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Abstrakt. Celem pracy bylto zbadanie dynamiki rozktadu her-
bicydu w glebie oraz ocena mozliwos$ci wykorzystania metody
analizy wariancji w uktadzie powtarzanych pomiaréw do opra-
cowania wynikow. Badano wptyw rodzaju gleby (lekka i $rednia)
oraz obecnosci mieszaniny fungicydu i insektycydu na zawarto$¢
pozostatosci linuronu w glebie, w warunkach kontrolowanych.
Czynnikiem powtarzanych pomiardw byt czas oznaczenia stg-
zenia herbicydu (siedem pozioméw). Herbicydy zawierajace
linuron naleza do czgsto stosowanych w polskim rolnictwie. Od-
dzialywanie linuronu na rosliny i glebe nie jest jednak doktadnie
poznane. Do badan uzyto gleb pochodzacych z rejonu pdtnoc-
no-zachodniej Polski. Koncentracje¢ linuronu w roztworze glebo-
wym oznaczano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej. Przeprowadzona analiza statystyczna wynikéw pozwolita
na okreslenie efektow gtéwnych i interakcji czynnikow wpltywa-
jacych na koncentracj¢ linuronu w glebie. Ogdlnie koncentracja
linuronu byta wigksza w glebie $redniej niz lekkiej. Niezaleznie
od rodzaju gleby, linuron w mieszaninie rozktada si¢ znacznie
wolniej niz sam herbicyd. Najszybciej degradacja linuronu naste-
puje w kombinacji: sam herbicyd i gleba lekka.

stlowa kluczowe: gleba, herbicyd, linuron, powtarzane pomiary

WSTEP

Stosowanie herbicydéw w mozliwie matych dawkach
pozadane jest nie tylko ze wzgledow ekologicznych, ale
i ekonomicznych. Czgste sg przypadki pojedynczego uzy-
wania roéznych Srodkow ochrony roslin (insektycydow,
herbicydow, fungicydéw) na t¢ samg rosling uprawnag
w krotkich odstepach czasu. Prace Kucharskiego (2003,
2007), Kucharskiego i Sadowskiego (2009a,b), Swarce-
wicz 1 in. (2007) oraz Swarcewicz i Gregorczyk (2012)
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wykazaty, ze mieszaniny $rodkéw ochrony roslin moga
mie¢ znaczny wplyw na szybkos¢ zanikania substancji ak-
tywnej herbicydu. Zanikanie to jest procesem ztozonych
przemian fizykochemicznych i biologicznych, w wyniku
ktorych zawarto$¢ aktywnej substancji maleje z czasem,
czesto zgodnie z funkcja wyktadnicza (FOCUS, 2006; Kah
iin., 2007; Shaner i in., 2007).

W ostatnich latach, wéréd srodkow ochrony roslin,
grupa herbicydéw fenylomocznikowych zwraca szczegol-
ng uwage ze wzgledu na swoje toksyczne i kancerogenne
wlasciwos$ci. Ponadto te substancje wymagaja dtuzszego
czasu (nawet do kilku miesiecy), aby zanikna¢ w srodowi-
sku.

Czgsto uzywanym w polskim rolnictwie herbicydem
fenylomocznikowym jest linuron, ktorego oddziatywanie
na rosliny i glebe jest nadal przedmiotem badan (Anysz-
ka, Dobrzanski, 2006; Anyszka, Elkner, 2007; Kuchar-
ski, Urbanowicz, 2008; Sowinski i in., 2010). Linuron
[3-(3,4-dichlorofenylo)-1-metoksy-1-metylomocznik] jest
selektywng pochodng N-metoksy-N-metylofenylomoczni-
ka. Wiadomo, ze stosowanie herbicydu z wybranymi kse-
nobiotykami moze silnie modyfikowaé przebieg degrada-
cji substancji aktywnej w zaleznosci od rodzaju gleby (Ku-
charski, Sadowski 2009a; Swarcewicz, Gregorczyk, 2012).
Interesujacym zagadnieniem okazuje si¢ wspoldziatanie
linuronu w ciektej mieszaninie z innymi $rodkami ochro-
ny roslin, np. insektycydami czy fungicydami (Fogg i in.,
2003).

