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REZIME

U radu je praceno delovanje herbicida atrazina na brojnost aminoautotrofa, aminoheterotrofa,
Azotobacter sp., fosfomobilizatora i fosfomineralizatora. Ogledi su postavljeni u laboratorijskim
uslovima na zemlji$tu tipa ernozem. Atrazin je primenjen u koncentracijama 8,0, 40,0 i 80,0
mg/kg zemljista. Uzorci za analize su uzimani 1, 7, 14, 21, 30 i 60 dana posle primene atrazina.

Dobijeni rezultati su pokazali da je delovanje atrazina zavisilo od primenjene koncentracije,
duzine delovanja i grupe mikroorganizama. Atrazin je inhibitorno delovao na aminoheterotrofe,
Azotobacter sp.ifosfomobilizatore. Na aminoautotrofe atrazin je prvo delovao inhibitorno, a kasni-
je, zbog obnavljanja populacije, stimulativno, dok je na fosfomineralizatore delovao stimulativno.
Kljucne reci: atrazin, ¢ernozem, aminoautotrofi, aminoheterotrofi, Azotobacter sp., fosfomo-
bilizatori i fosfomineralizatori

UVOD

Zemljiste je polifazni sistem u kome Zive razlicite vrste organizama koje ovom sistemu
daju posebnu dinamicnost i koje omogucavaju da se u njemu odvijaju brojni fizicki, hemijski
i biohemijski procesi. Tako su mikroorganizmi zemlji$ta heterogena grupa Zivih organiza-
ma sastavljena od aeroba, anaeroba, heterotrofa, autotrofa, saprofita, simbionata i parazita.
Mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u stvaranju i odrzavanju plodnosti zemljista, rastu i razvicu
biljaka, razgradnji pesticida i drugih toksikanata (Pascual et al., 2000; MiloSevi¢ i sar., 2001;
Thompson et al., 2001).

Grupu aminoheterotrofnih mikroorganizama ¢ine aerobne, anaerobne, sporogene i aspo-
rogene bakterije i gljive koje naseljavaju sve tipove zemljista i ucestvuju u procesima amoni-
fikacije, odnosno razgradnje i transformacije proteina u mineralne i/ili nove organske oblike.
Mineralizacijom proteina oslobada se azot koji dalje ucestvuje u stvaranju biljnih hraniva
(Govedarica i Jarak, 1995; Jarak i Govedarica, 2003).
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Slobodnu aerobnu azotofiksaciju obavljaju uglavnom bakterije, a najaktivnije su one iz
roda Azotobacter koje imaju sposobnost da redukuju elementarni azot iz atmosfere i da ga
prevode u organski oblik. Brojnost ovog roda se krece od nekoliko hiljada do nekoliko stotina
hiljada po gramu zemljista. Najvecu aktivnost imaju u neutralnim zemljistima u kojima je
vlaznost 60-80% maksimalnog vodnog kapaciteta i temepratura 15-25°C (Jarak i sar., 1994;
Milosevié i sar., 2001).

U procesu kruzenja fosfora u zemljistu mikroorganizmi imaju znac¢ajnu ulogu u razlaganju
neorganskih i organskih jedinjenja fosfora, zatim u imobilizaciji neorganskih anjona i njihovoj
ugradnji u Celijske komponente. U svim ovim procesima dominiraju fosfomineralizatori i
fosfomobilizatori (Pordevié i sar., 1999).

