Wplyw nanoczastek miedzi i srebra na wzrost
wybranych gatunkéw grzybéw patogenicznych
i mykoryzowych w badaniach in vitro

Adam Szaniawski, Jacek Olchowik, Marta Aleksandrowicz-Trzcinska

(7]
w
|
Q
—
o
=
=
=2
=
o
<C

Abstrakt. Nicktore badania wskazuja, Zze nanoczastki metali mogg znalez¢ zasto-
sowanie w hodowli roslin jako fungicydy i stymulatory wzrostu. Celem pracy byto
okreslenie wptywu nanoczastek miedzi (nCu) i srebra (nAg) na wzrost grzyboéw
1 grzybopodobnych in vitro. Do badan wybrano 4 gatunki grzybdw patogenicznych
(5 szczepdw): Rhizoctonia solani 5648.01 1 1195.00, Fusarium oxysporum 103,
Fusarium redolens 229, Giberella sp. 168), jeden grzybopodobny Phytophthora
cactorum 351.13 oraz jeden (2 szczepy) mykoryzowy Hebeloma crustoliniforme
W40 1 111/08. Zastosowano cztery stgzenia nanoczastek: 5 ppm, 15 ppm, 25 ppm
1 35 ppm. Badania pokazaly zréznicowany wptyw nanoczastek miedzi i srebra na
wzrost radialny grzybni testowanych gatunkow. P. cactorum charakteryzowat sig
catkowitym brakiem wrazliwosci. Wzrost pozostatych gatunkow byt w réznym
stopniu hamowany. Nanoczastki srebra powodowaly silniejsza inhibicj¢ wzrostu
grzybni niz nanoczastki miedzi. Wykazano duze roznice szczepowe we wrazliwo-
$ci na nanoczastki miedzi i srebra szczepow H. crustuliniforme i R. solani.

Stowa kluczowe: nanoczastki, grzyby patogeniczne, Oomycetes, grzyby my-
koryzowe

Abstract. Effect of copper and silver nanoparticles on the growth of selec-
ted species of pathogenic and mycorrhizal fungi in vifro. Some studies indi-
cate that nanoparticles of metals can be used in plant breeding as fungicides and
growth promotors. The aim of the study was to determine the impact of copper
(CuNPs) and silver (AgNPs) nanoparticles on growth of pathogenic fungi and
Oomycetes in vitro. Four pathogenic species of fungi were selected for the study
(5 strains): Rhizoctonia solani 5648.01 and 1195.00, Fusarium oxysporum, 103,
Fusarium redolens 229, sp Giberella sp. 168), one Oomycetes Phytophthora cac-
torum 351.13 and one (2 strains) mycorrhizal Hebeloma crustoliniforme W40 and
111/08. Four concentrations of nanoparticles: 5 ppm 15 ppm 25 ppm to 35 ppm
were applied. The studies have shown differentiated effects of copper and silver
nanoparticles on radial growth of tested species mycelia. P. cactorum was charac-
terized by the complete lack of sensitivity. Growth of other species was restricted
to various degrees. Nanoparticles of silver caused a stronger inhibition of fungal
growth than copper nanoparticles. Big differences were proved in strains sensiti-
vity to copper and silver nanoparticles of H. crustuliniforme and R. solani strains.

Keywords: nanoparticles, pathogenic fungi, Oomycetes, mycorrhizal fungi
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Nanoczastki to agregaty atoméw lub molekul, ktérych przynajmniej jeden wymiar za-
wiera si¢ w przedziale 1-100 nm (Ball 2002, Roco 2003). Mate rozmiary i duza zewnetrz-
na powierzchnia nanoczastek powoduje, ze posiadaja one znaczaco rdézne wiasciwos¢ od
materiatow litych tego samego rodzaju (Nel i in. 2006). W zaleznosci od ich pochodzenia
wyrdzniamy nanoczastki naturalne, przypadkowe i inzynieryjne. Obecnos¢ w srodowisku
nanoczastek naturalnych wynika z proceséw zachodzacych na Ziemi historycznie i obec-
nie (pyt ksigzycowy, pyt wulkaniczny). Nanoczastki przypadkowe nazywane sa réwniez
odpadowymi lub antropogenicznymi, powstaja jako uboczny, nie pozadany efekt procesow
przemystowych. Synteza nanoczastek inzynieryjnych polega na procesach chemicznych lub
fizycznych oraz na wykorzystaniu materiatu biologicznego (bakterii, glondéw, grzybow, ro-
$lin naczyniowych) (Mohanpuria i in. 2008, Monica i Cremoni 2009).