Insektycyd tiametoksam (3-((2-chloro-5-tiazolilo)me-
tylo)tetrahydro-5-metylo-N-nitro-4H-1,3,5-oksadiazyno-
4-imina) jest zaliczany do neonikotinoidow i wykazuje
dziatanie kontaktowe, zotadkowe i systemiczne. Gupta
i in. (2008) wykazali trwato$¢ tego insektycydu w glebie
w warunkach laboratoryjnych, gdzie czas péltrwania wy-
nosit 91-94 dni. Fungicyd mankozeb jest kompleksem
cynku z polimerycznym etylenobis(ditiokarbaminianem)
manganawym. Mankozeb w glebie ulega przemianom
do etylenotiomocznika (ETU), etylenomocznika (EU)
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i siarczku etylenobisizotiocyjanianu (EBIS). Stwierdzono,
ze w glebie utrzymuje si¢ do 165 dni (Hanumantharaju,
Awasthi, 2004).

Celem pracy byla ocena przydatnosci metody analizy
wariancji w uktadzie powtarzanych pomiaréw do okresle-
nia efektow gldwnych i interakcji czynnikow wpltywaja-
cych na pozostatosci linuronu w glebie. Badano wptyw
rodzaju gleby (lekka i $rednia) i obecno$ci mieszaniny
srodkéw ochrony rolin (tiametoksamu i mankozebu) na
koncentracje pozostato$ci herbicydu w glebie w warun-
kach kontrolowanych.

MATERIAL I METODY

Substancja czynna w laboratoryjnym doswiadczeniu
byt linuron (Linurex 500 S.C., Makhteshim Agan Indu-
stries Ltd), a takze jego mieszanina z insektycydem tiame-
toksamem (Actara 25 WG, Syngenta Crop Protection AG)
i fungicydem mankozebem zawierajacym 20% manganu
i 2,5% cynku (Indofil 80 WP, Arysta LifeSciences). Do
badan uzyto gleby lekkiej i sredniej. Gleba lekka zawiera-
fa 72% piasku, 16% pyhu, 12% czgsci splawialnych, 1,7%
materii organicznej, pH wynosito 6,4. Gleba $rednia, o pH =
6,3, zawierata 40% piasku, 34% pyhu, 26% czgsci sptawial-
nych. Te dwa rodzaje gleby sa cz¢sto uzytkowane rolniczo,
a wymienione cechy charakteryzuja poziom 0—10 cm.

Do 450 g gleby dodano 2,0 mg-kg! linuronu i probe
wymieszano. W drugim wariancie oprocz linuronu do gle-
by dodano 10,0 mg kg™ tiametoksamu i 2,1 mg kg!' manko-
zebu. Probki przechowywano w szklanych stojach w sta-
tych warunkach wilgotnosci 60% mpw gleby i temperatury
22 £2°C, ktore kontrolowano raz w tygodniu. Trzy 50 g
probki gleby z kazdej kombinacji byly brane do analizy.
Pomiary stezenia linuronu w glebie wykonano w dniu roz-

Tabela 1. Analiza wariancji w uktadzie z powtarzanymi pomiarami

Table 1. Analysis of variance in repeated measures design.

