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Abstrakt: Intensyfikacja rolnictwa spowodowata wzrost uzycia
$rodkow grzybobojczych w produkeji roslinnej. Srodki ochrony
roslin moga zmienia¢ lokalne warunki srodowiskowe w glebie,
do ktérej moga si¢ dostawa¢ podczas oprysku roslin lub z za-
prawami nasiennymi. Wséréd wielu badan prowadzonych nad
stosowanymi preparatami nalezy przeanalizowa¢ rowniez ich
wplyw na mikroflor¢ glebowa. W przedstawionych badaniach
przetestowano wplyw wybranych $rodkéw grzybobdjczych:
Acrobat MZ 69 WG (substancje czynne: dimetomorf 90 g-kg!
i mankozeb 600 g-kg') i Gwarant 500 SC (substancja czynna:
chlorotalonil 500 g-1'") na wtasciwosci powierzchniowe mikroor-
ganizmow glebowych Rahnella aquatilis oraz Raoultella planti-
cola. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zarowno Acrobat MZ 69 WG,
jak 1 Gwarant 500 SC modyfikowaty powierzchni¢ komodrek
szczepow R. aquatilis 1 R. planticola, zwigkszajac ich hydro-
fobowos$¢. Ponadto dodatek Acrobatu MZ 69 WG powodowat
zwigkszenie przepuszczalnosci wewnetrznej btony komoérkowe;j
obu wybranych szczepow glebowych, czego nie zaobserwowano
w przypadku preparatu Gwarant 500 SC. Wzrost stezenia obu
srodkéw grzybobojczych obnizat wartos¢ potencjatu zeta komo-
rek szczepu R. planticola az do wartosci -26,2 mV (w obecnosci
Gwarantu 500 SC), azwigkszat—szczepu R. aquatilis (do-16,9mV,
wobec Acrobatu MZ 69 WG). Uzyskane wyniki wskazuja na
znaczace modyfikacje powierzchni komorek bakterii glebowych
pod wpltywem badanych preparatow grzybobdjczych. Kierunek
oraz intensywno$¢ wywotanych zmian zalezaty od rodzaju oraz
dawki stosowanego preparatu. Jednoczesnie analiza statystyczna
nie wykazata bezposredniej korelacji migdzy zmianami st¢zenia
a wszystkimi analizowanymi parametrami.
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WSTEP

Wzmozony popyt na zywno$¢ przyczynit si¢ do zwigk-
szenia produkcji rolniczej i tym samym masowego sto-
sowania $rodkow ochrony roslin. W uprawach warzyw
1 owocow szczegolnie istotna jest walka z plesniami i inny-
mi grzybami obnizajacymi plony oraz ich jakos$¢ i warto$é
odzywcza. W Polsce sprzedaz srodkow grzybobdjczych
stale rosnie 1 wyniosta w roku 2012 niemal 14,5 t (Urban,
2014).

Dziatanie fungicydow polega w szczeg6lnosci na zabu-
rzeniu wzrostu i rozwoju komorek budujacych grzybnie,
a w rezultacie prowadzi do zamierania catego organizmu
grzybowego. Do fungicydow o dziataniu powierzchnio-
wym naleza zwiazki bedace pochodnymi weglowodorow
aromatycznych. Jedng z gtownych grup fungicydéw sa
zwigzki zawierajace pier§cien benzenowy w czasteczce. Sa
to gtownie pochodne chlorobenzenu i chloronitrobenzenu,
np. chlorotalonil (tetrachloroizoftalonitryl). Mechanizm
dziatania tej grupy zwiazkow grzybobdjczych opiera si¢ na
zakldcaniu procesow energetycznych u grzyboéw. Wykazu-
ja one dziatanie ochronne w stosunku do roslin warzyw-
nych, okopowych oraz ozdobnych przed zaraza ziemniaka,
maczniakami, alternarioza i innymi chorobami. Jednocze-
$nie badania wskazuja na niska toksycznos¢ chlorotaloni-
lu w stosunku do organizmow statocieplnych (McMahon
iin., 2011).

