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Sissejuhatus

Maailmas kasutatakse aastas umbes 3,5 miljonit festitsiide (Aislabiest al, 2013).
Sealjuures jouab umbes 0,3% kasutatud pestitskdisjurini, keda soovitakse térjuda
(Munoz-Leozet al,2011). Seetdttu on pestitsiidide v6i nende jaakisieemine mullas
muutunud tdsiseks keskkonnaprobleemiks (Moell@l, 2017). Pestitsiidid on mdeldud
kahjurite térjumiseks, mis uldiselt tdhendab, ebhjueeid soovitakse havitada, seega
peavad pestitsiidid mdjuma toksiliselt. Tanapaekadutatakse kdrge selektiivsusega
pestitsiide, aga ka need mdjuvad toksiliselt méteult kahjuritele vaid ka teistele
organismidele. Kuna suur osa kasutatavatest peituab mulda, siis hakkab see
mdjutama mullaelustikku. Seetdttu on oluline teadas pestitsiidiga mullas toimub ja

kuidas reageerivad pestitsiidile mullas elavad oigyaid. (Bendinget al, 2007)

Mulda sattunud pestitsiidid lagundatakse ja kalgistiakse peamiselt mulla
mikroobikoosluse poolt. Vahe on teada, kuidas nadjad pestitsiidid mulla
mikroorganisme, sest puuduvad standardiseeritudedlat mis vbimaldaks mdodta
pestitsiidide mdju samadel alustel (Karpoueasl, 2014). Kaesolev t60 ei paku valja
kuidas mddta standardiseeritult kdikide pestitdiédindju kdikidele mulla organismidele,
kuid astub sammukese lahemale mdistmaks, kuidgeeesad mikroorganismid mulda

sattunud pestitsiidile.

Kaesolev t00 annab Ulevaate peamistest mullas\edest mikroorganismidest. Lisaks
annab Ulevaate erinevatest pestitsiididest, nengieustest ja toimemehhanismidest.

Uurimuse eesmarkideks olid:
e vdlja selgitada, kas erinevatel pestitsiididel ominey mdju mulla
mikroobikooslusele
e uurida, kas pestitsiididel on méju mulla mikroohilstuse liigirikkusele

e uurida, millistel kontsentratsioonidel omavad evim@ pestitsiidid
mikroorganismide jaoks inhibeerivat efekti

TOO kaigus teostati katseid, kus kasutati erinévatatsentratsioonidel herbitsiide ja
insektitsiide. T6O pdhilised uurimistlesanded olid:



kas katsetes kasutatud pestitsiidid mojuvad saltn&se teaduskirjanduses
kirjeldatud

kas véaga suur pestitsiidikontsentratsioon, mis ablebluliselt tootjapoolset
soovitust, on vdimeline havitama mulla mikroobiplatsiooni

vadlja selgitada, millised bakteri- ja seeneperekohnon vastupidavad
pestitsiidijadkidele



1 Kirjanduse ulevaade

Koiki eluvorme arvesse vottes on mulla elurikkudjypasuurem kui Uheski teises
elukeskkonnas maakeral. Eriti markimisvdarse osdlamelustikust moodustavad
mikroorganismid. Praeguse ndgemuse kohaselt jagdnelusolendid kolme domeeni —
eukartoodid, bakterid ja arhed, keda vOib Uhisethetada ka prokartootideks.
Mikroorganismid kuuluvad nii eukartiootide kui kaokartootide hulka. (Betsgt al,
2005)

Kéesolevas to0s kasitletakse detailsemalt bakteeideeni, sest dlejadnud mulla

mikroorganismid ei ole samadel alustel laboritingstes kultiveeritavad.

1.1 Bakterid

Mullas elutsevad bakterid on véga tahelepanuvédarsedodustades kulluslikke
populatsioone ja olles tavaliselt suuremaarvuligihm mulla mikroorganismide hulgas.
Sobilike keskkonnatingimuste juures on bakteridndised plahvatuslikult paljunema,

lagundades sealjuures suures koguses erinevaathtd. (Alexander, 1977)

Kuna bakterid on mddtmetelt vaga vaikesed, on toédinete omastamisel eelis. Mida
suurem on bakteri raku pindala ja ruumala suhea gaalemini on vAimalik omastada
toitaineid ka madalate kontsentratsioonide ko®alle tingib asjaolu, et bakteri rakk on
vahetumas kohtaktis flisilise keskkonnaga ja sediliVate toitainetega. Lisaks teistele
mikroorganismidele, konkureerivad bakterid toita@he ka omavahel. Naiteks omavad
spiraali-kujulised bakterid eelist kepi-kujulistakterite ees, kuna esimestel on suurem
raku pindala ja ruumala suhe, mistdttu omandahitatd paremini ja tdrjuvad piiratud

toitainete tingimustes kepi-kujulised bakterid géljSoil microbiology ..., 2007)

Vahesed mikroorganismid moodustavad rakus sisersfgore ehk endospoore.
Endospoore moodustavad naitdkacillus ja Clostridia perekonda kuuluvad bakterid,



olles sealjuures vastupidavad vaenulikele keskkiimgienustele, naiteks aarmuslikud
temperatuurid ja kérge rohKb(d)

Baktereid Umbritseb tugev rakukest, mis kaitselbuakitoltisi eest. Rakukesta ehituse
jargi jaotatakse bakterid grampositiivseteks, gragatiivseteks ja mukoplasmadeks
(Bergey’'s manual ..., 2005). Grampositiivsete bateeaakukest koosneb Ghest kihist
peptidoglikaanist, mis Umbritseb rakumembraani.tiBegiikaan on polimeer, mis

koosneb omavahel (hendatud N-atsetttlglikosamiai N-atsetiiilmuraanhappe

ahelatest. Tavaliselt sisaldab grampositiivsetedydk rakukest ka teihhoiinhapet, mis
on ribitooli voi glutserooli polimeer, olles seotddsfaatide rihmaga, sisaldades
aminohappeid ja suhkruid. Gramnegatiivsete bakterakukest koosneb 6hemast
peptidoglikaani kihist, mis on Umbritsetud véalimiesembraaniga. Peptidoglikaani ja
valimise membraani vahel on periplasmaatiline rumig, sisaldab enstitime, mille abil

toimub toitainete omandamine, elektronide transpotbksiinide eest kaitsmine. (Soll

microbiology ..., 2007)

Mukoplasmad ehk rakukestata bakterid ei sintegridogltkaani, seetbttu puudub neil

rakusein. Mikoplasmad on Umbritsetud valismembggar{Bergey’'s manual ..., 2005)

1.1.1Keskkonnatingimused

Mitmed muutujad mdjutavad mullas elavate bakteptepulatsioonide kooslust ja
arvukust. Pohilisteks mdojutajateks on keskkonnatimiged — niiskus, Ghustatus,

temperatuur, orgaanilise- ja anorgaanilise aingdus ja happelisus. (Alexander, 1977)

Sobiliku hulga niiskuse olemasolu on bakteritelgavaluline, kuna vesi on protoplasma

olulisim komponent. Samas ei tohi niiskust ka lifgaju olla, sest see parsib bakterite

vohamist. Seda eelkdige selleparast, et vesi tdkisikkude gaasivahetust, alandades
omastamiseks kattesaadava hapniku hulka, moodgstaderoobse keskkonna. Leidub

ka baktereid, kes elavad ainult liigniisketes mdieaja vajavad anaeroobset keskkonda.
(Ibid)
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Ohustatuse tasemest séltub, millise eluviisiga driktsuudavad vastavas keskkonnas
elada. Baktereid vOib Klassifitseerida, eristade®ro@bse, anaeroobse ja
fakulatiivanaeroobse eluviisiga baktereid. Aerocbsakterid vajavad hapnikku, mis
aeroobse hingamise kaigus toimiks elektroni aktsem. Anaeroobsed bakterid vajavad
molekulaarse hapniku puudumist, kasutades teisigaaailisi elektroni aktseptoreid.
Fakulatiivaneroobsed bakterid vbivad elada nii abses kui ka anaeroobses keskkonnas.
Sellised bakterid on tavaliselt denitrifitseerij&@sutades hapniku asemel lammastikku

elektroni aktseptorina. (Soil microbiology ..., 200

Temperatuur on Uks olulisimaid baktereid mojutavadkkonnatingimusi. Igal bakteril
on optimaalne temperatuurivahemik, millise juure@snub kdige kiirem kasv. Enamik
baktereid on mesofiilid, kasvades kdige meelsamemperatuurivahemikus 25 — €5
jaades ellu ka vahemikus 15 -°@5Psihrofiilid elavad kilmades keskkonnatingimsiste
kus temperatuur ei UletaZD Termofiilide jaoks optimaalne temperatuurivahleom 45

— 65°C.

Orgaanilise aine sisaldus mdjutab oluliselt baktearvukust. Rohke orgaanilise aine
sisaldusega, huumuserikastes muldades on bakbevitkus markimisvaarselt kdrgem,
kui vahese orgaanilise aine sisaldusega muldadesgi Korgaaniline susinik on
toitainetest Uks olulisimaid, vajavad bakterid lasiseks ka anorgaanilisi toitaineid.
(Alexander, 1977)

Tugevalt happelised ja aluselised mullad mdjuvabitesiele inhibeerivalt. Uldiselt

eelistavad bakterid neutraalseid vdi selle [ahechagdasid. (bid)

1.1.2Paljunemine

Bakterid on kohanenud eluks keskkondades, mis tulgbsti koloniseerida. Seda
eesmarki taidab bakterite kiire paljunemisvéimeldda enamus baktereid paljuneb
pooldumise teel, mis ideaalsetes tingimustes \d@ibuda iga 20 minuti jarel. Bakterite
paljunemiseks toimub rakus kromosoomide replikatsjomis loob eelduse raku
pooldumiseks, moodustades kaks rakku, mis mdlemafttlavad samu geene. (Microbial

physiology, 2002)

11



Viies bakterid konkurentsivabasse keskkonda, klisseaad neile sobilikud tingimused,
hakkab populatsioon kiiresti kasvama. Esialgu tdimhakteritel uue keskkonnaga
kohandumine, misjarel algab eksponentsiaalse kasviood. Eksponentsiaalne kasv
I6ppeb, kui populatsioon jduab konkreetse elupagjavuspiirini. Peale seda jatkub
bakterirakkude jagunemine, aga samal ajal hukkutw&irsel hulgal baktereid, hoides
populatsiooni arvukuse taluvuspiiri l&hedal. Talspiriks kujuneb tavaliselt esialgse
toitainevaru ammendumine, toksiliste jaakprodukkdejumine, hapniku &rakasutamine

vOi ebasobiliku pH taseme tekkimindhi¢l)