Unikalne wtasciwosci elektroniczne, optyczne, mechaniczne, magnetyczne i chemiczne
powoduja szerokie mozliwosci zastosowania nanoczastek w medycynie, farmacji, kosme-
tologii, elektronice, przemysle budowlanym, jubilerskim, fotograficznym i rolnictwie (Pulit
i1in. 2008, Masarovi¢ova i Kral'ova 2013). Wiele badan wskazuje na wlasciwos$ci antybakte-
ryjne (Klaine i in. 2008) i antygrzybowe nanoczastek (Jo i in. 2009, Kim i in. 2009, Aguilar-
Meéndez i in. 2011).

Nowoczesna gospodarka lesna w Unii Europejskiej i w Polsce poszukuje rozwiazan
technologicznych bliskich naturze. Obejmuje to rowniez produkcje szkotkarska gdzie pro-
wadzone sg proby stosowania nie chemicznych $rodkéw ochrony rosélin. Stad celem pra-
cy byla wstegpna, skryningowa ocena wptywu nanoczastek srebra (nAg) i miedzi (nCu) na
szczepy grzybow i organizméw grzybopodobnych sprawcow chordb oraz szczepy grzybow
ektomykoryzowych.

Metodyka badan

Do badan wybrano 5 gatunkdéw (6 szczepoow) grzybow i grzybopodobnych patogenicz-
nych, nalezacych do réznych grup systematycznych: Rhizoctonia solani J.G.Kihn szczep
5648.01 1 1195.00, Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Single szczep 103, Fusarium redolens
Wollenw. szczep 229, Giberella sp. szczep 168, Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J.
Schrét. szczep 351.13 oraz dwa szczepy ektomykoryzowego gatunku Hebeloma crustuli-

Tab. 1. Pozycja systematyczna badanych gatunkoéw grzybow i Oomycetes
Table 1. Systematic position of the studied species of fungi and Oomycetes

Gatunek Pozycja systematyczna
Rhizoctonia solani Fungi/Basidiomycota/Ceratobasidiaceae
Fusarium oxysporum Fungi/Ascomycota/Nectriaceae
Fusarium redolens Fungi/Ascomycota/Nectriaceae
Giberella sp Fungi/Ascomycota/Nectriaceae
Phytophtora catorum Chromista/Oomycota/Peronosporales
Hebeloma crustuliniforme Fungi/Basidiomycota/Ceratobasidiaceae
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niforme (Bull.) Quél. W40 i 111/08. Pozycje systematyczng poszczegdlnych gatunkéow po-
dano w tabeli 1. Fusarium redolens i Giberella sp. otrzymano z Freie Universitaet Berlin,
Instytut fuer Biologie, pozostate szczepy pochodza z kolekcji Zaktadu Fitopatologii Lesnej,
Mykologii i Fizjologii Drzew Instytutu Ochrony Ekosystemow Lesnych Wydzialu Le$nego
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

W badaniach wykorzystano komercyjne nanoczgstki srebra i miedzi firmy Nano Koloid
Sp. z 0.0. Jak podaje producent nanoczastki wytwarzane sa w procesie fizycznym, sktadaja
si¢ z okoto 100 atoméw i zawieszone sa w zdemineralizowanej wodzie. Zastosowano cztery
stezenia 5, 15, 25, 35 ppm.