Fungicydy morfolinowe, charakteryzujace si¢ dziata-
niem wgtebnym, powoduja inhibicj¢ syntezy biologicznej
ergosteroli wchodzacych w sktad bton komérkowych grzy-
bow. Podczas dtuzszego ich stosowania moga pojawiac si¢
formy grzybow odporne na dziatanie tej grupy substancji.
Fungicydy te znajduja zastosowanie w ochronie upraw
ro$lin przed maczniakami rzekomymi i zaraza ziemniaka.
W przypadku fungicydow morfolinowych (zawartych
m.in. w preparacie Acrobat MZ 69 WP) substancjami bio-
logicznie czynnymi moga by¢ fenpropimorf oraz dimeto-
morf (Okorski i in., 2015).
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Dotychczas przewazajaca cze$¢ badan dotyczacych
fungicyddéw obejmowata okreslenie ich mechanizmu dzia-
fania na komorki grzybdéw, wptywu na kondycje upraw
oraz zdrowie czlowieka. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na
wplyw stosowanych preparatow grzybobdjczych takze na
te mikroorganizmy bytujace w ekosystemie, ktore nie sg
celem dziatania preparatu. Nalezg do nich bakterie obec-
ne w glebie, w ktérej prowadzone sg uprawy. Nawet pre-
paraty o niskiej toksycznosci i nie zaburzajace znaczaco
roéwnowagi mikrobiologicznej, moga wplywa¢ na zmiany
w fizjologii i budowie komorek bakteryjnych, w tym na
ich wlasciwosci powierzchniowe odpowiadajace za inte-
rakcje ze sktadnikami gleby czy korzeniami ro$lin. Jednym
z gtownych efektow kontaktu z fungicydami sg znaczace
zmiany w przepuszczalno$ci blony komadrkowej. Réwno-
cze$nie obserwowana jest zwigkszona akumulacja tych
srodkow w biomasie bakteryjnej (Guven i in., 2005; Shre-
stha iin., 2013).

Chlorotalonil wykazuje wtasciwosci toksyczne wobec
mikroorganizmoéow glebowych, a jego biodegradacja w gle-
bie jest utrudniona, ze wzgledu na silng adsorpcje do cza-
stek statych (Zhang i in., 2014). Szacuje sie, ze okres pottr-
wania chlorotalonilu w glebie w klimacie umiarkowanym
wynosi do sze$ciu miesiecy, a jednym z najwazniejszych
etapow jego biodegradacji jest dehalogenacja prowadza-
ca do usunigcia atomu chloru z czasteczki (Liang i in.,
2010). W analogicznych warunkach potowiczny rozktad
mankozebu trwa od pigciu do dziesigciu tygodni, a glow-
nymi produktami jego biodegradacji sa etylotiomocznik,
etylomocznik i siarczan bis(izotiocyjanianu) (Cycon i in.,
2010).

Celem pracy byto zbadanie wptywu dwoch wybranych
komercyjnych $rodkéw grzybobodjczych, Acrobat MZ 69
WG oraz Gwarant 500 SC, na wlasciwosci powierzchnio-
we komorek bakterii glebowych. Badania obejmowaty
wyznaczenie hydrofobowo$ci powierzchni komorek, okre-
$lenie przepuszczalnosci blony komorek bakteryjnych oraz
wyznaczenie potencjatu zeta komodrek bakteryjnych.

MATERIALY I METODY

Fungicydy

Do badan wybrano dwa preparaty grzybobdjcze: Acro-
bat MZ 69 WG (BASF Agro B.V., Szwajcaria), ktory za-
wiera dwie substancje czynne: dimetomorf (90 g-kg™! pre-
paratu) i mankozeb (600 g-kg! preparatu) oraz Gwarant
500 SC (Arysta LifeScience Polska Sp z 0.0.), w ktorym
substancja aktywna jest chlorotalonil (500 g-1! prepara-
tu). Do hodowli bakteryjnych badane preparaty dodawano
w postaci roztworu fungicydu w medium hodowlanym
o stezeniu 4 g-1'%.