1.1.3Ainevahetus

Bakterite ainevahetus on vaga mitmekesine ja holmalbstraadi oksudatsiooni ja
lagundamise keemilisi reaktsioone. Nende reaktsil@okéigus lagundatakse molekule,
mille tulemusel toimub energia tootmine. Toodetudrgia talletamiseks moodustuvad
kdrge energiasisaldusega Uhendid adenosiindifosfg&dP) ja adenosiintrifosfaadid
(ATP), mis ladustatakse rakus. Uheks levinud viistkergia tootmiseks on orgaaniliste
Uhendite oksudatsioon, ehk heterotroofne ainevahétaterotroofsed bakterid vajavad
juba olemasolevaid orgaanilisi Ghendeid, ega olengfised neid ise tootma. Kdige
sagedamini kasutatakse toitaineteks sahhariidejurgs valke, mida oksideerides
suinteesitakse energiaallikad ehk ATP-d. Sama meitkéigus toodetakse ka lihntsamaid
orgaanilisi Uhendeid, mida bakteri rakk kasutabsbitdeesiks vdi assimilatsiooni
reaktsiooniks. (Medical microbiology, 1996)

Fototroofsed organismid on vbimelised susihappesglagisikoosi stinteesima, kasutades
vett vesinikuallikana, paikesevalgust energiaafikga nitraate lammastikuallikana.
(Ibid)

Autotroofsed organismid kasutavad anorgaanilisi nde&l, susihappegaasi ja
lammastikuallikana ammooniumit, nitraate voi molielemset [ammastikku. Nad ei vaja
energiaallikana péaikesevalgust, vaid kasutavadssfilette anorgaaniliste Uhendite
okslidatsioonil saadud energiat. Autotroofide huldaislub ka baktereid, kes on

vOimelised vaavliihendeid oksldeerimaid)
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1.2 Seened

Seentel on okosiusteemides vaga tahtis roll, oleguridajatena oluliseks liliks
toiduahelas ja aineringes. Seened on erinevatestesumii elusate kui ka surnud
organismidega. Kdik seened on heterotroofsed, s&#tyd nende elutegevus orgaanilise
aine olemasolust, mida kasutatakse energiaallikdnsaks on seened olulised
mutualistid, moodustades taimejuurtega koos migariMikoriisa moodustub 90%
taimede juurestikus, kus seened toodavad taimedelidikke toitaineid. (Carlileet al,
2001)

Seeni on praeguseks kirjeldatud Ule saja tuhanohever liigi, mida arvatavasti on
vahemalt suurusjargu vérra vahem kui tegelik ligkamrv. Seened on mikroorganismide
Uheks peamiseks komponendiks, asustades peaadgelugaika. Seened jagunevad
vahemalt kuude hdimkonda — kandseends{diomycotg) kottseened Ascomycotg)
krohmseened Glomeromycotg) viburseened CGhytridiomycota) jonksviburseened
(Blastocladiomycota) ja Neocallimastigomycota. Geneetilised andmed viitavad
rohkemate hdimkondade olemasolule, aga nende seosdel paris tapselt kirjeldatud.
(Watkinsonet al,2016)

Seened kuuluvad eukartiootide hulka, seetbttu odeneakuehitus sarnane loomade,
taimede ja protistide omaga. Seentel on rakumembraakutuum ja keerukad

rakusisesed membraanide siisteemid. Enamikel liikidenitokondrid, ning esineb ka

selliseid organelle, mida taimedel vbi loomadelok (bid). Seente rakumembraan
sisaldab kitiini, mida taimede vOi loomade rakukesei sisalda (Webstet al, 2007).

Selle omaduse jargi saab seeni eristada naitekedaist.

Enamus seeni moodustavad ja koosnevad huufidest,omipikad silinderjad rakud.
Mullas esinevad huifid sageli pikkade hargnenudlistikena ehk miutseelidena.
Mitseelid koosnevad seega paljudest rakkudestyad®lla mitme kilomeetri pikkused
(Hariduskeskus, 2015). Parmseened huife ei moqdusidh kasvavad pungumisega.
Parmseened on ainuraksed organismid. Leidub ka& &ed#lel vGib esineda nii parmseene
vorm kui ka huaidfe moodustava mutseeli vorm. Erimevarmid esinevad vastavate

keskkonnatingimuste avaldudes. (DiSalvo, 2017)
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1.2.1Keskkonnatingimused

Seened suudavad kasvada véaga erinevate keskkayimatgte juures. Nagu varasemalt
mainitud, on seened heterotroofsed, seega on esiekasvu mdojutavaks
keskkonnatingimuseks susinikuallikate olemasolen®d suudavad elada nii happelises
kui ka aluselises keskkonnas, hdivates kohati Kesaid elupaiku, kus bakterid pole
vOimelised elama. Seeni voib leida elupaikadesenpl on ile kahe ja ka kohtadest,

mille pH on Ule Uheksa. (Alexander, 1977)

Enamike seente jaoks on vesi vaga oluline, milpetke praktiliselt voimalik kasvada.
Seda seetottu, et seened pole ilma veeta voimdisedahetuseks vajalikke keemilisi
protsesse labi viima. Sealjuures leidub ka selligpi seeni, kes elavadki keskkondades,
kus on véhe vett. Sellised seened on kohanenud &kgkkonnas, kus nad vdivad ara

kuivada, kuid vaba vee olemasolu korral hakkavlid kasvama. (Karch, 2008)

Valdav osa seentest on mesofiilse eluviisiga, téirsed seened esinevad uldiselt ainult
kuumenenud kompostis v6i mulla pindmistes kihtidass paike soojendab mulda Ule
40°C. Leidub ka perekondi, kes paljunevad s6o6tmemlab®C juures. (Alexander,
1977)

Haritud muldades elavad seened valdavalt Glemksiisies, kuigi sageli on leitud suuri
populatsioone ka 50 cm silgavusel ja madalamalglaBise kasvades muutuvad ka
dominantsed perekonnad. Mulla stgavusest olenelelisagjtainete kvaliteet ja
kattesaadavus ning hapniku ja sisihappegaasi kardasgoon. Seetbttu eelistavad teatud

perekonnad siigavamaid horisonte, kui teised elpvabmises kihis.Ipid)
1.2.2Ainevahetus

Kdik seened vajavad elutegevuseks orgaanilist gksina energiat. Lisaks kindlasti ka
pohilisi toitaineid: lammastikku, fosforit, vaaylitaltsiumit, kaaliumit ja magneesiumit.
Seente ainevahetuslikud rajad on loomadele sarnasielkaigus lagundatakse suhkruid
energia saamiseks. Selleks kasutatakse valdavaiolglitilist, trikarboksuilhappe voi

pentoosfosfaadi ainevahetuslikku rada. Seentet&telisaks toitaineks on glikoos, kuid
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seda ei kohta seened eriti sagedasti. Kill agaeledooduses arvukalt vabu glukaani
polimeere, naiteks tselluloosi. Uldiselt kasutavsmkbned selliseid suhkruid, mille
esinemissagedus on suur ja mis nfuab vahim endagatdamiseks (Watkinsaat al,
2016). Samas on seened vOimelised omastama taitaike védga madalate
kontsentratsioonide juures (Websgdral, 2007), tarvitades esmalt monosahhariidid ja
disahhariidid, hiljem ka polisahhariidid (Watkinsetnal,2016).

Tselluloos on koige laialdasemalt levinud susinterid, mida leidub hulgaliselt
taimedes ja taimede jaanustes. Enamik saprotrabfseeni suudavad lagundada
tselluloosi ja kasutada seda susiniku allikana.dustikku tselluloosi leidub taimede
rakukestas, see on vees lahustumatu, tugev ja prdatu hudrollusile. Tselluloosi
lagundamiseks kasutavad seened spetsiaalseid easinisnpoolitavad tselluloosi kiud,
vOimaldamaks edasist lagundamist. Teine vdimalustsatiuloosi kiudu lagundada
otstest, mis toimub samuti ensiimide toimel (Wattimet al, 2016). Aeroobsetes
tingimustes toimub tselluloosi taielik lagundamirgisihappegaasiks ja veeks.
Anaeroobsetes tingimustes on tselluloosi lagundasasdusteks slisihappegaas, metaan

ja vesi. (Pereet al,2002)

Seened kasutavad aminohapete metabolismiks ja delkbiosinteesiks teiste
eukariootidega sarnaseid meetodeid. Samas ei adleksidloomad voimelised
anorgaanilistest ainetest aminohappeid tootma, esthed on. Seened kasutavad mullas
leiduvat nitraati ja ammooniumit ning moodustavadlest vajalikud aminohapped.
Samas ei suuda seened omastada lihtainena lamkoastdeega tuleb neil
ldmmastikuihendite pdarast konkureerida taimedegaid ksaprotroofsed seened
omistavad lAmmastikuiihendeid ka puidu lagundamiééhtkinsonet al,2016)
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1.3 Arhed ja mikrovetikad

Arhede olemasolu avastas Carl Woese poolt juhdtdrupp 1977. aastal, kes tdestasid
rRNA pdhjal, et tegemist on eraldiseisva domeemghed on vBimelised koloniseerima
ekstreemseid elupaiku, kus esineb naiteks korglsis®omadal pH, kdrge temperatuur.
Samas leidub arhesid kindlasti ka tavalistes kes#tades. Arhede areng on olnud
markimisvaarselt aeglasem, kui bakteritel vdi elkatidel. Kuna arhed on sageli
hipertermofiilid, ei ole nende geenid palju muutdineastasel juhul oleksid voinud neile
tutpilised omadused evolutsiooni kaigus teisen8datdttu arvatakse, et arhed on thed
vanimad eluvormid Maal. Arhede rakuehitus varieesubres ulatuses, naiteks voib olla
sfaariline, kepikujuline, spiraaljas, kettakujulindi sootuks ebaregulaarse kujuga.
Rakukest vdib olla sarnane bakteritele, koosnedesgopeptidoglikaanist, samas leidub
arhesid, kelle rakukestas puuduvad polisahhariidbetidid. Enim levinud on arhed,
kelle rakukest koosneb valgulisest S-kihist. (Ehayedia of soils ..., 2004)

Elukeskkondade jargi jagatakse arhed kolme gruppm){

¢ halofiilid — elavad eriti kdrge soolsusega keskkaaeks, mis mojuvad letaalselt
enamikule  organismidest, naiteks sooldunud muldadédsalofiilide
plasmamembraan laseb labi ainult teatavaid soaleiowdimaldades rakul
normaalselt toimida.Halobacterium rakk kasutab kérge soolsusega toime
tulemiseks kaaliumit (K, millega taidetakse rakus olev vaba ruum
kontsentratsioonini, mis (letab valiskeskkonnas valenaatriumi (N3
kontsentratsiooni. See vdéimaldab hoida ioonidekizeda raku ja véaliskeskkonna

vahel

e metanogeenid — elavad anaeroobsetes tingimustes,piuduvad nitraadid,
sulfaadid ja rauathendid. Metanogeene voib leidkudaaereeritud mullas
vaikestes hapnikuvabades taskutes. Metanogeenitbkasl elutegevuseks teiste
mikroorganismide poolt moodustatud vesinikku ja&tgati, olles viimaseks luliks

orgaanilise aine lagundamisel. Selle tulemusebteketaan

e hupertermofiilid — elavad kdrge temperatuuri tingstes, mis voib ulatuda Ule

10°C. Valdavalt leidub hupertermofile vaavli voi didi sisaldusega
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keskkondades, sest enamik hupertermofiile on anb&tpkes kasutavad vaavlit
elektroni aktseptorina anaeroobses hingamises Jéktreni doonorina

kemosunteesis

Ekslikult arvatakse, et vetikad elavad ainult veésaarmisel juhul veekogudele vaga
l&hedal. Tegelikult leidub ka maismaal elavaid mwatikaid. Kuna mikrovetikad on
fotoslUinteesivad organismid, vajavad nad ainevabksupaikesevalgust. Seet6ttu voib
mikrovetikaid kohata uldiselt mulla pindmistes kilgs (Alexander, 1977). Kuid leidub
ka selliseid mikrovetikaid, kes elavad kohtade$ikmuld alles hakkab tekkima, naiteks
liustike alt vabanenud maa v0i vulkaanipurske tagaj tekkinud maa. (Soil

microbiology ..., 2007)

