laboratoriji je o¢i§¢eno od ostataka nadzemnih
i podzemnih delova biljaka, osuseno do vazdus$no suvog stanja i prosejano kroz sito pre¢nika
5 mm. Odgovarajuce koncentracije nikosulfurona nanosene su na povrsinu jednog kilograma
zemljista pumpicom za tankoslojnu hromatografiju, a zatim je vr$ena homogenizacija na
rotacionoj muckalici u trajanju od 30 minuta. Nakon homogenizacije zemljite je preneto u
vegetacione sudove. Kontrola nije tretirana herbicidom. Ogledi su izvedeni u cetiri ponavljanja.
Vegetacioni sudovi su za sve vreme trajanja ogleda drzani u klima komori, u kontrolisanim
uslovima na temperaturi od 20+2°C, vlaznosti vazduha od 50% i fotoperiodom 12 sati dan,
12 sati no¢. Vlaznost zemljiSta je odrzavana na 50% poljskog vodnog kapaciteta. Uzorci za
analize uzimani su 1, 7, 14, 21, 30 i 60 dana posle primene nikosulfurona.

Broj mikroorganizama odreden je indirektno, metodom razredenja i zasejavanja suspen-
zije zemljiSta na selektivne hranljive podloge u petri kutijama, koje su inkubirane na 28° .
Rezultati su izrazeni kao broj mikroorganizama na gram apsolutno suvog zemljiSta (Jarak i
Duri¢, 2004). Na ovaj nacin odreden je broj aminoautotrofa na skrobno-amonijacnom agaru;
aminoheterotrofa na meso-peptonskom agaru; Azotobacter sp. na Fjodorovoj podlozi metodom
fertilnih kapi; fosfomobilizatora na podlozi Mekine i broj fosfomineralizatora na glukozno-
-asparaginskoj podlozi Murmanova.

Statisticka obrada rezultata obavljena je pomo¢u kompjuterskog programa (,,Anova’) za
personalne racunare. Za sve promenljive i njihove interakcije uraden je F-test, a ukoliko je
on bio znacajan za pojedina¢na poredenja kori$cen je LSD-test. Kao kriterijum znacajnosti
razlika koricene su verovatnoce nivoa 0,051 0,01.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati ovih istrazivanja prikazani su u tabelama 1-5, a iz njih se moze videti da je uticaj
nikosulfurona na fizioloske grupe mikroorganizma u zemljitu zavisio od koncentracije,
duzine delovanja nikosulfurona, kao i grupe mikroorganizama.

Na pocetku eksperimenta, jedan dan posle primene, kod sve tri koncentracije nikosulfuro-
na registrovano je smanjenje broja aminoautotrofa (48,2-85,5%), dok je nakon sedam dana
smanjenje zabelezeno samo kod dve viSe koncentracije (1,5 i 3 mg). Petnaestog dana ogleda
znacajne promene, u odnosu na kontrolu, uocene su pri najnizoj koncentraciji (0,3 mg), dok
je dvadeset prvog dana konstatovano i povecanje i smanjenje broja ove grupe mikroorgani-
zama, pa je pri koncentraciji od 1,5 mg doslo do statisticki vrlo znacajnog povecanja, a pri
koncentraciji od 3 mg do statisticki znacajnog smanjenja brojnosti aminoautotrofa. U nared-
nom merenju (tridesetog dana) u varijantama sa 1,5 i 3 mg nikosulfurona konstatovano je
statisticki znacajno povecanje broja aminoautotrofa za 70,2-196,2% (P<0,01). Sezdeset dana
nakon primene nikosulfurona nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu varijanti (tabela 1).

Broj aminoheterotrofa kod sve tri koncentracije nikosulfurona (0,3, 1,5 i 3 mg) bio je sma-
njen za 11,6-80,5% u prvih dvadeset jedan dan. Analiza dobijenih rezulatata je pokazala da
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su sve razlike statisticki znacajne i da se sa pove¢anjem koncentracije nikosulfurona povecava
stepen njegovog inhibitornog delovanja (P<0,01 i P<0,05). Promene u delovanju nikosulfurona
na ovu grupu mikroorganizama zabelezene su od tridesetog dana kada je u svim varijantama
utvrdeno znacajno povecanje i to za 13,5-44,4%. Nakon 60 dana ni u jednoj varijanti nije bilo
znacajnih promena brojnosti ove grupe u poredenju sa kontrolom (tabela 2).

