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Bewertung einiger Enzymaktivitaten in mikrobiologisch-
okotoxikologischen Untersuchungen von Pflanzenschutzmitteln

im Boden

Evaluation of some enzymatic activities in microbiological-ecotoxicological investigations of pesticides in soil
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Zusammenfassung

Alkalische Phosphatase- (APA), Arylsulfatase- (ASA) und De-
hydrognaseaktivitit (DHA) gehodren zu den am meisten unter-
suchten mikrobiellen Bodenenzymen. Auch in mikrobiologisch-
okotoxikologischen Untersuchungen von Umweltchemikalien
einschlieflich Pflanzenschutzmitteln werden sie verwendet. Bei
der Beurteilung der Wirkung von Pflanzenschutzmitteln auf Bo-
denmikroorganismen ist es notwendig, dass unterschiedlich bio-
zide Wirkungen differenzierbar sind. Es liegen jedoch Anhalts-
punkte vor, dass dies nicht mit allen Bodenenzymen gleich gut
moglich ist. Es wurden daher zwei Teilversuche durchgefiihrt, in
denen die drei oben genannten Enzymaktivititen im Boden mit
und ohne Luzernemehlzugabe nach abgestuften bioziden Be-
handlungen mit chemischen und physikalischen Pflanzenschutz-
maBnahmen (Diampfen, Begasungsmittel Dazomet, Herbizide
Dinoterb und Triclopyr) im Labor erfasst wurden. Dabei lie8 sich
mittels der APA im Allgemeinen keine Differenzierung der bio-
ziden Effekte erzielen, wihrend dies bei der ASA und DHA meis-
tens moglich war. Wenn mikrobiologisch-ckotoxikologische
Versuche zur Beurteilung von Pflanzenschutzmitteln im Boden
durchgefiihrt werden, ist daher zu empfehlen, vorher die ver-
wendeten Enzymaktivititen bzw. die Methodik auf ihre Eignung
zu testen, um Fehlinterpretationen zu vermeiden.

Stichworter: Arylsulfataseaktivitit, Dehydrogenaseaktivitit,
Phosphataseaktivitit, Boden, Herbizid, Dinoterb, Triclopyr, Bo-
denentseuchung, Dazomet, Dampfen

Abstract

Alkaline phosphatase (APA), arylsulfatase (ASA) and dehydro-
genase activity (DHA) belong to the most investigated microbial
soil enzymes. They are also often included in microbiological-
ecotoxicological tests of pollutants inclusive pesticides in soil. If
the effects of pesticides on soil microorganisms have to be in-
vestigated than different biocidal effects should be distinguish-
able. Some indications, however, exist that this may not be the
case with some soil enzymes. Therefore two subtrials were
started under laboratory conditions. The three above mentioned
common enzyme activities were investigated in soil with or
without lucerne meal amendment and treated with several chem-
ical or physical plant protection procedures (e.g. steaming, fumi-
gant dazomet, herbicides dinoterb and triclopyr) to receive grad-
uated biocidal effects. Normally it was impossible to distinguish
those biocidal effects by APA, whereas ASA and DHA mostly

seem to be useful. Consequently it is recommended to test the
suitability of soil enzyme activities and their methodology before
starting microbiological-ecotoxicological investigations in soil
to avoid misinterpretation.

Key words: Arylsulfatase activity, dehydrogenase activity,
phosphatase activity, soil, herbicide, dinoterb, triclopyr, soil ster-
ilization, dazomet, steaming

1 Einleitung

Enzymuntersuchungen sind heute — trotz zahlreicher neuerer
Methoden zu Bestimmung von Biomasse und Diversitit der Bo-
denmikroflora — innerhalb der Bodenbiologie nicht mehr wegzu-
denken (JOERGENSEN und EMMERLING, 2006). Seit etwa 1950
nahm die Anzahl an Verdffentlichungen iiber Bodenenzyme stark
zu (SKUJINS, 1978). Darunter befindet sich ein sehr hoher Anteil
an Arbeiten zur mikrobiologisch-okotoxikologischen Bewertung
von Pflanzenschutzmitteln im Boden (z. B. SCHAFFER, 1993;
SCHINNER und SONNLEITNER, 1997). Allerdings sind dabei einige
Besonderheiten zu beachten. So wurden Pflanzenschutzmittel
nicht entwickelt, um Bodenenzyme zu hemmen (SPEIR und Ross,
2002). Folglich gibt es auch vergleichsweise wenig Veroffentli-
chungen iiber den direkten Einfluss derartiger Mittel auf Rein-
enzyme bzw. aus dem Boden isolierte Enzyme. Andererseits sind
Enzyme an wichtigen Néhrstoffzyklen im Boden beteiligt und
werden daher auch durch zahlreiche Faktoren ( z.B. die Subs-
tratverfiigbarkeit: BALIGAR et al., 2005) beeinflusst. Einige sind
nur in lebenden Zellen aktiv, andere konnen ihre Wirksamkeit
lingere Zeit auBerhalb von Pflanzen- oder Mikroorganismenzel-
len erhalten und werden durch Sorption an Bodenpartikel sogar
konserviert. Die Korrelation von Bodenenzymaktivititen zu an-
deren bodenmikrobiologischen Merkmalen ist jedoch sehr un-
terschiedlich (DOMSCH et al., 1979).