poczecia doswiadczenia i po 10, 20, 30, 40, 70, 90 dniach
po aplikacji, w trzech powtdrzeniach. Przedzialy czasowe
zastosowane w doswiadczeniu ustalono biorgc pod uwa-
ge, ze proces zanikania herbicydu moze by¢ dwufazowy.
Z tego powodu najpierw kontrolowano poziom st¢zenia
linuronu w glebie co 10 dni, a nastgpnie co 20-30 dni.
Substancj¢ aktywna oznaczano metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), uzywajac chromatogra-
fu Waters 600E z detektorem PDA (UV) i kolumng Waters
Nova Pack C18. Prowadzono elucj¢ izokratyczng w ukta-
dzie odwroconych faz. Jako faz¢ ruchoma zastosowano
mieszaning metanolu i wody (80:20). Pomiary prowadzo-
no dla dlugosci fali 249 nm. Akwizycj¢ i obrobke danych
przeprowadzono z uzyciem programu HP Waters Mille-
nium Software. Granica oznaczalnosci metody wynosita
0,012 mg kg, odzysk metody wynosit 82,2 + 8% (+xRSD),
a granica wykrywalnosci 0,005 mg-kg'.

Wyniki badan opracowano statystycznie, wykorzystu-
jac metod¢ dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
w uktadzie powtarzanych pomiaréw. Pierwszy miedzy-
grupowy czynnik do§wiadczalny to gleba z dwoma pozio-
mami: lekka i $rednia. Drugi migdzygrupowy czynnik to
wariant substancji aktywnej z dwoma poziomami: sam li-
nuron i jego mieszanina z tiametoksamem i mankozebem.
Czynnikiem powtarzanych pomiaréw byl czas (siedem
pomiaréw od 1. dnia do 90. dnia eksperymentu). Zmien-
ne niezalezne to gleba i wariant mieszaniny pestycydow,
a zmienna zalezng byla koncentracja linuronu w glebie.
Powyzsze czynniki do§wiadczalne i ich poziomy tworzyty
uktad 2 x 2 x 7. Do weryfikacji hipotezy zerowej uzyto
testu F, a procedur¢ poréwnan wielokrotnych — uwzgled-
niajaca statystyczng istotno$¢ zmiennej zaleznej — oparto
na tescie Tukeya, na poziomie istotnosci 0,05. Wszystkie
obliczenia wykonano za pomoca pakietu Statistica 9.0.

i Licz
Suma kwadratow czba

Sredni kwadrat

Efekt Sum of squares stopni swobody Mean square Statystyka F Poziom p
Effect d Degrees of freedom q F statistics P-level
SS daf MS
Gleba; Soil 0,0637 1 0,0637 34,37 0,00038
Wariant; Variant® 0,8514 1 0,8514 459,5 <0,0001
Gleba x Wariant 0,0009 1 0,0009 0,49 0,5055
Soil x Variant
Btad; Error 0,0148 8 0,0019
Czas; Time 16,879 6 2,8132 3638 <0,001
Czas x Gleba 0,0443 6 0,0074 9,54 <0,001
Time x Soil
Czas x Wariant 0,3415 6 0,0569 73,61 <0,001
Time x Variant
Czas x Gleba x Wariant 0,0752 6 0,0125 16,21 <0,001
Time x Soil x Variant
Btad; Error 0,0371 48 0,0008

#  wariant — sposOb uzycia linuronu (sam linuron lub linuron + mieszanina tiametoksamu i mankozebu; variant — the way of linuron addition (linuron

alone or linuron + mixture of tiametoxam and mancozeb)
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Tabela 2. Wyniki dostosowania jednowymiarowego testu istotnosci z uwzglednieniem poprawki Huynha-Feldta
Table 2. Results of adapted one-dimensional significance test taking into account the Huynh-Feldt correction adjustment.

