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Wprowadzenie

Wiedza mikrobiologiczna znajduje szerokie zastosowanie Ww rozwigzywaniu
probleméw zycia codziennego. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na dziedziny, w ktorych
drobnoustroje moga spowodowaé znaczace straty lub wplynaé korzystnie na efektywnos¢
prowadzonych procesow produkcyjnych.

Wspomaganie uprawy roslin, udziat w produkcji zywnosci, mozliwos$¢ zapobiegania
jalowieniu gleby, powstrzymywanie psucia si¢ zywnosci oraz leczenie chordb ludzi i zwierzat,
stawia badania mikrobiologiczne w rzg¢dzie najistotniejszych dyscyplin nauki. Tym bardziej, ze
szczegoOlne wlasciwosci bakterii, pierwotniakow, wirusow, glondw i grzybdéw, pozwalaja na
odkrywanie coraz to nowych sposobdéw wykorzystania metabolitow dostarczanych przez
mikroorganizmy w medycynie, w przemysle i ochronie sSrodowiska. Badania mikrobiologiczne
pozwalaja na lepsze zrozumienie i sterowanie procesami biochemicznymi oraz tworzenie
szczepOw o pozadanych wlasciwosciach.

Celem monografii jest prezentacja roznorodnych zastosowan wynikow badan
mikrobiologicznych wraz z oceng mozliwosci rozwoju poszczegdlnych kierunkow
badawczych.

Aby osiggnaé cel, poszczegoélne rozdziaty przedstawiono zgodnie z podziatem
funkcjonalnym mikrobiologii. W rozdziale pierwszym zwrdcono uwage na znaczenie
srodowiskowe mikroorganizméw. Poruszono zagadnienia wystgpowania drobnoustrojow
w wybranych ekosystemach. Skupiono si¢ takze na znaczeniu tych organizméw
W oczyszczaniu $ciekow.

Rozdzial drugi poswigcono mikrobiologii rolniczej i wptywowi drobnoustrojow na
glebe oraz efektywno$¢ prowadzonej produkcji w rolnictwie oraz gospodarstwach
ogrodniczych.

W rozdziale trzecim umieszczono prace wskazujace na zwigzek tej dyscypliny
naukowej z projektowaniem procesow przemystowych. Postuzono si¢ przykladami zar6wno
z przemyshu spozywczego, jak i produkcji biodegradowalnych tworzyw sztucznych.

Rozdzial czwarty obejmuje rozwazania dotyczace mikrobiologii ogolnej. Przedstawia
przebieg wybranych proceséw. Przede wszystkim skupiono si¢ na wplywie przygotowania
srodowiska laboratoryjnego do prowadzenia wiarygodnych badan.

Rozdzial pigty przedstawia wykorzystanie mikroorganizmow w naukach medycznych.
Uwzgledniono tu takze zjawisko antybiotykoopornosci.
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Monografia zostala zredagowana z prac przygotowanych i przedstawionych przez
uczestnikow 48. Migdzynarodowego Seminarium Kol Naukowych, ktore odbyto si¢ na
Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie w dniach 11-12 kwietnia 2019 r.
Opracowanie zawiera referaty z zakresu nauk biologicznych. Autorami rozdziatow sg studenci
1 doktoranci realizujgcy badania w ramach pracy kot naukowych. Kazdy rozdzial zostat
zrecenzowany przez dwoch pracownikéw naukowych.

Za powstanie niniejszego opracowania podzickowania naleza si¢ przede wszystkim
uczestnikom 48. MSKN — autorom prac, recenzentom, osobom zaangazowanym w sprawnag
organizacj¢ poszczegélnych sekcji oraz Konferencji, jako calosci, a takze wladzom
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i Rolnictwa.
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Rozdziat I. Wphyw mikroorganizmow na bezpieczenstwo sanitarne i ekologiczne

Obecnos¢ genow integrazy wsrod bakterii Sciekowych

The presence of integrase genes among wastewater bacteria

Martyna Buta

Uniwersytet Warminisko — Mazurski w Olsztynie

Wydziat Nauk o Srodowisku

Naukowe Koto Mikrobiologéw Molekularnych ,,COCCUS"
Opiekun kota: dr hab. inz. Monika Harnisz, prof. UWM

Abstract

Nowadays, wastewater treatment plants use many kinds of technological solutions to
purify sewage. According to the type of supplied sewage, it can contain different quantities and
species of microorganisms. The most hazardous are sewage which are delivered from hospitals
because they contain pathogenic bacteria derived from the hospital patients. Equally important
part of the wastewaters are industrial and domestic sewage. Those bacteria owe their virulence
mainly to mobile genetic elements that include plasmids, transposons and integrons.

The aim of the study was to demonstrate a presence of integrase genes of classes 1 and
2 in the wastewater bacteria that were inoculated on mFc and TSA medium. The presence of
intl1l and intl2 genes were analyzed by standard PCR reaction using specific primers and
thermal- time profile. Samples of the treated and untreated wastewater was collected from 13
WWTPs of the Warmia and Mazury region. All chosen to this study WWTPs were
characterized by different treatment systems. Results of this study indicate the presence of both
genes regardless of the type of purifying system. Genes intl1 and intl2 were identified in both
untreated and treated wastewater which is alarming concern for human health. The results of
this study indicate a possibility of spreading the integrase genes, which are responsible for
acquisition of antibiotic resistance by bacteria genes, into the environment. The results also
underline the importance to improve new modification of purifying systems in WWTPs in order
to effectively eliminate integrase genes from wastewater and restrict a risk of contamination of
surface water reservoirs receiving WWTPs' effluents.
Keywords: integrons, integrase genes, wastewater, antibiotic resistance

Wstep

Zgodnie z Ustawg z dn. 22 kwietnia 2005r., praca przy oczyszczaniu $ciekow znajduje
si¢ w wykazie prac stanowigcych zagrozenie dla zdrowia, pod katem szkodliwych czynnikow
biologicznych, w sktad ktorych wchodza bakterie, wirusy, grzyby 1 pasozyty wewnetrzne
czlowieka (DZ.U.05.81.716 2008.04.05). Drobnoustroje, ktore posiadaja potencjat
chorobotworczy lub ktoére nabyly go na drodze przeptywu gendéw m.in. przez horyzontalny
transfer genow (HTG) czy w wyniku wyksztatcenia ich w ramach dzialania czynnikow

ewolucyjnych jako adaptacje do niekorzystnego lub zmieniajacego si¢ Srodowiska, sa
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mikroorganizmami szczegolnie niebezpiecznymi dla zdrowia i zycia ludzi (Calo i in. 2013; Li,
Zhang 2012). Elementy odpowiedzialne za zjadliwos$¢ takich drobnoustrojéw to m.in.
adhezyny, mucynazy, toksyny, syderofory oraz wiele syntetyzowanych przez komorki biatek

wirulencji o szeregu réznych funkc;ji.

Poza biochemicznymi elementami gwarantujacymi zjadliwo$¢ drobnoustrojow, istnieje
takze wiele molekularnych czynnikéw wirulencji, do ktorych zalicza si¢ m.in. plazmidy,

transpozony, retrotranspozony czy integrony majace zwigzek z mechanizmem HTG.

Integrony sa krotkimi fragmentami DNA, zwanymi ruchliwymi elementami
genetycznymi (MGEs), ktore moga by¢ przenoszone migdzy bakteriami tego samego lub
réznych gatunkow. Razem z transpozonami, plazmidami integracyjnymi czy wyspami
genomowymi, stanowig gtowny mechanizm genetyczny odpowiedzialny za rozpowszechnianie
gendw determinujgcych wirulencje i opornosc, ktore sa przenoszone i powielane wskutek HTG
(Nikonorow i in. 2013; Jaworski i in. 2016).

Wszystkie integrony charakteryzuja si¢ trzema zasadniczymi cechami budowy.
Pierwsza cechg¢ stanowi obecnos¢ intl, genu kodujacego integraze (intl) — tyrozyne nalezaca do
enzyméw z rodziny rekombinaz. Na podstawie sekwencji aminokwasowej integrazy,
wyodrebniono podziat integronéw na klasy. Enzym ten katalizuje reakcj¢ rekombinacji
pomiedzy wiaczanymi kasetami genowymi a zwigzanym z integronem miejscem rekombinacji
attl, ktore stanowi drugg podstawowg jego ceche. Podczas takiej rekombinacji, dochodzi do
ekspresji trzeciego specyficznego obszaru integronu — promotora, Pc, umozliwiajacego
ekspresje ramek odczytu, ktore kodowane sa przez wiaczane kasety genowe (Gillings 2014).
Taka struktura okreslana jest mianem miejsca konserwatywnego 5°, stanowigcego niezbedne

minimum dla aktywnosci integronu (Wolinowskowska 1 in. 2002).

Wychwytywanie ze Srodowiska gendw w postaci wolnego materiatu genetycznego
| integrowanie go z wlasnym, ma udziat w ksztattowaniu si¢ zmiennosci, przez co ma ogromne
znaczenie ewolucyjne (Rowe-Magnus i Mazel 2001). Integrony potrafia przytaczy¢ pojedynczy
nowy gen lub grupe genéw w obrebie chromosomu, jak i w pozachromosomalnym DNA
(Sandvang 1 in. 1998). Kasety genowe moga by¢ wilaczane przypadkowo lub na skutek
oddziatywania czynnikow S$rodowiska, jako mechanizm adaptacyjny do zmieniajacych si¢

warunkow (Abella i in. 2015).
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Rysunek 1. Wiaczanie kasety genowej do integronu

Kasefa genowa

I Mieiscowo - specyficzna rekombinacia

5-CS 3-CS
Ekspansia macierzy l T Konfrakcia macierzy
intl attl attC affC atfC

I Macierz kasety genowei

Zrédto: Opracowanie wlasne na podstawie Gillings 2014, Escudero i in. 2014.