Bei Enzymuntersuchungen im Boden ist immer zu beachten,
dass einmal das Enzym selbst durch Schadstoffe (z. B. Pflanzen-
schutzmittel) beeintrichtigt werden kann, zum anderen aber auch
Organismen (z. B. Bakterien, Pilze), die an seiner Bildung betei-
ligt sind, sowie die Umgebungsbedingungen (z. B pH-Wert,
Nahrstoffe). Hinzu kommen weitere Faktoren wie z.B. eine
Storung der iiblicherweise verwendeten spektralphotometri-
schen Nachweisreaktionen durch Farbstoffe, pH-Verschiebun-
gen usw. In diesem Zusammenhang sind auch einige der am héu-
figsten in mikrobiologisch-okotoxikologischen Untersuchungen
von Pflanzenschutzmitteln im Boden verwendeten Enzyme zu
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Tab. 1. Angaben zu den eingesetzten Préparaten
Table 1. Information on the compounds used

Préaparat (compound)

Wirkstoff (active ingredient)

Name praxisubliche angewandte einfache Name Gehalt im Praparat angewandte einfache

(Name) Aufwandmengen (= 1x) Dosierung im (name) (content in the (= 1x) Dosierung im Boden
(field dosage) Boden (applied single compound) (applied single dosage in

dosage in soil = 1x) soil = 1x)

Basamid

Granulat*) 30; 40; 50 g/m?; 200 g/m? 142,86 mg/kg Dazomet 970 g/kg 138,57 mg/kg

Garlon 4 1;2;31/ha 4,28 pl/kg Triclopyr 480 g/l 2,05 mg/kg

Herbogil

Liquide D**) 3;4; (5;5,5) I/lha 7,86 pl/kg Dinoterb 250 g/l 1,96 mg/kg

*) Das Préaparat ist inzwischen in Deutschland nicht mehr zugelassen.

**) Das friiher in Frankreich und als &hnlich formuliertes Herbizid auch in Deutschland zugelassene Préparat diente hier als Referenzmittel.
Die Dosierung richtete sich nach der damals in Deutschland (iblichen maximalen Aufwandmenge von 5,5 I/ha.

sehen, ndamlich die alkalische Phosphatase-, Arylsulfatase- und
Dehydrogenaseaktivitit. Laborversuche mit unterschiedlich bio-
ziden chemischen und physikalischen Pflanzenschutzmafnah-
men sollten daher unter Ausschaltung moglicher direkter und in-
direkter Einfliisse von Pflanzen dazu dienen, die Indikatorwir-
kung dieser Bodenenzyme und damit ihre Aussagefihigeit fiir
die Beurteilung von Pflanzenschutzmitteln zu erkennen.

2 Material und Methoden

Es wurden zwei Teilversuche durchgefiihrt. Im ersten Laborver-
such wurden Bodenproben aus der oberen Schicht von zwei
langjdhrig ackerbaulich genutzten Flichen der Umgebung von
Braunschweig entnommen, die in den vorhergehenden Jahren
nicht mit Pflanzenschutzmitteln behandelt worden waren. Sie
wiesen weitgehend die in der BBA-Richtlinie Teil VI, 1-1 zur
Priifung der Wirkung von Pflanzenschutzmitteln auf die Boden-
mikroflora (ANDERSON et al., 1990) geforderten Eigenschaften
auf. Der lehmige Sandboden BBA hatte einen pH-Wert von 6,7
und einen organischen Kohlenstoffgehalt von 0,9 %, der sandige
Lehmboden SA hatte einen pH-Wert von 7,4 und 1,7 % C,,,. Die
Boden wurden auf 2 mm gesiebt und mindestens 14 Tage feld-
feucht an die Versuchsbedingungen adaptiert, bevor sie mit den
in Tabelle 1 aufgefiihrten Herbiziden behandelt bzw. fiir 20 min.
bei 120 °C autoklaviert wurden. Dabei diente das Herbizid ‘Her-
bogil Liquide D’ (Dinoterb) wegen seiner aus fritheren Untersu-
chungen (z. B. MALKOMES, 2002) bekannten deutlichen bioziden
Wirkung auf Bodenmikroorganismen zusétzlich als Vergleichs-
mittel. Die im Labor verwendeten Konzentrationen im Boden er-
geben sich nach ANDERSON et al. (1990) aus der angenommenen
Penetration der praxisnahen flichenbezogenen Aufwandmengen
in 5 cm Tiefe (= einfache Dosierung = 1x). Hohere Dosierungen
beziehen sich entsprechend auf geringere Eindringtiefen. Die
Mittel wurden in wéssriger Suspension in die beiden Boden ein-
gemischt, die auf 60 % der maximalen Wasserkapazitit ange-
feuchtet und anschlieend in Plastikgefrierschalen mehrere Mo-
nate bei 20 °C im Dunkeln bebriitet wurden. Teilweise wurden
den Boden in einem Parallelversuch noch 5 g/kg Luzernmehl zur
Simulierung einer Griindiingung und damit zur Steigerung der
mikrobiellen Aktivitit zugemischt. Aus dem Vergleich der mi-
krobiellen Aktivitdten der Boden mit und ohne Luzernemehl
lasst sich die als zusétzlicher Stressindikator erkannte LIA (= Lu-
zernemehl-induzierte Aktivitdtserhohung; MALKOMES, 2001a)
ermitteln.