Liczba stopni

Poprawione wartosci

Efekt swobody Statystyka F Poziom p Wsp Oiczynmk Adapted values
c. Coefficient
Effect Degree of freedom  F statistics P-level
I € df 1 df2 p

Czas; Time 6 3638 <0,001 0,948 5,69 45,53 <0,001
Czas x Gleba 6 9,54 <0,001 0,948 5,69 45,53 <0,001
Time x Soil
Czas x Wariantif 6 73,61 <0,001 0,948 5,69 45,53 <0,001
Time x Variant
Czas x Gleba x Wariant 6 16,21 <0,001 0,948 5,69 45,53 <0,001

Time x Soil x Variant

Btad; Error 48

# patrz tab. 1; see Table 1

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki jednowymiarowej analizy wariancji zawiera ta-
bela 1. Stwierdzono wysoce istotne réznice w poziomach
efektow gtownych (rodzaje gleby i warianty substancji ak-
tywnej). Efekt czasu takze okazat si¢ wysoce istotny. Udo-
wodniono rowniez istotne réznice koncentracji linuronu w
wyniku interakcji typow gleby i czasu, wariantu substan-
cji aktywnej i czasu oraz potrdjnego efektu czas x gleba x
wariant. Podwojna interakcja gleba x wariant okazata sig¢
nieistotna.

Warunkiem koniecznym i wystarczajacym poprawno-
$ci uzycia testu F w jednowymiarowej ANOVA jest spel-
nienie zalozenia o sferycznosci (sphericity), czyli rownos¢
wariancji r6znic wsréd wszystkich par doswiadczalnych.
Odpowiednim testem do weryfikacji hipotezy zerowe;j jest
test W Mauchly'ego. W badaniach wtasnych nie zostato
spelnione zatozenie o sferycznosci (prawdopodobienstwo
testowe p<0,01).

Ze wzgledu na znaczne naruszenie zatozenia o sfe-
rycznosci, wprowadzono czynniki korygujace € (tab. 2), tj.

Tabela 3. Poréwnanie $rednich wartos$ci koncentracji herbicydu
[mg-kg'] dla efektow gldwnych

Table 3. Comparison of mean values of herbicide concentration
[mg kg''] for main effects.

Pozi Koncen-
Czynnik o tracia  NIR,,,
Factor Y Concen- LSD
Level factor . 0.05
tration
Rodzaj gleby lekka; light 1,25 0.022
Soil type $rednia; medium 1,31 ’
li 1,1
Wariant pestycydu fnaror 18 0.022
Variant of pesticide fmieszanina 1,38 ’
mixture

poprawke Huynha-Feldta. Czynniki korygujace uwzgled-
niajg odstgpstwo macierzy kowariancji od symetrii pola-
czonej 1 shuzg do modyfikacji stopni swobody, zwigzanych
z testem F (Stanisz, 2007).

Dostosowane liczby stopni swobody nie zmienity war-
tosdci testu F (tab. 2), co pozwolito na dalsze analizy sta-
tystyczne, tym bardziej ze wartos$ci poprawki korygujacej
€ sg bliskie jednosci i nie zmieniaja w sposob zasadniczy
dotychczasowych wynikow. Podej$cie wielowymiarowe
(test A Wilksa) takze nie dyskwalifikuje zastosowanej,
prostszej, jednowymiarowej metody ANOVA.

Efekt glowny rodzaju gleby okazat si¢ wysoce istotny
(tab. 3). Przecigtnie koncentracja linuronu w glebie $redniej
byta wigksza 0 0,06 mg-kg' od wartosci w glebie lekkie;.

Efekt glowny wariantu stosowania herbicydu w mie-
szaninie byt wysoce istotny (tab. 3). Srednio koncentra-
cja linuronu w obiekcie z mieszaning byta o 0,20 mg-kg!
wicgksza od warto$ci dla samego herbicydu.

Interakcja (wspotdziatanie) gleba x wariant byta staty-
stycznie nieistotna (p>0,05). Interakcje podwojne czas x
gleba (rys. 1) i czas x wariant (rys. 2, tab. 4) okazaly si¢

Tabela 4. Wartosci koncentracji linuronu [mg-kg'] w siedmiu
czasach pomiaru

Table 4. Concentration values of herbicide [mg kg'] for seven
measurement time.