Mullas elavad mikrovetikad on samuti oluliseks aingete ja primaarproduktsiooni
osaks. Mullas elava mikrovetika hukkudes asuvasktemikroorganismid nende rakke
lagundama. Mikrovetikate rakud sisaldavad paljuaarglist susinikku ja lammastikku,
mis vabanevad raku lagundamise kaigus ja kaasatikseingetesse. Lisaks aitavad
mikrovetikad ja teised mikroorganismid, tavalisedeened, muuta kattesaadavaks

lahustumatuid toitaineid, mis asuvat mulla mineseglosasIijid)
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1.4 Mikroorganismide omavahelised suhted

Mullaorganismid, peaasjalikult bakterid ja seenewstutavad orgaaniliste ainete
lagundamise ja aineringluste toimimise eest. Kuitkroorganismid on vordlemisi

tundlikud keskkonnatingimuste muutumise suhtesgaes nad ka indikaatorid, mille
jargi tuvastada okosusteemi tervise halvenemist wy@iranemist. Paraku on
mullamikroorganismide uurimine keeruline. Tanap&tyameetoditega suudetakse
tuvastada, millised mikroorganismid uuritavas naillelavad, aga sealjuures jaab
teadmatuks, milliseid funktsioone need organisraidavad. (Soil microbiology and ...,
2010)

Mullas on kdige arvukamalt baktereid, keda voibudiselt olla kuni 16-10° iihes
grammis mullas. Bakterid domineerivad arvukuse @siolseni kuni neil jatkub
susinikuallikaid. Seeni on iihes grammis mullas reiturusjarku vahem, tavaliselt®10
1CP. Hairimata muldades on tavaliselt seened arvukakadbakterid, aga selliseid
keskkondi on vahe. Bakterid on keskkonnatingimssifetes tolerantsemad, seet6ttu on

nende arvukus enamikes keskkondades suurem. (Ho@&tad 2010)

Bakterid ja seened moodustavad ule 95% mulla bisisiaskus nad elavad koos
mikrofauna, mesofauna ja makrofauna alla kuulueatmnismidega. Mulla orgaanilise
aine lagundamine on valdavalt bakterite ja seele®aiane, ainult 10 — 15% orgaanilisest

ainest lagundatakse teiste organismide poolt. ¢Bigitobiology and ..., 2010)

Mullas toimuvaid biogeokeemilisi protsesse viivabdilainult aktiivsed mikroorganismid,
keda on 0,1 — 2% kogu mikroorganismide biomasSisjaanud mikroorganismid on kas
potentsiaalselt aktiivsed vdi ooteseisundis. Petaalselt aktiivseid mikroorganisme on
10 — 60%, kes voivad paari tunni jooksul neile Bkike toitaineid omistama hakata, kui
need kattesaadavaks muutuvad. (Blagodats&bsg2013)

Bakterite ja seente kooselu Uheks kdige paremaiksksdon mukoriisa ehk seene juur
(Dighton, 2016). Huufe moodustavad seened eritkesttkonda enstiime, mis aitavad
neil kasvada. Sageli jadvad osad enstumid kasugamalkele on teiste mikroobide poolt

suur konkurents. Valdavalt tarvitatakse need to#dibakterite poolt ara, harvemini ka
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teiste seente poolt. Selle tulemusel aitavad sed@@$a mulla mikroorganismide
mitmekesisuse kasvule ja biomassi suurenemiseislaffeet al,2013)
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1.5 Pdllumajanduses kasutatavad pestitsiidid

Pestitsiidide kasutamine on ténapaeva pollumajasdukaialt levinud praktika.
Eeldatavasti hakati pestitsiide kasutama péllunthjaa algusaegadel. Téanapaevaste
pestitsiidide kasutusele votmine toimus 19. sajarkdii seente, putukate ja bakterite
tbrjeks  hakati  kasutama  kaltsium-arsenaati, pkiaasiti ja  fumigant
vesiniktsianiidhapet. Jargmise generatsiooni s@did pdhinevad sinteetiliste
orgaaniliste Uhendite kasutamisel, millistest tépahuvaarseim on
diklorodifenultrikloroetaan ehk DDT. DDT on suntiéae aine, mille esmakordselt
slinteesis 1873. aastal Othmar Zeider, aga milektisiidne toime avastati 1939. aastal
Paul Mulleri poolt. DDT-d peeti kahjurite tdrjeliakyu revolutsiooniliseks vahendiks,
seda eelkdige laia toimespektrumi, pusivuse, vedelahustuvuse, odavuse ja lihtsa
kasutuse péarast. DDT kasutamisest sai alguse Jestie intensiivne kasutamine
pdllumajanduses. Pestitsiidides nahti vahendit, misudab rahuldada kasvava
inimpopulatsiooni toiduvajadused. Pestitsiidideggtlemata pdllukultuuride puhul
vahendavad kahjurid saagikust keskmiselt 30 — £¥hineerides kahjurid, on véimalik

samalt maa-alal saada rohkem saaki. (Pesticides 2011)

Tanapaeval on pestitsiidina defineeritav iga vahemda kasutatakse taime, mulla, vee,
koristatud saagi, roivaste, elusloomade vdi moddditiemiseks, eesmaéargiga tappa,
meelitada, peletada, reguleerida, mdjutada kasvipghunemist Ukskdik millisel
kahjuriks peetaval organismil. Pestitsiidid hélmévaaljusid kemikaale, mis omavad
erinevaid eesmarke ja funktsioone. Sageli erissgtgdestitsiide sihtrihmade jargi, mille
tdrjumiseks vahendeid kasutatakse. (Cornell Unitygra012)

Sagedasti arvatakse, et pestitsiidide kasutaminejatkuvalt kasvav trend, kuid
pestitsiidide tarvitamine joudis maksimumini jub@80D-ndatel aastatel. Peale seda on
pestitsiidide kasutamine pisut langenud ja plUsdbigselt samal tasemel. Selle Uheks
pbhjuseks on uute toimeainetega pestitsiidide wd#jamine, mis mdjuvad
efektiivsemalt ja mille selektiivsus on suurem. t6da on vaja kasutada vahem
pestitsiide, saavutamaks piisav kahjuritdrje. Tissteguriks on mahepdllumajanduse
populaarsuse kasv, kus ei kasutata keemilisi padét (Klaassen, 2013)
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1.5.1Peamised pestitsiidide riihmad

Pestitsiidide jaotus sihtrihmade jargi (UniversifyMinnesota ...):

avitsiidid — mdjuvad murgiselt lindudele

e bakteritsiidid — m&juvad murgiselt bakteritele

¢ desinfektandid — mdjuvad murgiselt mikroorganisrtede
e fungitsiidid — mdjuvad murgiselt seentele

e herbitsiidid — mgjuvad mirgiselt taimedele

e akaritsiidid — mdjuvad murgiselt lestadele

¢ molluskitsiidid — mdjuvad mirgiselt tigudele ja kjaltele

e nematotsiidid — mdjuvad mirgiselt Umarussidele

¢ insektitsiidid — m@juvad murgiselt putukatele

e kalamurgid (i.kpiscicide$ — mdjuvad murgiselt kaladele
e repellendid — peletavad ebasoovitud loomi, lindpytukaid
e rodentitsiidid — mdjuvad murgiselt néarilistele

e defoliandid — mjuvad taimede kasvu parssivaltjpsthdes lehtede varisemist

e desikandid — pdhjustavad taimede kuivamist voikoise kadu taimede kudedest

1.5.2Pestitsiidide keemiline koostis ja omadused

Keemilised pestitsiidid liigitatakse anorgaanilise ja orgaanilisteks pestitsiidideks.
Anorgaanilised pestitsiidid koosnevad mitmetest siidtest Uhenditest, tavaliselt
arseenist, vasest, tinast ja elavhébedast. Neattithei lagune traditsioonilisel moel ja
pestitsiidina  kasutamisel kuhjuvad keskkonda. Tieagdl muutuvad nad
elusorganismidele kattesaadamatuks, leostudes mal#alamatesse kihtidesse, kuid
esineb ka keemilisi reaktsioone, mille kdigus amarglised Uhendid kahjutustavad.
Anorgaanilised pestitsiidid on naiteks Bordoo véd¢h erinevad arseeni sisaldavad
dhendid. (Freedman, 1995)

Orgaanilised pestitsiidid on keemiliselt mitmekesisMdned orgaanilised pestitsiidid on

looduslikku péritolu, eraldatud naiteks taimedé&sid enamik on siinteesitud laborites.
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Looduslikku paritolu orgaanilise pestitsiidi heaiéteks on insektitsiid nikotiin ja sellest
tuletatud nikotinoidid, mida eraldatakse tubakatdest. Lisaks toodetakse ka nikotiin
sulfaate, looduslikke puretroide ja rotenooni. getitiste orgaaniliste pestitsiidide hulka
kuuluvad (bid):

e slnteetilised metallorgaanilised pestitsiidid — deafalt fungitsiidid. Koige
sagedamini kasutatakse organo-elavhfébeda Uhermitseruvaid kemikaale,
naiteks fentdlelavhdbeda atsetaate, metlulelaviabbed ja
metoksuetuulelavhdbeda Kloriiti

e fenoolid — fungitsiidid, sagedasti kasutatakse puigh muu orgaanika
tootlemiseks. Fenoolide hulka kuuluvad triklorofehotetraklorofenool ja
pentaklorofenool

e organokloriinid — vaga mitmekesine rihm, kuhu kwaldi alamrihmad: DDT ja
DDT-sarnased pestitsiidid, lindaan, tsuklodieerkl@ofenoksihape. Esimese
kolme alariihma pestitsiidid on insektitsiidid, vame alarthm on herbitsiid

e organofosfaadid - samuti mitmekesine rihm, kaskdata valdavalt
insektitsiidina. Looduses laguneb vordlemisi kiirelsuid omab toksilist toimet
naiteks veeorganismidele. Insektitsiidina kasutsalpeamiselt paratiooni,
fenitrotiooni ja malatiooni, herbitsiidina glifodaa

e slnteetilised puretroidid — laialdaselt kasutatauaskktitsiidid. Sinteetilised
piretroidid on toksilised paljudele organismidekaladele, selgrootutele ja
imetajatele. Siia hulka kuuluvad tstipermetriin taeletriin ja permetriin.

