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17. Charakterystyka profilu metabolicznego grzybéw termoopornych
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Streszczenie

Grzyby termooporne, m.in. z rodzaju Byssochlamys sa czynnikami powodujgcymi
psucie przetworzonych termicznie produktow, zwlaszcza owocowych. Skazenie surowcow
rolniczych, np. truskawek nastgpuje czesto w wyniku ich kontaktu z gleba, a zanieczyszczone
zarodnikami surowce stanowia potencjalne zagrozenie dla zdrowia konsumentow, ze wzgledu na
zdolnos¢ wytwarzania toksycznych metabolitow wtornych.

Celem pracy bylo poréwnanie uzdolnien katabolicznych szczepow grzybow z rodzaju
Byssochlamys, wyizolowanych z gleby i truskawek. Badania obejmowaty oceng zdolnosci
grzybow do wykorzystania 95 réznych substratow weglowych, umieszczonych na mikroptytce
Biolog® FF. '

»Metabolicznego fingerprintingu” szczepéw dokonano na podstawie zmian reakcji
kolorymetrycznej zwigzanej z redukcja zwiazkow tetrazoliowych w odpowiedzi na proces
metabolizowania (utleniania) substratéw (absorbancja mierzona przy dlugosci fali 490 nm,
w odstgpach 24 h, przez 9 dni hodowli). Réznice w profilach metabolicznych poszczegélnych
szczepOw przedstawiono na podstawie wskaznikdw bioréznorodnosci, obejmujacych ogdlng
aktywnos¢ metaboliczng szczepéw — Average Well Colour Development (AWCD) oraz liczbe
zuzytych substratéw — Richness (R), w poszczegolnych godzinach inkubacji. Analiza uzyskanych
wynikow obejmowala rowniez okreslenie procentowego wykorzystania poszczegdlnych grup
substratow weglowych oraz pojedynczych zrodet wegla w 168 h inkubacji ptytek FF.
Podobienstwa i réznice w profilach metabolicznych poszczegblnych szczepdw zwizualizowano
za pomocg analizy skupien (mapa grupowania obiektow i cech) i drzewa podobienstwa (metoda
Warda), a okreslono na podstawie kryteriéw Sneatha.

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze badane szczepy z rodzaju Byssochlamys
charakteryzowaty si¢ odmienng aktywnoscia metaboliczng. Najwyzszg aktywnoscia wykazat sie
szezep G12/14, a najnizsza G13/15 (obydwa izolaty pochodzity z gleby). Najwieksze roznice
migdzy szczepami zanotowano w stosunku do wykorzystania amin i amidow. Szczepy G9/14
1 G13/14 niemalze nie wykorzystywaly tej grupy substratow (<0,3%), a G11/14 wykorzystywat
Je w bardzo niewielkim stopniu (2,6%) na rzecz aminokwasow (29.58%). Zwiazki z grupy amin
i amidéw moga by¢ zatem czynnikami hamujacymi wzrost grzybéw termoopornych.

1. Wstep

Termooporne plesnie, nalezace do rodzaju Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces,
Hamigera, Thermoascus (Ferreira i in., 2009; Sant’Ana i in. 2009; Dijksterihus, 2007) uwazane
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sa za czynniki powodujace psucie si¢ przetworow owocowych, mimo termicznej obrobki
surowcow. Zanieczyszcezenie surowcow rolnych zarodnikami tej grupy mikrogrzybow nastgpuje
przede wszystkim poprzez kontakt z gleba (Houbraken i in. 2008). Owoce zakazone zarodnikami
(np. truskawki) moga stanowi¢ realne zagrozenie dla zdrowia konsumentow, ze wzgledu na
ewentualna obecno$¢ w tych surowcach toksycznych metabolitow grzybowych. Wystgpowanie
grzybow termoopornych w glebie i na owocach zalezy jednocze$nie od takich czynnikow
srodowiskowych jak: temperatura, aktywnos¢ wody, pH, potencjat redoks czy stezenie tlenu. Ze
wzgledu na odpornos¢ grzybow nalezacych do tej grupy na wysoka temperaturg sg one w stanie
przezy¢ proces pasteryzacji (70°C, 10 min), co ma znaczenie W branzy przetworstwa owocow
miekkich (Frac i in. 2015). Jest to o tyle znaczacy problem, ze kontrola obecnosci grzybow
termoopoornych po pasteryzacji jest trudna i nieuzasadniona z ekonomicznego punktu widzenia.
Dlatego monitorowanie ich obecnoéci w surowcach, glebie spod uprawy owocow oraz
w srodowisku produkcyjnym (Hosoya i in. 2012) moze przyczyni¢ sig do identyfikacji
krytycznych punktow kontroli oraz wyeliminowania zagrozenia skazenia przez plesnie
cieplooporne produktow przetwarzanych termicznie.