Smanjenje broja Azorobacter sp. konstatovano je kod dve vise koncentracije (1,51 3 mg) i
iznosilo je 14,6-40,1% u zavisnosti od duZzine delovanja. Sve utvrdene razlike su bile statisticki
znacajne (P<0,05, odnosno P<0,01). Na kraju ogleda (60 dana) kod obe ove koncentracije
utvdeno je statisticki znacajno povecenje broja Azotobacter sp. (P<0,05). Najniza koncentracija
nikosulfurona (0,3 mg) nije uticala na promenu brojnosti ove grupe mikroorganizama tokom
¢itavog ogleda (tabela 3).

Kao $to se vidi u tabeli 4 smanjenje broja fosfomobilizatora konstatovano je kod sve tri
koncentracije u periodu od prvog do sedmog dana. Procenat smanjenja se kretao u granicama
24,4-44,7% (0,3 mg), 35,2-54,2% (1,5 mg), odnosno 45,5-64,4% (3 mg). Inhibitorno delovanje
dve vise koncentracije produzeno je i na petnaesti, dvadeset prvi i trideseti dan, a sve razlike
su bile statisticki znacajne (P<0,01). Na kraju ogleda (60 dana) konstatovane razlike nisu bile
statisticki znacajne u poredenju sa kontrolom.

Tabela 1 Uticaj nikosulfurona na aminoautotrofe (103/g apsolutno suvog zemljista)
Table 1. The effect of nicosulfuron on amino-autotrophs (10%/g absolutely dry soil)

Herbicid Koncentracija (mg/kg zemljiita) __Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration (mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Kontrola 0 235 149 192 157 154 217
Control
Nikosulfuron 03 129% 151 023 163 152 21,6
Nicosulfuron 1,5 43 1057 214 423%  268% 184
3 3,84 11,4%* 16,8 10,5%* 45,7%* 22,3
LSD 5% - 2,9 1,8 2,6 3,1 39 3,5
LSD 1% - 4,2 2,6 34 4,3 51 4,8

* Razlika je statisticki znacajna P<0,05; ** Razlika je statisticki vrlo znacajna P<0,01

Tabela 2. Uticaj nikosulfurona na aminoheterotrofe (103/g apsolutno suvog zemljista)
Table 2. The nicosulfuron of atrazine on amino-autotrophs (103/g absolutely dry soil)

Herbicid Koncentracija (mg/kg zemljista) _ Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration (mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Eontmla 0 151,5 1489 1465 1381 1522 1448
ontrol

Nikosulfuron 03 1334 82,6 1159 486" 2316 1424
Nicosulfuron 1,5 131,7* 76,2%* 114,8** 37,3** 190,2** 140,3

3 63,1* 67,7** 98,2** 26,9%* 191,5%* 147,1
LSD 5% - 16,5 25,1 20,3 6,4 10,2 13,5
LSD 1% - 23,2 36,4 29,1 9,7 15,6 19,3

* Razlika je statisticki znacajna P<0,05;** Razlika je statisticki vrlo znacajna P<0,01
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Broj fosfomineralizatora na pocetku eksperimenta (prvog i sedmog dana) kod dve vise
koncentracije (1,5 i 3 mg) bio je smanjen (10,4-47,9%) (tabela 5). U slede¢a dva merenja
(petnaesti i dvadeset prvi dan) samo je kod koncentracije od 0,3 mg konstatovano statisticki
znacajno povecanje broja ove grupe mikroorganizama (P<0,01). Za razliku od ovog perioda,
od tridesetog dana, kada je kod sve tri koncentracije nikosulfurona zabelezeno povecanje
broja (57,2-92,4%) fosfomineralizatora, a dobijeno povecanje je bilo statisticki vrlo znacajno

Tabela 3. Uticaj nikosulfurona na Azotobacter sp. (10*/g apsolutno suvog zemljista)
Table 3. The effect of nicosulfuron on Azotobacter sp. (10%/g absolutely dry soil)

Herbicid Koncentracija (mg/kg zemljista) _Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration (mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
ggﬁgg}a 0 1435 1346 1829 1864 1817 1486
Nikosulfuron 03 1373 1239 1802 1779 1765 1449
Nicosulfuron 1,5 121,7 80,5%*  143,7%* 137,57 1268  174,3*
3 122,4* 93,6  133,8%  121,7%*  123,1**  173,6*
LSD 5% - 11,9 13,9 11,6 11,2 26,9 17,3
LSD 1% - 17,5 20,1 16,9 16,1 38,3 25,9

* Razlika je statisticki znacajna P<0,05; ** Razlika je statisti¢ki vrlo znacajna P<0,01