Wickszos¢ poznanych dotychczas integrondow, niesie niemal wytacznie nowe geny
odpowiedzialne za oporno$¢ na antybiotyki. Stanowi to powazny i1 powszechny juz na catym
$wiecie problem zwigzany z brakiem skutecznych sposobow leczenia zakazen wywotywanych

przez drobnoustroje.

Oczyszczanie $ciekow komunalnych polega na wykorzystaniu metod mechanicznych,
biologicznych, chemicznych a takZze mieszanych oraz dezynfekcji. Mimo, Ze procesy
oczyszczania umozliwiajg zredukowanie liczby bytujacych w Sciekach drobnoustrojow o ponad
99%, $cieki odprowadzane wcigz zawieraja znaczne ilosci wskaznikowych bakterii katowych,
ksztattujace sie w granicach 10* — 105100 cm® (Olafczuk—Neyman i in. 2003). Wazny jest

zatem odpowiedni dobor procesow technologicznych oraz kontrola ich parametrow.

Cel i metody

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja genow integrazy integronow klasy pierwszej
i drugiej w probkach materiatu biologicznego, pochodzacego ze Sciekdw nieoczyszczonych
oraz oczyszczonych, pobieranych na terenie trzynastu oczyszczalni zlokalizowanych w obrgbie

wojewodztwa Warminsko — mazurskiego.
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W celu analizy laboratoryjnej pobrane zostaly probki $ciekow oczyszczonych (2L)
i nieoczyszczonych (1L), pochodzace z doptywow i odptywow Sciekéw do gleby lub
zbiornikdw powierzchniowych z 13 oczyszczalni zlokalizowanych w obszarze wojewddztwa
warminsko — mazurskiego. Kazda z oczyszczalni charakteryzowala si¢ stosowaniem innych
rozwigzan technologicznych w oczyszczaniu Sciekow z wykorzystaniem osadu czynnego, m.in.
uktad A2/0, oczyszczanie mechaniczno — biologiczne (MB), oczyszczanie mechaniczno —
biologiczne z podwyzszonym stopniem usuwania zwigzkéw biogennych, reaktor okresowy
(SBR), oczyszczanie mechaniczno — biologiczno — chemiczne z podwyzszonym stopniem
usuwania zwigzkéw biogennych (CBR — FOS), oczyszczanie biologiczne (BIOPAK),
oczyszczanie mechaniczno — biologiczno — chemiczne z podwyzszonym stopniem usuwania
zwigzkéw biogennych (Bordenpho 3 — stopniowe), oczyszczanie SBR z podwyzszonym
stopniem usuwania zwigzkow biogennych.

Pobrane probki $ciekow w objetoéci 10, 1, 1072, 102, 103, 10, 10° cm?, poddane
zostaty filtracji z wykorzystaniem filtréw membranowych o $rednicy 0,45 um (Millipore), ktore
nastepnie umieszczono w plytkach Petriego z podtozem TSA (Oxoid) stuzacym do okreslenia
ogo6lnej liczby drobnoustrojow i z podtozem mFc (Merck), umozliwiajacym hodowle pateczek
jelitowych, bez oraz z dodatkiem antybiotykow: amoksycyliny, cefotaksymu, doksycyliny
i oksytetracykliny w stezeniach zgodnych z zaleceniami EUCAST (Komitet Europejski ds.
testowania wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe). Tak przygotowane wysiewy,
inkubowane byty w warunkach: TSA- 30°C/ 48 h, mFc- 44.5+0.2°C/24 h.

Po inkubacji zliczono charakterystyczne dla wzrostu E. coli kolonie o ciemnoniebieskim
zabarwieniu. Nastepnie drobnoustroje razem z filtrami z obu podtozy przeniesiono do jalowych
probowek Falcon, po czym dodano 30 cm® roztworu PBS i wytrzasano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej, przy czgstotliwosci 300 rpm. Po wytrzasaniu filtry usunigto
a roztwor PBS odwirowano w probdéwkach Eppendorf w warunkach 4°C/10 minut/9000 rpm.
Uzyskany w ten sposob osad zostat zawieszony w 100 pl buforu Tris, ktory zapoczatkowat lize
zawieszonych komorek.

Uzyskang w wyniku hodowli, ptukania i wirowania zawiesing drobnoustrojoéw, poddano
izolacji bakteryjnego genomowego DNA z wykorzystaniem dwdch zestawow: Genomic Micro
AX Bacteria oraz Gravity (A&A Biotechnology). Kazda z metod izolacji DNA zostata
przeprowadzona zgodnie z zaleceniami zawartymi w protokole producenta. Uzyskany

bakteryjny gDNA przechowywano w temperaturze -20°C do momentu dalszych analiz.

14
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W celu przystgpienia do wykonania reakcji PCR, przygotowano mieszaning reakcyjna

0 objetosci 20 pl/probke. Doktadny sktad mieszaniny zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR wg Goldstein

Odczynnik Objetosé [ul] / 1 prébke

10 uM starter forward 0,5

10 uM starter reverse 0,5
Run polimeraza 1U A&A Biotechnology 1
10 x PCR bufor 2

100 mM DTP Mix 0,6
DNA 2

dd H20 jalowa 13,4

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Do reakcji amplifikacji uzyto odpowiednich starterow zgodnie z tabela 2. Probki
poddawane byly reakcji PCR w termocyklerze firmy Eppendorf. Doktadny profil

temperaturowo — czasowy podano w tabeli 6.

Tabela 2. Uzywane startery w reakcji PCR wg Goldstein

Dhugos¢ zamplifikowanego

Oznaczany gen Uzyte primery oroduktu (p2)
intl1 Forward | CCTCCCGCACGATGATC 280
Reverse | TCCACGCATCGTCAGGC

intl2 Forward | TTATTGCTGGGATTAGGC 233
Reverse | ACGGCTACCCTCTGTTATC

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Po wykonaniu reakcji PCR przystgpiono do sporzadzenia 2% zelu agarozowego. W tym
celu rozpuszczono agaroz¢ w buforze (1 x TAE) umieszczonego w szklanej butelce typu
SIMAX. Do rozpuszczonej, lekko ostudzonej agarozy, dodano bromek etydyny (0,5 pg/ cmq)
i delikatnie wymieszano. Tak przygotowany zel wylano do sanek z umieszczonymi w nich
grzebieniami 1 odczekano do calkowitego $cigcia si¢ zelu. Po polimeryzacji zelu usunigto
grzebienie oraz umieszczono go w wypetionym buforem (1 x TBE) aparacie do elektroforezy.

Przed przeniesieniem probek do studzienek w zelu agarozowym, zostaly one zmieszane
z buforem obcigzajagcym. Nastepnie kazda ze 104 probek zostata umieszczona w osobnej
studzience. Na poczatku i na koncu rzedéw studzienek, naniesiono marker wielko§ci DNA.
Elektroforeze prowadzono w warunkach 130V przez 15 minut a nastgpnie w 80V przez kolejne

60 minut. Zel z uzyskanymi produktami obserwowano z wykorzystaniem transiluminatora.
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Tabela 3. Parametry etapow reakcji PCR wg Goldstein

Etap Temperatura Czas Tlo$¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 °C 5 min. 1
Denaturacja 94 °C 45 sek.
Hybrydyzacja intll 54 °C 45 sek. 35
(annealing) intl2 68 °C 1 min.
Elongacja 72 °C 10 min.
Przetrzymywanie 4°C 0 1

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wyniki

Analizujac produkty rozdziatu elektroforetycznego, pochodzace z probek Sciekoéw
nieoczyszczonych, z ktérych drobnoustroje wyhodowane zostaly na podtozu mFc, nalezy
stwierdzi¢, ze intll byly obecne w 11 na 13 probek. W probkach pochodzacych ze sciekéw po
procesie oczyszczania, geny te zostaty odnotowane w 10 probkach.

W przypadku materialu genetycznego, izolowanego z hodowli na podtozu TSA
Z probek $ciekow nieoczyszczonych, produkty rozdziatu pozwolity na stwierdzenie obecnosci
genu intll w wiekszosci probek, z wylgczeniem czterech z nich. W probkach po procesie
oczyszczania, geny integrazy kodujace integrony nalezace do klasy 1, byly obecne juz tylko
W pieciu probkach.

Frekwencja genu intl2 byta wysoka zarowno w przypadku probek pochodzacych ze
$ciekow oczyszczonych, jak i nieoczyszczonych. Dotyczylo to zaré6wno materiatu
genetycznego pochodzacego z hodowli na podlozu mFc, jak i TSA. Uzyskane produkty
rozdziatlu elektroforetycznego wskazywaty na absencje intl2 tylko w jednej probce $ciekow
nieoczyszczonych, materialu pochodzacego z hodowli na podtozu mFc oraz w prébce

pochodzacej ze $ciekOw po procesie oczyszczania (material z hodowli na pozywce TSA).

Dyskusja

Pomimo postepujacej technologii, ktdrej przejawy mozna zauwazy¢ takze w nowych
systemach dazacych do oczyszczania 1 unieszkodliwiania $ciekdw o réznym pochodzeniu,
wcigz istotnym problemem s3a pozostajace w $ciekach po procesie ich oczyszczania znaczne
ilosci drobnoustrojow (Korzeniewska, Harnisz 2018). W ich sklad wchodzg m.in.
mikroorganizmy potencjalnie chorobotworcze, ktore nierzadko moga posiadaé w swoim
genomie elementy odpowiedzialne za wylapywanie ze srodowiska i wbudowywanie we wlasny
material genetyczny gendw m.in. kodujacych oporno$¢ na antybiotyki. Efektywno$¢

oczyszczania $ciekoOw z wystepujacych w nich mikroorganizmow sigga¢ moze nawet 99,7-
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99,9 % (Korzeniewska, Harnisz 2018; Osinska i in 2017a), jednak t¢ pozostalos¢ wcigz
stanowi¢ moze okoto 10%~10° jtk/100 cm?® wskaznikowych bakterii typu katowego (Szumilas
i in. 2001).

