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REZIME

U radu je ispitivano delovanje atrazina na mikroorganizme u zemljistu. Ogled je postav-
lien u laboratorijskim uslovima na zemljistu tipa glinovita ilovaca. Atrazin je primenjen u ko-
licinama od 8.0, 40.0 i 80.0 mg/kg zemljista. Pracen je ukupan broj mikroorganizama, broj
gljiva, aktinomiceta, celulolitskin mikroorganizama i aminoheterotrofa. Uzorci za mikrobio-
loske analize uzimanisu 1,7, 14, 21,301 60 dana posle primene atrazina.

Dobijeni rezultati su pokazali da delovanje atrazina na zemljisne mikroorganizme zavi-
si od primenjene koli¢ine, duZine delovanja i vrste mikroorganizama. Atrazin je inhibitorno
delovao na celulolitske mikroorganizme i aminoheterotrofe. Na aktinimicete i gljive delovao
je prvo inhibitorno, a kasnije, zbog obnavljanja populacija stimulativno. Na ukupan broj mi-
kroorganizama atrazin je delovao stimulativno.

Klju¢ne redi: Atrazin; ukupan broj mikroorganizama; gljive; aktinomicete; celulolitski mikro-

organizmi; aminoheterotrofi

uvoD

Atrazin (6-hlor-N?-izopropil-1,3,5-triazin-2,4-
diamin) je herbicid namenjen za suzbijanje nekih
jednogodisnjih $irokolisnih i travnih korova u kuku-
ruzu, sirku, Seéernoj trsci, voénjacima, vinogradima i
na nepoljoprivrednim povr$inama (Ahrens, 1994). Po
svojim fizi¢ko-hemijskim karakteristikama pripada
grupi jedinjenja koja Su umereno postojana i umereno
pokretljiva u zemlji$tu. Vreme poluraspada atrazina se,
u zavisnosti od uslova sredine i ucestalostiikoli¢ina pri-
mene, kreée u intervalu od nekoliko dana do nekoliko
meseci (Radosevichisar., 2003). Mikrobioloska degra-
dacija je najvazniji put njegove razgradnje u zemljistu.
Poznato je da bakterije Pseudomonas spp., Rhodococcus
spp.» Agrobacterium spp. i gljive iz rodova Fusarium,
Penicillinm, Aspergilus i Trichoderma razgraduju

atrazin (de Souza i sar., 1996; Struthers i sar., 1998;
Ostrofsky i sar., 2002). Zbog veoma rasprostranjene
i Ceste primene, kao i svojih fizi¢ko-hemijskih osobi-
na, atrazin je detektovan u povriinskim i podzemnim
vodama (Hoffman i sar., 2000; Rhine i sar., 2003).
Prema rezultatima istrazivanja koja su obavljena kod
nas, nadene koli¢ine atrazina u povr$inskim vodama
kreéu 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 ozbilj-
nu zabrinutost za zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu, $to
je dovelo do smanjenja koli¢ina i njegovog postepenog
povlacenja iz primene.

Cilj ovog istraZivanja je bio da se dode do nau¢no za-
snovanih podataka o delovanju atrazina na brojnost
nekih sistematskih i fizioloskih grupa mikroorga-
nizama.
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MATERIJAL | METODE

Ogled je postavljen u laboratorijskim uslovima.
Ispitivanja su izvriena na zemljiStu tipa glinovita ilo-
vala, tje su fizi¢ko-hemijske karakteristike date u
Tabeli 1. Zemlji$te (lokalitet Zemun Polje) je uzeto sa
dubine 0-10 c¢m sa povr$ina na kojima ranije nisu pri-
menjivani herbicidi, o¢i$¢eno je od ostataka nadzem-
nih i podzemnih delova biljaka, osuseno do vazdusno
suvog stanja i prosejano kroz sito preénika S mm.

Atrazin (6-hlor-N*-izopropil-1,3,5-triazin-2,4-di-
amin), tehni¢ki, proizvod firme ,Agan Chemical
Manufacturers”, Ashdod, Izrael, primenjen je u kon-
centracijama od 8.0, 40.0 i 80.0 mg/kg zemljista.
Koncentracije su izabrane tako da najniza odgovara
koli¢ini koja se preporuluje za primenu, druga je pet, a
treca deset puta veca.