Grzyby hodowano w szalkach Petriego o $rednicy 9 cm, na trzech rodzajach pozywek:
PDA (R. solani, F. oxysporum, F. redolens, Giberella), V8 (P. cactorum) i Melin-Norkan-
s’a (H. crustuliniforme). Kazda kombinacje¢ doswiadczenia (szczep grzyba i stgzenie nano-
czastek) powtarzano 10 razy tj. w 10 szalkach. Inokulum stanowily wycinki 2 tygodniowej
kultury grzyba o $rednicy 3 mm. Grzyby inkubowano w ciemno$ci, w termostatach, w tem-
peraturze 22 °C. Pomiaru $rednicy grzybni dokonywano po 7 dniach, wyjatek stanowity
szczepy H. crustuliniforme, dla ktorych ten okres wydtuzyt si¢ do 21 dni, co spowodowane
byto dluzszym tempem wzrostu tych kolonii. Odczyt dwdch pomiaréw ,.na krzyz” wykony-
wano na spodniej Sciance szalki z doktadnos$ciag do 1 mm.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wskaznik inhibicji/stymulacji wedtug
wzoru:

i=k-a/k x 100%

i — wskaznik inhibicji/stymulacji wzrostu grzybni (%),

k — $rednica kolonii grzybni wyrosltej na podiozu z dodatkiem okre$lonego stezenia na-
noczastek.

Przed przystapieniem do analiz statystycznych sprawdzono zgodno$¢ rozktadu analizo-
wanej cechy — wielkos$ci $rednicy kolonii z rozkladem normalnym stosujac test W Shapiro
Wilka oraz poréwnano jednorodno$¢ wariancji testem Levene’a. Poniewaz rozktad testo-
wanego parametru nie roznit si¢ istotnie od rozktadu normalnego oraz wariancje porow-
nywanych ze sobg wariantdéw badawczych byly jednorodne, do testowania wartosci $red-
nich cechy wykorzystano dwuczynnikowa (rodzaj nanoczastek i st¢zenie) analiz¢ wariancji
(ANOVA) oraz zastosowano test Duncana.

Wyniki

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny wptyw na wzrost kultur testowanych
gatunkow grzybow zaréwno rodzaju nanoczastek (p=0,0075) jak i ich stezenia (p<0,0001)
oraz brak istotnego wptywu wspotdziatania tych czynnikow (p=0,1084). Oba rodzaje na-
noczgstek ograniczaly radialny wzrost grzybni w stgzeniu 25 i 35 ppm. Silniejsza inhibicje
obserwowano w wyniku zastosowania nanoczastek srebra, istotna w przypadku stezen 25
i35 ppm (ryc. 1).

W tabelach 2 i 3 przedstawiono wskazniki inhibicji/stymulacji wzrostu grzybni badanych
szczepow grzybow w zaleznos$ci od rodzaju nanoczastki i jej stgzenia. Nieznaczna stymula-
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Ryc. 1. Wplyw stezenia nanoczastek srebra (nAg) i miedzi (nCu) na wielko$¢ $rednicy kolonii bada-
nych grzybow. Ta sama litera nad stupkami wskazuje brak roznic istotnych statystycznie (test Duncana;
p=0,05)

Fig. 1. The impact of the concentration of silver nanoparticles (AgNPs) and cooper nanoparticles
(CuNPs) on the diameter of the fungal colony. The same letter of the bars indicates the lack of statisti-
cally significant differences (Duncan test; p = 0.05)

Tab. 2. Wskaznik inhibicji/stymulacji wzrostu grzybni (%) w zaleznosci od stgzenia nanoczastek srebra
(ppm)

Table 2. Inhibition/stimulation ratio of fungal growth (%) depending on the concentration of silver
nanoparticles (ppm)