Atrazin (6-hlor-N2-etil-N4-izopropil-1,3,5-triazin-2,4-diamin) je herbicid koji je uveden u
primenu jo$ davne 1958. godine. Od tada pa do danas koristio se za suzbijanje jednogodi$njih
$irokolisnih i travnih korova u kukuruzu, sirku, Se¢ernoj trsci, voénjacima, vinogradima i na
nepoljoprivrednim povr$inama (Ahrens, 1994). Po svojim fizicko-hemijskim karakteristika-
ma pripada grupi jedinjenja koja su u zemljistu umereno postojana i umereno pokretljiva.
Vreme poluraspada atrazina se, u zavisnosti od uslova spoljasnje sredine, ucestalosti i koli¢ina
primene, krece u intervalu od nekoliko dana do nekoliko meseci (Radosevich et al., 2003).
Zbog veoma rasprostranjene i ceste primene, kao i svojih fizicko-hemijskih osobina, atrazin
je detektovan u povr$inskim i podzemnim vodama (Hoffman et al., 2000; Rhine et al., 2003).
Prema rezultatima istrazivanja koja su obavljena kod nas, nadene koli¢ine atrazina u povrsin-
skim vodama krecu se u granicama 1,0-4,13 pg/L, a u podzemnim do 0,3 pg/L (Gasi¢ i sar.,
2002). Pojava atrazina u povrsinskim i podzemnim vodama izazvala je ozbiljnu zabrinutost
za zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu (Bintein and Devillers, 1996; Hoffman et al., 2000; Rhine et
al., 2003), 5to je dovelo do smanjenja koli¢ina i postepenog povlacenja iz primene. Medutim,
i pored svih navedenih problema, prema podacima Parka i saradnika (2003), u Sjedinjenim
Americkim Drzavama se svake godine potrosi oko 32000 tona atrazina.

Cilj ovog rada je bio da se u laboratorijskim uslovima utvrdi delovanje atrazina na neke
fizioloske grupe mikroorganizama 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 atrazin
(tehnicki prozvod firme ,, Agan Chemical Manufacturers”, Ashdod, Izrael) koji je primenjen u
koncentracijama 8,0, 40,0 i 80,0 mg/kg zemljista. Koncentracije su izabrane tako da najniza
odgovara kolicini koja se preporucuje za primenu, dok su druga i treca pet odnosno deset
puta vece od preporucene.

Zemljiste tipa cernozem, teksturne klase glinovita ilovaca, je uzeto sa lokaliteta Zemun Polje,
sa dubine 0-10 cm, sa povr$ina na kojima ranije nisu primenjivani herbicidi. U laboratoriji
je o¢is¢eno od ostataka nadzemnih i podzemnih delova biljaka, osuseno do vazdusno suvog
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stanja i prosejano kroz sito pre¢nika 5 mm. Odgovarajuce koncentracije atrazina nanosene su
na povr$inu jednog kilograma zemljista pumpicom za tankoslojnu hromatografiju, a zatim
je vrsena homogenizacija na rotacionoj muckalici u trajanju od 30 minuta. Nakon homoge-
nizacije zemljiSte je preneto u vegetacione sudove. Kontrola nije tretirana atrazinom. 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 vod-
nog kapaciteta. Uzorci za analize uzimanisu 1, 7, 14, 21, 30 60 dana posle primene atrazina.

Broj mikroorganizama odreden je indirektno, metodom razredenja i zasejavanja suspen-
zije zemljiSta na selektivne hranljive podloge u petri kutijama, koje su inkubirane na 28°C.
Rezultati su izrazeni kao broj mikroorganizama na gram apsolutno suvog zemljiSta (Jarak i
Duri¢, 2004). Na ovaj nacin odreden je broj aminoautotrofa na skrobno-amonija¢nom 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 pomocu kompjuterskog programa (,,Anova’) za
personalne racunare. Za sve promenljive i njihove interakcije uraden je F-test, a ukoliko je
on bio znacajan za pojedinacna poredenja koriS¢en je LSD-test. Kao kriterijum znacajnosti
razlika kori$¢ene su verovatnoce nivoa 0,051 0,01.

REZULTATI I DISKUSIJA

Uticaj atrazina na neke fizioloske grupe mikroorganizma u zemljistu zavisio je od koncen-
tracije, duzine delovanja i grupe mikroorganizama.