Im zweiten Teilversuch wurde aus der oberen Schicht (20 cm)
einer ein Jahr vorher geddmpften und danach mit Unkrdutern be-
pflanzten Fliche (,,Unkrautgarten*) im Herbst 2004 BBA-Boden
(Iehmiger Sand) als Mischprobe enthommen und zum Versuchs-
beginn in einer 20 cm dicken Bodenschicht teilsterilisiert. Hierzu
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wurde er entweder mittels handelsiiblichem transportablem
Diampfgerit (Turbo-Dampfer TD 9; Fa. Mdschle, Stollenberg)
fiir 2 h auf 90 °C erhitzt oder es wurde praxisnah ‘Basamid Gra-
nulat’ (Dazomet; 40 g/m?) eingemischt. Der so behandelte Boden
wurde mittels Folie fiir 7 d versiegelt, danach 3 d lang geliiftet
und anschlieend durchgemischt. Das vollstindige Entweichen
des aus dem ‘Basamid Granulat’ gebildeten gasformigen Wirk-
stoffgemischs wurde mittels Kressetest iiberpriift. Diese so be-
handelten Bodenvarianten wurden anschlieend auf 60 % ihrer
maximalen Wasserkapazitit eingestellt und im Labor wie im vor-
herigen Teilversuch weiterbebriitet. Da alle Bodenvarianten
nicht unter keimfreien Bedingungen weiterbehandelt wurden,
fand — wie unter praxisiiblichen Bedingungen auch — eine ge-
wisse mikrobielle Wiederbesiedlung aus der Luft statt. Ein Teil
dieses unbehandelten sowie des mit ‘Basamid Granulat’ behan-
delten Bodens wurde am Versuchsende in einem Folgeversuch
zur Simulation erhohter Stressbedingungen zusitzlich mit dem
herbiziden Vergleichsmittel ‘Herbogil Liquide D’ behandelt und
noch 84 Tage weiter bebriitet.

Wihrend der jeweiligen 84-tidgigen Bebriitung wurden Bo-
denproben gezogen und anschlieBend bei 6 °C maximal zwei
Wochen zwischengelagert, bevor die drei bereits erwihnten En-
zymaktivititen spektralphotometrisch untersucht wurden. Nach
VON MERSI und SCHINNER (1991) kann die Dehydrogenaseakti-
vitit (= DHA) als Biomasse-bezogen gelten. In den vorliegenden
Versuchen wurde die DHA iiber die Reduktion von Triphenyl-
tetrazoliumchlorid zu Triphenylformazan nach einer von MAL-
KOMES (1993) modifizierten Methode ermittelt. Die nicht direkt
Biomasse-bezogene alkalische Phosphatase- (= APA) und Aryl-
sulfataseaktivitidt (= ASA) wurden entsprechend den Angaben
bei TABATABAI (1982) bestimmt. Allerdings wurde dabei u. a.
wegen der kurzen Inkubationszeit vor der Messung auf die iibli-
che Anwendung von Toluol verzichtet, und die Konzentrationen
und Mengen der verwendeten Chemikalien wurden minimiert,
um kleinere Gefille verwenden zu konnen. Die Vergleichbarkeit
war in — hier nicht dargestellten — Vorversuchen tiberpriift wor-
den.

Alle Behandlungsvarianten lagen in dreifacher Wiederholung
vor. In allen Tabellen mit Originaldaten wurden die Standardab-
weichungen angegeben.