e triasiin — herbitsiidid

e karbamiidid — kasutatakse sageli insektitsiidina

e dinitroaniliin — herbitsiidid

e amiidid — herbitsiidid

e tiokarbamaadid — herbitsiidid

e atsetaldehtudi polimeer — molluskitsiid
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1.5.3Pestitsiidide toimemehhanismid

Kahjurite torjumiseks vOib kasutada ka keskkonnateig — kliimat, looduslikke
vaenlasi, topograafiat ning toitainete ja vee ls#idéelavust. Kuna varasemalt mainitu on
aeglane ja tihti ebaefektiivne, kasutatakse sa@ali bioloogilist-, kultuuride, ja
mehaanilist kontrolli. Kdige kindlama tulemuse thdeemiline kahjurite kontroll ehk
pestitsiidide kasutamine. (Waxman, 1998)

Erinevate pestitsiidide toimemehhanismid on vagaeead, kuid Uldiselt saab need
jaotada kahekdHid):

e akuutse toimega — murgistuse mdju avaldub lUhilkgaga, peale Uhekordset
pestitsiidiga kokkupuudet. MOoju ulatus soltub méawgest sihtrihmale,

kokkupuute kestvusest ja pestitsiidi kasutamis&stii

e kroonilise toimega — miurgistuse mdju avaldub pelteduvate madalate
kontsentratsioonidega pestitsiidiga kokkupuudet fitiekordse doosina ei ole
letaalsed, aga tekitavad pikema aja jooksul po6eduith kahjustusi

Sagedamini kasutatavad insektitsiidid kuuluvad oodéoriinide, organofosfaatide voi
karbamiidide klassi. Insektitsiidid toimivad tawsit kahjurputuka narvisisteemi
hairides, takistades atsetuulkoliini esteraasiyides atsetuulkoliini retseptoreid voi
y-aminovOihappe retseptoreid. Herbitsiidid tapavéid mojutavad taimi hairides voi
takistades ainevahetuslikke radu, naiteks blokesridtosinteesi, karetenoidi siinteesi
vOi aromaatse ja hargnenud ahelaga aminohapeteesilntisaks mdjutavad herbitsiidid
taimede kasvu, hingamist, raku ja tuuma jagunendstvalkude ja rasvade sinteesi.
Fungitsiidid mdjutavad seente ainevahetuslikke raais hairib raku funktsioneerimist,
blokeerib rasvade ja valkude biostinteesi voi takliss enstiimide tootmist voi toimet.
(Kaliaet al,2011)

1.5.3.1 Ensuidmiinhibiitorid

Osad pestitsiidid havitavad kahjureid inhibeeridesstutimide toimet. Toksiinid
reageerivad enstiimidega vdi transportproteiinigagahibeerivad normaalset talitlust.

See on vdimalik, sest pestitsiidide Uhendid blokeer enstitiimid, kuna on sarnased
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looduslikele toitainetele. Naiteks on see omanektitsiididele, mille toimeaineks on
karbamiidid ja organofosfaadid, mis inhibeerivadsi@imi atsettdlkoliini esteraasi.
Samuti leidub herbitsiide, mis inhibeerivad taimedeminohapete stinteesiks olulisi

ensuime, naiteks glifosaadid ja glifosinaadid ngSsen, 2004)

Enstuumiinhibiitorite mdju soltub sellest, mis robbimab mdjutatav ensiim kahjuri
organismis. Taimedel puudub narvisisteem ja atbetdiiini esteraas ei ole teiste
protsesside jaoks oluline. Seetdttu ei moju karbdichija organofosfaadid taimedele
toksiliselt. Sarnaselt ei tooda loomad teatud likilisi aminohappeid ja neid ei mjuta
nende aminohapete slnteesiks oluliste enstumidéemimine glufosaatide ja
glifosinaatide poolt.lipid)

1.5.3.2 Keemilise signaalististeemi hairimine

Organismid kasutavad kemikaale, et edastada intsrommi mitmetel korralduslikel

tasemetel. Pestitsiidid sisaldavad mitmeid Uhendeits hairivad nende siusteemide
toimimist. Toksiinid, mis rikuvad signaalisiisteaimimimist, on vaga voimekad ja sageli
suure selektiivsusega. Nad imiteerivad dige signaaéndeid, mistdttu edastatakse
signaale liiga tugevalt, liga kaua voi valel ajdbelliseid toksiine nimetatakse
agonistideks. Agonisti naiteks on nikotiin, mis ahnnarvisisteemi atsettulkoliinile
sarnase signaali, mida aga ei elimineeri atsetliiilk@steraas. Antagonist seevastu
blokeerib retseptori dige signaali Uhendite eesttagonistina kaitub suktsinaulkoliin,
mis blokeerib narviraku ja lihase vahelise kontakteageerides atsettulkloliini

retseptoriga, takistades signaali edastamise. é&ten, 2004)
1.5.3.3 Reaktiivsed molekulid, mis havitavad rakukomponente

Enamik redoksreaktsioone hdlmab kahe elektroni tvstheKuid leidub ka thendeid,
mida saab oksudeerida vdi redutseerida Uhe elekirahetamisega, mille kaigus
formuleeritakse reaktiivseid vahesaadusi. Sagefiaistesse reaktsioonidesse kaasatud
hapnik. Sellise vaba radikaali moodustaja naitekerbitsiidparaquat mis varastab
mitokondri vOi kloroplasti elektroni transpordi dast Uhe elektroni ja muudab selle
molekulaarseks hapnikuks. Tekkinud superoksiidi oani vdib reageerida

vesiniksuperoksiidiga, moodustades hudroksuilikeale. Hudroksudli radikaalid on
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vaga aktiivsed, riunnates esimest molekuli, kedatdu@u. Selle tulemusel tekib
ahelreaktsioon, mille kdigus havineb mitmeid bioekale. (Stenersen, 2004)

Toksiinid, mis toodavad vabu radikaale, on hanleldégvsed. Selle asemel toimivad nad
pigem Kkui laviin, mis havitab rakumembraane, nukleppeid ja teisi rakustruktuure.
Aeroobse eluviisi kdigus on organismidel arenenwabade radikaalide vastu ka
kaitseststeemelb(d)

1.5.3.4 Norgad orgaanilised happed voi alused, mis muudavaahitokondri ja

membraani pH gradienti

Keemilised Uhendid vdivad olla toksilised, sest radustuvad raku happelisemas
mitokondri membraanis ja on vdimelised sealt kaa8tma H iooni, viies selle
vahemhappelisse mitokondrisse. Mitokondris ja kbtastis on pH erinevus vaga oluline,
sest selle abil toimub rakus energia tootmine. tasakaal saab hairitud, ei ole rakk
voimeline energiat tootma, ning raku normaalne tamime katkeb. Sellist mehhanismi
kasutavad naiteks ammoniaak ja fenoolid. Samasaonetl ja loomad sellega ka
kohanenud, kasutades toksiinidest vabanemiseksavadistglutamiini voi karbamiidi
tootmist. (Stenersen, 2004)

1.5.4 Mikroorganismide reageering pestitsiididele

Tanapaeva pollumajanduses on pestitsiidide intamsikasutamine tavaparane praktika
(Yang, 2006). Uuringud naitavad, et 0,3% kasutdestgestitsiididest jduab kahjurini,
keda soovitakse mdjutada. Ulejaanud 99,7% pesligsipaisatakse keskkonda, eelkdige
mulla pinnale. Mulla pinnalt liguvad pestitsiidisiigavamatesse kihtidesse, kus nad
lagundatakse valdavalt mikroorganismide poolt (Mutheozet al, 2011). Kuna mulla
mikroorganismid on pohilised lagundajad ja vastathka aineringete labiviimise eest,
vOivad pestitsiidid mdjutada mikroorganismide véimpestitsiide lagundada ja
aineringeid labi viia (Filip, 2002; Eisenhauerr al, 2009; Lo, 2010). Sellest tulenevalt
vOib mulla mikroorganisme pidada biomarkeritekd|ekarvukuse ja reageeringu jargi

vOib hinnata pollutantide mdju mulla kvaliteedif&l{p, 2002).
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Glufosaadiga toodeldud mullas margati madalate daitatsioonide juures
mikroorganismide elutegevust kiirendavat toimetleSgdhjuseks voib olla pestitsiidiga
mulda lisandunud toitained C, N ja P. Kdrgematetgemtratsioonide juures téheldati
inhibeerivat toimet, mis pusis pikka aega (Goraeal, 2008). Pestitsiididega t66deldud
mullas on tuvastatud keskmisest kdrgem kontserdamats mikroorganisme, kes
lagundavad pestitsiide. Lancastral poolt |&bi viidud katsest uuriti mullale lisatud
glufosaadi lagunemist. Selgus, et katses, kusi Igléifosaati viis korda, lagundati
pestitsiid kiiremini kui neljakordsel lisamisel (heasteret al, 2009). Fungitsiididega
teostatud katsed on naidanud, et mida kdrgem onlasuleiduva fungitsiidi
kontsentratsioon, seda pikem on ka selle poolestgu@dunoz-Leozt al,2011).

Bakterite mitmekesisus on pestitsiididega saastauuiths eeldatavasti mitu suurusjarku
vaiksem kui puhtas mullas. Selle pohjuseks arvataksvat saasteaine toksiline toime
osadele bakteritele, samas moned bakterid hakKeasutama saasteaineid toitainetena
ja muutuvad sealjuures dominantseks (Imficl, 2011). Mikroorganismid, kes ei ole
pestitsiidile nii tundlikud, vbivad kasutada toitateks ka pestitsiidi t6ttu hukkunud
mikroorganismide rakke, suurendades oma arvukasksei toitaineid jatkub (Cycoat

al, 2013).

Viimastel kimnenditel on agrokemikaale tootvad \@teed arendanud palju uusi
pestitsiide, mis on kdrge selektiivsusega ja vaheiseeainesisaldusega. Uheks selliseks
on herbitsiid, mille toimeaineks on nikosulfurooms md&jub inhibeerivalt umbrohtudele,
takistades atsetohidrokstilhappe sitntaasi (AHASAR esineb ka bakterites ja
seentes, mistottu voib eeldada, et nikosulfuroasukamine mdjub negatiivselt ka mulla
mikroorganismidele. Karpouza®t al poolt l&bi viidud katses uuriti, millise
kontsentratsiooni juures mdjub nikosulfuroon mikigemisme inhibeerivalt. Selgus, et
laborikatse puhul margati seeni inhibeerivat toik@tsentratsiooni juures, mis uletab
viiekordselt soovituslikku kontsentratsiooni. Baieiel inhibeeriv toime tuvastati
20-kordse soovitusliku kontsentratsiooni juurean&&katset korraldati ka pollul, kus ei
tuvastatud mikroorganismide inhibeerimist kontsatsioonidel kuni viiekordne

soovituslik kontsentratsioon. (Karpouzztsal, 2014)

Cyconet alteostasuuringu, kus vorreldi herbitsiidi napropamiid méjeterotroofsetele-,
nitrifitseerivatele- ja denitrifitseerivatele baktele. Selgus, et madal kontsentratsioon
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napropamiidi mdjutab heterotroofseid baktereid kiihiajaliselt (kuni Uks paev), parast
seda bakterite arvukus pigem kasvas. Nitrifitsegevbakterite arvukuses tuvastati
pestitsiidi kasutamisel langustrend, sealjuures adtati tugev seos pestitsiidi
kontsentratsiooni suurenemise ja bakterite arvienémise vahel. Samas napropamiidi

lisamisel denitrifitseerivate bakterite arvukusgngkasvas. (Cycoet al,2013)
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2 Materjal ja metoodika

Kaesoleva magistritod eesmargiks oli uurida pestite moju mulla
mikroorganismidele. Katse viidi labi TTU Tartu Kedlzi mullabioloogia
laboratooriumis. Katse kaigus uuriti mikroorganidei biomassi substraadi poolt
indutseeritud hingamise meetodil, mikroobikooslub&ngamisaktiivsust, teostati
inhibitsiooniteste ja maarati pestitsiididega tdddd s66tmeplaatidel esinenud peamised

bakterite ja seenete perekonnad.