Czas [dni]; Time [days]

Wariant
Variant | 10 20 30 40 70 90
Mieszanina | o7 1 a4 151 130 119 105 0,80
Mixture
Linuron 1,96 1,71 135 1,17 097 065 044

NIR, ., dla interakeji; LSD, . for interaction:
wariant X czas; variant X time — 0,032

czas X warlant; time x variant — 0,049
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Symbole przedstawiaja $rednie z trzech replikacji. Pionowe stupki reprezentuja

95% przedziaty ufnosci; Symbols represent averages of three replications. Vertical
bars represent 95% confidence intervals.

Rys. 1. Rozpad linuronu w glebie lekkiej i $redniej
Fig. 1. Linuron degradation in light soil and in medium-heavy soil.
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Symbole przedstawiaja Srednie z trzech replikacji. Pionowe stupki reprezentuja
95% przedziaty ufnosci. Symbols are averages of three replications. Vertical bars
represent 95% confidence intervals.

Rys. 2. Rozpad linuronu samego i w mieszaninie w glebie
Fig. 2. Degradation of linuron alone and in mixture in soils.

istotne, co oznacza, ze koncentracja herbicydu zmienia si¢ w cza-
sie niejednakowo w zaleznosci od rodzaju gleby, a takze w zalez-
no$ci od wariantu substancji aktywnej.

Zastosowanie procedury Tukeya wskazato, ze dopiero od 70.
dnia (6. pomiar) rodzaj gleby ma wplyw na stezenie linuronu,

natomiast wariant uzycia substancji aktywnej ma
wplyw na stezenie linuronu juz od 10. dnia do-
$wiadczenia.

Interakcja potrdjna czas x gleba x wariant byta
istotna. Istotno$¢ réznic miedzy $rednimi, wynika-
jacych z efektu interakcji, odpowiada nieréwnole-
glemu przebiegowi krzywych degradacji (rys. 3).
W glebie lekkiej roznice migdzy wariantami udo-
wodniono od 30. dnia (4. pomiar); w glebie $red-
niej natomiast juz od poczatku eksperymentu (2.
pomiar, 10. dzien).

Weczesniejsze prace Wybieralskiego i in. (2000)
oraz Swarcewicz i in. (2003) udowodnity, ze man-
kozeb i jego mieszanina z insektycydami bromfen-
winfosem, diazinonem i metrybuzyna modyfikowa-
ly procesy respiracji i nitryfikacji w glebie lekkie;j.
Z kolei mieszanina pendimetaliny, tiametoksamu
i mankozebu istotnie hamowata szybkos¢ rozpadu
herbicydu (Swarcewicz, Gregorczyk, 2012). Suge-
ruje to wplyw fungicydow na biodegradacje innych
pestycydow w glebie oraz dominujacg role czyn-
nika mikrobiologicznego w rozpadzie herbicydu
w mieszaninie pestycydow w kompleksie glebo-
wym. To stwierdzenie jest takze potwierdzeniem
wnioskow z prac Hance (1973) oraz Sniegowskiego
iin. (2011). Ze wstepnych badan wynika, iz gwal-
towny spadek szybkos$ci rozpadu gltéwnego herbi-
cydu nie jest spowodowany dodatkiem do niego in-
nych herbicydow (Beulke i in., 2000). Wyjasnienie
tego zjawiska wymaga jednak prowadzenia bar-
dziej zaawansowanych doswiadczen w tym zakre-
sie. Niekiedy wyniki eksperymentow laboratory;j-
nych z degradacja wybranych herbicydow w glebie
sa wykorzystywane do symulacji komputerowych
(Beulke i in., 2000; Walker, Zimdahl, 1981).

Dalsze prace nad trwato$cia srodkow ochrony
ro§lin w réznych wariantach ich stosowania po-
winny przyczyni¢ si¢ do poznania mechanizmoéow
degradacji herbicydéw w glebie i stworzy¢ prak-
tyczne wzorce stosowania pestycydéw w rolnic-
twie. Elementem tych badan sa doswiadczenia
z wybranymi rodzajami gleby w warunkach labo-
ratoryjnych.