Tabela 4. Wystepowanie genéw integrazy w bakteryjnym materiale genetycznym pochodzacym z podtoza mFe
oraz TSA

Rodzaj sciekow Nieoczyszczone
Podtoze I mFc
Numer probki 1 2 3 4 | 5 6 7 8 9 |10 11|12 | 13
intll ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob| - |ob]|ob| - ob
intl2 ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob| - |ob| - |ob]| ob
Podtoze 11 TSA
intll ob|ob|ob|ob|ob|ob| - |ob|ob| - - | ob -
intl2 ob |ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob]| ob
Rodzaj $ciekow Oczyszczone
Podtoze I mFc
Numer probki 1 213|415 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13
intll ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob| - | ob | ob - | ob
intl2 ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob|ob| - | ob - ob | ob
Podloze 11 TSA
intll - |ob| - |ob|ob]| - - - | ob - - ob | -
intl2 ob|ob| - |[ob|ob|ob|ob|ob|ob| ob|ob|ob]|ob

Zrédto: Opracowanie wiasne. Legenda: obecno$é genu (ob); brak obecnosci genu (-).

Niniejsze badania wskazuja na wysoka frekwencj¢ genu intll zarébwno w $ciekach
przed, jak i po oczyszczaniu w materiale genetycznym, pochodzacym od drobnoustrojow
wyhodowanych na podtozu mFc. Z tego faktu wynika, 1z pateczki jelitowe, ktore doptywaja
wraz ze sciekami do oczyszczalni, sa obarczone tym genem, ktory zostaje tam nawet po
procesie oczyszczania. W przypadku trzech oczyszczalni, po procesie oczyszczania nie
odnotowano juz intll w probkach, w ktorych byly one obserwowane przed procesem
oczyszczania, jednak zaobserwowano takze sytuacje, w ktorych intl1 pojawiajg si¢ po procesie

oczyszczania, pomimo ze nie byty one obecne w probkach §ciekéw nieoczyszczonych. Jest to
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dos¢ niepokojacy wynik, ktory wskazuje jednoznacznie na kontaminacj¢ §ciekéw materiatem
genetycznym zawierajacym integrony klasy 1 na jednym z etapow oczyszczania. Literatura
odnotowata juz wczesniej podobne przypadki, ktore stawiaja stosowane powszechnie systemy
oczyszczania $ciekOw w niekorzystnym $wietle. Z wcze$niej prowadzonych badan wynika, ze
oczyszczalnie $ciekow, stanowig potencjalne miejsce rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow
chorobotworczych i opornych na antybiotyki a drobnoustroje te oraz same ich geny, moga by¢
przyczyna rozpowszechniania zjadliwosci w srodowisku (Calhau i in. 2015; Osinska i in.
2017b). Korzeniewska i Harnisz (2018) obserwowaly znacznie wigksza liczbe ARB
W miejscach odptywu $ciekow z tych samych oczyszczalni, w porownaniu z miejscami ich
doptywu. Szczegdlnym rezerwuarem genow wirulencji oraz mikroorganizméw posiadajacych
takie geny sa szpitale, na skutek dziatalnosci ktoérych, nieczystosci z tych osrodkéw
odprowadzane sg do oczyszczalni (Jakobsen i in. 2008).

Kolejnym bardzo prawdopodobnym elementem przyczyniajacym si¢ do
rozprzestrzeniania gendéw lekoopornosci W oczyszczalniach, jest materia organiczna
I nieorganiczna, dostajaca si¢ do nich wraz ze $cickami komunalnymi czy bytowo -
gospodarczymi. Istote stanowiag tutaj antybiotyki i/lub ich pozostatosci, ktorych zawarto$¢
w doprowadzanych do oczyszczalni $ciekach wzrasta wraz z nadchodzacym sezonem
zimowym, w ktorym notuje si¢ wzmozone zuzycie antybiotykéw. Fakt ten wigze si¢ z kolei
Z notowang w tym okresie podwyzszong frekwencja genu intll w wodzie rzecznej
w poblizu ujscia Sciekdw po procesie oczyszczania (Mokracka i in. 2016). Po analizie wynikow
odnotowanych dla probek $ciekow przed procesem oczyszczania, z ktorych zawiesiny
bakteryjne inkubowane byly na podtozu TSA, stwierdzi¢ nalezy, ze do wielu z badanych
oczyszczalni doptywajg Scieki zawierajace intl1. Widaé jednak takze, iz stosowane przez trzy
oczyszczalnie (nr 1, 6 1 8) systemy oczyszczania Sciekow skutecznie usunety drobnoustroje
posiadajace ten gen. Trudno o stwierdzenie, ze konkretny system oczyszczania przyczynia si¢
istotnie do usuwania zagrozenia, jakim sg m.in. geny integrazy w Sciekach (Korzeniewska,
Harnisz 2018). Absencje tych elementow stwierdzono w $ciekach oczyszczonych z instalacji
stosujacych rozne technologie oczyszczania. Brakuje takze korelacji pomiedzy iloscig
doptywajacych §ciekow do oczyszczalni czy ich rodzajem, a czgstotliwoscia wystepowania
gendw integrazy klasy 1 i 2. Uzyskane wyniki podczas prowadzenia powyzszych badan,
wskazujg na catkowita losowo$¢ wystepowania gendéw Iintll oraz intl2 wsérdéd bakterii
scieckowych, co jest odmienng sytuacja w stosunku do badan prowadzonych przez

Korzeniewska 1 Harnisz (2018), ktore wskazuja na zwigzek czesto$ci wystepowania ARGs

18



Rozdziat I. Wphyw mikroorganizmow na bezpieczenstwo sanitarne i ekologiczne

w miejscu odptywu Sciekow z rodzajem stosowanego systemu oczyszczania. W przypadku
powyzszej pracy, wspomniana losowo$¢ dotyczy zardwno materialu genetycznego
pozyskanego od bakterii jelitowych (podioze mFc), jak i pozostatych bakterii wystepujacych
w $ciekach (podioze TSA).

W celu redukowania zagrozenia, wynikajacego z obecnosci w odprowadzanych do wod
powierzchniowych $ciekach znacznych ilosci bakterii potencjalnie chorobotwoérczych dla
cztowieka, zaleca si¢ stosowanie przez oczyszczalnie systemOw opartych na metodach
membranowych. Metoda membranowa polega na filtracji Sciekéw przez filtry o Srednicy porow
od 10 um do nawet 0,0001 um (Konieczny 2015). Podstawowg rolg filtrow jest usunigcie
zawiesin, ktére wplywaja niekorzystnie na pozniej stosowane metody dezynfekcji Sciekow,
jednak dodatkowo przyczyniaja si¢ one do redukcji liczebnosci bakterii mezofilnych,
psychrofilnych, pateczek jelitowych, paciorkowcow katowych oraz ogoélnej liczby bakterii
Z grupy coli nawet do 60% (Quant i in. 2009). Duzg role odgrywaja takze zastosowane metody
dezynfekcji, ktorych rodzaj oraz parametry nalezy dostosowywaé do typu oczyszczanych
sciekdw. Stosowanie wczesniej wspomnianej filtracji, pozwala z kolei na obnizenie dawki
promieniowania podczas zastosowania dezynfekcji z uzyciem promieniowania UV o nawet 20-
30% przy zachowaniu wysokiej skutecznosci redukcji mikroorganizméw, co przektada si¢ na
korzysci ekonomiczne. Kazda z metod filtracji czy dezynfekcji ma swoje wady i zalety,
zwigzane przede wszystkim z kosztami, problematycznoscig w sferze doboru metody do typu
sciekow doptywajacych do danej oczyszczalni oraz wielu elementow natury technicznej
(Konieczny 2015; Quant i in. 2009). Niemniej jednak, wyniki badan powyzszej pracy, jak
1 badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat przez innych autoréw, wskazuja na
zasadnos$¢ pochylenia si¢ nad problemem jako$ci mikrobiologicznej $ciekow trafiajacych do
wod uzytkowanych przez ludzi 1 zwierzeta. Wskazane sg takze dalsze badania nad
opracowaniem nowych metod, wysoce skutecznych w redukc;ji liczebnosci mikroorganizmow
sciekowych lub inteligentne i przemyslane stosowanie metod juz dostgpnych, ktore przy

odpowiedniej kombinacji, maja wysoka skuteczno$¢ w tej materii.

Podsumowanie i wnioski
Scieki réznego typu, pomimo ich oczyszczania w oczyszczalniach z wykorzystaniem
odmiennych modyfikacji systemow oczyszczania, wcigz stanowig zagrozenie dla ludzi

1 srodowiska.

19



Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Niedoczyszczone $cieki zawierajace znaczne liczby drobnoustrojow potencjalnie
chorobotworczych, w genomie ktorych obecne sg geny integrazy, mogg prawdopodobnie
przyczyniac¢ si¢ do rosngcej antybiotykoopornosci.

Mozliwa przyczyng pojawiania si¢ gendw integrazy w Sciekach po procesie ich
oczyszczania jest transmisja tych genow pomiedzy drobnoustrojami na poszczegolnych etapach
oczyszczania $ciekow.