Byssochlamys to rodzaj grzyba nalezacy do workowcow (klasa: Eurotiomycetes, rzad:
Eurotiales, rodzina: Trichocomaceae). Po raz pierwszy rodzaj ten zostal opisany w 1909, przez
szwedzkiego botanika Richarda Westlinga. Gatunki z rodzaju Byssochlamys moga produkowac
mykotoksyny takie jak patulina oraz kwas byssochlamysowy i kwas mykofenolowy.
Termooporno$¢ grzybow z rodzaju Byssochlamys wynika z ich zdolnosci do produkcji askospor.
Albrecht i in. (2010) wskazuja na fakt, ze to mannitol wystepujacy w askosporach jest czynnikiem
odpowiedzialnym za ich ochrong w stresie temperaturowym.

Najczesciej stosowana dotychczas metoda identyfikacji grzybow termoopornych opiera
sic na badaniu budowy morfologicznej, ale wysoki stopien podobiefistwa do rodzaju
Paecilomyces jest bardzo problematyczny w szybkiej i prawidlowe;j identyfikacji. Istnieje wigc
potrzeba, aby opracowa¢ nowe metody identyfikacji grzybow termoopornych, umozliwiajgce ich
sprawne wykrywanie w surowcach i produktach. Z jednej strony mogg to by¢ metody oparte na
technikach biologii molekularnej (Frac i in. 2015), ale z drugiej strony interesujgcym
zagadnieniem jest wykorzystanie technik bazujgcych na uzdolnieniach grzybow termoopornych
z rodzaju Byssochlamys do wykorzystania roznych zrodet wegla.

2. Material i metody

Szczepy poddane analizie metabolicznej pozyskano z wykorzystaniem metody wysiewu
seryjnych rozcieficzen gleby i truskawek na podtoze selekcyjne. Material do izolacji pochodzit
z pigciu roznych miejscowosci zlokalizowanych na Lubelszczyznie. Dodatkowo przed
wysiewem pobrany material zostal poddany szokowi cieplnemu (80°C, 5 min). Dokladne
zestawienie miejsca pochodzenia szczepdw Byssochlamys przedstawiono w Tabeli 1.

Tab. 1 Pochodzenie szczepow Byssochlamys.

*Nr szczepu Miejsce pochodzenia  Szok cieplny
. G9/14 Zezulin -
& ] ;
- < G13/14 Szpica -
g E) Gl12/14 Sieciechow +
3 .-
= E G10/14 Karmanowice -
2 =
2 % .
s. 2 Gl1/14 Karmanowice +

(*) wg. rejestru kolekeji LMMiS IA PAN.

(-) izolacja z materialu niepoddanemu szokowi cieplnemu

(+) izolacja z materialu poddanemu szokowi cieplnemu

Na podstawie cech makroskopowych i mikroskopowych korzystajac z kluczy
diagnostycznych (Domsch, 1993; Fassatiova, 1983; Klich, 1996; Samson, 1996) przeprowadzono
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wstepng identyfikacje rodzajowa izolatéw. Prowadzono obserwacje makroskopowe kolonit,
zZwracajac uwage na zabarwienie i strukture kolonii, obecnogé wydzielin, pigmentéw oraz
widocznych gotym okiem  struktur, Przeprowadzono tez obserwacje mikroskopowe
W preparatach bezposrednich przy powigkszeniu catkowitym mikroskopu 400x (mikroskop
Olympus cx 21). Przynaleznos¢ do rodzaju Byssochlamys potwierdzano dodatkowo na podstawie
pordwnania ze szczepami o ustalonej taksonomii Byssochlamys fulva (DSM 1808, DSM 62097),
zakupionymi z migdzynarodowej kolekeji mikroorganizmow DSMZ.