Szczep/stgzenie 5 15 25 35 $rednia
Rhizoctonia solani 5648.01 -3,13 -1,91 26,96 69,44 22,84
Rhizoctonia solani 1195.00 12,51 34,94 69,82 81,32 49,65
Fusarium oxysporum 103 4,27 -13,65 25,55 32,59 12,19
Fusarium redolens 229 4,98 20,23 32,87 41,24 24,83
Giberella sp 168 4,7 55,91 63,32 61,71 46,41
Phytophtora catorum 351.13 -6,65 -3,5 -0,98 -0,85 -3,00
Hebeloma crustuliniforme W40 25,94 34,68 31,66 21,14 28,36
Hebeloma crustuliniforme 111/08 55,25 54,99 55,98 62,49 57,18
$rednia 12,23 22,71 38,15 46,14 29,81

cj¢ obserwowano w wyniku zastosowania wszystkich stezen obu nanoczastek w stosunku
do P. cactorum 12 lub 3 najnizszych stezen obu nanoczastek w stosunku do R. solani 5648.01
i F. oxysporum. Wzrost pozostatych gatunkéw grzyboéw byt w réoznym stopniu hamowany.
Najsilniejszg inhibicj¢ obserwowano w przypadku H. crustuliniforme 111/08 i R. solani
1195.00.
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Tab. 3. Wskaznik inhibicji/stymulacji wzrostu grzybni (%) w zaleznosci od st¢zenia nanoczastek miedzi
(ppm)

Table 3. Inhibition/stimulation ratio of fungal growth (%) depending on the concentration of cooper
nanoparticles (ppm)

Szczep/stezenie 5 15 25 35 $rednia
Rhizoctonia solani 5648.01 -19,02 -6,53 -0,78 2,69 -5,91
Rhizoctonia solani 1195.00 26,4 78,76 81,23 37,88 56,07
Fusarium oxysporum 103 -10,16 -9,69 33 19,04 0,62
Fusarium redolens 229 6,21 7,32 9,51 21 11,01
Giberella sp 168 4,93 14,52 28,36 41,22 22,26
Phytophtora catorum 351.13 -0,49 -1,59 -0,34 -0,21 -0,66
Hebeloma crustuliniforme W40 21,66 35,06 31,98 45,73 33,61
Hebeloma crustuliniforme 111/08 60,23 56,47 58,92 73,17 62,20
$rednia 11,22 21,79 26,52 30,07 22,40

Dyskusja

Nasze badania pokazaly zréznicowany wpltyw nanoczastek miedzi i srebra na wzrost
grzybow patogenicznych i mykoryzowych oraz lggniowcow in vitro. Wybrane do badan ga-
tunki r6znig si¢ pozycja systematyczna co jednoczesnie warunkuje réznice w budowie i skta-
dzie chemicznym $ciany komorkowej. Sciana komorkowa jest bariera chroniaca przed stre-
sami biotycznymi i abiotycznymi oraz majaca wptyw na przemieszczanie si¢ czgstek pomie-
dzy $rodowiskiem zewnetrznym i komorka. Catkowitym brakiem wrazliwosci na wszystkie
stezenia obu nanoczastek wykazat si¢ P. cactorum, sprawca zgorzeli siewek w szkotkach
lesnych. Jest to jedyny z badanych gatunkéw, nalezacy do typu Oomycota i charakteryzu-
jacy si¢ obecnoscig celulozy w $cianie komdrkowej. Pozostate gatunki, nalezace do typow
Ascomycota lub Basidiomycota, posiadajace w $cianie komorkowej chityng, wykazaty si¢
wrazliwoscig na dziatanie nanoczastek, chociaz w bardzo zréznicowanym zakresie.