Tabela 4. Uticaj nikosulfurona na fosfomobilizatore (103/g apsolutno suvog zemljista)
Table 4. The effect of nicosulfuron on phospho-mobilizers (103/g absolutely dry soil)

Herbicid Koncentracija (mg/kg zemljiita) __Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration (mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Kontrola 0 139,7 1296 153,9 127,8 136,3 1346
Control

Nikosulfuron 0,3 77,1 97,67 1438 127,3 159,6* 1284
Nicosulfuron 1,5 63,67 837Y 957 623 108,9* 1256

3 4947 70,57 683% 61,6 87,3 1321

LSD 5% - 232 12,9 16,3 8,7 13,1 15,2
LSD 1% - 33,6 17,2 24,8 12,4 18,9 21,7

* Razlika je statisticki zna¢ajna P<0,05; ** Razlika je statisticki vrlo znacajna P<0,01

Tabela 5. Uticaj nikosulfurona na fosfomineralizatore (10%/g apsolutno suvog zemljista)
Table 5. The effect of nicosulfuron on phospho-mineralizers (103/g absolutely dry soil)

Herbicid Koncentracija (mg/kg zemljista) Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration (mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Egggg}a 0 653 63,4 70,8 56,2 38,3 47,4
Nikosulfuron 03 67,8 TAON  934% 774N ST 64T
Nicosulfuron 1,5 42,4%¢ 53,5* 67,2 54,9 60,6%* 65,4%*
3 34,5%* 54,5* 65,6 53,6 73,1 56,1
LSD 5% - 9,5 10,6 8,5 7,3 12,9 7,4
LSD 1% - 13,6 15,2 11,4 10,6 17,6 10,7

* Razlika je statisticki znacajna P<0,05; ** Razlika je statisticki vrlo znacajna P<0,01
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(P<0,01). Na kraju ogleda povecanje broja fosfomineralizatora konstatovano je samo kod dve
nize koncentracije i to za 35,2% (0,3 mg) 1 37,5% (1,5 mg).

Rezultati koji su dobijeni u ovim istrazivanjima potvrdili su osnovnu pretpostavku od
koje smo posli kod postavljanja cilja rada, a to je da ¢e nikosulfuron, kao toksikant, kada se
nade u zemljiStu izazvati promene u brojnosti ispitivanih grupa mikroorganizama. Prema
mehanizmu delovanja nikosulfuron pripada inhibitorima enzima acetolaktat sintetaze koji je
klju¢an enzim u sintezi aminokiselina valina, leucina i izoleucina. Zbog ovakvog mehanizma
delovanja nikosulfuron je slabo toksi¢an za organizme koji ne sintetisu ove amino kiseline,
kao $to su na primer sisari. Imajuci u vidu da gljive i bakterije vrse sintezu valina, leucina i
izoleucina moze se ocekivati Stetno delovanje herbicida sa ovim mehanizmom delovanja na
mikrobiolosku populaciju u zemljistu (Forlani et al., 1995).

Prema misljenju Burnet i Hodgson (1990), kao i Forlani i saradnika (1995) mikroorga-
nizmi se razlikuju po stepenu osetljivosti na sulfoniluree, upravo zbog toga sto razlicitite
grupe razlicito sinteti$u acetolaktat sintetazu. Prema ovim autorima, grupe koje ovaj enzim
sintetiSu intenzivnije ispoljvaju veci stepen osetljivosti u poredenju sa grupama koje stvaraju
manje ovog enzima.

Istrazivanja i drugih autora potvrdila su da mikroorganizmi ispoljavaju razliciti stepen
osetljivosti prema sulfonilureama. Tako je, prema rezultatima DPordevi¢ i saradnika (1994),
pod uticajem primsulfurona i rimsulfurona, brojnost aktinomiceta znacajno smanjena za sve
vreme trajanja ogleda (45 dana), dok je smanjenje brojnosti ukupne mikroflore i aminohe-
terotrofa konstatovano samo u toku prvih 15 dana, a nakon ovog perioda, zbog obnavljanja
populacije, dolazi do povecanja i ukupne mikroflore i aminoheterotrofa. U istim istraZivanjima
delovanje ova dva herbicida na gljive bilo je potupno drugacije, pa je kod gljiva u toku prvih
15 dana zapazena povecana, a nakon toga, znacajno smanjena brojnost.