Katseteks tarvilik muld vdeti TTU Tartu KolledZirté#ooriumilt. Samast mullast tehti ka
fusioloogiline lahus, kuhu lisati 50 ml destillded vett, 0,5 grammi soola ja 5 grammi
mulda. Fusioloogilist lahust hoiti katsete teostsarajal inkubaatoris 3C juures.

Katses kasutati pestitsiide Stomp ® 330 EC (eda§immp), Karate ® Zeon (edaspidi
Karate), Ranger PRO ® (edaspidi Ranger) ja Fast80 @daspidi Fastac). Pestitsiidide
modtmiseks kasutati mootepipetti.

Stomp on herbitsiid, mille toimeaineks on pendirhi@amis kuulub dinotroaniliinide

klassi (Extension Toxicology ...). Stomp on peaihisgdeldud kasutamiseks mullale
kandmiseks, tungides taimedesse juurte kaudu, re§jk@d varte ja lehtede kaudu
tarkamisjargselt. Lisaks on pestitsiidi jAdgid pijdise toimega, tbrjudes ka peale
pritsimist targanud umbrohtusid. Stomp’i toime omige tohusam korrelistele-,
kaheidulehelistele, ja laialehelistele umbrohtud8l®emp on keskkonnaohtlik kemikaal,

mdjudes eriti murgiselt veeorganismidele. (Baltigrd)

Karate on insektitsiid, mille toimeaine on lambdakHalotriin, mis kuulub puretroidide
klassi. Karate on kontaktne ja s6otmurk, mdéeldudut@miseks lestade ja imevate
kahjurputukate t0rjeks, labistades kutiikuli jagléseerides kahjurputuka narvististeemi.
Pestitsiidi toime v0ib avalduda juba méne minutijsul, pdhjustades desorientatsiooni
ja toitumistegevuse katkemist. Karate on keskkohtlko kemikaal, mdjudes eriti

mirgiselt veeorganismidele. (Syngenta Eesti, 2017)
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Ranger on herbitsiid, mille toimeaine on glifosamais kuulub organofosfaatide hulka
(Food and agriculture ..., 2016). Ranger on susteetildhavitava toimega, mdjudes
kaheidulehelistele umbrohtudele, ning Uhe- ja mitastastele kdrrelistele. Toimeaine
ligub taime lehtedest ja vartest juurtesse, kulibieerib ensiime, mis osalevad
aminohapete tootmisel. Pestitsiid ei mdju veel @mata seemnetele vdi mullas
paiknevatele taimede osadele. (Pdllumajandusamet)

Fastac on insektitsiid, mille toimeaine on alfagsiimetriin, mis kuulub puUretroidide
klassi (Heitzman). Fastac on kontaktne ja pikalfadgiga, tungides peale pritsimist ka
taimi katvasse vahakihti, toimides sellisel vilsd s66temirgina. Mdjub vaga murgiselt
veeorganismidele, séilitades pikaajaliselt kesklemmbliku toime. (BASF crop

protection ...)

2.1 Mikroorganismide biomassi ja mikroobikoosluse

hingamisaktiivsuse maaramine

Katsete kaigus kasutati mikroorganismide biomagsiddmiseks substraadi poolt
indutseeritud hingamise (SIR) meetodit. SIR-meefiichaldab m&6ta hapniku tarbimist
mikroorganismide poolt. Selleks lisatakse proowitdbilikku toitainet, kdesoleva katse
puhul glikoosi, mis on mikroorganismidele kergestiandatavad. Mikroobikoosluse
elutegevuse kaigus kasutatud hapnik vahendab rdtdteeanumas, mille langus
fikseeritakse OxiTop® mootesusteemiga, mis vasédlyusvaheliste standardite poolt
kehtestatud nduetele. Seadme modtem&aramatus orbat. ndaltimaks eralduva
susihappegaasi mju katse tulemustele, lisati ategsa absorbenti, mis seob katse
kaigus eralduva C£ Eralduva sisihappegaasi sidumine on vajalik, &tida rdhu
tdusmist CQeraldumise tagajarjel. Selle meetodiga ei ole alikreristada struktuurseid
muutuseid mikroobikoosluses, see véimaldab tuvasteas pestitsiidide lisamisel tekkis
inhibeeriv toime (Langeret al, 2010). Katse teostamiseks kaaluti kaheksasse
standardsesse katseanumasse 50 grammi mulda,entiflati 0,25 grammi glikoosi.
Katse kaigus lisati kahte anumasse Karate lahaljeridusega 1:10, kahele anumale
Stomp’i lahust, lahjendusega 1:10, kahele anumakta€’i lahust, lahjendusega 1:10.

Lisatud pestitsiidide kontsentratsioonid olid va@dspdllumajanduses kasutatavate
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soovituslike kontsentratsioonidega. Kahte anumpssttsiide ei lisatud, voimaldamaks
tulemuste vordlemist. Iga katseanuma sisud sdgatseanumad suleti hermeetiliselt ja
asetati 24 tunniks 2€ juurde. Rdhu muutumise tuvastamiseks kasutatiT@p®

manomeetrilist moodteslsteemi. Mikroorganismide [laissn susiniku sisalduse

arvutamiseks kasutati jargnevat seost @tial, 1999):

1 mg 02 g*h1 =28 mg biomass C'y

Lisaks teostati mikroobikoosluse hingamisaktiivsiB#\) maaramise katse. Selleks

kasutati kaheksat standardset katseanumat, igatdeeti 100 grammi mulda. Katse

kaigus lisati kahte anumasse Karate lahust, labgemgh 1:10, kahele anumale Stomp’i
lahust, lahjendusega 1:10, kahele anumale Fadtduist, lahjendusega 1:10. Lisatud
pestitsiidide kontsentratsioonid olid vérdsed p@lajanduses kasutatavate soovituslike
kontsentratsioonidega. Kahte anumasse ei lisatstitp&le, voimaldamaks tulemusi

vorrelda. lga katseanuma sisud segati. Katseanwsulati hermeetiliselt ja asetati 96

tunniks 28C juurde. Katse labiviimiseks kasutati OxiTop® neggadmeid.

Hapnikutarve arvutati jargmise valemi jargi (Plat&899):

BA = TEZD x Uk x Ap

Kus BA — hapnikutarve, mg4kg KA

Mgr(O2) — hapniku molaarmass, 32 000 mg/mol
Vshk— Ohu ruumala médtmisanumas, liitrites (L)

R — universaalne gaasikonstant, 83,14 L x mbarknol
T — mddtmistemperatuur, kelvinites (K)

Mgt — kuivaine mass mdotmissusteemis, kg KA

Ap — rohu langus méo6tmissiusteemis, mbar (1 mbaRajlh
Mdodtmisanumas oleva 6hu ruumala arvutati jargmaenai jargi (bid):

Vshk = Viuid — Vpinnas

Kus Vshk — Ohu ruumala médtmisanumas, L
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Vg — mdodtmisanuma tldruumala, L

Vpinnas— pinnaseproovi ruumala, L

2.2 Kasutatud s60tmeplaadid

Sootmeplaate kasutati kahte liiki, neist Uks olemddd bakterite kultiveerimiseks ja selle
tapsemad koostisosad on toodud tabelis 1. Baktsditémeplaatide komponentidena
kasutati destilleeritud vett, agarat, peptooni,|aga parmiekstrakti. Kéik osised segati
omavahel, misjarel paigutati 30-60 minutiks 90 juurde autoklaavi. Péarast
autoklaavimist oodati s66tme jahtumist, misjaredali seeni inhibeeriva toimega
tsiikloheksamiidi ja piirituse lahust. Tsukloheks@hisati peale autoklaavimist, vastasel
juhul oleks see oma moju kaotanud. S66tme jahtudlesi see Petri tassidesseca 25

ml Uhe plaadi kohta ja oodati taielikku tahkestumis

Tabel 1. Bakterite so6tmeplaadi koostisosad

destilleeritud vesi 250 ml
agar 3,759
peptoon 1,25¢g
sool 1,25¢
parmiekstrakt 0,5¢9
tstikloheksimiid 0,29
piiritus 90% 10 ml

Teist liiki sdotmeplaate kasutati seente kultiveeseks, selle tApsemad koostisosad on
toodud tabelis 2. Seente stotmeplaatide komporesrdikasutati destilleeritud vett,
linnaseekstrakti, agarat ja kloramfenikooli, misgié bakterite elutegevust. Kdik osised
segati omavahel, misjarel paigutati 30-60 minutld€PC juurde autoklaavi. S66tme
jahtudes valati see Petri tassidessssa 25 ml Uhe plaadi kohta ja oodati taielikku

tahkestumist.
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Tabel 2. Seente s6dtmeplaadi koostisosad

destilleeritud vesi 250 ml
Linnaseekstrakt 5¢
Agar 3,759
Kloramfenikool 0,05¢

2.3 Inhibitsioonitest

Valtimistesti teostamiseks kasutati alapeattikis/ala toodud spetsiifilisi sb6tmeplaate.
Bakterite kultiveerimiseks kasutati tabelis 1 niatetl koostisosadega sd6tmeplaate,
seente Kkultiveerimiseks kasutati tabelis 2 nimetatsistega sootmeplaate. Katses

kasutati pestitsiide Karate, Stomp, Fastac ja Range

Valtimistest teostati kolmes osas. Esimeses odasstati 20 s66tmeplaati, neist kimme
bakterite kultiveerimiseks ja kiimme seente kultimaeseks. Iga pestitsiidi jaoks
valmistati neli sootmeplaati, kaks bakterite kudvimiseks ja kaks seente
kultiveerimiseks. Lisaks valmistati neli s6otmepilakontrolliks, kuhu pestitsiide ei
lisatud, kaks sootmeplaati bakterite kultiveerirkssga kaks so6tmeplaati seente
kultiveerimiseks. Katse teostati pestitsiidide éafgusega 1:10-le, mis vastab

soovituslikule pdllumajanduses kasutatavale kontatsioonile.