Mikroorganizmy
W badaniach wykorzystano dwa szczepy bakterii
glebowych pochodzace z kolekcji Zaktadu Chemii Orga-

nicznej Politechniki Poznanskiej: Rahnella aquatilis oraz
Raoultella planticola. Zostaly one wyizolowane z probek
gleby z obszaru poéinocno-zachodniej Polski, a ich identyfi-
kacje biochemiczng wykonano z wykorzystaniem systemu
VITEK® 2 (bioMerieux Polska). Sg to Gram-ujemne pa-
teczki powszechnie wystepujace w glebie. Szczepy prze-
chowywano na plytkach agarowych z podlozem Mueller-
-Hinton (bioMerieux, Polska).

Prowadzenie hodowli i przygotowanie probek do badan

Hodowle bakteryjne zawierajagce 50 ml medium ho-
dowlanego (Dobslaw, Engesser, 2012) prowadzono w kol-
bach o objetosci 250 ml. Kazda z hodowli zawierata eks-
trakt drozdzowy w ilosci 0,4 g-1", glukoze w ilosci 0,4 g-1'!
oraz badany preparat grzybobojczy dodany w ilosci odpo-
wiadajacej uzyskaniu w hodowli stezenia 4; 8; 16; 24; 30;
36 lub 40 mg-1I''. Proby odniesienia stanowity hodowle nie
zawierajace zadnego z fungicydéw. Hodowle inkubowano
na platformie z wytrzgsaniem (120 obr.-min™!) w tempera-
turze 30°C.

Po 7 dniach 30 ml hodowli wirowano (8000 obr.-min’';
5 min, 10°C), zlewano supernatant, a biomas¢ dwukrotnie
przemywano medium hodowlanym. Nastgpnie biomasg
zawieszano w 5 ml medium i mierzono gestos¢ optyczng
(spektrofotometr V-650, Jasco, Japonia) zawiesiny komo-
rek przy dlugosci fali 600 nm. W razie potrzeby zawiesing
rozcienczano medium, tak aby jej gestos¢ optyczna wynio-
sta 1,0.

Hydrofobowo$¢ powierzchni komérek

Pomiar hydrofobowosci powierzchni komorek bakte-
ryjnych wykonywano metoda mikrobiologicznej adhezji
do weglowodordéw (Rosenberg i in., 1991). W tym celu do-
dawano do kazdej probki 0,5 ml heksadekanu, wytrzasano
przez 2 minuty i odstawiano do momentu rozdziatu faz,
po czym mierzono gestos¢ optyczng fazy wodnej. Stopien
hydrofobowosci H komdrek obliczano ze wzoru:

H=[(4,-A4)/4,]-100%

gdzie: 4, i A, — odpowiednio ggstos¢ optyczna zawiesiny
komorek przed wprowadzeniem heksadekanu i po rozdzie-
leniu faz. Przedstawione wyniki to warto$¢ sredniej aryt-
metycznej otrzymanej z trzech pomiaréw.

Pomiar potencjalu zeta

W celu wyznaczenia potencjalu zeta na powierzchni
mikroorganizméw zawiesing komoérek wprowadzano do
kuwet o pojemnosci 1 ml wyposazonych w elektrody po-
miarowe. Pomiar potencjatu zeta przeprowadzano z uzy-
ciem aparatu Zetasizer Nano ZS firmy Malvern. Przedsta-
wione wyniki to warto§¢ $redniej arytmetycznej otrzyma-
nej z trzech pomiarow.

Analiza przepuszczalno$ci blony komoérkowej
Oznaczenie przepuszczalno$ci wewngtrznej btony ko-
morkowej przeprowadzono metoda opisang przez Zhang



76 Polish Journal of Agronomy, No. 26, 2016

i in. (2013). Do 5 ml zawiesiny komoérek doda-
wano 250 pl roztworu wodnego o-nitrofenylo-f-
D-galaktopiranozydu (ONPG) o stezeniu 30 mM
i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 30°C.
Nastepnie probke odwirowano (5000 obr.-min’;
10 min, 10°C) i mierzono absorbancj¢ supernatantu
przy diugosci fali 600 nm. Przepuszczalno$¢ btony
komoérkowej obliczano na podstawie stg¢zenia o-ni-
trofenolu powstatego w wyniku hydrolizy ONPG za-
chodzacej z udziatem f-galaktozydazy bakteryjnej.
Przedstawione wyniki stanowig $rednig arytmetycz-
ng otrzymang z trzech pomiardw.