Obecnie niewiele jeszcze wiadomo o mechanizmach antymikrobiologicznego dziatania
nanoczastek, chociaz w przypadku bakterii kilka mechanizmoéw zostato juz do$¢ dobrze po-
znanych. Nanoczasteczki mogg powodowac powstawanie w komoérkach reaktywnych form
tlenu (ROS), powodujacych uszkodzenia biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych (Nel i in.
2006, Hwang i in. 2008). Innym mechanizmem jest taczenie si¢ nanoczastki metalu z gru-
pa tiolowa (-SH) biatek co prowadzi do ich dezaktywacji (Pulit i in. 2011). Nanoczastki
moga tez przyltaczac si¢ do powierzchni komorki i naruszaé integralnos¢ i funkcjonowanie
btony komorkowej (Klaine i in. 2008). Znacznie stabiej sa poznane antygrzybowe mecha-
nizmy nanoczasteczek. Jo i in. (2009) wiaze antygrzybowa aktywno$¢ nanoczastek srebra
z przylaczaniem si¢ ich i przenikaniem bton komorkowych grzybow. W badaniach Kima
1 wspotautorow (2009) inhibicja wzrostu grzybni patogenicznego workowca Raffaelea sp.,
powodujacego zamieranie dgbéw w Korei, wigzata si¢ z uszkodzeniem $cian komoérkowych
przez nanoczastki srebra. Nasze badania wskazuja, ze wrazliwo$¢ grzybow na nanoczastki
moze wigzac¢ si¢ z budowa i sktadem $ciany komorkowej.

Studia i Materialy CEPL w Rogowie R. 17. Zeszyt 44/ 3/ 2015 1 77




Grzyby moga charakteryzowaé si¢ duzg zmiennos$cia szczepowa w reakcji na rozne
czynniki m. in. na dziatanie fungicydow (Rudawska 2000). Podobne r6znice we wrazliwosci
na nanoczastki stwierdzono w naszych badaniach. Szczep H. crustuliniforme 111/08 okazat
si¢ dwukrotnie bardziej wrazliwy na oba rodzaje nanoczastek w poréwnaniu ze szczepem
W40. Na szczepie W40 oparta jest szczepionka mykoryzowa stosowana w polskich szkoét-
kach kontenerowych (Szabla 2007). Nasze badania potwierdzity stosunkowo wysoka (w po-
réwnaniu z innymi szczepami tego gatunku) odpornos¢ szczepu wybranego do szczepionki.
Podobnie duze réznice we wrazliwo$ci na nanoczastki stwierdzono w przypadku szczepow
R. solani, gatunku powodujacego pasozytnicza zgorzel siewek. Szczep 5648.01 okazat si¢
niewrazliwy na nanoczastki miedzi i niskie stezenia (5, 15 ppm) nanoczastek srebra w prze-
ciwienstwie do szczepu 1195.00, ktory wykazat si¢ jedna z najwyzszych wrazliwosci na oba
rodzaje nanoczastek.

Nasze badania pokazaty, ze nanoczastki srebra charakteryzuja si¢ wyzszymi wlasciwo-
Sciami antygrzybowymi w poréwnaniu z nanoczastkami miedzi, szczegolnie w wyzszych
stezeniach (25, 35 ppm). Oba metale znane sa od wiekdéw ze swoich antymikrobiologicznych
wlasciwosci, rowniez antygrzybowych (Pulit i in. 2011). Na obecnym etapie badan trudno
wskaza¢ czynniki powodujace wystapienie wykazanych roznic.

Whioski

1. Badania pokazaty zréznicowany wplyw nanoczastek miedzi i srebra na wzrost radialny
grzybni testowanych gatunkow. P. cactorum charakteryzowat si¢ catkowitym brakiem
wrazliwo$ci. Wzrost pozostatych gatunkow byt w réznym stopniu hamowany. Prawdo-
podobna przyczyng zroznicowania wrazliwosci grzybow na nanoczastki moga by¢ roz-
nice w budowie i sktadzie §ciany komorkowej poszczegdlnych grup systematycznych.

2. Nanoczastki srebra silniej inhibowaly wzrost grzybni in vitro w poréwnaniu z nanoczast-
kami miedzi.

3. Wykazano duze roznice szczepowe we wrazliwosci na nanoczastki miedzi i srebra szcze-
pow H. crustuliniforme i R. solani.
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