Odgovarajuée koncentracije atrazina nanete su na
povrinu jednog kilograma zemlji§ta pumpicom za
tankoslojnu hromatogafiju, a zatim je izvr§ena homo-
genizacija na rotacionoj muckalici u trajanju od 30 mi-
nuta. Nakon homogenizacije zemljiste je preneto u ve-
getacione sudove koji su za vreme trajanja ogleda drza-
ni u klima-komori na temperaturi 20£2°C i vlaznosti
vazduha 50%. Vlaznost zemlji$ta je odrzavana na 50%
poljskog vodnog kapaciteta. Uzorci za mikrobioloske
analize uzimani su 1, 7, 14, 21, 30 i 60 dana posle pri-
mene atrazina.

Brojnost sistematskih i fizioloskih grupa mikro-
organizama odredivana je indirektno, metodama ra-
zredenja i zasejavanja suspenzije zemljiSta na selekti-
vne hranljive podloge u petri-kutije koje su inkubira-
ne na 28°C. Ukupan broj mikroorganizama odreden
je na agarizovanom ckstraktu zemljista, broj gljiva na
Capekovom agaru, aktinomiceta na sintetskom aga-
ru sa saharozom, celulolitskih mikroorganizama na
Waksman-Cery podlozi i amninoheterotrofa na me-
so-peptonskom agaru (Govedarica i Jarak, 1993; Jarak
i Duri¢, 2004).

Statisticka obrada rezultata obavljena je uz pomo¢
kompjuterskog programa ,Anova”. Za sve promenlji-
ve i njihove interakcije uraden je F-test, a ukoliko je

Tabela 1. Fizi¢ke i hemijske karakeeristike zemljiSta
Table 1. Chemical and physical properties of soil

on bio znacajan za pojedinaéna poredenja koriséen je
LSD-test. Meduzavisnost koncentracije atrazina, duzi-
ne delovanja i broja zemlji$nih mikroorganizama izra-
zena je preko koeficijenta korelacije i klaster analize.

REZULTATI

Rezuleati ispitivanja su pokazali da atrazin ispolja-
va razli¢ito delovanje na mikroorganizme zemljiSta
(Tabele 2-6).

Smanjenje ukupnog broja mikroorganizama regi-
strovano je ve¢ prvog dana posle primene najvise kon-
centracije atrazina (80.0 mg). Kod koncentracije od 8.0
mg, od sedmog do dvadeset prvog dana, registrovano
je povecanje ukupnog broja mikroorganizama (21.3-
-109.4%), dok je kod dve vise koncentracije (40.0180.0
mg), u istom periodu, utvrdeno smanjenje za 16.4-
78.2%. Ove razlike su statisti¢ki znacajne u poredenju
sa kontrolom (P<0.05 i P<0.01), ali ne i razlike (sve tri
varijante) registrovane posle 30 dana (Tabela 2).

U ovim ispitivanjima broj gljiva se kretao u interva-
lu od 82.2x10° (80.0 mg) do 472.5x10° po gramu ap-
solutno suvog zemljista (8.0 mg). Prvog dana nisu re-
gistrovane znacajne razlike u poredenju sa kontrolom.
Medutim, od sedmog dana konstatovano je smanje-
nje (31.3-53.5%) kod primene 40.0 i 80.0 mg atrazi-
na. Inhibitorno delovanje najvise koncentracije (80.0
mg) produzeno je i na 15-ti, 21. i 30. dan. Statisticki
znacajno povecanje broja ove grupe mikroorganizama
za 111.1-201.9% zabelezeno je kod nizih koncentraci-
je (8.0140.0 mg) 15-tog, 21. i 30. dana posle primene
(P<0.01). Nakon 60 dana ni u jednoj varijanti nije bi-
lo statisti¢ki znacajnih promena u poredenju sa kontro-
lom (Tabela 3).

U prvoj polovini trajanja ecksperimenta (do 15. da-
na) kod sve tri koncentracije (8.0, 40.0 i 80.0 mg) regi-
strovano je smanjenje broja aktinomiceta (19.2-76.1%),
a sve razlike su bile statisti¢ki znacajne (P<0.01).
Medutim, od 21. dana pa do kraja cksperimenta (60
dana) zabelezeno je statisti¢ki znac¢ajno poveéenje
(42.9-253.9%) ove grupe mikroorganizama kod sve tri

pH Humus Mehanicki sastav — Texture
Dubina (cm) H.0 Kcl CaCO; | Organic
Depth (cm) | “32° (%) matter | 2-02mm  0.2-0.02mm  0.02-0.002mm <0.002 mm
inH,0 inKCl (%)
0-10 7.50 7.10 3.96 3.32 0.00 21.82 49.82 28.36
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Tabela 2. Uticaj atrazina na ukupan broj mikroorganizama (10%/g!)
Table 2. Influence of atrazine on the total abundance of microorganisms (10%/g)