Analiza statystyczna wynikéw

Kazdy pomiar wykonywano w trzech powtorze-
niach i na ich podstawie wyliczano $rednig oraz od-
chylenie standardowe. Zebrane wyniki z pomiarow
wlasciwosci powierzchniowych poddano analizie
statystycznej za pomoca dwuczynnikowej analizy
wariancji (ang. Two Way Anova). Roznice miedzy
wynikami uzyskanymi dla réznych stgzen prepara-
tu byly okreslane dla kazdego szczepu oddzielnie.
Istotno$¢ stwierdzonych réznic oceniano testem
Holm-Sidak. Przyj¢to poziom istotnosci P < 0,005.
Jako czynniki roéznicujace uwzgledniono rodzaj
fungicydu oraz jego stezenie (Fay, Gerow, 2013;
Krzych, 2007). Obliczenia wykonano w programie
SigmaPlot 11.0, a wykresy w programie Microsoft
Excel 2010.

WYNIKI

Hydrofobowo$¢ powierzchni komérek
Preparat Acrobat MZ 69 WG modyfikowal po-
wierzchni¢ szczepu Rahnella aquatilis w kierun-
ku cech hydrofobowych (rys. la). Hydrofobowos$¢
komorek wzrastata wraz ze wzrostem st¢zenia tego
fungicydu i przy stezeniu 40 mg-1"' $rodka grzybo-
bojczego wyniosta 60%. Badany preparat podob-
nie modyfikowal powierzchni¢ szczepu Raoultella
planticola w kierunku bardziej hydrofobowego cha-
rakteru wraz ze wzrostem st¢zenia fungicydu, przy
czym powyzej stezenia 8 mg-1"! hydrofobowos¢ po-
wierzchni komorek utrzymywata si¢ na statym po-
ziomie (ok. 40%) niezaleznie od stezenia preparatu.
Preparat Gwarant 500 SC réwniez modyfikowat
powierzchni¢ komorek szczepu Rahnella aquatilis
w kierunku cech hydrofobowych (odpowiadajace
hydrofobowosci powyzej 40%) (rys. 1b), jednak
przy nizszych stezeniach fungicydu komorki stawa-
ly si¢ bardziej hydrofilowe. Modyfikacja w kierunku
hydrofobowego charakteru powierzchni komorek
byla obserwowana przy stezeniach Gwarantu 500
SC powyzej 16 mg-1"!. W probie kontrolnej szczep
Raoultella planticola wykazywal wtasciwosci hy-
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Rysunek 1. Zmiany hydrofobowosci powierzchni komorek szczepow
Rahnella aquatilis i Raoultella planticola w zaleznosci od st¢zenia
preparatow grzybobojczych a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwarant 500
SC

Figure 1. Changes of cell surface hydrophobicity of the strains Rahnella
aquatilis and Raoultella planticola depending on concentration of
fungicides a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwarant 500 SC.

drofilowe (rozumiane jako hydrofobowos¢ ponizej 25%). Wraz
ze wzrostem stezenia fungicydu wyraznie zwigkszata si¢ hydro-
fobowo$¢ komorek tego szczepu. W tym przypadku odnotowano
liniowy wzrost hydrofobowos$ci wraz ze wzrostem stgzenia pre-
paratu.

Analiza wynikow uzyskanych dla szczepu R. aquatilis wy-
kazala, ze charakteryzuja si¢ one rozktadem normalnym. Sred-
nia wynikow badanego przedziatu wynosita 51,8% w przypadku
wynikéw uzyskanych dla preparatu Acrobat MZ 69 WG (odchy-
lenie standardowe 4,5%) oraz 35% dla wynikow uzyskanych
dla preparatu. Gwarant 500 SC (odchylenie standardowe 7,2%).
W przypadku tego szczepu bakteryjnego wystepuja istotne staty-
stycznie réznice w mierzonych warto$ciach hydrofobowosci ko-
moérek w zaleznosci od zastosowanego fungicydu i w zaleznosci
od stezenia preparatu.
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Rysunek 2. Zmiany przepuszczalnosci wewngtrznej btony komodrkowe;j
szczepdw Rahnella aquatilis 1 Raoultella planticola w zalezno$ci od
stezenia preparatow grzybobdjczych a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwa-
rant 500 SC.