Przedstawiony w pracy uktad analizy warian-
cji jest spotykany w eksperymentach medycznych
(Kabat-Zinn i in., 1992; Kuehl, 2000) czy psycho-
logicznych (Brzezinski, Stachowski, 1984), gdzie
czesto zachodzi potrzeba wykonania tego samego
badania — u tych samych os6b — po uptywie okre-
slonego czasu.

We wlasnym eksperymencie laboratoryjnym
stosowano to samo oznaczenie analityczne wie-
lokrotnie w stosunku do tych samych obiektow,
dlatego w pracy wykorzystano, stosunkowo rzad-
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Symbole przedstawiaja $rednie z trzech replikacji. Pionowe stupki reprezentuja
95% przedziaty ufnosci; Symbols are averages of three replications. Vertical bars
represent 95% confidence intervals.

Rys. 3 . Rozpad linuronu samego i w mieszaninie z fungicydem i insekty-
cydem w glebie lekkiej i Sredniej.

Fig. 3. Degradation of linuron alone and in mixture with fungicide and
insecticide in light soil and medium soil.

ko uzywang w badaniach rolniczych, metod¢ analizy wariancji
w uktadzie powtarzanych pomiarow.

W metodzie ANOVA, w uktadzie powtarzanych pomiarow ta-
twiej odrzuci¢ hipotezg zerowa ze wzgledu na mniejszy sktadnik
btedu i przyjaé hipotezg alternatywng. Ewentualne udowodnienie
interakcji czynnikéw doswiadczalnych jest cenng praktyczng prze-
stankg do okreslenia najkorzystniejszej kombinacji w ekspery-
mencie. Natomiast wada tego uktadu jest przyjecie dodatkowych
zalozen, a zwlaszcza zatozenia o sferycznosci, ktoérego naruszenie
moze prowadzi¢ do btednych wnioskow.

WNIOSKI

1. Stwierdzono przydatno$¢ metody analizy wariancji w ukta-
dzie powtarzanych pomiarow do oceny dynamiki rozktadu linuro-
nu w glebie.

2. Przecigtnie koncentracja linuronu jest wicksza w glebie
sredniej niz lekkiej.

3. Srednio koncentracja linuronu jest wieksza w wariancie
mieszaniny z tiametoksamem i mankozebem. Zr6znicowanie jest
istotne statystycznie juz od poczatku eksperymentu.

4. Degradacja linuronu nastepuje najszybciej w kombinacji:
sam herbicyd i gleba lekka.
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A. Gregorczyk, M. Swarcewicz

REPEATED MEASURES ANOVA TO DETERMINE
THE EFFECTS OF FACTORS AFFECTING
HERBICIDE RESIDUES IN SOIL

Summary

The aim of this study was to test a rarely used statistical approach,
the repeated measures ANOVA, to analyze the results of an agricultural
experiment. The effect of soil type (light vs. medium), and of pesticides
used in association with linuron on the level of the herbicide residues
under controlled conditions was studied. Timing of herbicide concen-
tration assay was used as the repeated measures factor (seven levels).
Linuron-containing herbicides are often used in Polish agriculture. The
impact of linuron on plants and soil, however, is not fully understood.
Soil from the area of the north-western Poland was used in the study .
Linuron concentration in soil solution was determined by liquid chro-
matography. Statistical analysis of the results allowed us to determine
the main effects and interactions of factors, affecting the concentration
of linuron in the soil. Overall, linuron concentration was higher in the
medium than light soil. Regardless of the type of soil, linuron in mixtu-
res is decomposed at a much slower rate than the herbicide alone. The
fastest linuron degradation occurs in combination: the herbicide alone
and light soil.

key words: herbicide, linuron, repeated measures, soil