. Koncentracija Vreme posle primene (dani)
Herbicid (mg/kg zemljista) Post-application period (days)
Herbicide Concentration
(/g soi] 1 7 15 21 30 60
E"“‘mla 0.0 538.1 573.1 525.3 520.4 562.2 561.5
ontrol
8.0 522.3 95.4 32.4 1092.5 557.6 565.8
Atrazin
. 40.0 561.7 478.9 370.8 400.9 548.5 554.9
Atrazine
80.0 104.7 61.5 114.4 62.1 544.6 639.7
LSD 5% - 54.0 58.8 92.6 919 55.6 84.7
LSD 1% - 79.1 84.5 133.2 132.2 79.9 121.8
Tabela 3. Uticaj atrazina na broj gljiva (10°/g)
Table 3. Influence of atrazine on the abundance of fungi (10°/g)
. Koncentracija Vreme posle primene (dani)
Herbicid (mg/kg zemljista) Post-application period (days)
Herbicide Concentration
(/K soil) 1 7 15 21 30 60
Ié"m“’la 0.0 199.7 243.9 2377 156.5 239.1 2619
ontrol
8.0 242.2 2459 501.9 472.5 39.6. 259.2
Atrazin
. 40.0 148.7 167.4 345.8 329.0 3279 245.4
Atrazine
80.0 150.3 113.4 88.9 82.2 157.7 240.8
LSD 5% - 79.9 47.5 63.1 48.6 65.9 44.1
LSD 1% - 114.9 68.4 90.7 69.9 94.1 63.4
Tabela 4. Uticaj atrazina na broj aktinomiceta (10°/g™)
Table 4. Influence of atrazine on the abundance of actinomycetes (10%/g™)
. Koncentracija Vreme posle primene (dani)
Herbicid (mg/kg zemljista) Post-application period (days)
Herbicide Concentration
(mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Konrola 0.0 91.3 83.5 735 682 101.4 101.4
Control
) 8.0 99.5 34.7 34.7 169.4 191.8 184.1
Xt@“ 40.0 73.7 369 18.1 1313 138.3 144.4
trazine
80.0 35.3 35.5 17.6 167.7 157.5 357.8
LSD 5% - 9.6 5.9 5.1 17.1 299 29.6
LSD 1% - 13.3 79 7.3 25.6 42.2 43.8

koncentracije. I u ovim varijantama ostvarene razlike
su bile statisti¢ki zna¢ajne (P<0.01, odnosno P<0.05)
(Tabela 4).

Smanjenje broja celulolitskih mikroorganizama pod
uticajem atrazina u toku dvadeset jednog dana, kreta-
lo se uintervalima7.1-16.0% (8.0 mg), 9.1-41.4% (40.0
mg), odnosno 25.6-44.5% (80.0 mg). Sve konstatova-
ne razlike su bile statisti¢ki znacajne, a dalja analiza re-
zultata je pokazala da se povecavanjem koncentracije

atrazina povec¢avao i stepen inhibitornog delovanja
(P<0.01). Nakon 30 dana, smanjenje broja celulolit-
skih mikroorganizama utvrdeno je kod dve vise kon-
centracije, dok je kod najniZe koncentracije iznosi-
lo 94.6%. Na kraju cksperimenta smanjenje broja ove
grupe mikroorganizama je konstatovano kod koncen-
tracije od 80.0 mg, dok je kod dve nize koncentraci-
je registrovano poveéanje za 106.9 (40.0 mg) i 169.9%
(80.0 mg) (Tabela ).
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Kao $to se iz prikazanih rezultata vidi (Tabela 6),
kod dve nize koncentracije atrazina (8.0 i 40.0 mg) u
prvih petnaest dana trajanja eksperimenta razlike u
broju aminoheterotrofa nisu bile statisti¢ki znacajne.
U istom periodu kod najvise koncentracije (80.0 mg)
registrovano je statisti¢ki zna¢ajno smanjanje (41.0-
62.9%) njihove brojnosti (P<0.01). Promene u delova-

nju uodene su 30. dana, kada je zabelezeno znacajno
povecanje (13.5-44.4%) broja ove grupe mikroorgani-
zama kod sve tri koncentracije (P<0.01). Na kraju ek-
sperimenta (60 dana) ni u jednoj varijanti nije bilo sta-
tisti¢ki znacajnih promena u poredenju sa kontrolom.