Kao $to se iz rezultata prikazanih u tabeli 1 vidi ve¢ posle prvog dana kod sve tri koncentra-
cije atrazina registrovano je smanjenje broja aminoautotrofa, i to za 63,3-86,1%. Inhibitorno
delovanje dve vise koncentracije (40,0 i 80,0 mg/kg) produzeno je i na sedmi i petnaesti dan
(najvise). Medutim, dvadeset prvog dana kod sve tri koncentracije zabelezeno je statisticki

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

Koncentracija . R C
Vreme posle primene (dani) - Time after application (days
Herbicid (mg/kg zemljista) posiep (dani) PP (days)
Herbicide Concentration 1 ” 15 21 30 60
(mg/kg soil)
Kontrola
0,0 23,5 14,9 19,2 15,7 15,4 21,7
Control
Atrazin 8,0 8,5%* 14,7 141,3** 43,8%* 14,5 19,9
Atrazine 40,0 5,4%* 8,2%* 111,8** 42,6** 16,7 24,3
80,0 3,2%* 5,5%% 15,7%* 24,24 21,4%* 20,8
LSD 5% - 2,9 1,8 2,6 3,1 39 35
LSD 1% - 4,2 2,6 34 4,3 51 4.8
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znacajno povecanje broja ove grupe mikroorganizama i to za 60% (80,0 mg/kg) i 179% (8,0 i
40,0 mg/kg) (P<0,01). Nakon 30 dana, registrovan je povecan broj aminoautotrofa samo kod
koncentracije od 80,0 mg/kg (P<0,01). Na kraju eksperimenta, ni u jednoj varijanti, nije bilo
statisticki znacajnih promena brojnosti u poredenju sa kontrolom.

Rezultati u tabeli 2 pokazuju da razlike u broju aminoheterotrofa nisu bile statisticki zna-
¢ajne kod dve nize koncentracije atrazina (8,0 i 40,0 mg/kg) u prvih petnaest dana ogleda.
U istom periodu kod najviSe koncentracije (80,0 mg/kg) registrovano je statisticki znacajno
smanjanje (41,0-62,9%) njihove brojnosti (P<0,01). Promene u delovanju uocene su tridesetog
dana, kada je zabelezeno povecanje (13,5-44,4%) broja ove grupe mikroorganizama kod sve
tri koncentracije (P<0,01). Na kraju eksperimenta (60 dana) ni u jednoj varijanti nije bilo
statisticki znacajnih promena u poredenju sa kontrolom.

Broj Azotobacter sp. varirao je od 68,8x10% do 186,4x10? po gramu apsolutno suvog zemlji-
$ta. Kod najvise koncentracije atrazina (80,0 mg/kg), u toku 30 dana, zabelezeno je smanjenje
brojnosti od 17,4% (jedan dan posle primene) do 48,8% (sedam dana posle primene), dok
statisticki znacajne razlike nisu utvrdene kod dve nize koncentracije (8,0 i 40,0 mg/kg) u pr-
vih sedam dana. Smanjen broj Azotobacter sp. (7,0-40,9%) u varijantama sa 8,0 i 40,0 mg/kg
atrazina, konstatovan je petnaestog, dvadeset prvog i tridesetog dana. Na kraju eksperimenta

Tabela 2. Uticaj atrazina na aminoheterotrofe (103/g apsolutno suvog zemljista)
Table 2. The effect of atrazine on amino-autotrophs (10%/g absolutely dry soil)

Herbicid (nllsgc;lll;e::;?l;iiga) Vreme posle primene (dani) - Time after application (days)
Herbicide Concentration . ; 15 21 30 60
(mg/kg soil)
Kontrola 0,0 151,5 148,9 146,5 138,1 152,2 144,8
Control
Atrazin 8,0 135,8 156,5 153,3 108,3** 219,8%* 136,9
Atrazine 40,0 140,3 137,3 139,7 47,5%* 177,4%* 139,6
80,0 74,7 55,5 86,4** 47,6%* 172,3** 142,3
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

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

Koncentracija . R -
Vreme posle primene (dani) - Time after application (days
Herbicid (mg/kg zemljista) posiep (dani) PP (days)
Herbicide Concentration 1 ” 15 21 30 60
(mg/kg soil)
Kontrola 0,0 1435 134,6 182,9 186,4 181,7 148,6
Control
Atrazin 8,0 150,6 120,9* 169,6* 167,8%* 156,8 167,5*
Atrazine 40,0 150,2 125,3 162,3** 151,5%* 138,8** 182,4**
80,0 118,5** 68,8** 138,5%* 129,9** 107,2%* 139,2
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
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povecanje broja ove grupe mikroorganizama utvrdeno je kod koncentracije od 8,0 mg/kg
(12,8%) i 40,0 mg/kg atrazina (22,7%). Ostale razlike nisu bile statisticki znacajne (tabela 3).