Figure 2. Changes of cell membrane permeability of the strains of Rah-
nella aquatilis and Raoultella planticola depending on concentration
of fungicides a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwarant 500 SC.

W przypadku szczepu R. planticola wartosci hydrofobowosci
komorek rowniez wykazywaty rozktad normalny, $rednia bada-
nego przedzialu wynosita odpowiednio dla preparatu Acrobat MZ
69 WG 35,0% (odchylenie standardowe 7,2%), a dla preparatu
Gwarant 500 SC 32,3% (odchylenie standardowe 7,4%). Przepro-
wadzona wielokrotna analiza parami (Holm-Sidak) wykazata wy-
stepowanie istotnych statystycznie roznic w zalezno$ci od rodzaju
oraz stgzenia zastosowanego fungicydu.

Przepuszczalno$¢ blony komérkowej

Przepuszczalnos¢ blony szczepu Rahnella aquatilis zosta-
ta zmodyfikowana przez preparat Acrobat MZ 69 WG (rys. 2a).
Wraz ze wzrostem ste¢zenia fungicydu wyraznie zwigkszata sie
przepuszczalno$¢ btony komoérek bakteryjnych przy stezeniach
powyzej 8 mg-1". Analogiczne wyniki uzyskano w przypadku
szczepu Raoultella planticola.

Wraz ze wzrostem st¢zenia preparatu Gwarant
500 SC malata przepuszczalno$¢ wewnetrznej
btony komoérkowej szczepu Raoultella planticola
i najnizsza warto$¢ (0,2 pmol-min'-1") zaobserwo-
wano przy stezeniu 30 mg-1"! (rys. 2b). Nastepnie
wraz ze wzrostem stgzenia przepuszczalno$¢ blony
nieznacznie wzrosta. W przypadku szczepu Rahnel-
la aquatilis badany fungicyd poczatkowo zwigk-
szyt przepuszczalno$é (do 0,62 pmol-min'-1'!) przy
4 mg-1", jednak wraz ze wzrostem stezenia fungi-
cydu przepuszczalno$¢ ulegta obnizeniu i utrzymy-
wala si¢ na poziomie okoto 0,4 pmol-min!-1".
Jedynie przy stezeniu Gwarantu 500 SC réwnym
16 mg-1"! zanotowano skokowy wzrost przepusz-
czalno$ci do 0,65 pmol-min -1,

W przypadku analiz przepuszczalnosci btony
komorkowej uzyskane wyniki badan nie wykazy-
waly rozktadu normalnego, a mediany wynosily dla
szczepu R. aquatilis 0,55 pmol-min'-I"! (Acrobat
MZ 69 WG) 10,43 pmol-min!-1"! (Gwarant 500 SC).
Dla szczepu R. planticola mediany uzyskanych wy-
nikow byty rowne 0,51 pmol-min! 1" (Acrobat MZ
69 WG) i 0,25 pmol'min' 1! (Gwarant 500 SC).
Analiza statystyczna wynikéw wskazuje, ze zarow-
no rodzaj, jak i stezenie fungicydu maja istotne zna-
czenie w odniesieniu do zmian przepuszczalno$ci
btony komorek. Jest to obserwowane w przypadku
komorek obu szczepow, co potwierdzito porowna-
nie wynikow metoda wielokrotnej analizy parami
z poziomem istotnosci 0,05. Analogiczna analiza
wynikéw przepuszczalno$ci btony komoérkowej
wskazala na istnienie poszczegdlnych grup wyni-
kéw roéznigcych sie statystycznie.

Potencjal zeta na powierzchni komérek

Analiza wynikéw pomiaréw potencjatu zeta
szczepu Rahnella aquatilis w obecnosci preparatow
Acrobat MZ 69 WG oraz Gwarant 500 SC wykazata,
ze potencjat zeta zalezy od stgzenia fungicydu (rys.
3). W miar¢ wzrostu stezenia analizowanych fungi-
cydoéw wartos¢ potencjatu zeta wzrasta, a wigc sta-
bilno$¢ uktadu obniza si¢, poniewaz im blizsze zera
wartosci osigga potencjal zeta, tym mniej trwata
i szybciej sedymentujaca jest zawiesina. Wyniki ba-
dan wykazuja znaczacy wplyw preparatow Acrobat
MZ 69 WG oraz Gwarant 500 SC na obnizenie po-
tencjatu zeta komorek Raoultella planticola (rys. 3).