W celu uzyskania czystych kultur przeprowadzono hodowle wyodrgbnionych szezepow
na podtozu PDA (Biocorp). Hodowle prowadzono przez 10 dni w temperaturze 300C. W celu
otrzymania profili metabolicznych poszczegolnych szezepow mikrogrzybow, po 10 dniach
inkubacji, za pomocg jatowej bawetnianej bagietki pobierano inokulum do ‘probowek

(Sigma), 0,3 g Tween 40 (Sigma), 1 dm3 wody demineralizowanej). Inokulum dodawano do
uzyskania gestosci o 75% przepuszezalnosei (% T), wykonujgc pomiary za pomocg turbidymetru
(Biolog, USA). Nastepnie 100 mm3 zawiesiny wprowadzano do kazdego z 96 dolkow
znajdujacych si¢ na plytce i inkubowano w 300C.

Charakterystyke profilu metabolicznego  grzybow termoopornych  z  rodzaju

Roznice w profilach metabolicznych poszczegolnych szczepow przedstawiono na
podstawie wskaznikow bioréznorodnosci takich jak s$rednia absorbancja - Average Well Colour
Development (AWCD) oraz Richness (R), w poszezegolnych godzinach inkubacji, jak
przedstawili Frac i in. (2012). Srednia absorbancja jest miarg aktywnosci mikroorganizméw
W prébee srodowiskowej. AWCD = 2. Ai/n. gdzie ,,A;” to wartosgé absorbancji z kazdego dotka
pomniejszona o warto§é ,,A” proby kontrolnej (dla wody) dla kazdej plytki, a ,n” to liczba
substratow na plytce. Wskaznik réznorodnosci R (Richness) obliczono na podstawie liczby
uruchomionych substratow weglowych, przyjmujac pozytywng odpowiedz mikroorganizméw
dla poszczegdlnych substratow przy A>0,25.

Analiza uzyskanych wynikow obejmowata rowniez okreslenie procentowego
wykorzystania poszczegolnych grup substratow weglowych oraz pojedynczych zrédet wegla
w 168 h inkubacji. Grupowanie substratow, ktorymi oplaszczone s plytki Biolog FF
W poszczegolne kategorie, przeprowadzono zgodnie z klasyfikacja zaproponowang przez
Preston-Mafham i in. (2002): ‘

* weglowodany (np. N-acetylo—D-galaktozamina, Sedoheptulozan, ‘D-sorbitol, L-sorboza,
Stachioza, Sacharoza, D-tagatoza, D-trehaloza, Ksylitol), '

* aminy i amidy (np. D-glukozoamina, Glukuronamid, Alaninamid, 2-aminoetanol),

* aminokwasy (np. Kwas y-aminomastowy, L-asparagina, Kwas L-asparaginowy),

* kwasy karboksylowe i ketonowe (np. Kwas D-galakturonowy, Kwas D-glukonowy),

* polimery (np. Tween 80, a-cyklodekstryna, B-cyklodekstryna,),

® pozostale (np. Amygdalina, Fosforan I-glukozy,  Glicerol, Salicyna, Kwas
bromobursztynowy).
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3. Wyniki

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze badane Szczepy z rodzaju Byssochlamys
charakteryzowaly si¢ odmienng aktywnoscig metaboliczng.  Na Rys. 1. przedstawiono
grupowanie szczepow Byssochlamys wzgledem podobienstwa do wykorzystania poszczegodlnych
zrodet wegla zlokalizow: acji plytki). Wyniki zwizualizowane

jak i dendrogramie podobienstwa miedzy
azujg, ze najwyzsza aktywnogc kataboliczna wykazat szczep G12/14,
dwa izolaty glebowe).

anych na plytce FF (po 168 h inkub
Na matrycy wykorzystania substratow (Rys. 1a),
Szezepami (Rys 1b) wsk
anajnizszg G13/15 (oby

|

Glo'14 G214

i ; 03
@13 Gi34 G o
Rys. 1 Grupowanie Szczepow

Gi2 14 Gl GO Gillg Glntg

Byssochlamys wzgledem podobienistwa do wykorzystania
poszczegolnych zrodet we;glazlokalizowanych na plytce Biolog® FF:

; @) matrix wykorzystania
substratow; b) dendogram podobienstwa migdzy Szczepami.