Valtimistesti teise osa teostamiseks valmistati f®tmeplaati, neist 18 bakterite
kultiveerimiseks ja 18 seente kultiveerimiseks. pgsstitsiidi jaoks valmistati kaheksa
sootmeplaati, neist neli bakterite kultiveerimisgkseli seente kultiveerimiseks. Lisaks
valmistati neli so6tmeplaati kontrolliks, kuhu ptside ei lisatud, neist kaks

sootmeplaati bakterite kultiveerimiseks ja kakstsigplaati seente kultiveerimiseks.

lga pestitsiidiga teostati katse nelja erineva &entratsiooniga. Kasutatud
kontsentratsioonid olid: 1 ml lahjendamata puhastipsiidi, lahjendus 1:2-le, lahjendus
1:4-le ja lahjendus 1:8-le.
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Kolmandas osas teostati katsed Uhe konkreetsegegnéhe bakteriga. Bakter ja seen
valiti varasematelt sdotmeplaatidelt visuaalse Iuaat pdhjal, kasutades selliseid
organisme, kelle esinemissagedus oli suur ja keb mestitsiididele vastupidavad.
Bakterite ja seente valjakulv s66tmeplaatidele t@ikuga, mille ots viidi kontakti valja
valitud bakteri vdi seene kolooniaga. Seejarel t@mmuele sddtmeplaadile tikuga
nelinurkselt neli triipu, mille kdik nurgad, valgvatud algus ja 16pp, puutusid kokku.
Sealjuures vahendati iga tahu juures tdmbekordasta, s.t esimene triip tommati
neljakordselt, teine triip kolmekordselt jne. Seeaetod véimaldab vaadelda bakterite ja
seente kasvuaktiivsust, eeldades, et igal jargriaiall on vaiksem arv rakke, kuna igal

jargneval triibul korduste arv vaheneb ja iga togdgab tikule vAhem rakke jargi.

Katset teostati erinevate pestitsiidide kontsesivanide juures alustades 1 ml
lahjendamata pestitsiidist, jargnesid lahjenduséd®2, 7-3 ja 6-4, kus esimene number
indikeerib mitu osa pestitsiidi lisati ja teine niiemn indikeerib lahjenduseks lisatud

destilleeritud vee osasid.

Katses kasutati bakterite ja seente kultiveeringsekdeldud sddtmeplaate, mida
valmistati bakterite kultiveerimiseks kokku 22, igastitsiidi erineva kontsentratsiooni
jaoks Uks ja seente kultiveerimiseks kokku 22, pgatitsiidi erineva kontsentratsiooni
jaoks Uks. Nii bakterite kui ka seente soO0tmepdiesti kaks jaid kontrolliks, kuhu

pestitsiide ei lisatud.

2.4 Bakterite ja seente identifitseerimine

Bakterite ja seente perekondade identifitseerinside@sutati kahtkimmet s66tmeplaati,
kuhu kilvati varasemate katsete soOtmeplaatideibheesd bakterid ja seened.
Valjakulvide aluseks oli silma jargne hinnang, easgiga kilvata véimalikult palju

erinevaid perekondi. Taiendav valjakulv oli vajalé identifitseeritavad rakud oleksid

varsked ja elus.

Valjakllvidest eraldati bakterid ja seened, misnkizti klaasplaadile, véimaldamaks
valgusmikroskoobiga vaatlemist. Selleks tilgutdéidsplaadile 1@l destilleeritud vett,
mille sisse pandi tikuga pisut uuritavat materjgledeliku taieliku aurustumiseni jaeti
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klaasplaadid tdmbekapi alla kuivama. Parast kuisaneostati uuritavate rakkude
kuumfikseerimine. Selleks liigutati klaasplaati nednkorrad labi leegi, et bakterite voi

seente valgud denatureeruksid klaasi pinnale.

Identifitseerimiseks to6ddeldi seente plaate bemgaesega, mis hdlbustab nende
vaatlemist. Varvimiseks valmistati 5%-line bengaaase lahus, mille koostisosad on
tabelis 3. Lahuse tegemiseks kasutati bengaalpym#iset, piiritust ja destilleeritud vett.

Varvimist teostati kolmel korral, mille vahel eemati tleliigne véarv destilleeritud veega.

Tabel 3. Bengaalpunase 5% lahus

destilleeritud vesi 1,9 ml
Piiritus 90% 0,1 ml
Bengaalpunane 0,01g

Bakterite plaatidel kasutati Gram’i varvimist, migdhineb gramnegatiivsete ja
grampositiivsete bakterite rakukesta ehituse etisel Grampositiivsete bakterite
rakukest koosneb paksemast peptidoglikaani kihist gramnegatiivsete bakterite
rakukest. Rakukesta ehituse erinevuse tbttu saan'Gwarvimise meetodil eristada
gramnegatiivseid ja grampositiivseid baktereid. tBake varvimiseks toddeldi
klaasplaati kristallvioletiga, peale mida kasutatigoli lahust. Lugoli lahus kinnitab
kristallvioleti grampositiivsete bakterite peptididkgani kihile. Jargnevalt pesti
klaasplaati piiritusega, mis eemaldas gramnegatéls bakteritelt varvi, samas
grampositiivsed bakterid jaid violetseks. Gramnibgsdte bakterite varvimiseks kasutati

safraniini, mis varvis need roosaks voi punaseks.

Bakteritega ja seentega klaasplaadid fotografeesljusmikroskoobi kilge kinnitatud
fotokaameraga. Fotode jargi identifitseeriti baitéeja seente perekonnad. Tapsem

klassifitseerimine ei olnud kdesoleva t60 raameasabk.
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3 Tulemused

3.1 Mikroorganismide biomass ja mikroobikoosluse hingansaktiivsus

Mikroorganismide biomassi hindamist teostati SIR etodil, mille tulemused on
joonisel 1. SIR katse kaigus uuriti mikroorganisenidbiomassi peale 24 tunnist
inkubatsiooniaega. Selgus, et kdikide katsetatudstipsedide lisamine mojus
mikroorganismide biomassi kahandavalt. Kontrollaatarkeskmine mikroorganismide
biomass oli 4,159 mg biomassC/kg KA. Kdige rohkerdjutas mikroorganismide
biomassi Karate lisamine. Karatega t66deldud katsmate mikroorganismide biomass
oli 3,793 mg biomassC/kg KA ehk ligikaudu 8,8% \&#kn kui pestitsiidiga tootlemata
katseanumates. Stompiga ja Fastaciga toddeldudedtatsmate mikroorganismide

biomass oli vastavalt 4,057 mg biomassC/kg KA j@4,mg biomassC/kg KA.

4,500 4,057 4,140 4,159
4,000 3,793
<¥( 3,500
£ 3,000
S~
@ 2,500
%]
©
£ 2,000
Rel
o 1,500
0o
€ 1,000
0,500
0,000
Karate (5ml) Stomp (5ml) Fastac (5ml) Kontroll

Joonis 1. Mikroorganismide biomass SIR meetodil

Mikroorganismide  hindamisaktiivsuse tulemused on odtal joonisel 2.
Mikroorganismide hingamisaktiivsus oli kérgeim Stuga t66deldud katseanumates
11,453 mg 02/kg KA*H, madalaim Karatega toodeldud katseanumates 8,67321kg
KA*h-1, Sarnasel tasemel oli ka kontrollanumate mikrooigraide hingamisaktiivsus
8,746 mg 02/kg KA*H, ning Fastaciga toodeldud kontrollanumate mikraaigmide
hingamisaktiivsus 9,379 mg 02/kg KA*h
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Joonis 2. Mikroorganismide hingamisaktiivsus (BA)

3.2 Inhibitsioonitest
3.2.1Karate

Inhibitsioonitesti kaigus teostatud katsetest sglget suuremad kontsentratsioonid
pestitsiidi Karate mojuvad mikroorganisme péarssivdulemused on visualiseeritud
joonisel 3. Bakterite sootmeplaatidel loendati éasiffamata Karate lisamisel ainult nel
KMU-d, lahjendusel 1:2 oli KMU-sid 237. Jargnesathjendused 1:4, 1:8 ja 1:10, millelt
loendati vastavalt 642, 1116 ja 903 KMU-d. Lisanltoodud naited soétmeplaatidest ja
seal moodustunud KMU-dest, parast Karatega ja Rayag@otlemist.

1000 903

800 642
600

KmU

400 237
200

1:1 1:2 1:4 1:8 1:10

Pestitsiidide lahjendused

Joonis 3. Bakterite KMU-d Karatega t6odeldud sogtiaatidel
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Joonisel 4 on toodud seente KMU-d Karatega toodetdidtmeplaatidelt. Lahjenduseta
pestitsiidiga sd6tmeplaatidel oli ainult iiks KM@8hjendusega 1:2 sé6tmeplaadil oli kaks
KMU-d, lahjenduse 1:4 juures moodustus 14 KMU-dKMU-d moodustus lahjenduse
1:8 ja 1:10 juures.

20
16 16
14
15
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S 10
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1:1 1:2 1:4 1:8 1:10

Pestitsiidide lahjendused

Joonis 4. Seente KMU-d Karatega toodeldud sootraéidkl

3.2.2Fastac

Teostatud katsetest selgus, et Fastaciga toodelstitmeplaatidel moodustus
lahjendamata pestitsiidiga toodeldud s66tmeplab@il KMU-d. Ullatavalt moodustus

lahjendusega 1:10 st6tmeplaadil 589 KMU-d ja lafljsega 1:4 sootmeplaadil 697
KMU-d. Seevastu lahjendusega 1:2 ja 1:8 sootmeagklanoodustus vastavalt 1164 ja
1476 KMU-d. Antud tulemused on &ra toodud joongsel

2000
1476
1500 1164
2 1000 697
2 589
500 195
0
1:1 1:2 1:4 1:8 1:10

Pestitsiidide lahjendused

Joonis 5. Bakterite KMU-d Fastaciga tdodeldud sé@tiaatidel
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Seente kultiveerimiseks moeldud sddtmeplaatideindad Fastaciga to6tlemisel
KMU-sid, mille tulemused on joonisel 6. Lahjendaenaestitsiidi puhul loendati seitse
KMU-d. Kolooniaid moodustus lahjenduste 1:2 ja 1jdures vordselt 109.
So6tmeplaatidel, mis olid té6deldud Fastaci lalgeste8 ja 1:10 moodustus vastavalt 13
ja 20 KMU-d.

25

19 19 20
20
> 15 13
5 10 7
5
0
1:1 1:2 1:4 1:8 1:10
Pestitsiidide lahjendused
Joonis 6. Seente KMU-d Fastaciga to6deldud séoamépel
3.2.3Ranger

Rangeriga toodeldud sdotmeplaatidel moodustunud KiMbh kujutatud joonisel 7.

Katses selgus, et lahjenduseta Rangeri lisamiddietige kultiveerimiseks mdoeldud

sdéotmeplaadile moodustus 34 KMU-d, lahjenduse at2ejs moodustus 251 KMU-d,
lahjenduse 1:4 juures moodustus 376 KMU-d, lahjeedi8 juures moodustus 577
KMU-d ja lahjenduse 1:10 juures moodustus 114 KMU-d
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Pestitsiidide lahjendused

Joonis 7. Bakterite KMU-d Rangeriga tétdeldud sdiiimatidel
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Lahjendamata pestitsiidi ja lahjenduse 1:2 juur@sadustunud seente kultiveerimiseks
mdeldud séotmeplaatidel tihtegi KMU-d. Lahjendusgjtiures loendati kolm KMU-d,
lahjenduse 1:8 juures loendati 18 KMU-d ja lahjesel@:10 juures loendati 16 KMU-d.