Wskazana jest dalsza praca nad modyfikacja stosowanych metod oczyszczania $ciekOw
w celu ograniczenia ryzyka kontaminacji czgsciowo oczyszczonych juz SciekOw oraz wzrostu

redukc;ji ilosci bakterii obecnych w $ciekach odprowadzanych do wod powierzchniowych.
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macrophytes of Skanda and Kortowskie lakes
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Opiekun: dr hab. Anna Biedunkiewicz

Abstract

Fungi, from many systematic and trophic groups, are one of the basic components of
the microbiological loop of waters of various origins, on which the functioning of the entire
ecosystem depends. The occurrence of phytopathogenic fungi in the vegetation of the coastal
zone and the underwater zone planted with plants determines the health condition of these
plants. Available literature provides mainly information on research conducted in natural
environments. In environments undergoing strong anthropopression of mycological research,
there is little. Therefore, the aim of the study was to assess the species diversity of
phytopathogenic fungi isolated from selected plants of the littoral zone of Lakes Skanda and
Kortowskie.

From the selected rushes vegetation of the lakes studied, a total of 211 fungal isolates
were obtained. The greatest species diversity of fungi - 25, was recorded at Glyceria aquatica.
The lowest number of isolates was obtained on Nuphar lutea - 7.

Keywords: phytopathogenic fungi, phyllosphere, macrophytes

Wstep

Organizmy zyjace na innych organizmach 1 wywotujace u nich procesy chorobowe,
nazywamy patogenami, czynnikami chorobotwérczymi lub etiologicznymi. Korzystajac
z substancji odzywczych gospodarza, zaburzaja one wigkszo$¢ procesow fizjologicznych,
niszczg tkanki oraz ostabiaja wzrost. Do$¢ czesto patogeny doprowadzaja do przedwczesnego

zamierania rosliny (Fiederow i in. 1999).

Najliczniejsza grupe infekcyjnych czynnikow chorobotwodrczych roslin stanowia
grzyby. Powodujg one okoto 85% chorob, wyrzadzajac w produkcji roslinnej straty siegajace
20% (Kochman 1986). Na roslinach, w warunkach naturalnych, dominujaca grup¢ stanowia

grzyby fitopatogeniczne oraz organizmy grzybopodobne. Choroby, ktore powoduja, okresla si¢
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mykozami. Grzyby, znacznie wcze$niej niz bakterie czy wirusy, zostaly rozpoznane, jako
patogeny roslin. Maja one wszechstronne mozliwos$ci rozprzestrzeniania si¢ w uprawach roslin

oraz przystosowywania do szerokiego spektrum warunkow Srodowiska.

Przebieg choroby powodowanej przez grzyby, jej kolejne objawy oraz caly obraz
(syndrom), zalezg m.in. od miejsca i sposobu bytowania grzyba na/w roslinie oraz od
mechanizmu odzywiania si¢ tego grzyba. Czgsto obraz ten dopeltniajg oznaki etiologiczne, czyli
wytwory samego grzyba widoczne na zasiedlonej ro$linie. Zmiany chorobowe moga

obejmowac cate rosliny, oddzielne organy lub okreslone tkanki (Kryczynski 2002).
Charakterystyka wybranych makrofitow

Manna mielec (Glyceria aquatica (L.) Wahlb.) to roslina nalezaca do rodziny
wiechlinowatych (F: Poaceae), osiggajaca wysokos$¢ do 70 cm. Nazywana jest rowniez manng
wodna, duza lub wielka. Jest gatunkiem rodzimym pospolitym i wystepuje na terenie catego
kraju (rowniez w Europie 1 Azji). W Polsce najczesciej spotykana jest na terenach nizinnych.
Wystepuje nad brzegami wod stojacych i1 plynacych oraz na wilgotnych, mokrych, zyznych
takach, dlugotrwale zalewanych. Jest szuwarowym makrofitem o szarozielonej barwie
i lancetowatym ksztalcie lisci. Ta obupiciowa roslina kwitnie od czerwca do sierpnia, a jej
kwiatostanem jest okazata, wszechstronnie rozpierzchla piramidalna wiecha, z licznymi

ktoskami (Wirtualny Atlas Roslin. https://atlas.roslin.pl/) (Rys.1).

Rysunek 1. Manna mielec

Zrédto: https://atlas.roslin.pl/plant/7090
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Turzyca (Carex sp. L.). Gatunki turzyc, nalezace do rodziny ciborowatych
(F: Cyperaceae), stanowig wazny element wielu zbiorowisk wodnych, tworzac zazwyczaj duze
obszarowo szuwary. Czgsto sg mylone z trawami, jednak ich todygi sa pelne, pozbawione
kolanek oraz prawie zawsze trojkatne w przekroju, liscie sg dtugie, rynienkowate, pochwiaste,
ustawione w 3 prostnicach. Kwiaty sg zredukowane i zebrane w klosowate kwiatostany.

Réznicujac turzyce, zwraca si¢ szczegdlng uwage na:

. fizjonomie tworzonych przez nie skupien (mogg wystgpowa¢ w formie darniowej lub
kepkowej),
. budowie kwiatostanow (w okresie kwitnienia),

o liczbie znamion w shupku (Szoszkiewicz i in. 2010) (Rys.2.).

Rysunek. 2. Turzyca

Zrodto: https:/sadzawka.pl/Carex_nigra-Turzyca_pospolita

Palka waskolistna (Typha angustifolia L.). Gatunek nalezacy do rodziny patkowatych
(F: Typhaceae) o szerokim spektrum zasiedlania. W Europie, Azji, Ameryce Poinocnej jest
ro$ling dziko rosnaca, w Polsce jest do$¢ pospolity, szczegélnie na terenach nizinnych.
W wyzszych partiach gorskich wystepuje bardzo rzadko. Jest rosling spotykang w wodach
stojacych oraz wolno ptynacych, od oligotroficznych do eutroficznych, na podtozach
piaszczystych lub gliniastych, tworzac duze szuwary roslinno$ci przybrzeznej najdalej
whnikajacej w ton wodng. Charakteryzuje ja znaczny udziat w zarastaniu zbiornikéw wodnych,
jednak stanowi fitocenozg dos¢ krotkotrwata, gdyz rozwija si¢ tylko w siedliskach, na ktorych
jej korzenie i klacza sg zanurzone w wodzie (Wirtualny Atlas Roslin. https://atlas.roslin.pl/
plant/8127) (Rys. 3).
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Rysunek 3. Patka waskolistna

Zrédto: https://atlas.roslin.pl/plant/8127

Palka szerokolistna (Typha latifolia L.) Roslina nalezagca do rodziny patkowatych
(F: Typhaceae). Rozprzestrzeniona na calym §wiecie, w Polsce jest gatunkiem pospolitym.
Spotykana na brzegach wdd stojacych oraz wolno ptynacych, tworzac rozleglte, przewaznie
jednogatunkowe szuwary. Nalezy do jednych z najwazniejszych roslin jadalnych rosnacych
w dzikiej przyrodzie.

Palka szerokolistna jest podobna do patki waskolistnej, od ktérej rozni sie¢ wygladem
kwiatostanu oraz wyrazng szerokoscig lisci — u patki waskolistnej nie przekracza 1 cm,

natomiast u patki szerokolistnej osigga 2cm (Szoszkiewicz i in. 2010) (Rys.4.).

Rysunek 4. Patka szerokolistna

Zrédto: https://atlas.roslin.pl/plant/8128
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Grazel z6lty (Nuphar lutea L.) Inaczej baczywie, jest gatunkiem byliny wodnej, nalezacej do
rodziny grzybieniowatych (F: Nymphaeaceae). Roslina o duzym zasiedleniu, w Europie oraz
Azji jest gatunkiem pospolitym. Spotykany w stojacych lub wolno ptynacych zbiornikach
wodnych, w czestym towarzystwie grzybienia biatego, jednak w odr6znieniu od niego wchodzi

na wieksze okosci (Wirtualny Atlas Roslin. nttps://atlas.roslin. an S.5).
icksze gtebokosci (Wi Iny Atlas Roslin. https://atl lin.pl/plant/7455) (Rys.5)

Rysunek 5. Grazel z6tty

Zrédto: https://atlas.roslin.pl/plant/7455

Charakterystyka jezior
Jezioro Skanda

Potozone na terenie miasta Olsztyn, w wojewddztwie warminsko-mazurskim. Nalezy ono do
zbiornikOw o zaawansowanej eutrofii. Jest intensywnie wykorzystywane do celow turystyczno
— rekreacyjnych (Furgata-Selezniow i in. 2011). Catkowita powierzchnia zbiornika wynosi
51,1 ha, a glebokos¢ maksymalna si¢ga 12,0 m. Podazajac wzdhuz jeziora, pokonamy odlegtos$c

1200 m, natomiast szeroko$¢ w najdtuzszym przekroju wynosi 700 m (Janczak 1999).

Wedlug oceny stopnia antropizacji linii brzegowej, jezioro Skanda charakteryzuje si¢
przewaga brzegdw wyraznie przeksztatlconych, z widocznymi §ladami ingerencji czlowieka.

Dlatego tez nalezy ono do klasy III szeregu bonitacyjnego, stworzonego przez Sroczynskiego
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(2006). Klasa ta charakteryzuje si¢ brzegami oddalonymi od zabudowy, ale licznie

odwiedzanymi, zaSmiecanymi oraz wydeptanymi (Rys.6.).

Rysunek 6. Jezioro Skanda

Zrodto: http:/fotowojcik.pl/id/ WW080051

Jezioro Kortowskie

Zbiornik wodny nalezacy do grupy jezior olsztynskich, potozony na Pojezierzu Mazurskim
(Szymanski 1 in. 2013). Jezioro o zaawansowanej eutrofii, intensywnie wykorzystywane do
celow turystyczno — rekreacyjnych. Catkowita powierzchnia jeziora wynosi 90,4 ha,
a maksymalna glebokos§¢ mierzy 17,2 m. Dtugo$¢ zbiornika wynosi 1860 m, natomiast jego

szeroko$¢ 875 m, podazajac linig brzegowa 4500 m.