Rys. 2. przedstawia zmiany wskaznikow bior6znorodnosci a) Average Well Colour
Development (AWCD) oraz b) Richness (R), w poszezegolnych godzinach inkubacji plytek.

Najwigkszg Srednig absorbancje (AWCD) juz w24 h inkubacji wykazal szczep G12/14. Dla tego
SzCzepu wartos¢ AWCD stopnio

WO wzrastata do 120 h utrzymata sie w kolejnych dniach na
wysokim poziomie 1,6-1,8. Bardzo podobng tendencje zanotowano dja trzech innych Szczepow
t. G11/14, G9/14 i G13/14, niemniej jednak wszystkie roznity si¢ migdz

4
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Rys. 2 Zrdznicowanie wskaznikow bior6znorodnosci a) Average Well Colour Development
(AWCD) oraz b) Richnes

s(R), w poszezegolnych godzinach inkubacji ptytki FF.
Szczepy wyizolowane z materiatu, ktéry zostal poddany dzialaniy wy

(G11/14 i G12/14), wykazaty zblizong do siebie tendencje zmian wskaznik

sokiej temperatury
Richness w czasie inkubacji i przyjmowaty najwyzsze wartosei

a bioréznorodnosci
tego wskaznika sposrod
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wszystkich poréwnywanych szczepow. Najwigksze roznice migdzy szczepami zanotowano Byssochl:
w stosunku do wykorzystania amin i amidow (Rys. 3). Szczepy G9/14 1 G13/14 niemalze nie Verrucosc
wykorzystywaly tej grupy substratow (0,3%), a G11/14 wykorzystywal je w bardzo niewielkim 3
stopniu (2,6%) na rzecz aminokwasow (26,58%). zZroznicow
S zrodzaju /
A ) ich szybki
grzybow te
E @pozostale
s 5. Whiosl
E Apolimery
3 W
k) nalezacych
g mkwasy termoopori
b karboksylowe Biolog® z
g 8 weglowodany W
= aktywnosc
4 weglowycl
3 M aminokwasy (obydwa s
w stosunk
maminy i amidy wykorzyst,
(2,6%) na
czynniki o
L ‘ - zwalczanit
Rys. 3 Procent wykorzystania grup substratow weglowych umieszczonych na ptytce Biolog® ﬁ::igf;:icnzli
L ' fluktuacyji
4. Dyskusja
6. Literat
Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze dotychczas nie podjgto zagadnienia :
charakterystyki profilu metabolicznego grzybow z rodzaju Byssochlamys z wykorzystaniem Albrecht C
systemu Biolog przy uzyciu plytek FF. Pojawiajg si¢ natomiast doniesienia, w ktorych - in Aspe
dokonywana jest ocena podstawowych wlasciwosci katabolicznych mikrogrzybow nalezacych Balajee S4
do innych gatunkow i wyizolowanych z takich srodowisk jak np. gleba czy osady z przemystu *.. Fusariu
mleczarskiego (Frac, 2012; Frac i in. 2014). Metode ,.fizjologicznego profilowania” oparta should
o katabolizm szczepow autorzy zastosowali w ww. pracach do charakterystyki profilu Dijksterhu
metabolicznego grzybow strzgpkowych, ktére znane sg z tego, ze charakteryzuja si¢ unikalnym Mycolc
szlakiem biochemicznym, w wyniku asymilacji zroznicowanych prostych i ztozonych zwigzkow, i 117.
potrzebnych im do produkeji roznych metabolitow. Biochemiczny profil tych mikroorganizméow Domsch K
czgsto wykorzystywany jest do ich identyfikacji, co wigcej, ocena profilu metabolicznego Fassatiova
grzybéw moze by¢ przydatna w okresleniu ich uzdolnien do utylizacji i degradacji réznych Ferreira El
zwiazkoéw wegla (Singh 2009). ~ juice ar
Dotychczas do wykrywania grzybow wykorzystywana jest technika PCR (Polimerase Frac M (2(
Chain Reaction), gdzie jako marker molekularny stosowany jest gen B-tubuliny (Hosoya i in. " na 16
2012), co pozwolilo na filogenetyczna klasyfikacje grzybdéw na poziomie gatunku (Balajee i in. - Monog
2009). Metody molekularne w stosunku do konwencjonalnych technik wykrywania obecnosci Frac M, Gi
grzybéw termoopornych w surowcach przetworstwa owocowego nie s3 tak czasochtonne. - Fruit-b,
W zaleznosci od zastosowanego typu reakcji PCR mozna uzyska¢ jednocze$nie ilosciowa Frac M, Je
i jakosciowa ocene kontaminacji surowcow zarodnikami Byssochlamys. Metody molekularne ~ charact
pozwolity wyjasni¢, ze anamorfa (formg rozmnazajaca si¢ wylacznie bezpiciowo) Byssochlamys Advanc
jest Paecilomyces. W ten sposob P. variotii, B. fulva, B. nivea, B. zollemiae i B. verrucosa zostaly Hosoya K,
zakwalifikowane do rodzaju Byssochlamys (Samson, 1974; Samson i Tansey, 1975). Analiza methoc
filogenetyczna genéw kodujgcych B-tubuling i kalmoduling wykazata, ze do rodzaju