3 Ergebnisse

3.1 Laborversuch mit unterschiedlich bioziden Pflanzen-
schutzmalBnahmen

Alle drei Enzymaktivititen waren im sandigen Lehmboden SA
mehr oder weniger hoher als im lehmigen Sandboden BBA (Tab.
2). Der Zusatz von Luzernemehl erhohte die Aktivitdten norma-
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Tab. 2. Enzymaktivitdten in den Kontrollbéden BBA (lehmiger Sand) und SA (sandiger Lehm) mit und ohne Luzernemehlzusatz

wahrend der 84-tdgigen Bebriitung

Table 2. Enzymatic activities in the control soils BBA (loamy sand) and SA (sandy loam) with and without lucerne meal amendment

during the 84 days incubation

Boden Probenahme APA (ug NP/g Boden) ASA (pug NP/g Boden) DHA (ug TPF/g Boden)

(Soil) (sampling time) oL mL oL mL oL mL

BBA 7d 40,3+2,3 453+3,6 30,4 +0,7 39,9+1,0 53,8 £0,9 130,5+ 3,8
84d 51,9+4,0 47,2 £ 3,1 29,414 475+17 39,7+23 97,2+1,5
@7,14,28,56 und 84 d 47,9 48,7 28,0 44,8 46,6 115,5

SA 7d 61,3+0,9 72,077 51,5+2,9 575+1,6 67,6 +1,7 136,4 + 2,6
84d 55,9+ 5,6 70,2+0,2 57,0+1,8 68,1 :39 56,2 +1,9 107,2+1,6
@7,14,28,56 und 84 d 58,2 72,8 52,7 65,4 61,2 119,9

APA = alkalische Phosphataseaktivitét (alkaline phosphatase activity); ASA = Arylsulfataseaktivitat (arylsulfatase activity); DHA = Dehydroge-
naseaktivitat (dehydrogenase activity); NP = p-Nitrophenol (p-nitrophenol); TPF = Triphenylformazan (triphenyl formazan); oL bzw. mL = ohne
bzw. mit Luzernemehlzusatz (without resp. with lucerne meal amendment)

Tab. 3. Einfluss des Vergleichsmittels ‘Herbogil Liquide D’ (= He; Dinoterb) und des Autoklavierens (= Aut) auf die Arylsulfatase- (ASA)
und Dehydrogenaseaktivitdat (DHA) im lehmigen Sandboden BBA mit und ohne Luzernemehldiingung
Table 3. Effect of the reference compound ‘Herbogil Liquide D’ (= He; dinoterb) and autoclaving (= Aut) on the arylsulfatase (ASA) and
dehydrogenase activity (DHA) in the loamy sand soil BBA with and without lucerne meal amendment

Behandlung ASA (pug NP/g Boden) DHA (ug TPF/g Boden)
(Treatment) 14d 28d 56 d 84d 14d 28d 56 d 84d
ohne Luzernemehlzusatz (without lucerne meal amendment)
K 29,7+0,3 31,3+0,6 295+0,6 29414 48,8 +2,7 46,7+13 442+35 39,7+23
He-1x 245+0,6 269+09 259x0,3 26,0+ 0,5 34,7+0,7 337+13 30,111 257=+09
He-10x 22,0+1,5 22,0+03 18,3+0,3 16,3+ 0,2 17,8 £ 0,3 162+1,2 83+0,5 6,9+0,3
Aut 29+0,9 6,4+1,1 71+05 7,1+0,6 179+4,4 168+12 109+0,6 9,1+0,8
mit Luzernemehlzusatz (with lucerne meal amendment)

K 41,4 +£0,7 48,0+1,8 47,0+0,9 475+17 135,0+2,9 112,9+3,7 101,8+28 972+1,5
He-1x 36,7+1,2 452+06 444+14 43,0+1,8 1147 +2,4 1075+38 96,1+34 903+1,8
He-10x 37,829 34,7+04 288+1,3 21,412 43,6 +0,8 33,0+3,7 10,513 6,4+0,6
Aut 46+1,0 93+04 11,4+03 10,9+0,4 71,9 +6,1 46,7+23 266+03 128+1,1

NP = p-Nitrophenol; TPF = Triphenylformazan; K = Kontrolle (control)

lerweise. Wihrend der mehrwochigen Bebriitung sank die De-
hydrogenaseaktivitdt, wihrend die anderen Aktivititen keine
einheitliche Tendenz aufwiesen.