Rysunek 7. Jezioro Kortowskie

Zrédto: http://fotowojcik.pl/id/WW133341
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Zbiornik ten jest zasilany przez 5 ciekoéw: rzeka Kortowka, Potok Starodworski, Potok
Parkowy, Potok Lesny oraz przewod drenarski. Jezioro to ma jeden odplyw powierzchniowy,

ktorym jest rzeka Kortowka (Dunalska i in. 2007) (Rys. 7).

Znaczenie grzybéw w funkcjonowaniu ekosysteméw wodnych

Makrofity od lat sa wykorzystywane w bioidynkacji ekosysteméw wodnych. Ich
budowa stanowi przystosowanie do ciggltego kontaktu z woda. Maja one szeroko rozbudowany
system wchtaniania r6znych mikroelementéw ze Srodowiska, zarowno tych niezb¢dnych do ich
funkcjonowania, jak i tych szkodliwych (Rabajczyk, J6zwiak 2008). Kondycja zdrowotna
ro$lin, jest determinowana przez wystepowanie grzybow fitopatogenicznych wsrod roslinnosci
strefy brzegowej jezior a takze strefy podwodnej porosnietej roslinami (Zatachowski 1997).
Zasiedlaja one najcze$ciej fyllosfere, ktora charakteryzuja czeéci nadziemne roslin wraz
z obecng na ich powierzchni mikrobiota i mikrofaung (Dix, Webster 1995). Kondycja
zdrowotna ro$lin ma posredni wplyw na zycie ryb w zbiornikach wodnych, co stanowi istotny
element modyfikujacy warunki gospodarki rybackiej jezior. Dla wigkszosci gatunkéw ryb,
ro$linnos$¢ naczyniowa oczeretow, jest podtozem do sktadania ikry czy tez stanowi schronienie

dla mtodego, stabo pltywajacego wylegu (Zatachowski 1997).

W polskiej literaturze mykologicznej jest niewiele informacji na temat wystepowania
grzybow fitopatogenicznych w jeziorach o silnej antropopresji. W wigkszosci sa to
opracowania mykosocjologiczne opisujace badania prowadzone na terenach chronionych, tj.:

parki narodowe czy rezerwaty przyrody (Czerniawska i in. 2010).

Celem badan byla ocena roznorodnosci gatunkowej grzybow fitopatogenicznych,

wyizolowanych z wybranej roslinnosci strefy litoralu jezior Skanda i Kortowskie.

Material i metody

Badania przeprowadzono na terenie Olsztyna, w strefie szuwarowej jezior Skanda oraz

Kortowskie, od czerwca do wrzesnia w 2014 roku.

Material badawczy stanowily liscie makrofitow, zebrane zgodnie z terminami

zalecanymi w fitopatologii. Za jedng probe przyjeto fragment rosliny z widocznymi zmianami
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chorobowymi. Zebrany material przeniesiono do laboratorium mykologicznego. W celu
wyizolowania grzyboéw z uzyskanego materiatu, wykonano komory wilgotne (ptytki Petriego
z wilgotng bibulg) (Rys.8.). Miejsca chorobowe dezynfekowano 70% alkoholem etylowym.
Nastgpnie wysterylizowanymi nozyczkami wycinano fragmenty roslinne z widocznymi

zmianami chorobowymi i jalowg peseta wyktadano je na zwilzong bibute.

Rysunek 8. Przyktad komory wilgotnej z porazonymi fragmentami roslin

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Obserwacje przeprowadzono po 48h. Gdy na zebranym materiale wyrosty kolonie
grzyboéw, wykonano preparaty wg Gerlacha (1972) (btekit anilinowy z laktofenolem, tasma
klejaca, szkietka podstawowe oraz nakrywkowe). Do identyfikacji wykorzystano klucze:

Brandenburgera (1985), Brauna (1995,1998), Ellisa (1971).

Wyniki

Ogoétem uzyskano 211 izolatow grzyboéw z dwoéch badanych zbiornikow wodnych.
Z jeziora Skanda uzyskano — 119 izolatéw, nieco mniej — 92 izolaty, z jeziora Kortowskiego
(Rys. 9). Analizujac proby pochodzace z trzech kolejnych zbiorow poszczegdlnych jezior,

stwierdzono réznice w liczbie izolatow grzybow.
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Rysunek 9. Procentowy udziat prob z izolatami grzybow

| Jezioro Kortowskie

u Jezioro Skanda

Zrodto: Opracowanie wilasne.

W | oraz Il zbiorze, najwigcej izolatow otrzymano z jeziora Skanda, odpowiednio 42
oraz 38. Natomiast z jeziora Kortowskiego uzyskano ich znacznie mniej (odpowiednio 27 oraz
24). W zbiorze III otrzymano z obu jezior, podobna liczbe izolatow, jezioro Skanda — 39, jezioro
Kortowskie — 41 (Rys. 10).

Rysunek 10. Liczba izolatéw grzybow w poszczegélnych zbiorach z obu jezior

50 ~

30 - m Jezioro Skanda

u Jezioro Kortowskie

NN\ N\

10 A

Zbior 1 Zbior 11 Zbior 111

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Ogotem wyizolowano 47 gatunkéw grzybow (Tab. 1). Osiemnascie gatunkow byto
wspolnych w badanych jeziorach. Gatunkami charakterystycznymi dla jeziora Kortowskiego
byty m.in. Didymella exitialis, Stigmina negundinis czy Uromyces caricis-sempervirentis.
Gatunki takie jak: Leptosphaeria typharum, Metasphaeria mosana, Puccinia coronta oraz
Trichothyrina norfolciana, wystgpity tylko na roslinach jeziora Skanda.
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Tabela 1. Gatunki grzybow wyizolowane z roslin z poszczegolnych jezior

Lp. Gatunek grzyba Jez. Skanda | Jez. Kortowskie
1. Alternaria alternata (Fr.) Keissl. + +
2. Alternaria longipes (Ellis & Everh.) + +
3. Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire + +
4, Ascochyta kirulisii H. Ruppr. + +
5. Ascochyta nymphaeae Pass. - +
6. Ascochyta sp. + +
7. Ascochyta stipae Died. + -
8. Botrytis cinerea Pers. - +
9. Chaetomium sp. - +
10. | Chaetospermum chaetosporum (Pat.) A.L. Sm. & Ramsb. - +
11. | Cladosporium cladosporioides (Fresen.) + +
12. | Cladosporium sp. + +
13. | Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wilson - +
14. | Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. + -
15. | Curvularia sp. - +
16. | Cylindrosporium typhae Sacc. - +
17. Deightoniella arundinacea (Corda) S. Hughes + +
18. Didymella exitialis (Morini) E. Miill. - +
19. Dreschlera sp. + +
20. Epicoccum nigrum Link + +
21, Fusarium sp. + +
22. | Geotrichum sp. + -
23. | Hendersonia culmiseda Sacc. + +
24. Leptosphaeria sp. +

25. Leptosphaeria typharum (Desm.) P. Karst. + -
26. Metasphaeria mosana Mouton + -
27. Nigrospora sp. + -
28. Phaeosphaeria typhae (P. Karst.) Shoemaker & C.E. Babc. + +
29. Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel - +
30 Phoma multirostrata (P.N. Mathur, S.K. Menon & i +

" | Thirum.) Dorenb. & Boerema

31. Phoma sp. + +
32. Phyllosticta coralliobola Bubak & Kabat + +
33. Phyllosticta sp. + +
34. Phyllosticta typhina Sacc. & Malbr. + -
35. Pithomyces sp. - +
36. Puccinia coronata Peturson + -
37. | Ramularia sp. + +
38. | Ramularia typhae Vasyag. + -
39. | Scolecosporiella typhae (Oudem.) Petr. + +
40. | Selenophoma straussiana (Sacc.) Luc - +
41. | Septoria sp. - +
42. | Septoria tritici Desm. - +
43. | Septoriella phragmitis Oudem. + -
44. Stagonospora sp. - +
45. | Stigmina negundinis (Berk. & M.A. Curtis) M.B. Ellis - +
46. | Trichothyrina norfolciana J.P. Ellis + -
47. Uromyces caricis-sempervirentis E. Fisch. - +

Zrbdto: Opracowanie wtasne.
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Wsrod zebranych gatunkéw roslin, najwieksza réznorodnos¢ taksonomiczng grzybow
fitopatogenicznych, stwierdzono na Glyceria aquatica — 25 gatunkéw grzybow, najmniejsza na

Nuphar lutea — 5 gatunkow grzybow (Tab.2).

Tabela 2. Liczba gatunkdéw grzybdéw wyizolowana z poszezegdlnych gatunkéw roslin

Lp. Gatunek ro$liny | Liczba gat. grzybéw Gatunek grzyba

Alternaria alternata, A. longipes, A.tenuissima,
Ascochyta sp., A. stipae, Chaetomium sp.,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sp.,
Colletotrichum graminicola, C. truncatum,
Curvularia sp., Didymella exitalis, Dreschlera sp.,
Epicoccum nigrum, Fusarium sp., Hendersonia
culmiseda, Leptosphaeria sp., Nigrospora sp.,
Phaeosphaeria typhae, Phoma sp., Phyllosticta sp.,
Ramularia sp., Septoria sp., Septoria tritici,
Stigmina negundinis

Alternaria alternata, A. longipes, A. tenuissima,
Botrytis cinerea, Chaetospermum chaetosporum,
Cladosporium sp., Cylindrosporium typhae,

16 Dreschlera sp., Fusarium sp., Phaeosphaeria
typhae, Phoma multirostrata, Phyllosticta
coralliobola, P. typhina, Pithomyces sp., Ramularia
typhae, Selenophoma straussiana

Alternaria alternata, A. longipes, A. tenuissima,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sp.,
Fusarium sp., Leptosphaeria typharum,

3. Typha latifolia L. 14 Phaeosphaeria typhae, Phoma glomerata,
Phyllosticta coralliobola, P. typhina,
Scolecosporiella typhae, Septoriella phragmitis,
Stagonospora sp.