Wyniki pomiaréw potencjatu zeta uzyskane dla
obu analizowanych szczepdéw wykazuja rozklad nor-
malny. Mediana dla szczepu R. aquatilis na podtozu
zawierajacymAcrobat MZ 69 WG wynosita-20,7mYV,
anapodlozu zawierajacym Gwarant 500 SC-21,9mV.
Natomiast w przypadku szczepu R. planticola me-
diana wynosita odpowiednio -24,2 mV (Acrobat MZ
69 WG) 1-24,0 mV (Gwarant 500 SC).
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Rysunek 3. Zmiany potencjatu zeta komorek szczepow Rahnella aqua-
tilis 1 Raoultella planticola w zaleznosci od stezenia preparatow
grzybobdjczych a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwarant 500 SC

Figure 3. Changes of zeta potential of the cells of strains of Rahnella
aquatilis and Raoultella planticola depending on the concentration
of fungicides a) Acrobat MZ 69 WG, b) Gwarant 500 SC.

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania pokazuja, ze zardwno preparat
Acrobat MZ 69, jak i Gwarant 500 SC wptywaja na wiasciwosci
powierzchniowe wybranych szczepdw bakteryjnych. Analizujac
wplyw testowanych fungicydow stwierdzono, ze potencjat zeta,
przepuszczalno$¢ btony i hydrofobowosé powierzchni komorek
bakteryjnych sg zalezne od rodzaju oraz ilosci preparatu grzybo-
bojczego.

Oba s$rodki grzybobdjcze stosowane w badaniach modyfi-
kuja powierzchni¢ komorek bakteryjnych testowanych szcze-
poéw w kierunku cech hydrofobowych, co umozliwia komor-
kom pobieranie zwigzkéw o charakterze hydrofobowym ze
srodowiska (Salek i in., 2013). Sposrod testowanych uktadow
z dodatkiem fungicydéw najwicksza hydrofobowos$é w przy-
padku szczepu Rahnella aquatilis uzyskano podczas hodowli
z dodatkiem preparatu Acrobat MZ 69 WG w ilosci 40 mg-1"!
hodowli (60%). Z kolei najmniejsze zmiany w hydrofobowo-

$ci powierzchni komoérek bakteryjnych zauwazo-
no podczas hodowli z Gwarantem 500 SC w ilo$ci
8 mg-1" hodowli (38%). W przypadku szczepu Ra-
oultella planticola rowniez najwicksze modyfikacje
powierzchni btony w kierunku cech hydrofobowych
zanotowano dla hodowli z dodatkiem Acrobatu MZ
69 WG (41%). Uzyskanie najbardziej hydrofobo-
wych wlasciwosci powierzchni komoérek bakterii
w przypadku hodowli z dodatkiem Acrobatu MZ
69 WG moze wigzaé si¢ z wystgpowaniem w tym
preparacie dwoch aktywnych substancji czynnych.
W miarg wzrostu st¢zenia badanych preparatéw war-
tos¢ potencjalu zeta obnizala si¢, w zwigzku z tym
uktad byt trwalszy, a komarki bakteryjne posiadaty
mniejsza sktonnos¢ do sedymentacji oraz asocjacji.
W nastepstwie mozliwa byla intensywniejsza wy-
miana substancji pokarmowych i biodegradowal-
nych zwigzkéw pomiedzy biomasa bakteryjng a roz-
tworem hodowlanym.

Wzrost koncentracji obu S$rodkdéw grzyboboj-
czych w przypadku szczepu Rahnella aquatilis po-
wodowal wzrost wartosci potencjalu zeta, co decy-
duje o wigkszej sktonnosci komoérek bakteryjnych
do sedymentacji i asocjacji. Odwrotng sytuacje zaob-
serwowano dla szczepu Raoultella planticola, gdzie
dodatek preparatow grzybobdjczych w tych samych
stezeniach powodowal spadek warto$ci potencjatu
zeta. Wprowadzenie fungicydow w przypadku tego
szczepu powodowato wzrost trwatosci uktadu, a co
za tym idzie wymiana skladnikéw pokarmowych
i innych zwigzkéw migdzy roztworem hodowlanym
a biomasg byla tatwiejsza i szybsza.