U Tabeli 7 prikazani su koeficijenti korelacije iz-
medu brojnosti mikroorganizama, koli¢ine primene

Tabela 5. Uticaj atrazina na broj celulolitskih mikroorganizama (10%/g™)
Table 5. Influence of atrazine on the abundance of cellulolytic microorganisms (10°/g™)

N Koncentracija Vreme posle primene (dani)
Herbicid (mg/kg zemljista) Post-application period (days)
Herbicide Concentration
(/g soi]) 1 7 15 21 30 60
Kontrola 0.0 192.4 154.6 156.8 164.6 147.8 140.1
Control
8.0 178.8 129.8 1389 138.6 287.6 291.2
Atrazin
A . 40.0 174.2 90.9 123.2 124.8 1359 379.7
trazine
80.0 143.1 85.4 96.1 107.3 130.2 140.5
LSD 5% - 7.7 6.5 4.8 13.8 9.8 9.6
LSD 1% - 10.9 9.49 7.1 19.2 13.3 13.4

Tabela 6. Uticaj atrazina na broj aminoheterotrofa (103/g!)

Table 6. Influence of atrazine on the abundance of amino-heterotrophs (10°/g!)

. Koncentracija Vreme posle primene (dani)
Herbicid (mg/kg zemljista) Post-application period (days)
Herbicide Concentration
(mg/kg soil) 1 7 15 21 30 60
Kontrola 0.0 1515 148.9 146.5 138.1 152.2 144.8
Control
8.0 135.8 156.5 153.3 108.3 219.8 136.9
Atrazin
. 40.0 140.3 137.3 139.7 475 177.4 139.6
Atrazine
80.0 74.7 55.5 86.4 47.6 172.3 142.3
LSD 5% - 16.5 25.1 20.3 6.4 10.2 135
LSD 1% - 23.2 36.4 29.1 9.7 15.6 19.3

Tabela 7. Kocficijenti korelacije izmedu brojnosti mikroorganizama, koli¢ina primene i duzine delovanja atrazina
Table 7. Coecfficients of correlation between microorganisms abundance, application rate and exposure time of atrazine

Grupa mikroorganizama
Group of microorganisms

Koli¢ina primene
Application rate

Duzina delovanja
Exposure time

Ukupan broj mikroorganizama

Total abundance of microorganisms 0.78 -0.76

Gljive 058" 1025

Fungi

Aktinomicete 0.61* 056"

Actinomycetes

Aminoheterotrofi " "
Amino-heterotrophs 065 074

Celulolitski mikroorganizmi 053" - 0.64*

Cellulolytic microorganisms

* Statisticki znacajno, P<0.05; ** Statisticki znacajno, P<0.01
N Statisticaiiy significant, P<0.05; ** Statisticaiiy significant, P<0.01
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i duzine delovanja atrazina. Koli¢ina primene atrazi-
na je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ukupnim bro-
jem mikroorganizama, gljivama, aminoheterotrofi-
ma i celulolitskim mikroorganizmima. DuZina delo-
vanja herbicida je u znacajnoj negativnoj korelaciji sa
ukupnim brojem mikroorganizama, aminoheterotro-
fima, celulolitskim mikroorganizmima, a u pozitivnoj
sa aktinomicetama.

Klaster analizom izdvojene su tri grupe mikroorga—
nizama na koje je atrazin ispoljio razli¢ito delovanje.
Prvu grupu ¢ine mikroorganizmi na koje je atrazin
ispoljio inhibitorno delovanje i to su: aminohetero-
trofi i celulolitski mikroorganizmi. Drugu grupu &i-
ne populacije gljiva i aktinomiceta ¢ija se brojnost po-
vecala nakon poletnog inhibitornog delovanja atra-
zina. Ukupan broj mikroorganizama ¢ini tre¢u gru-
pu na koju je atrazin ispoljio stimulativno delovanje

(Slika 1).

3500

3000

2500

2000

1500

1000 ’—L

500

AMINOHET CELULO  AKTINO  GLJIVE um

SI. 1. Klaster analiza za brojnost mikroorganizama
Fig. 1. Cluster analysis for abundance of microorganisms

DISKUSUJA

Atrazin je ispoljio razli¢ito delovanje na praéene
grupe mikroorganizama. Tako je inhibitorno delovao
na aminoheterotrofe i celulolitske mikroorganizme.
Na gljive i aktinomicete atrazin je, nakon poéetnog in-
hibitornog, ispoljio stimulativno delovanje, dok je na
ukupan broj mikroorganizama delovao stimulativ-
no. Do sli¢nih rezultata dosli si i neki drugi istraziva-
¢i (Jarak i sar., 1994; de Souza i sar., 1996; Govedarica
isar., 1996; Janji¢ i sar., 1996; Govedarica i sar., 1997;
Struthers i sar., 1998; Ostrofsky i sar., 2002). Oni su
utvrdili da se pod uticajem atrazina smanjuje ukupan

broj mikroorganizma, aminoheterotrofa i Azotobacter
sp., a povecava broj aktinomiceta i gljiva, u toku ¢ita-
vog vegatacionog perioda kukuruza. Tamburi¢ i Levi¢
(1995) su konstatovale da je atrazin izazvao poveéanje
broja bakterija, a smanjio broj gljiva i da se odnos ove
dve grupe mikroorganizama nalazi u negativnoj kore-
laciji (r=-0.85*), odnosno, da su bakterije znacajnije za
razgradnju atrazina.