Seente KMU-de loenduse tulemused Fastaciga tocdiedditmeplaatidel on toodud

joonisel 8.
16
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Pestitsiidide lahjendused
Joonis 8. Seente KMU-d Rangeriga toddeldud sootmadiplel
3.2.4Stomp

Stompiga toodeldud bakterite KMU-de moodustaminejaonisel 9. Lahjendamata

Stompiga to6deldud bakterite kultiveerimiseks médldodtmeplaatidel moodustus 758
KMU-d, lahjenduse 1:2 juures moodustus 1058 KMUad lahjenduse 1:4 juures
moodustus 1136 KMU-d. Jargnevalt loendati lahjerd@s8 juures 939 KMU-d ja

lahjenduse 1:10 juures 287 KMU-d.
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Pestitsiidide lahjendused

Joonis 9. Bakterite KMU-d Stompiga toddeldud sodiimatidel
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Stompiga to6deldud seente kultiveerimiseks moeldddtmeplaatidelt loendatud
KMU-d on kujutatud joonisel 10. Lahjendamata Stagapitodeldud so6tmeplaadilt ei
tuvastatud thtegi KMU-d, lahjenduse 1:2 juures tlagikaheksa KMU-d, lahjenduse 1:4
juures loendati kuus KMU-d ja lahjenduse 1:8 judosshdati 19 KMU-d. Eraldi paistis

silma lahjendus 1:10, mille juures loendati 88 KNMU-

100 88
80
60

KMU

40
19

1:1 1:2 1:4 1:8 1:10
Pestitsiidide lahjendused

Joonis 10. Seente KMU-d Stompiga téodeldud sootaatiolel

3.2.5Kontroll

Kontrollkatseid, mille kaigus teostati KMU-de loarsdja kuhu ei lisatud pestitsiide,
teostati nii bakterite kui ka seentega kokku kahel&akterite kultiveerimisel loendati
keskmiselt 1103 + 132 KMU-d, seente kultiveerimis@éndati keskmiselt 24 + 14
KMU-d.

3.3 Bakterite ja seente identifitseerimine

Katsetes kasutatud s6otmeplaatidelt tuvastatiesbakterite perekonda ja tiheksa seente
perekonda. Tuvastatud bakterite perekondadest olis grampositiivsed ja kaks
gramnegatiivsed. Tuvastatud seente perekondadestseitse hallitusseened ja kaks

parmseened. Identifitseeritud bakterid ja seenedukad jargmistesse rihmadesse:

e gramnegatiivsed bakteridPseudomonas, Bradyrhizobium, Agrobacterium,

Azotobacter
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e grampositiivsed bakteridstreptomyces, Rhodococcus, Bacillus

¢ hallitusseenedCladosporium, Aspergillus, Rhizopus, PenicilliungHederma,

Mucor, Fusarium

e péarmid:Candida, Pichia

Kimnest klaasplaadist, kuhu kinnitati bakterid, tasid ainult seitse erinevatest
perekondadest olevateks. Kiimnest klaasplaadisty kurmitati seened, tuvastati theksa
perekonda, thte perekonda ei dnnestunud méarae2Llon toodud kahe erineva seene
mikroskoopilise fotografeerimise naited.
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4 Arutelu

Laboris kultiveeritav osa mulla mikroorganismidesit pruugi olla heaks naiteks
esindamaks kogu mullas leiduvat mikroobset elurskiUacobsemt al, 2014). Laboris
kultiveeritavaks peetakse tavaliselt 1% bakterij@&uni 17% seentest, seda seetottu, et
mikroorganismid vajavad kasvamiseks erinevaid keskktingimusi, mida muld neile
pakub, aga laboris pole vdimalik kdiki tingimusigémla (Lin et al 1999; Soil
microbiology and ..., 2010). Kuid teatavaid jareldsaab sellest siiski teha. Edaspidistes
uurimustes tuleks kindlasti kdesoleva t60 tulenudsielda looduses teostatud katsete

tulemustega.

Kaesoleva t66 kaigus selgus, et pestitsiididel daranrganismide biomassi inhibeeriv
toime. SIR katsest selgus, et kdikides pestitsiidigtseanumates oli mikroorganismide
biomass vaiksem kui kontrolli puhul. Sarnase tulsemi jdudis ka Liret al teostatud
katse, kus uuriti fungitsiidi, bakteritsiidi ja hotsiidi m6ju mulla mikroorganismidele.
Teostatud katse nditas, et mikroorganismide biommgxletuna SIR meetodiga, oli igal
ajahetkel madalam vorreldes kontrolliga. Mikroongamde biomass ei taastunud isegi

peale 25-paevast katseperioodi. (kiral, 1999)

Seevastu mikroorganismide hingamisaktiivsus oli tikah puhul peaaegu kdige
madalam, 8,746 mg O2/kg KA*h Sellest veel madalam oli ainult Karatega t6odeldu
katseanuma hingamisaktiivsus 8,673 mg O2/kg KA*ISellest v&ib jareldada, et
kontrollkatseanumas toimus vordlemisi rahulik miaganismide elutegevus, kes
reageerisid mulda lisatud glikoosile ootusparagelthakkasid kasvama. Samas
pestitsiididega toodeldud katseanumates madjusid titgieid mikroorganisme
inhibeerivalt. Mikroorganismide biomass vahenest s@nda tudpi bakterid ja seened ei
talunud pestitsiide. Kuid alles jadnud mikroorgarics aktiviseerusid nii mulda
lisandunud glikoosi tottu kui ka pestitsiidi totthakates ka pestitsiidi lagundama,
omastamaks toitaineid. Eeldatavasti on just setiagitud mikroorganismide kdrgem
hingamisaktiivsus Stompiga ja Fastaciga toodeldutlarpuhul, vorreldes pestitsiidita
mullaga. Stompist ja Fastacist erineb Karate, gelledodeldud katseanumas oli

mikroorganismide hingamisaktiivsus madalam kui kollit ja ka mikroorganismide
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biomass oli markimisvaarselt madalam 3,793 mg bss@#&g KA, vorreldes 4,057 mg
biomassC/kg KA Stompi puhul ja 4,140 mg biomass®RgFastaci puhul. Sellest vdib
jareldada, et Karate mdojub mikroorganisme enim beérivalt. Mikroorganismide
hingamisaktiivsus oli Karate puhul kbéige madala@édes ainukesena alla kontrolli
hingamisaktiivsusele. Kuna Stompiga ja Fastacigalétiiud mulla mikroorganismide
hingamisaktiivsus oli kérgem kui kontrollil, kuidafatega t6ddeldud mullas madalam,

vOib jareldada, et Karate mdjub mikroorganismiddige toksilisemalt.

Sarnase tulemuse, kus tuvastati pestitsiidi lisalmis mikroorganismide
hingamisaktiivsuse vahenemine, sai ka Munoz-Lebal kes tegi katse herbitsiidiga,
mille toimeaine on tebukonasool. Katses tuvastéikide kontsentratsioonide juures
mikroorganismide hingamisaktiivsuse vahenemineleSpbhjuseks peeti negatiivset
moju seentele (Munoz-Leozt al 2011). Seevastu herbitsiidiga napropamiid teostatud
katsest selgus, et mikroorganismide hingamisaktivi®usis esimestel paevadel peale
pestitsiidi lisamist (Gucet al, 2008). Nendest tulemustest voib jareldada, eteedad
pestitsiidid vBivad mikroorganismide hingamisakgiingt nii parssida kui ka soodustada.
Hingamisaktiivsuse soodustamise Uheks pohjusekgpeamiud ka mikroorganismide
reageeringut mitteoptimaalsetele tingimustele, Ind@isib mikroobide ainevahetust. See
vOib tekitada olukorra, kus susinikku kasutatakseula hingamiseks, kuid mitte
kasvamiseks. (Eisenhaustral, 2009)

Karate toksilisust kinnitab osaliselt ka KMU-de haeis sodtmeplaatidelt, kus
lahjendamata Karatega toddeldud s6otmeplaadilda@ainult neli bakterite KMU-d ja
lahjenduse 1:2 juures 237 KMU-d. Seevastu lahjemdanStompi ja Fastaciga
sootmeplaatidel loendati vastavalt 758 KMU-d ja ¥38U-d ja lahjenduse 1:2 juures
vastavalt 1058 KMU-d ja 1164 KMU-d. Madalamate lgamttratsioonide juures ei olnud
vahed nii suured. Sarnane seos tuvastati ka sekhe-de loendamisel, kus
lahjendamata pestitsiidi lisamisel moodustus Kaistempi ja Fastaci lisamisel vastavalt
ks, null ja seitse KMU-d, ning lahjenduse 1:2 paikaks, kaheksa ja 19 KMU-d. Samas
jargnevate kontsentratsioonide juures tuvastatGtemp omas seente inhibeerimisele

suuremat moju kui Karate

Inhibitsioonitesti tulemuste jargi omab kdige tdisemat moju nii bakteritele kui ka
seentele Ranger. Paraku ei olnud Rangerit voimalR katse ja mikroorganismide

43



hingamisaktiivsuse katse juures kasutada. EeldstiaMaks mikroorganismide biomass
ja -hingamisaktiivsus Rangeriga t6odeldud mullagng@ madalamaks kui Karatega

t6odeldud mullas.

Madalamate pestitsiidide kontsentratsioonide juoreedustus vordlemisi sageli sarnane
arv KMU-sid, aga moodustunud kolooniad olid paljiikeemad ja seened ja bakterid
polnud visuaalse hinnangu juures nii hasti arendauidima pestitsiidita kontrollkatse
puhul. Kui KMU-de arvude vaatamisel v6ib sageliduda, et kontsentratsioonide 1:8 ja
1:10 puhul sageli erinevust kontrolliga ei olnuiis $egelikult oli pestitsiidi inhibeeriv
tulemus sageli nédha, eelkdige seente puhul. Seemeadustasid kontrollkatsetes
sootmeplaatidel sageli suuri lopsakaid kolooniakaid pestitsiididega to6deldud
sootmeplaatidel olid kolooniad vaiksemad, kuigi KM loendamisel vbis tulemus olla

sarnane.

Lisaks peab KMU-de loendamise juures arvestamaokaokiate kokkukasvamist. Kui
pestitsiidi poolt inhibeerivat toimet ei olnud \d@i see vahene, kasvasid paljud kolooniad

omavahel kokku, ning neid polnud véimalik omavadredtada.