Klich MA

A
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Byssochlamys zalicza sig szes¢ gatunkow: B. fulva, B. lagunculariae, B. nivea, B. zollerniae, B.
verrucosa i B. spectabilis (Hosoya 1 in 2012; Nakayama i in. 2010).

Z drugiej strony ciekawym zagadnieniem, a jednocze$nie niebadanym do tej pory jest
zréznicowanie  wewnatrzgatunkowe  uzdolnien metabolicznych termoopornych szczepoOw
z rodzaju Byssochlamys i mozliwos¢ wykorzystania uzdolnien katabolicznych tych szczepow do
ich szybkiej identyfikacji, jak i poszukiwania zwiazkow, ktore moglyby ogranicza¢ rozwoj
grzybow tego rodzaju.

5. Whioski

W niniejszej pracy podjeto temat podobienstwa metabolicznego izolatow grzybowych
nalezacych do rodzaju Byssochlamys. Uzdolnienia metaboliczne (kataboliczne) grzyboéw
termoopornych zostaty scharakteryzowane na podstawie analiz z wykorzystaniem systemu
Biolog® z uzyciem ptytek FF dedykowanych do badania grzybow strzgpkowych.

Wykazano, ze szczepy 7 rodzaju Byssochlamys charakteryzowaly si¢ odmienng
aktywnoscig metaboliczng, przy czym najwyzsza aktywnoscig w stosunku do substratow
weglowych zgromadzonych na plytce FF charakteryzowal sig szczep G12/14, a najnizsza G13/15
(obydwa szczepy wyizolowano z gleby). Najwigksze réznice miedzy szczepami zanotowano
w stosunku do wykorzystania amin i amidow. Szezepy G9/14 i G13/14 niemalze nie
wykorzystywaly tej grupy substratow, a G11/14 wykorzystywal je w bardzo niewielkim stopniu
(2,6%) na rzecz aminokwasow (29,58%). Zwiazki z grupy amin i amidow mozna uznac za
czynniki ograniczajgce wzrost grzybow termoopornych, co moze znalez¢ zastosowanie w ich
swalczaniu. Zastosowanie konkretnych zwigzkow wymaga jednak poréwnania zdolnosci
katabolicznych wiekszej liczby szczepow, pochodzacych z réznych $rodowisk w celu
uwzglednienia roznic  fenotypowych zwigzanych ze miejscem bytowania (zmiennos¢
fluktuacyjna).
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