Povecanjem koncentracije atrazina pojacao se i ste-
pen toksi¢nog delovanja na sve grupe, izuzev na ami-
noheterotrofe. Kod ove grupe mikroorganizama ispo-
ljeni stepen inhibitornog delovanja nije zavisio od kon-
centracije herbicida.

Kada posmatramo vreme izlozenosti delovanju atra-
zina, zapazamo da kod gotovo svih grupa mikroorga-
nizama, izuzev gljiva i aminoheterotrofa, postoji zna-
¢ajna negativna korelacija izmedu nivoa ispoljenih pro-
mena i vremena izlozenosti. Ova vrsta korelativnih od-
nosa zna¢i da se u funkciji vremena smanjilo toksi¢no
delovanje atrazina na mikroorganizme. Do smanjenog
delovanja i poveéanja broja mikrokroorganizama ve-
rovatno dolazi zbog toga $to se atrazin mikrobiolos-
ki razgraduje, pa tako dolazi do smanjenja njegovog sa-
driaja u zemlji§tu, a istovremeno intenzivnije se razvi-
jaju populacije mikroorganizama koje koriste, prven-
stveno, ugljenik i azot iz molekula atrazina za svoje fi-
zioloske procese.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
i drugih autora (Janji¢ i sar., 1993; Bromilow i sar.,
1996; Dordevid i sar., 1999; Radivojevi¢ i Stankovi¢-
Kalezi¢, 2000; Allievi i Gigliotti, 2001; Min i sar.,
2001; Traube i sar., 2001; Johensen i sar., 2001; Das
i sar., 2003; Radosevich i sar., 2003; Santrié i sar.,
2004), koji smatraju da se viemenom mikroorganizmi
prilagodavaju na prisustvo i delovanje pesticida, poci-
nju da se uklju¢uju u procese njihove razgradnje, i da ih
koriste kao izvore biogenih elemenata i energije za svo-
je zivotne procese. Uslovi sredine, prevenstveno vlaz-
nost i temperatura, odreduju brzinu kojom ¢e se ob-
navljati mikrobioloska populacija, tako da je u povolj-
nijim uslovima to vreme kraée (Radivojevi¢, 1997).
Prema rezultatima navedenih ispitivanja, u optimal-
nim uslovima za razvoj mikroorganizama (temperatu-
ra 20°C, vlaznost zemljista 50% poljskog vodnog ka-
paciteta) do obnavljanja populacije gljiva, aktinomice-
ta, oligonitrofila i aminoheterotrofa dolazi ve¢ posle
21, odnosno 30 dana.

Imajuéi u vidu da se ispitivane koncentracije atrazi-
na nalaze u granicama koje se prepoprucuju za prime-
nu, aliiznatno vedim, i da su priroda i intenzitet zabe-
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lezenih promena prolaznog karaktera, moze se zaklju-
¢iti da atrazin ne naru$ava mikrobioloske procese koji
bi mogli da se odraze na plodnost zemljista.
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Effects of Atrazine on Soil
Microorganisms

SUMMARY

Effects of the herbicide atrazine on soil microorganisms was investigated. Trials were set
up in laboratory, on a clay loam soil. Atrazine was applied at 8.0, 40.0 and 80.0 mg/kg soil
rates. The abundance of total microorganisms, fungi, actinomycetes, cellulolytic microor-
ganisms and amino-heterotrophs was recorded. Soil samples were collected 1, 7, 14, 21, 30
and 60 days after atrazine treatment for microbiological analyses.

The results showed that the intensity of atrazine effect on soil microorganisms depend-
ed on treatment rate, exposure time and group of microorganisms. Atrazine had an inhibit-
ing effect on cellulolytic microorganisms and amino-heterotrophs. Initially, it inhibited fun-
gi and actinomycetes but its effect turned into a stimulating one once a population recov-
ered. Atrazine had a stimulating effect on total abundance of microorganisms.

Keywords: Atrazine; Total number of microorganisms; Fungi; Actinomycetes; Cellulolytic
microorganisms; Amino-heterotrophs
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