Alternaria alternata, A. longipes, Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium sp., Deightoniella
arundinacea, Dreschlera sp., Fusarium sp.,

Glyceria aquatica

(L) Wahlenb. 25

Typha angustifolia
L.

4. Carexsp. L. 13 Geotrichum sp., Metasphaeria mosana, Puccinia
koronata, Stagonospora sp., Trichothyrina
norfolciana, Uromyces caricis-sempervirentis

5 Nuphar lutea (L.) 5 Alternaria alternata, Ascochyta kirulisii, A.

Sibth. & Sm. nymphaeae, Cladosporium sp., Fusarium sp.
Zrédto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja

Z literatury wiadomo, ze tereny o znikomej ingerencji cztlowieka, z reguly odznaczaja
si¢ duza roznorodnoscia mykobioty pasozytniczej. Dowiodly tego badania mykosocjologiczne
fitopatogendw prowadzone w licznych miejscach na terenie Polski. Badania te najczgsciej
prowadzono na terenach chronionych, tj.: parki narodowe czy rezerwaty przyrody. Na terenie

Drawienskiego Parku Narodowego, Mazurkiewicz-Zapatowicz i in. (2012) uzyskali 300
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izolatow grzybow. Adamska i1 Btaszkowski (2000) ze Stowinskiego Parku Narodowego
otrzymali 272 gatunki a Adamska i in. (1999) na tym samym terenie odnotowali — 270 izolatow.
Z terenu Bialowieskiego Parku Narodowego, Majewski (1971) podaje 12 gatunkdw.
Ruszkiewicz-Michalska i in. (2012), na terenie Biebrzanskiego Parku Narodowego odnotowali
188 gatunkow grzybow fitopatogenicznych, a Mutenko i1 in. (1995) 141 gatunkoéw

w Tatrzanskim Parku Narodowym.

Jeziora eutroficzne charakteryzuja si¢ uboga gatunkowo roslinno$cig. Wsrod
niewielkiej liczby opracowan, dotyczacych grzybow patogenicznych roslinnosci szuwarowe;j
eutroficznych jezior, znajduja si¢ badania Czerniawskiej i in. (2010) eutroficznego jeziora
Wasosze, z ktérego uzyskano 24 gatunki grzybow zasiedlajacych 13 gatunkéw roslin. Podobne
prace, dotyczace wystepowania grzybow patogenicznych w miejscach poddanych silnej
antropopresji, przeprowadzono na terenie Malopolski, w oczkach wodnych, z ktérych uzyskano
88 gatunkow (Kowalik 2012). Literatura mykologiczna opisuje takze prace prowadzone
w Olsztynie i jego okolicach (Sucharzewska, Dynowska 2005; Sucharzewska 2010) oraz
w parkach miejskich na terenie Poznania (Gotgbniak, Karolewski 2008). W badaniach
wiasnych, podczas jednego sezonu wegetacyjnego, z wybranych roslin szuwarowych,
odnotowano wigksza liczbe grzybow fitopatogenicznych z jeziora Skanda niz z roslinnosci

jeziora Kortowskiego, co wigze si¢ z wickszym stopniem eutrofizacji pierwszego z jezior.

Badania nad r6znorodnos$cia grzybow fitopatogenicznych, wystgpujacych na gatunkach
ro$lin szuwarowych, majg najczesciej charakter czysto poznawczy a prac dotyczacych tej
problematyki, jest bardzo niewiele zarowno w Polsce jak i w Europie. Rosling wspottworzaca
bardzo czgsto zespdt szuwarowy, jest rodzaj Carex, z ktéorego we wiasnych badaniach
wyizolowano interesujace gatunki grzybow: Metasphaeria mosana czy Trichothyrina
norfolciana. Dodatkowo, pojawit si¢ gatunek rzadki Uromyces caricis-sempervirentis, ktory

dotychczas notowany byt tylko dwa razy na terenie Polski.

Wsrdd typowej roslinnosci szuwarowej wystepuja rowniez gatunki rodzaju Typha.
Najpowszechniejsze z nich to: Typha latifolia oraz T. angustifolia. Z dostgpnej literatury
wynika, ze charakterystycznymi gatunkami grzybow zasiedlajgcymi fyllosfer¢ Typha, sa
Pyrenophora typicola, Phaeosphaeria typharum, Phyllosticta typhina, Scolecosporiella typhae
oraz wedhug Pugh i Mulder (1971) — Cladosporium herbarum i Aureobasidium pulullans.

Badania wlasne potwierdzaja wystepowanie Phyllosticta typhina oraz Scolecosporiella typhae
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na tych zywicielach. Dodatkowo, w badaniach wtasnych, stwierdzono gatunki rzadkie dla

Polski, jakimi sg: Chaetospermum chaetosporum oraz Leptosphaeria typharum.

Wsrod roslinnosci szuwarowej coraz czesciej notuje sie¢ Glyceria aquatica. Badania
przeprowadzone przez Adamczewskiego (2007), na terenie Drawienskiego Parku Narodowego,
wskazaly nowe fitopatogeny wystepujace na tej roslinie. Byly to gldwnie gatunki rodzaju
Ascochyta: A. antarctica, A. gracilispora, A. kirulisii oraz A. melicae, a takze rodzaju Puccinia
— P. coronata i P. melicae. W badaniach wtasnych nie stwierdzono zadnego z wyzej
wymienionych. Natomiast zaobserwowano A. stipae oraz liczne wystepowanie grzybow
rodzaju Fusarium. Te ostatnie nie sa podawane przez innych autoré6w badajacych stan
zdrowotny tej rosliny (Ellis, Ellis 1985). Powszechnie wystgpujacym gatunkiem na Glyceria
aquatica, jest rowniez Zymoseptoria tritici (Kochman, Majewski 1973), wyizolowany takze
w badaniach wlasnych. Na uwage¢ zastuguje odnotowanie Stigmina negundinis i Didymella

exitialis. Ten drugi, w Polsce byt notowany dwukrotnie.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze grzyby fitopatogeniczne znajduja doskonate
warunki do rozwoju na roslinnosci szuwarowej jezior w Srodowisku zmienionym przez
cztowieka. Rozwijajac sie, powodujg destrukcje roslin, przyczyniajac si¢ w ten sposéb do
obnizenia walorow estetycznych krajobrazu oraz posrednio do zaktocenia funkcjonowania

ekosystemu jezior.

Podsumowanie

Ogo6lnie uzyskano 211 izolatow grzybow. Najwigcej izolatdow grzybow otrzymano
z eutroficznego jeziora Skanda — 119, nieco mniej z jeziora Kortowskiego — 92. Najwigksza
roznorodno$¢ gatunkowa odnotowano na Glyceria aquatica (manna mielec) — 25 gatunkow

grzybow, najmniej uzyskano na Nuphar lutea (grazel zotty) — 5 gatunkow.
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Wystepowanie grzybow rodzaju Aspergillus w wodzie z fontanny
w Parku Centralnym w Olsztynie

Occurrence of Aspergillus fungi in water from a fountain in the
Central Park in Olsztyn

Wiktor Zielinski

Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie
Wydziat Biologii i Biotechnologii

Studenckie Koto Naukowe Mykologow
Opiekun: dr hab. Anna Biedunkiewicz

Abstract

Fountains are a decorative element of the landscape, but it often happens that people
treat them as bathing places. This creates a huge health risk due to microorganisms in the water,
including potentially pathogenic fungi. The molecules in the bioaerosol are also a big threat, to
which we can include fungi and their spores and their metabolism products. The aim of the
work was to examine the microbiological quality of water in the fountain in the Central Park in
Olsztyn, for the presence of potentially pathogenic fungi.

The research was carried out over three seasons: spring, summer and autumn, in the
morning and evening seasons. The test material consisted of fungi isolated from water and air
surrounding the fountain, which cultures were carried out on Sabouraud with chloramphenicol.
Macroscopic and microscopic features were checked during and after incubation.

Among the isolated Aspergillus species, A. fumigatus and A. niger were dominant. The
obtained research results show how large microbial species diversity occurs in water from
fountains, which is a potential source of epidemiological threat. People should not treat them
as a bathing area because of the potential danger to health and life.

Keywords: fountain, fungi, Aspergillus, water, bioaerosol

Wstep

Fontanny s3a elementami krajobrazu, majagcymi za zadanie zwigkszy¢ walory
dekoracyjne terenu, polepszajac atrakcyjnos$¢ otoczenia (Burkowska-But 2013). Petnig one
rowniez funkcje miejsca wypoczynkowego dla ludzi oraz sg obszarem wodopoju dla zwierzat,
w tym najczesciej dla psow oraz ptakow (Biedunkiewicz 2009). Niezaleznie od ich ozdobnego
znaczenia, maja rowniez pewne funkcje klimatyczne i zdrowotne — przede wszystkim
wzbogacajg atmosfer¢ w par¢ wodng oraz obnizajg temperatur¢ otoczenia. Ponadto, rozprysk
wody jest skutecznym sposobem, aby usung¢ drobiny zanieczyszczen z powietrza, co wpltywa

na jego jakos¢. Coraz czgséciej ludzie traktuja fontanny jako miejsca kapieliskowe.
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Spowodowane jest to przede wszystkim szybkim, nieograniczonym i fatwym dostgpem do

wody, ktoéra w upalne dni daje ochtodg.