Wzrost przepuszczalno$ci blony bakteryjnej
w obecno$ci preparatu Acrobat MZ 69 WG moze
by¢ zwigzany z zaburzeniem syntezy zwigzkoéw
budujacych btone komorkowa, analogicznie jak to
jest obserwowane w przypadku oddziatywania fun-
gicydow na komorki grzybow (Okorski i in., 2015).
Natomiast obnizenie przepuszczalnosci blony w ho-
dowlach z Gwarantem 500 SC, moze wskazywac na
mechanizm obronny komorki, majacy na celu ogra-
niczenie wnikania substancji czynnej do wnetrza ko-
morki (Delcour, 2009).

Wplyw zwigzkéw o dziataniu grzybobdjczym na
bakterie glebowe byt dotad w literaturze przedmiotu
analizowany gltéwnie w zakresie zmian w populacji
mikroorganizméw. W badaniach tych nie rozpatry-
wano zmian na poziomie wlasciwosci powierzchnio-
wych komorek. Jastrzgbska (2010) badata, jak $ro-
dek grzybobdjczy Unix 75 oraz insektycydy Namolt
150 SC i Dursban 480 EC oddziatuja na ilo§¢ mi-
kroorganizméw glebowych. Powyzsze pestycydy za-
burzatly réwnowagg mikrobiologiczng gleby, a co za
tym idzie czg¢$¢ populacji drobnoustrojow znacznie
wzrastata, z kolei liczebno$¢ innych grup wyraznie
si¢ zmniejszata. Jednak nie wszystkie §rodki ochrony
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ro$lin wykazuja tylko negatywne dziatanie na mikroorga-
nizmy. Liczne badania i przyklady literaturowe pokazuja,
ze pestycydy moga mie¢ tez pozytywne oddzialtywanie na
rozwo6j drobnoustrojow glebowych. W badaniach Kaszu-
biaka i Durskiej (2000) fungicyd Oxafun T przyczynit si¢
do wzrostu liczebnos$ci wybranej grupy mikroorganizméw.
Innym przyktadem sg wyniki Sebiomo i in. (2011), ktorzy
badali przez okres 6 tygodni wpltyw herbicydéw na mikro-
organizmy glebowe. Poczatkowo zanotowali znaczny spa-
dek liczebnosci grzybow, bakterii, a takze promieniowcow
w glebie, ale z uptywem czasu od zastosowania herbicydu
(po 2-6 tygodniach) populacja badanych mikroorgani-
zmoéw glebowych znacznie wzrosta w poréwnaniu z glebg
kontrolng. Autorzy badan ten wzrost thumacza wykorzysta-
niem stosowanych $rodkéw ochrony roslin przez mikroor-
ganizmy glebowe jako zrédto wegla.

Bakterie Gram-ujemne sg otoczone przez dodatkowa
warstwe — membrang zewngtrzng. Glownym jej zadaniem
jest zapobieganie przedostawaniu si¢ do komorki substancji
szkodliwych, a jednoczesnie umozliwienie naptywu czaste-
czek sktadnikow odzywczych. Acrobat MZ 69 WG wyraz-
niezwiekszal przepuszczalnos¢ blony obu szczepow wraz ze
wzrostem ste¢zenia. Do podobnych wnioskéw doszli Guven
i in. (2005) w swoich badaniach nad wptywem pestycy-
dow organicznych na wewngtrzng przepuszczalnos$¢ bto-
ny w szczepie bakterii Escherichia coli ML 35. Wykazali,
ze mankozeb (jedna z substancji czynnych w Acrobacie
MZ 69 WG) wplywa na btong cytoplazmatyczng bakterii
zwickszajac jej przepuszczalno$¢ o okoto 30%. Z kolei
przepuszczalnos$¢ blony obu szczepow w prezentowanych
badaniach pod wptywem Gwarantu 500 SC w stezeniu
przekraczajacym 16 mg- 1" zmniejszyta si¢ w stosunku do
wykazanej w obiekcie kontrolnym.