Die APA wurde in diesem Teilversuch — unabhingig von der
Diingung mit Luzernemehl — durch keins der chemischen Pflan-
zenschutzmittel merklich beeinflusst. Dagegen wurde die durch-
schnittliche APA aller Termine selbst durch das Autoklavieren im
BBA-Boden ohne und mit Luzernemehlzusatz nur auf 37,2 %
bzw. 46,5 % der Kontrollwerte reduziert, im SA-Boden sogar

noch etwas schwicher auf 44,5 % bzw. 58,4 %. Dies lisst darauf
schlieBen, dass ein grofer Teil der APA, z. B. der durch Sorption
geschiitzte extrazelluldre Anteil, kaum beeintrichtigt wurde.
Die beiden anderen Enzymaktivititen ASA und DHA wurden
im BBA-Boden sowohl durch das Vergleichsmittel ‘Herbogil Li-
quide D’ dosisabhingig als auch durch das Autoklavieren deut-
lich reduziert (Tab. 3). Dabei nahmen die Effekte des Herbizids
auf beide Enzymaktivititen mit der Bebriitungszeit noch zu.
Wihrend sich der Einfluss des Autoklavierens auf die ASA mit

Abb. 1. Vergleich des Einflusses
des Herbizids ‘Garlon 4’ (Triclopyr)
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aktivitaten APA (alkalische Phos-
phatase), ASA (Arylsulfatase) und
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den Testbéden BBA und SA mit
und ohne Luzernemehl. (Mittel-
werte aus den Probenahmetermi-
nen 7, 14, 28, 56 und 84 d; oL und
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Figure 1. Comparison of the effect
ofthe herbicide ‘Garlon 4’ (triclopyr)
on the average enzymatic activities
APA (alkaline phosphatase), ASA
(arylsulfatase) and DHA (dehydro-
genase) in the test soils BBA and
SA with and without lucerne meal
amendment. (Average from the
samplings 7, 14, 28, 56 and 84 d;
oL and mL = without and with
lucerne meal amendment)
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Tab. 4. Einfluss des Vergleichsmittels ‘Herbogil Liquide D’ (= He; Dinoterb), des Herbizids ‘Garlon 4’ (= Gar; Triclopyr) und des Auto-
klavierens (= Aut) auf die durchschnittliche LIA-Auswertung aller Termine der alkalischen Phosphatase (APA), Arylsulfatase- (ASA)
und Dehydrogenaseaktivitat (DHA) im lehmigen Sandboden BBA und sandigen Lehmboden SA mit und ohne Luzernemehldiingung
Table 4. Effect of the reference compound ‘Herbogil Liquide D’ (= He; dinoterb), the herbicide ‘Garlon 4’ (= Gar; triclopyr) and au-
toclaving (= Aut) on the average LIA-evaluation of all sampling days of alkaline phosphatase (APA), arylsulfatase (ASA) and dehyd-
rogenase activity (DHA) in the loamy sand soil BBA and sandy loam soil SA with and without lucerne meal amendment

Behandlung BBA-Boden SA-Boden
(Treatment) APA ASA DHA APA ASA DHA
(ug NP/g Boden) (ug NP/g Boden)  (ug TPF/g Boden) (ug NP/g Boden) (pug NP/g Boden) (ug TPF/g Boden)

K 0,8 14,8 68,8 14,5 12,7 58,7
He-1x 2,9 16,0 70,9 12,6 11,9 61,4
He-10x 1,7 13,2 17,7 9,5 3,1 16,0
Gar-1x 3,4 13,7 68,4 9,7 11,1 58,2
Gar-10x 8,7 6,7 51,5 15,9 6,5 52,9
Gar-100x 4,9 -2,3 4,0 9,2 4,0 33,2
Aut 53 2,6 26,4 16,2 -1,6 22,0

NP = p-Nitrophenol; TPF = Triphenylformazan; K = Kontrolle (control)

Tab. 5. Einfluss des Entseuchungsmittels ‘Basamid Granulat’ (= Bas; Dazomet) und des Dampfens (= Ddm) auf die Arylsulfatase- (ASA)
und Dehydrogenaseaktivitat (DHA) im lehmigen Sandboden BBA mit und ohne Luzernemehldiingung

Table 5. Effect of the fumigant ,Basamid Granulat’ (= Bas; dazomet) and of steaming (= Ddm) on the arylsulfatase (ASA) and dehyd-
rogenase activity (DHA) in the loamy sand soil BBA with and without lucerne meal amendment

Behandlung ASA (ug NP/g Boden) DHA (ug TPF/g Boden)
(Treatment) 7d 28d 56 d 84 d 7d 28d 56 d 84d
ohne Luzernemehlzusatz (without lucerne meal amendment)
K 18,6 +0,3 14,4+0,5 13,3+0,3 11,0+ 0,7 48,1+22 396+30 355+24 31,3+1,5
Bas 125+04 13612 10,7+ 0,5 8,8+0,5 134+25 193+20 21,029 16,6 +2,4
D&m 53+0,3 35+0,3 3,7+0,2 3,8+05 14616 10,1+0,7 9,7+1,1 9,8x1,5
mit Luzernemehlzusatz (with lucerne meal amendment)