Kao $to se u tabeli 4 vidi, jedan dan posle primene doslo je do povecanja broja fosfomobili-
zatora za 78,5% kod primene 8,0 mg/kg i 45,6% kod 40,0 mg/kg atrazina. Medutim, u sledecem
merenju (sedam dana) kod sve tri koncentracije registrovano je znacajno smanjenje broja ove
grupe mikroorganizama. Od petnestog dana pa do kraja eksperimenta, procenat smanjenja
se kretao u intervalima 17,7-42,7% (40,0 mg/kg), odnosno 20,5-63,5% (80,0 mg/kg). Sve
razlike su bile statisticki znacajne, a dalja analiza rezultata je pokazala da se sa povecanjem
koncentracije atrazina povecavao i stepen inhibitornog delovanja (P<0,01).

Jedan dan nakon primene atrazina broj fosfomineralizatora je bio statisticki znacajno
manji (P<0,01) u poredenju sa kontrolom (sve tri koncentracije). Od sedmog do dvadeset
prvog dana kod dve koncentracije (40,0 i 80,0 mg/kg) zabelezeno je smanjenje broja ove
grupe mikroorganizama za 34,8% do 71,8%. Sve razlike su bile statisticki znacajne (P<0,01).
Na kraju eksperimenta (60 dana) povecan broj fosfomineralizatora konstatovan je kod sve tri
koncentracije atrazina i sve razlike su bile statisticki znacajne (P<0,01) (tabela 5).

Do sli¢nih rezultata dosli su i neki drugi istrazivaci (de Souza et al., 1996; Ostrofsky et al.,
2002). Oni su utvrdili da se pod uticajem atrazina smanjuje ukupan broj mikroorganizma,

Tabela 4. Uticaj atrazina na fosfomobilizatore (103/g apsolutno suvog zemljista)
Table 4. The effect of atrazine on phosho-mobilizers (10/g absolutely dry soil)

Koncentracija . . o
Vreme posle primene (dani) - Time after application (days
Herbicid (mg/kg zemljista) posiep (dani) PP (days)
Herbicide Concentration . . 15 21 30 60
(mg/kg soil)
Kontrola 0,0 139,7 129,6 153,9 127,8 136,3 134,6
Control
Atrazin 8,0 248,4** 103,3** 152,4 125,4 130,9 137,7
Atrazine 40,0 202,6%* 114,1% 88,2** 82,1** 101,6%* 110,5%*
80,0 158,9 91,4** 53,6** 46,5** 108,5%* 112,4*
LSD 5% - 23,2 12,9 16,3 8,7 13,1 15,2
LSD 1% - 33,6 17,2 24,8 12,4 18,9 21,7

Tabela 5. Uticaj atrazina na fosfomineralizatore (10%/g apsolutno suvog zemljista)
Table 5. The effect of atrazine on phospho-mineralizers (104/g absolutely dry soil)

Koncentracija . o me C
Vreme posle primene (dani) - Time after application (days
Herbicid (mg/kg zemljista) posiep (dani) PP (days)
Herbicide Concentration 1 ” 15 21 30 60
(mg/kg soil)
Kontrola 0,0 65,3 63,4 70,8 56,2 38,3 47,4
Control
Atrazin 8,0 50,2%* 57,8 71,6 58,7 85,1** 68,9%*
Atrazine 40,0 41,9%* 11,3** 41,7+ 36,4* 65,9** 78,5%*
80,0 29,74 29,7** 19,9%* 18,9** 27,5 59,8**
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
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aminoheterotrofa i Azotobacter sp., a povecava broj aktinomiceta i gljiva, u toku ¢itavog vegetaci-
onog perioda kukuruza. Tamburi¢ i Levi¢ (1995) su konstatovali da je atrazin izazvao povecanje
broja bakterija, a smanjio broj gljiva i da se odnos ove dve grupe mikroorganizama nalazi u
negativnoj korelaciji (r=-0,85*), odnosno da su bakterije znacajnije za razgradnju atrazina.