Rezultati Allievi i Gigliotti (2001) su pokazali da se broj aerobnih bakterija i nitrifikatora
ne menja znacajno pod uticajem cinosulfurona, ali da je u istim eksperimentalnim uslovima
nitrifikaciona aktivnost mikroorganizama znacajno smanjena. Prema misljenju autora, enzimi
enzima pre se mogu konstatovati poremecaji u mikrobioloskoj populaciji. Isti autori smatraju
da se radi potvrdivanja rezultata paralelno sa ovim rade i ispitivanja u ¢istoj kulturi sa poje-
dina¢nim rodovima, pa ¢ak i vrstama.

Rimsulfuron u poljskim uslovima, u koli¢inama koje se preporucuju za primenu, kaoi 10
puta ve¢im, ne izaziva znacajnije promene u mikrobioloskoj biomasi ugljenika i aktivnosti
enzima proteaze. U laboratorijskim ogledima rimsulfuron u 10 i 100 puta ve¢im koli¢inama
od preporucenih, znacajno smanjuje mikrobiolosku biomasu ugljenika, a povecava aktivnost
proteaze i B-glukozidaze (Perruci and Scarponi, 1996; Perruci et al., 1999; Martins et al., 2001,
Radivojevi¢ et al., 2011).

Prema istrazivanjima italijanskih istrazivaca (Perucci and Scarponi, 1994) imazetapir,
koji pripada gupi imidazolinona, u koli¢inama koje su registrovane za primenu, ne izaziva
znacajnije promene u mikrobioloskoj biomasi. Statisticki znacajne promene registrovane
su tek kod koli¢ina koje su deset i sto puta vece od preporucenih. Medutim, promene u
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mikrobiolo$koj biomasi su prolaznog karaktera i nestaju 45 dana posle primene. Do sli¢nih
rezultata dosli su i Seifert i saradnici (2001) koji su u trogodi$njim ispitivanjima pratili delo-
vanje imazakvina (140 g/ha) u usevu soje. Prema njihovim rezultatima promene u brojnosti
mikroorganizama, mikrobioloskoj biomasi i aktivnosti enzima nisu bile statisticki znacajne
u poredenju sa kontrolom.

Utvrdeno je, takode, da i insekticidi i fungicidi izazivaju promene brojnosti zemlji$nih
mikroorganizama. Tako je znacajna promena u dinamici brojnosti mikroorganizama utvr-
dena u ogledima sa fentin-acetatom, foratom, fenvaleratom, hloridazonom i karbofuranom
(Das and Mukherjee, 1998; Dordevic i sar., 1999; Trabue et al., 2001; Johensen et al., 2001).
Prema rezultatima brojnih istrazivaca (Banerjee and Banerjee, 1987; Macalady et al., 1998;
Bjornlund et al., 2000) fungicidi benomil, kaptan, metam, fenpropimorf, takode uti¢u na broj
sistematskih i fizioloskih grupa mikroorganizama. Rezultati istrazivanja koje su obavili Nayak
iRao (1982) i Smith i saradnici (2000) ukazuju da visegodis$nja uzastopna primena benomila
moze da izazove ozbiljne poremecaje u kruzenju hranljivih elemenata u zemljistu. Utvrdeno
je da se, zapravo, pod uticajem ovog fungicida broj mikoriznih gljiva smanjuje ¢ak za 80%, a
bakterija za 20%, $to, imajuéi u vidu njihovu klju¢nu ulogu, moze da dovede do poremecaja
u kruzenju ova dva elementa.
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The Effect of Nicosulfuron on Some Physiological
Groups of Microorganisms

SUMMARY

The effect of nicosulfuron on abundance of amino-autotrophs, amino-heterotrophs,
Azotobacter sp., phospho-mobilizers and phospho-mineralizers was examined. A trial was set
up in laboratory conditions on chernozem soil type. Nicosulfuron was applied in concentra-
tions 0.3, 1.5 and 3 mg/kg soil. Sampling for analysis was done 1, 7, 14, 21, 30 and 60 days after
atrazine application.

The results showed that the effect of nicosulfuron depended on rates of application, duration
of activity and group of microorganisms. Nicosulfuron had an inhibiting effect on Azotobacter
sp., amino-heterotrophs, and phospho-mobilizers. Nicosulfuron inhibited amino-autotrophs
initially, and stimulated them after the population recovered, while nicosulfuron had stimulating
effect on phospho-mineralizers. However, the changes detected were found to be transient, and
therefore there is no real risk of the compound disrupting the balance of biochemical processes
in chernozem soil.

Keywords: nicosulfuron, chernozem, amino-autotrophs, amino-heterotrophs, Azotobacter sp.,
phospho-mobilizers and phospho-mineralizers
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