K 30,3+1,1 265+0,6 21511 176 £0,5 1455+79 985x6,3 779x24 63,1 +25
Bas 178+15 24111 16,9 + 2,1 135+1,2 80,1+2,7 886=+52 62,1+9,6 49,8 + 6,2
Dam 233+19 109+0,5 7,8+0,6 75+1,0 616+36 325+27 26,0+1,1 25,6 +2,1

NP = p-nitrophenol; TPF = Triphenylformazan; K = Kontrolle (control)

der Zeit leicht abschwiichte, verstirkte er sich auf die DHA. Ahn-
lich verhielt sich auch der hier nicht dargestellte SA-Boden.

Am Beispiel der Durchschnittswerte aller Termine zeigt sich,
dass die APA in beiden Boden auch durch das Herbizid ‘Garlon
4’ (Triclopyr) nicht beeinflusst wurde (Abb. 1). Dagegen redu-
zierte das Herbizid die beiden anderen Enzymaktivititen in bei-
den Boden und Diingevarianten meistens dosisabhédngig. Auch
hier nahmen die — in Abbildung 1 nicht einzeln dargestellten —
Effekte teilweise wihrend der mehrwochigen Bebriitung noch
leicht zu.

Die Differenzbildung der mikrobiellen Aktivititen in den
beiden Luzernemehlvarianten (= LIA-Auswertung) zeigt die
Leistungsfihigkeit des gediingten Bodens an. Am Beispiel der
Durchschnittswerte aller Termine (Tab. 4) sowie der hier nicht
dargestellten FEinzelwerte lieB sich auch bei dieser Aus-
wertungsart keine dosisabhédngige Beeinflussung der APA
durch die Herbizide feststellen. Die ASA und DHA wurden
jedoch auch hier mehr oder weniger dosisabhingig verringert
und auch das Autoklavieren hemmt diese Aktivititen. Dabei
war die Wirkung der 10-fachen Dosierung von ‘Herbogil

Abb. 2. Vergleich des Einflusses
des Entseuchungsmittels ‘Basa-
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sulfatase) und DHA (Dehydroge-
nase) im Testboden BBA mit und
ohne Luzernemehl. (Mittelwerte
aus den Probenahmeterminen 7,
14, 28, 56 und 84 d; oL und mL =
ohne und mit Luzernemehlzusatz)
Figure 2. Comparison of the effect
of the fumigant ‘Basamid Granulat’
(dazomet) and of steaming on the
average enzymatic activities APA
(alkaline phosphatase), ASA (aryl-
sulfatase) and DHA (dehydroge-
nase) in the test soil BBA with and
without lucerne meal amendment.
(Average from the samplings 7, 14,
28, 56 and 84 d; oL and mL = with-
out and with lucerne meal amend-
ment)
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Tab. 6. Einfluss des Vergleichsmittels ‘Herbogil Liquide D’ (= He; Dinoterb) auf die Dehydrogenaseaktivitat (ug TPF/g Boden) im vor-
her nicht behandelten bzw. im mit ‘Basamid Granulat’ (Dazomet) begasten lehmigen Sandboden BBA mit und ohne Luzerne-

mehldiingung

Table 6. Effect of the reference compound ‘Herbogil Liquide D’ (= He; dinoterb) on the dehydrogenase activity (ug TPF/g soil) in the
before not treated soil resp. in the loamy sand soil BBA fumigated with ‘Basamid Granulat’ (dazomet) and amended with or without

lucerne meal

Behandlung Unbehandelter Kontrollboden (untreated control soil) begaster Boden (fumigated soil)
(Treatment) 7d 28d 56 d 84d 7d 28d 56 d 84d
ohne Luzernemehlzusatz (without lucerne meal amendment)
K 37,3+3,3 259+2,8 262+28 27,7+14 14,7 £1,5 10,9 £ 2,1 9,421 9,9+2.2
He-1x 33,0+1,1 244+14 20423 192+1,1 13,8+2,3 11,7+29 88+22 9,0+0,6
He-10x 272+1,3 17,011 12,1 £1,1 94+20 15,7+1,0 11,2+0,8 70+£1.2 48+1,1
mit Luzernemehlzusatz (with lucerne meal amendment)

K 130,2+6,0 100,7+3,7 720+35 67,0+6,8 756+74 504+36 434+28 413x19
He-1x 1179+ 6,9 865+44 655+16 56,3+28 66,3+35 449+37 367+1,1 322+38
He-10x 79,7 =41 30,3+23 92+1,0 6,9+1,0 679+48 326+1,7 181+15 2,7+0,9

TPF = Triphenylformazan; K = Kontrolle (control)

Liquide D’ auf die DHA sogar noch stirker als die des Auto-
klavierens.