Mikroorganismide vdimet kasvada pestitsiidiga satast sootmel on sageli pohjendatud
sellega, et kasvama hakkavad nende mikroobide atgpabnid, kes on pestitsiidile
resistentsemad. Lisaks on v@imalik mikroorganisinkdesutada pestitsiidi moju tottu
surnud rakke, kust vabanevad toitained. (Cyeoal, 2013)

Kuigi laboritingimustes séotmeplaatidel on esindatinult umbes 1% kogu mulla
mikroorganismide arvust, saab nendest katsetessti gireldusi teha. Seda seetottu, et
laboris kultiveeritavad mikroorganismid on dldiseduured ning vastupidavad ja
moodustuvad umbes 80% mullas leiduvate mikroorgaidis biomassist. Lisaks on
KMU-de arv seotud ensiitimide- ja hingamise aktiiegas millest tulenevalt saab KMU-
de loendamise tulemusel teha jareldusi ka mullasnueate muutuste kohta.
(Blagodatskayat al,2013)

Tuvastatud bakterite ja seente hulgas esines ndtpeiekondi, keda peetakse enim
pestitsiidide lagundajateks. Need bakterid ja séee heterotroofsed, kes kasutavad

pestitsiidi toitainena. K&esoleva katse tulemustdsl sellisteks perekondadeks
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Streptomyces, Pseudomonas, Bacillyg Agrobacterium bakterite hulgas ja
Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Trichodermducor ja Fusariumseente hulgas
(Alexander, 1977). Katse ei vbimaldanud tuvastatda,perekonnast bakterid voi seened
enim pestitsiidi lagundasid. Kuid niivord suur ogakidentifitseeritud perekondadest olid
kirjanduse pohjal otseselt seotud pestitsiidideitaizmisega. Sellest voib jareldada, et
pestitsiidi lisamisel voisid hukkuda mdnest teiggstekonnast seened ja bakterid, kelle
koha vétsid Ule katse kaigus tuvastatud seenedikgehd. Jarelikult voib eeldada, et
pestitsiidide  lisamine  mdjutab  mulla  mikroobikoastlu luues  sellised
keskkonnatingimused, milliste juures moned mikramigmid asenduvad teistega.
Teostatud katsetest ei selgu, kas selline muutysositiivne vdi negatiivne. limselt on
sellel kaks tahku — populatsiooni muutumine tdideapestitsiide lagundavate mikroobide
esinemise, mis on positiivne, sest pestitsiid laigtakse selle kdigus ara, ega kuhju
keskkonnas. Samas toimus pestitsiidi lisamisel ookikoosluse muutus, mis tdahendab,
et pestitsiidi lisamise eelne mikroorganismide kashja elutegevus sai hairitud. Samuti
voisid hukkuda just taimekasvuks eriti vajalikudkteaid ja seened (siimbiondid) ning

katse Ule elada pigem taimepatogeenid.

Tavapéarase pestitsiidide kasutamise juures ei dendoline, et pestitsiidide
kontsentratsioonid mullas muutuvad nii korgeks, l#vitavad suures osas
mikroorganismid. Kull aga mdjutavad pestitsiidid ndiasti tavapéarastes oludes
mikroobikooslusi, mille tulemusel ei tdida mikroargsmid enam oma vélja kujunenud
rolle, milleks v6ib pidada aineringluse tagamisirjallaviljakuse téstmist. Seetbttu voib
eeldada, et péllumajanduse kohapealt on pestidsikiasutamine nagu kahe teraga modk
— torjudes kahjureid, vdhendatakse ka mullaviljakus

Pestitsiidide mdju mulla mikroorganismidele solfpdijuski mulla tubist, varasemast
pestitsiidide kasutamisest, mullas elavatest milganismidest jt teguritest. Seetdttu ei
saa tegelikult 16plikke jareldusi teha, sest paljkatsed annavad taiesti erinevaid
tulemusi. Vaja on paremate uurimismeetodite juumigg mis vOimaldaks tulemusi

vorrelda ja teha suuremaid Uldistusi. Praegustetodiée juures jaavadki teadmised

piiratuks ja tdlgendused poolikuks.
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Kokkuvote

Pestitsiidide vb6i nende jadkide esinemine mullas omuutunud tdsiseks
keskkonnaprobleemiks, mille on tinginud pikaaegestigsiidide kasutamine (Morillet

al, 2017). Seetdttu on oluline teada, mis mo6ju omayadtitsiidid mitte ainult
tOrjutavatele kahjuritele, vaid ka erinevatele Kkeslna osadele, naiteks mulla
mikroobikooslusele (Bendingt al, 2007). Standardiseeritud katsete puudumise tdttu e
ole palju teada, kuidas pestitsiidid mojutavad muthikroorganisme. Tuginedes
teaduskirjandusele, vdib jareldada, et pestitséiaitdju mulla mikroobikooslusele on kiill
uuritud, aga tulemused ei ole sellised, mille pbinjeks ldistusi teha (Eisenhauet al,
2009). Selle pbhjuseks on peaasjalikult suur hulkegaid pestitsiidi toimeaineid, mis
mdjuvad mikroorganismidele erinevalt ja laialdaaeieeruvus mulla mikroobikoosluste

hulgas.

Kéesoleva uurimustdd kaigus selgus, et erinevagstitgiididel on erinev moju mulla
mikroobikooslusele. Seda kinnitasid koik teostatkdtsed. Mikroobse biomassi
maaramisel tuvastati pestitsiidide inhibeeriv toirkéikide katseanumate puhul,
sealjuures inhibitsiooni maarad olid erinevad. Sanwwvastati kontrollist erinevad
tulemused ka mikroorganismide hingamisaktiivsudakibitsioonitesti kaigus uuriti
sootmeplaatidel kultiveeritavate mikroorganismidageeringut erinevatele pestitsiidide
kontsentratsioonidele. Inhibitsioonitesti katsetedtjus, et erinevad pestitsiidid mdjuvad
mikroorganismidele erinevalt, sealjuures kdige didemalt mojub herbitsiid Ranger,

mille toimeaineks on glifosaat.

Uurimuse kaigus ei selgunud, kas pestitsiidide nlis& de facto mojutab
mikroobikoosluste liigirikkust. Katsete k&aigus tsvati, et pestitsiididega téddeldud
s6otmeplaatidel esinev mikroobikooslus on kirjardp8hjal suuresti selline, mida vib
eeldada pestitsiidiga saastunud muldade puhul. Kagboleva t66 raames ei teostatud
mikroorganismide identifitseerimist katsetes kasuddusioloogilisest lahusest, mis ei
olnud pestitsiidide poolt mdjutatud. Samas tugisekigjandusele ja teostatud katsete

tulemustele, vbib arvata, et pestitsiidid siiskijut@vad mikroobikoosluste liigirikkust.
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Pestitsiidide inhibeeriv toime mulla mikroorganisialie tuvastati praktiliselt iga
pestitsiidi kontsentratsiooni juures. Pestitsiidadala kontsentratsiooni juures esinev
inhibeeriv toime oli kdige paremini tuvastatav nu&rganismide hingamisaktiivsuse ja

mikroobse biomassi hindamise katsetes.

Uurimustd6 kaigus tuvastati, et katsetes kasutatestitsiidid mdjuvad vordlemisi
sarnaselt teaduskirjanduses kirjeldatule. Samasegska moningaid vastupidiseid
tulemusi, aga selle pdhjuseks oli arvatavasti gdateetoimeainete erisugune mdju. See
oli ka ootuspéarane, sest vorreldes erinevaid téagasdusi, oli ka sealsed tulemused
erinevad. See kinnitab taaskord, et praeguste Vagteajuures ei ole pestitsiidide moju
mulla mikroobikooslustele 16plikult teada ja kiraidt edasiste uuringute vajadust, mis

suudaksid arvesse votta rohkem erinevaid muutujaid.

Kéesolevast t00st selgus, et vaga suur pestitemdientratsioon on vdimeline havitama
seente populatsiooni ja véga tugevalt héirima baktepopulatsiooni. Seente
populatsiooni havimine tuvastati kokku kolmel kdrrdakterite populatsioonides
havimist ei tuvastatud, aga lahjendamata inseklitsarate lisamisel loendati ainult neli
KMU-d.

Uurimuse kaigus tuvastati, et pestitsiidijaakidele vastupidavad valdavalt sellised
bakterite- ja seente perekonnad, keda kirjandusgab@eetakse enim pestitsiidide
lagundajateks. Kuid esines ka teistest perekontlddddereid ja seeni, kes ilmselt ei
olnud seotud pestitsiidide lagundamisega vaid @estitsiidide toksilisele mdjule

resistentsed.

Uurimuse eesmargid ja Ulesanded said tadidetud. diéesst t06st ja
teaduspublikatsioonidest selgus, et pestitsiididhtleanata mojutavad mulla
mikroobikooslusi. Madalad kontsentratsioonid ei majpikroobikooslustele letaalselt,
kuid siiski inhibeerivalt. Samuti voib jareldadd, gestitsiidide m&jul muutuvad ka
mikroobikooslused, mistdttu ei toimu mullas enamsgrotsesse, mis enne pestitsiidi

lisamist. See on valdkond, mida tuleks kindlas&ridavalt uurida.
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Summary

»1 he impact of pesticides on soil microbial comntyhi

The aim of this Master’s thesis was to examindripgact of pesticides on soil microbial
community. It is relevant because pesticides oiduves of pesticides have become a
serious environmental problem. Studies show thit amout 0,3% of applied pesticides
reach the targeted pests and 99,7% is sprayee ianttironment and most of it ends up
in the soil (Munoz-Leo=zt al,2011). Therefore, it is important to know how peisiies
influence soil and soil microbial communities besmausoil microorganisms are
responsible for nutrient cycles, organic materiegrddation and also degradation of

pesticides (Eisenhauet al, 2009).

The tests were carried out in Tallinn University échnology Tartu College’s soil
biology laboratory. The most relevant, in this studas to determine whether different
pesticides influence soil microbial communitiesfeliéntly, whether application of
pesticides impact soil microbial diversity and ihat concentration different pesticides

pose inhibition effect to soil microbial commungie

In this study four pesticides were used: Fastab Wit active ingredient (Al) alpha-
cypermethrin, Stomp with the Al pendimethalin, Karaith the Al lambda-cyhalothrin
and Ranger with the Al glyphosate. The used pesticiare insecticide, herbicide,
insecticide and herbicide, respectively. Three ntasts were carried out, which was
substrate induced respiration (SIR), basal respiraBA) and inhibition test.

Afterwards, bacterial and fungal classes were ifledtvia microscopy.

The results of this study showed that, in factfedént pesticides do influence soil
microbial communities differently. Pesticide impaatsoil microbial diversity was not
determined for sure because microbial diversity wa$ studied before pesticide
application. But bacterial and fungal classes foomadgar plates, which were treated with
pesticides, showed that according to the literattivere were mostly classes who are

responsible for pesticide degradation (Alexander7)9 For exampleStreptomyces,
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Pseudomonas, Bacilluand Agrobacteriumin bacterial classes an@ladosporium,
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, MucandFusariumin fungal classes So it can

be concluded that the application of pesticidesdagact soil microbial diversity.

Inhibition test was carried out with different gegte concentrations and was noticed that

pesticide influenced microbial communities at aiweg rate.

Due to the importance of this subject, the aute@mommends that further studies are
needed to develop new methodology for studyingripact of pesticides on microbial

communities.
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