W powietrzu zewngtrznym — atmosferycznym, jak 1 wewnetrznym, znajduja si¢
zanieczyszczenia wystepujace w postaci aerozolu biologicznego. Bioaerozol ma budowe
fazowo-koloidalna, sktadajacg si¢ z czgSci rozpraszajacej — powietrza oraz w nim rozpraszanej.
Aerozole biologiczne stanowia kompleks sktadajacy si¢ z mikroorganizmoéw takich jak:
czasteczki wirusow, pierwotniakow, komorek bakteryjnych, fragmentéw grzybni i zarodnikéw
grzybow (Gaska-Jedruch i Dudzinska 2009). W ich sktad wchodzg rowniez bardzo liczne
produkty metabolizmu mikroorganizméw. Do tej grupy mozemy zaliczy¢ przede wszystkim:
egzotoksyny i endotoksyny, enzymy i mykotoksyny (Agranovski i in. 2002). Kazde
z wymienionych czynnikdw, stanowia szkodliwe dla zdrowia czynniki, powodujace
pogorszenie stanu higienicznego powietrza i w konsekwencji, moga by¢ przyczyng zakazen
ludzi i zwierzat (Biedunkiewicz 2009). Bioaerozole bardzo mocno wplywaja na czysto$¢
powietrza, a takze na zdrowie cztowieka. Mogg by¢ przyczyna wielu niekorzystnych objawow
i standow chorobowych takich jak: katar sienny czy astma, za§ metabolity bardzo czgsto
stanowig czynnik alergizujacy (Lee i Jo 2006). Poza mikroorganizmami i ich produktami
metabolizmu, w sktad bioaerozoli wchodzg szczatki i pytki roslin, fragmenty naskorka ludzi

oraz zwierzat (Chmiel i in. 2015).

Grzyby rodzaju Aspergillus spp. sa wszechobecne. Wystepuja w glebie, wodzie,
powietrzu oraz na niszczejacej roslinnosci. Gatunki rodzaju Aspergillus sa czgstymi
przyczynami inwazyjnych zakazen grzybiczych u pacjentdow z obnizong odpornoscig. Co
najmniej trzydziesci gatunkow rodzaju Aspergillus jest przyczyna mykoz. A. fumigatus jest
grzybem saprotroficznym, ktory odgrywa zasadnicza rolg w recyklingu srodowiskowego wegla
1 azotu. Zarodnikuje on obficie, a kazdy konidiofor jest zdolny do produkc;ji tysigcy konidiow.
Matly rozmiar konididw sprawia, ze utrzymuja si¢ zarbwno w powietrzu wewnetrznym, jak
1 zewnetrznym. Badania Srodowiskowe wskazuja, ze wszyscy ludzie wdychajg co najmniej
kilkaset konidiéw A. fumigatus dziennie, ktore sg w stanie dotrze¢ az do pecherzykdéw plucnych.
Rzadko maja one dziatanie niepozadane, poniewaz sg skutecznie eliminowane przez wrodzong

odpowiedz immunologiczng czlowieka.
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Cel i metody badawcze

Celem przeprowadzonych badan byla analiza mikrobiologiczna wody z fontanny
w Parku Centralnym w miescie Olsztyn, pod katem obecnosci potencjalnie chorobotworczych

dla cztowieka grzybow, ktore stanowig duze zagrozenie epidemiologiczne.

Obiektem badan byta fontanna znajdujaca si¢ w Parku Centralnym w Olsztynie, na
obszarze polozonym w bliskim sgsiedztwie rzeki Lyny — miedzy ulicami: Seweryna
Pieni¢znego, 22 Stycznia, Emilii Plater i Niepodlegtosci. Uzdatnianie wody odbywa si¢
poprzez usuwanie zanieczyszczen fizycznych — filtracje i biologicznych poprzez regulacje

odczynu pH, dezynfekcje roztworem chloru oraz usuwaniu glonow.

Badania prowadzono od kwietnia do wrze$nia 2017 roku. Wod¢ pobierano z fontanny
w Parku Centralnym w Olsztynie dwukrotnie w miesigcu, w dniach: 24.04; 8.05, 22.05; 5.06,
19.06; 3.07, 17.07; 7.08, 28.08; 11.09, 25.09. Proby pobierane byly dwa razy na dobg
o godzinnie 8:00 i1 18:00. Do analizy wynikow, terminy poboru préb zostaty podzielone na trzy

sezony: wiosna, lato 1 jesien.

Materiat do badan stanowily grzyby wyizolowane z wody oraz z powietrza
znajdujacego si¢ w poblizu fontanny (proby sedymentacyjne). Materiaty pobierane byly
z jednego stanowiska. Jatowe, szklane butelki uzupetiano 1000 cm® wody, za§ probe
sedymentacyjng wykonywano z uzyciem otwartej ptytki Petriego z podtozem Sabouraud
z chloramfenikolem, na ktorg przez 15 minut opadaty czasteczki bioaerozolu. Badany materiat
byt doktadnie opisywany oraz transportowany do laboratorium Katedry Mikrobiologii

1 Mykologii, gdzie wykonywano dalsze czynnosci.

Do izolowania grzybow zastosowano metodg filtrow membranowych. Z kazdej proby,
500 cm® wody przepuszczano przez filtr membranowy Millipore o wielkosci poréw 0,45ul przy
pomocy pompy prézniowej PL 2/2 przy ci$nieniu 0,2 bar. Nastepnie filtr umieszczano na plytce
Petriego ze stalym podtozem Sabouraud z chloramfenikolem o sktadzie: 40 g glukoza, 10 g
pepton, 20 g agar, 0,25 g chloramfenikol.

Sktadniki zostaly uzupelione woda destylowana do 1000 cm®. Po autoklawowaniu

ustalono pH.

Wazrost grzybow plesniowych kontrolowano makroskopowo po 24 i 48 godzinach.
Z uzyskanych kolonii, wykonywano preparaty metoda odciskowa Gerlacha z uzyciem tasmy

klejace; 1 zabarwiano bigkitem anilinowym =z laktofenolem, w celu oznaczenia
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taksonomicznego grzybow plesniowych na podstawie cech mikroskopowych (ksztalttow
konidioforow, sporangioforéw, budowie zarodnikéw itp.). Do identyfikacji gatunkowej

wykorzystano dwa atlasy mykologiczne: De Hoog i in. (2000); Kurtzman i Fell (2000).

Wyniki

Wsrdd grzybow plesniowych, stwierdzono 13 réznych rodzajow: Absidia, Alternaria,
Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium,
Rhizomucor, Scopulariopsis, Trichoderma, Trichophyton. Sposréd nich dominowali
przedstawiciele rodzajow: Aspergillus (22%) oraz Penicillium (22%), a takze Trichoderma
(15%) (Rys. 1).

Rysunek 1.Procentowy podziat grzybow plesniowych

m Absidia

m Alternaria
15% m Aspergillus

P m Aureobasidium
4% = Cladosporium
= Fusarium
22% Geotrichum

Mucor

Penicillium

Zrodto: Opracowanie wiasne.
Sposroéd wyizolowanych grzybow plesniowych, nalezacych do rodzajow Aspergillus,

odnotowano 6 gatunkéw. Dominowat A. fumigatus (46%), mniej stwierdzono A. niger (18%),

a pozostale gatunki notowano sporadycznie (po 9%).
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Rysunek 2. Procentowy udziat poszczegolnych gatunkow grzybow plesniowych rodzaju Aspergillus

m Aspergillus fumigatus

= Aspergillus unguis

m Aspergillus oryzae

m Aspergillus versicolor

m Aspergillus niger
Aspergillus clavato-nanicus

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Na rysunku 3, przedstawiono zrdznicowanie liczebnos$ci uzyskanych izolatow grzybow
rodzaju Aspergillus w poszczegolnych sezonach badawczych. Mozna zauwazy¢, ze najwigcej
izolatdow uzyskano w sezonie wiosennym, gdzie az cztery izolaty nalezaly do gatunku
A. fumigatus. W sezonie letnim uzyskano zaledwie trzy jednogatunkowe izolaty. Jesienig zas,

nie udato si¢ uzyska¢ zadnego izolatu rodzaju Aspergillus.

Rysunek 3. Liczba uzyskanych izolatow rodzaju Aspergillus w zaleznos$ci od sezonu

4,5 mwiosna Flato ®jesien
4
3,5
3
2,5
2
1,5

1
1 1 1
0,5 0 Ioo Ioo Ioo I 0 0 0
0

Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus  Aspergillus niger  Aspergillus
fumigatus unguis oryzae versicolor clavato-nanicus

Zrodto: Opracowanie wilasne.

W zalezno$ci od pory dnia, uzyskano znaczne roéznigce si¢ pod wzgledem liczebnosci
wyniki. Zauwazono, ze rano stwierdzano znacznie wigcej izolatdéw, w poréwnaniu do pory
wieczornej, a takze uzyskano wigksza roznorodno$¢ gatunkowg (rano — 5 gatunkoéw, wieczor —

2 gatunki).
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Rysunek 4. Liczba uzyskanych izolatow rodzaju Aspergillus w zaleznos$ci od pory dnia

5 M rano wieczor
4
3
2
1
1 . 0 . 0 0 . 0 0 1
0

Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus
fumigatus unguis oryzae niger clavato-nanicus  versicolor

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Uwzgledniajac  klasyfikacje biobezpieczenstwa (BSL) sposréd wyizolowanych
grzybow, 1 gatunek przyporzadkowano do grupy BSL-2 oraz 5 gatunkéw do grupy BSL-1.
(Tab. 1).