3.2 Laborversuch nach unterschiedlicher praxisnaher
Bodensterilisierung

In diesem Teilversuch wurde der BBA-Boden stark bioziden Ein-
fliilssen ausgesetzt. Auch hier reagierte die APA nur auf das
Diampfen mit einer durchschnittlichen Verringerung auf 36,2 %
(ohne Luzernemehl) bzw. 47,6 % (mit Luzernemehl) der Kon-
trollwerte, wihrend die Behandlung mit ‘Basamid Granulat’ kei-
nen merklichen Effekt (101,2 % der Kontrolle ohne bzw. 98,5 %
mit Luzernemehl) verursachte (Abb. 2).

Die beiden anderen Enzymaktivititen wurden meistens
wihrend der gesamten Versuchszeit in beiden Luzernemehlvari-
anten deutlich durch die Teilsterilisierung verringert (Tab. 5). Al-
lerdings fiel die Hemmung durch das Dampfen immer etwas stér-
ker aus als durch das ‘Basamid Granulat’. Eine Wiedererholung
der Enzymaktivititen konnte wihrend der Versuchszeit nicht
festgestellt werden.

Nach der mehrmonatigen Lagerung hatte die DHA im Kon-
trollboden — aber vergleichsweise weniger im begasten Boden —
in beiden Luzernemehlvarianten weiter abgenommen. Die zu-
sdtzliche Behandlung mit dem Vergleichsmittel ‘Herbogil Li-
quide D’ verursachte auch hier eine dosisabhidngige Hemmung
der DHA, die jedoch je nach Vorbehandlung auf einem unter-
schiedlichen Aktivititsniveau lag (Tab. 6).

Die hier nicht dargestellte LIA-Auswertung ergab bei der APA
und ASA keine weitere Klidrung. Die durchschnittliche LIA-
DHA betrug bei ‘Basamid Granulat’ 88,3 % der Kontrolle und
beim Didmpfen 42,1 % und bestitigte damit in etwa die Tenden-
zen beider Diingevarianten.

4 Diskussion

Das Ziel, durch die Verwendung unterschiedlich biozider Effekte
eine differenzierte Reaktion der drei Bodenenzyme APA, ASA
und DHA zu erreichen, wurde nur teilweise erreicht. Die APA
wurde durch keins der chemischen Pflanzenschutzmittel eindeu-
tig verdandert; lediglich das Dampfen bzw. Autoklavieren verur-
sachte eine deutliche Verringerung. Dies entspricht in etwa auch
den Beobachtungen von E1vazi und TABATABAI (1977), NOVAK
und PIASECKI (1981) sowie SERRASOLSAS und KHANNA (1995)
zur Dampfsterilisation und von GADKARI (1984) zu einem wenig
bioziden Herbizid.

Die ASA und besonders die DHA reagierten indessen sowohl
differenziert auf die unterschiedlich bioziden Behandlungen als
auch auf die verschiedenen Dosierungen der beiden Herbizid-
wirkstoffe. Damit lief} sich anhand der gehemmten DHA der

deutliche biozide Effekt von Ddmpfen und Autoklavieren (MAL-
KOMES und DIETZE, 1998) sowie der demgegeniiber abge-
schwichte von Dazomet (DoMsCH, 1992; YEGEN et al., 1998)
und Dinoterb (HARDEN et al., 1993; ENGELEN et al., 1998) be-
statigen. Fiir das bisher erst wenig mikrobiologisch-tkotoxiko-
logisch untersuchte Herbizid Triclopyr ldsst sich zudem anhand
von ASA und DHA eine mit steigender Dosierung hemmende
Wirkung auf Biomasse-bezogene Parameter nachweisen, die da-
mit Angaben zur vergleichsweise mifig bioziden Wirkung auf
Ektomykorrhizapilze (CHAKRAVARTY und SIDHU, 1987; BUSSE et
al., 2004) sowie auf Bodenmikroorganismen, die Bodenatmung
und die N-Mineralisierung (SAPUNDZHIEVA, 1987; BAARSCHERS
et al., 1988; HOUSTON et al., 1998) ergiinzt.