Otrzymane wyniki hydrofobowosci komorek bakteryj-
nych pokazaly, ze w obecnos$ci badanych srodkow grzy-
bobdjczych mozliwe s3 zmiany wlasciwosci powierzch-
niowych komérek uzytych w badaniach szczepow bakterii
glebowych. W przypadku badanych szczepdéw testowane
zwiazki modyfikowaly powierzchni¢ komorek w kierunku
cech hydrofobowych.

Substancje stosowane w badanych fungicydach pro-
wadza do modyfikacji powierzchni komorek bakteryjnych
oraz zmieniaja wlasciwosci btony komodrkowej bakterii.
Oznacza to, ze wplywaja na wzrost komorek bakteryjnych,
a przez to mogg zaburza¢ rownowage mikrobiologiczng
gleby. Dlatego wazne jest, aby obok zabiegéw chemicz-
nych, majacych na celu niszczenie patogenow, dba¢ o wta-
Sciwe nawozenie mineralne i zmianowanie upraw sprzyja-
jace utrzymaniu odpowiedniego stanu mikroflory (Marty-
niuk, 2014).

WNIOSKI

1. Ze wzrostem stezenia preparatoéw Acrobat MZ
69 WG i Gwarant 500 SC nastgpowata modyfikacja po-

wierzchni komorek szczepdw Rahnella aquatilis 1 Raoul-
tella planticola w kierunku cech bardziej hydrofobowych.

2. W przypadku obu badanych szczepow glebowych
Acrobat MZ 69 WG powodowal zwigkszenie przepusz-
czalnosci btony komoérkowej, natomiast Gwarant 500 SC
—jej obnizenie

3. Zardwno rodzaj, jak i stezenie fungicydu maja
istotne znaczenie w odniesieniu do zmian potencjatu zeta
komorek badanych bakterii. Wzrost koncentracji obu $rod-
kéw grzybobojezych w przypadku szczepu Rahnella aqu-
atilis powodowat wzrost warto$ci potencjatu zeta, a obni-
zenie tego parametru dla szczepu Raoultella planticola.

4. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwosci modyfi-
kowania powierzchni komorek bakterii glebowych przez
komercyjne fungicydy. Tym samym zjawisko to powinno
by¢ uwzgledniane w ocenie oddzialywania preparatow
grzybobdjczych na srodowisko.
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W. Smutek, J. Piotrowiak, A. Zdarta, E. Kaczorek

MODIFICATION OF SOIL BACTERIA CELL SURFACE
PROPERTIES IN THE PRESENCE OF SELECTED
FUNGICIDES

Summary

The intensification of agriculture has increased the use of fungicides in
plant production. Plant protection products can change the local environ-
mental conditions in the soil, as they get leached from the surface of plants.
Among the many studies conducted over the fungicides, their impact on soil
microflora should be analysed. In this study the effect of two fungicides:
AcrobatMZ 69 WG (active substances: dimethomorph 90 gkg!, mancozeb
600 g kg') and Gwarant 500 SC (active substance: chlorothalonil
500 g kg') on the modification of surface properties of soil microorgan-
isms Rahnella aquatilis and Raoultella planticola were tested. The re-
sults showed that both Acrobat MZ 69 WG and Gwarant 500 SC modi-
fied the surface of cells of R. aquatilis and R. planticola towards more
hydrophobic properties. Furthermore, the addition of Acrobat MZ 69 WG
increased the cell inner membrane permeability of the selected strains
of soil, which is not observed in the case of the Gwarant 500 SC. The
concentration increase of the two fungicides reduced the zeta potential of
the strain of R. planticola down to a minimum value of -26.2 mV (in the
presence Gwarant 500 SC) and the increase — strain of R. aquatilis (up to
16.9 mV in the presence Acrobat MZ 69 WG). The results show a signifi-
cant modifications of the cell surface of soil bacteria under the influence
of tested fungicides. The direction and intensity of the changes depended
on the type and dose of the fungicide. Simultaneously, statistical analysis
did not indicate direct correlation between changes of the fungicides con-
centration and all analysed cell surface properties. The study illustrates the
surface modification of bacterial cells in the presence of the fungicides.

Key words: bacteria, cell membrane permeability, fungicides, hydropho-
bicity, zeta potential
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