Kada analiziramo duzinu delovanja atrazina (dani posle primene), zapazamo da kod gotovo
svih grupa mikroorganizama, izuzev aminoheterotrofa, postoji znacajna negativna povezanost
izmedu stepena ispoljenih promena i vremena izlozenosti, sto moze da znaci da se u funkciji
vremena umanjilo toksi¢no delovanje atrazina na mikroorganizme, odnosno da do povecanja
broja mikrokroorganizama verovatno dolazi zbog toga $to se atrazin mikrobioloski razgraduje,
a istovremeno, intenzivnije se razvijaju one populacije mikroorganizama koje iz razlozenih
molekula atrazina koriste, prvenstveno, ugljenik i azot za svoje fizioloske procese.

Nadi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima veceg broja autora (Bromilow et al., 1996;
Allievi and Gigliotti, 2001; Min et al., 2001; Trabue et al., 2001, Johensen et al., 2001; Das et
al., 2003; Radosevich et al., 2003) koji smatraju da se vremenom mikroorganizmi prilagoda-
vaju na prisustvo i uticaj pesticida, poc¢inju da se uklju¢uju u procese njihove razgradnje i da
ih koriste kao izvore biogenih elemenata i energije za svoje Zivotne procese. Uslovi sredine,
prevenstveno vlaznost i temperatura, odreduju brzinu kojom ¢e se obnavljati mikrobioloska
populacija, tako da je u povoljnijim uslovima to vreme krace (Radivojevi¢, 1997). Prema
rezultatima navedenih ispitivanja, u uslovima koji su optimalni za razvoj mikroorganizama,
a to su temperatura od 20°C, vlaznost zemljista na nivou 50% poljskog vodnog kapaciteta
populacije gljiva, aktinomiceta, oligonitrofila i aminoheterotrofa obnavljaju se ve¢ posle 21,
odnosno 30 dana.

Brojni istrazivaci su pratili delovanje herbicida i iz drugih hemijskih grupa na brojnost
mikroorganizma, kao $to su: imidazolinoni (Seifert et al., 2001), hloracetanilidi (Radivojevic,
1997; Shukla and Mishra, 1997; Santri¢, 1998; Beulke and Malkomes, 2001), dinitronalini
(Radivojevi¢ i Stankovi¢-Kalezi¢, 2000), derivati karbonskih kiselina (Dejonghe et al., 2000;
Seifert et al., 2001) i dr. Rezultati ovih istrazivanja su pokazali razliciti stepen osetljivosti
sistematskih i fizioloskih grupa mikroorganizama prema ispitivanim herbicidima.

Veoma su interesantni podaci koje su objavili Fantroussi i saradnici (1999), kao i Tixier i
saradnici (2002). Kori$¢enjem najsavremenijih tehnologija, kojima su mogli da prate promene
na nivou vrsta, utvrdili su da posle desetogodis$nje primene hlortolurona, diurona i linurona iz
mikrobioloske zajednice nestaju vrste Pseudomonas jassenii i Pseudomonas mandelii. Takode,
Nemes-Kosa i Cserhati (1995), kao i Santri¢ (1998) su konstatovali da linuron ispoljava izrazito
toksi¢no delovanje na bakterije iz roda Azotobacter.
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The Effect of Atrazine on Some Physiological Groups of Microorganisms

SUMMARY

The effect of atrazine on abundance of amino-autotrophs, amino-heterotrophs, Azotobacter
sp., phosfo-mobilizers and phospho-mineralizers was examined. A trial was set up in laboratory
on chernozem soil type. Atrazine was applied in concentrations 8.0, 40.0 and 80.0 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 atrazine depended on rates of application, duration of activity and
group of microorganisms. Atrazine had an inhibiting effect on amino-heterotrophs, Azotobacter
sp. and phosfo-mobilizers. Atrazine inhibited amino-autotrophs initially, and stimulated them
after the population recovered, while atrazine had stimulating effect on phospho-mineralizers.
Keywords: atrazine, chernozem, amino-autotrophs, amino-heterotrophs, Azotobacter sp.,
phospho-mobilizers and phospho-mineralizers
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