Die je nach Behandlung und Dosierung unterschiedlich star-
ken Hemmeffekte auf die ASA und DHA und die andererseits aus
der Literatur bekannten Wirkungen auf die mikrobielle Biomasse
unterstiitzen die Annahme, dass zumindest die DHA ein Indika-
tor fiir Biomasse-abhingige Schidigungen im Boden sein kann.
Dies diirfte darauf beruhen, dass die DHA in extrazelluldrer
Form im Boden weitgehend inaktiv ist und somit in direkter Be-
ziehung zur mikrobiellen Biomasse stehen kann (MORRA, 1997).
Umso erstaunlicher erscheint zunichst die dhnliche Reaktion der
ASA auf die bioziden Einfliisse, da sie im Boden zu einem
groflen Teil extrazelluldr vorliegt (L1 und SARAH, 2003). Aller-
dings kann der Anteil der Biomasse-bezogenen intrazelluldren an
der gesamten Arylsulfataseaktivitit im Boden durchaus iiber
70 % erreichen (KLOSE und TABATABAI, 1999), was die beobach-
tete Reaktion erklidren konnte. Andererseits bedingt der hohe An-
teil extrazelluldrer Phosphatasen im Boden, der zudem infolge
der Sorption an Ton- und Humusbestandteile (SPEIR und RosS,
1978; TiwaRl et al., 1988) offensichtlich den durch biozide Ein-
fliisse verursachten Biomasseverdnderungen nicht unmittelbar
folgen kann, die schlechte kurzfristige Indikatorwirkung der
APA fiir mikrobiologisch-6kotoxikologische Bodenuntersu-
chungen von Pflanzenschutzmitteln.

Der anhand ihrer Beobachtungen mit Insektiziden von BURNS
(1978) und spiter von STENBERG (1999) im anderen Zusammen-
hang unterbreitete Vorschlag, die mit Pflanzenschutzmitteln be-
handelten Boden noch ldngere Zeit (etwa einen Monat) nach dem
Verschwinden des Ausgangsmolekiils zu untersuchen, da die in-
digene Enzymaktivitit im Boden einige Zeit akkumuliert hat und
daher mehrere Mikroorganismengenerationen reflektiert, ist im
Prinzip zuzustimmen. Allerdings hat sich in den vorliegenden
Versuchen auch in den fast drei Monate bebriiteten behandelten
Boden keine von der potenziellen bioziden Wirkung der Pflan-
zenschutzmittel ableitbare Reaktion der APA gezeigt.

Die hier gewonnenen Ergebnisse bestitigen weitgehend die
aus der Literatur bekannte Empfindlichkeit der DHA gegen-
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iiber bioziden Pflanzenschutzmitteln (z.B. MALKOMES, 1991;
DowmscH, 1992; SCHAFFER, 1993) und lassen sie als geeigneten
Indikator im Boden fiir zahlreiche mikrobiologisch-tkotoxikolo-
gische Fragestellungen zur Differenzierung unterschiedlich bio-
zider Einfliisse erscheinen. Auch die ASA scheint — wenigstens
in vergleichbaren Untersuchungen — &hnliche Eigenschaften auf-
zuweisen und konnte damit zusitzliche Informationen zur Beur-
teilung mikrobiologisch-okotoxikologischer Effekte von Pflan-
zenschutzmitteln im Boden liefern. Allerdings sollten die hier
vorliegenden Erfahrungen zukiinftig noch untermauert werden.
Die APA scheidet indessen nach den vorliegenden Ergebnissen
zumindest als kurzfristiger Indikator aus. Die Untersuchung
mehrerer unterschiedlich empfindlicher Enzymaktivititen
konnte jedoch zur Erstellung boden- bzw. behandlungstypischer
Aktivitdtsmuster genutzt werden (FRANK und MALKOMES, 1993).

Nach Dick (1997) sind Bodenenzyme (allerdings weniger die
DHA) von zahlreichen Umweltfaktoren abhingig und ihr Indi-
katorwert daher schwierig einzuschitzen. Er schlidgt daher vor,
bei Enzymuntersuchungen moglichst immer eine Kontrollvari-
ante mit gleichen 6kologischen Bedingungen als Bezugsbasis
einzusetzen und die Messungen durch andere mikrobiologische,
chemische und physikalische Untersuchungen zu ergénzen, um
Verdnderungen der Bodengesundheit vollstindig und korrekt zu
erfassen. Dies kommt auch der Forderung von DomscH (1991)
entgegen, der mindestens 5 Testparameter zur ausreichenden Be-
urteilung des mikrobiologisch-6kotoxikologischen Risikos von
Pflanzenschutzmitteln im Boden vorschligt. Gesteigert werden
kann die Aussagefdhigkeit jedoch noch, wenn der Versuchsum-
fang z. B. hinsichtlich der Anzahl Béden, Vergleichsmittel, meh-
rerer Dosierungen und der Versuchsdauer optimiert wird (MAL-
KOMES, 2001b).
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