Dyskusja

Fontanna w Parku Centralnym w Olsztynie charakteryzuje si¢ zamkni¢tym obiegiem —
woda wprowadzana jest na poczatku sezonu (kwiecien) i krazy do jego zakonczenia
(pazdziernik). Nie ulega ona wymianie 1 uzdatniana jest w regularnych odst¢pach czasu, co
powinno zapewnic¢ jej czystos¢ mikrobiologiczng. Podczas lata, gdy temperatura otoczenia jest
wysoka, notorycznie zdarza si¢, ze do fontanny wchodzg dzieci oraz dorosli 1 korzystajg z niej
jako miejsca kapieliskowego, pomimo zZe jest to niedozwolone. Podczas kontaktu skory z woda,
dochodzi do zmigkczania naskorka (maceracja), co sprawia ze w wodzie moga znajdowac si¢
mikroorganizmy bytujace na skorze ludzi. W tej sytuacji, gdy cztlowiek znajduje si¢ w wodzie,

nie tylko staje si¢ narazony na infekcje, ale sam jest zrodlem potencjalnych patogenow.

Badanie wody znajdujacej si¢ w ekosystemach wodnych pod katem obecnosci
1 liczebnosci grzybow jest bardzo wazne ze wzgledow bezpieczenstwa zdrowia oraz
rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow potencjalnie chorobotwoérczych. Przeprowadzony
kilkuletni monitoring mykologiczny udowodnil obecnos¢ grzybow w $rodowisku wodnym
(Biedunkiewicz i Ozimek 2009). Ich liczebnos¢ i sktad jako$ciowy zalezy od wielu czynnikow,
gdzie najwigksze znaczenie ma postepujaca degradacja Srodowiska spowodowana
dziatalno$cig ludzi. Grzyby, ktore powszechnie wystepuja w srodowisku, stosunkowo tatwo

kolonizuja rdzne ontocenozy, a wzrost liczby zakazen grzybiczych zarejestrowanych na calym
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swiecie jest spowodowany rosngcg liczbg czynnikow predysponujacych i zmniejszeniem

naturalnej odpornosci u 0sob zdrowych (Biedunkiewicz i in. 2014).

Tabela 1. Wykaz wyizolowanych gatunkow grzybow plesniowych rodzaju Aspergillus z uwzglednieniem
klasyfikacji BSL, miejsca wystepowania oraz danych dotyczacych chorobotwodrczosci*

Gatunek BSL | Miejsce wystepowania* Dane literaturowe dotyczace odrn
choréb*
Aspergillus clavato-nanicus 1 o Infekcje paznokci e Batistaiin., 1955
(Bat., H. Maia&Alecrim 1955)
Aspergillus fumigatus 2 e Aspergilloza u 0sob z e Johnson 1987;
(Fresen. 1863) ostabiong odpornoscia Bodey&Vartivarian
1989; Vogeser i in.,
1997
e Osoby po e Walleriin., 1991; Egan
przeszczepach iin., 1996
e Pacjenci z AIDS e Mylonakisiin., 1996
e Pacjenci leczeni e Milleriin., 1994
sterydowo
o Infekcje ucha e Rowejonesiin., 1993;
zewngtrznego Miniin., 1996; Klossek
iin., 1996
e Infekcje tkanki skornej e Katziin., 1993
U pacjentdw leczonych
immunosypresyjnie
e Infekcje u zwierzat e Mooreiin., 1993;
Pastor i in., 1993
o Infekcje jamy nosowej e Anderson i in., 1996
U pacjentow z
ostabiong odpornoscia
¢ Infekcje jamy nosowej e Opaliin., 1986
u pracownikow
budowy
Aspergillus niger 1 o Infekcje ucha e Bayoiin., 1994
(Tiegh. 1867) zewnetrznego
e Infekcje skorne u osob e Johnsoniin., 1993
po przeszczepie szpiku
e Aspergilloza plucna e Korzeniowska-Kosela i
e Zapalenia ptuc u os6b in., 1990
z cukrzyca e Severoiin., 1997
e Infekcje paznokci e Tosti&Piraccini 1998
Aspergillus unguis 1 e Infekcje paznokci e Schonborn&Schmoranz
(Thom& Raper 1934) er 1970
Aspergillus versicolor 1 e  Mykozy u ludzi e Rippon 1988
(Tirab. 1908)
Aspergillus oryzae 1 e Infekcje jamy nosowej e Greeniin., 1969; Byard

(Cohn 1884)

e  Zapalenia pluc

e Infekcje paznokci

iin., 1986

e Retamaliin., 1984;
Wan-Qing 1988

e (Otal1923

* Na podstawie: De Hogg i in. 2000; Kurtzman i Fell 2000.

Zrodto: Opracowanie whasne
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W trakcie badan wtasnych, przeprowadzonych w czasie sze$ciu miesiecy, wyizolowano
z wody oraz prob opadowych 13 rodzajow grzybow plesniowych. Dominantami wsrod
grzybow plesniowych byli przedstawiciele rodzaju Aspergillus. Jak podaje Biedunkiewicz
(2009), w badaniach fontann w Olsztynie, w latach poprzednich wyizolowano 27 gatunkow
grzybow, co stanowito 23,33% wynikow dodatnich. Tylko 4 gatunki nalezaty do grzybow
plesniowych (14,81%). W badaniach ilosciowych grzybow przeprowadzonych przez
Budzinska i in. (2017), w probkach wody z czterech fontann, uzyskano zakres liczebnos$ci
komoérek grzybow od 2,75-102 jtk/cm?® do 1,8-103 jtk/cm®. Nalezy roéwniez wspomnieé, Ze nie

odnotowano prob ujemnych.

Jak pokazuja wiasne badania, pomi¢dzy sezonami badawczymi nie zaobserwowano
duzej roznicy w liczbie uzyskanych izolatow. Najwigksza ilos¢ uzyskano wiosng — 8, latem —
3, za$ jesienig nie uzyskano zadnych izolatow. Najwiece] gatunkow rodzaju Aspergillus
uzyskano wiosng — 5, natomiast latem — 3. W innych badaniach sezonowych, najwicksze
zroznicowanie gatunkowe odnotowano wczesng jesienig — 22 gatunki, za§ znacznie mniej
wystepowato latem oraz wiosng, odpowiednio 6 oraz 4 (Biedunkiewicz 2009). Mozna
zaobserwowac, ze pomigdzy wynikami otrzymanymi przez Biedunkiewicz (2009), a wynikami

wiasnymi, istnieje odwrotna proporcja w liczbie uzyskanych gatunkow grzybow.

Jak wynika z przeprowadzonych analiz, najcz¢$ciej izolowanym gatunkiem byt
Aspergillus fumigatus. Zaliczany jest on do patogendow pierwotnych oraz oportunistycznych,
a takze jest jednym z gléwnych alergenow. Jest on najbardziej rozpowszechnionym patogenem,
przenoszonym droga powietrzng w krajach rozwinigtych, a u pacjentow z obnizong odpornoscia
wywoluje zazwyczaj $miertelng inwazyjng aspergilozg (Latge 2001). Grzyb ten charakteryzuje
si¢ rowniez wysoka opornoscia na antybiotyki np. na triazole u oséb ze zdiagnozowana
aspergiloza (Snelders 1 in. 2008). Klasyfikowany jest on do grupy BSL-2, czyli nalezy do
potencjalnych drobnoustrojow chorobotworczych, ktore przy odpowiednich warunkach moga
wywola¢ niebezpieczne infekcje. A. fumigatus wielokrotnie zostat wykryty w zwigzku
z szeregiem zakazen ptucnych, ze wzgledu na wytwarzanie metabolitow, takich jak alergeny
polipeptydowe odpowiedzialne za astm¢ i zapalenie btony $luzowej nosa, wytwarzanie
mykotoksyn, takich jak gliotoksyny, ktore maja negatywny wptyw na zdrowie ludzi i zwierzat,
a takze B-1,3 glukany, ktére sg znanymi modulatorami uktadu odpornosciowego (Fisher 1 in.
2000). Poprzez inhalacje nast¢puje dostawanie si¢ do organizmu mikroorganizmoéw oraz ich
elementow takich jak np. fragmenty S$ciany komodrkowej, a takze szerokiej gamy

produkowanych metabolitéw (np. endotoksyny, mykotoksyny, peptydoglikany). Moze tez
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doj$¢ do reakcji alergicznych oraz innych groznych dla zdrowia cztowieka choréb uktadu
oddechowego (Gtadysz i in. 2010). Dodatkowo, nalezy wspomnie¢, ze ze wzgledu na bardzo
mate rozmiary zarodnikéw (2-100pum), moga one penetrowaé drogi oddechowe cztowieka,
dostajac sic az do pecherzykow prucnych (Zukiewicz-Sobczak i in. 2015). Wykazano, ze
prawie 10% ludzi na $wiecie ma alergi¢ na grzyby (Burge 2001). Jak podaje literatura,
w badaniach powietrza zewnetrznego, uzyskano liczebnos¢ grzyboéw na poziomie 7610,68
jtk/m3 i wyrézniono az dwadziescia sze$¢ gatunkow grzybow nalezacych do 12 rodzajow.
Z rodzaju Aspergillus udato si¢ zidentyfikowa¢ pig¢ gatunkéw: A. flavus, A. niger, A. oryzae,
A. fumigatus oraz A. terreus (Pavan, Manjunath 2014). W innej analizie bioaerozolu, uzyskano
stezenie grzybow na poziomie okoto 500 jtk/m®, a najwicksza koncentracje zanotowano
podczas lata i jesieni, za$ najmniejsza wiosng i zimga. Do najpowszechniej izolowanych

grzybow zaliczono rodzaje: Cladosporium, Penicillium i Aspergillus (Shelton i in. 2002).

Podsumowanie

Hydrosfera oraz aerosfera to $rodowiska stanowigce rezerwuar dla wielu grup
mikroorganizmow, ktore moga by¢ potencjalnie chorobotworcze dla cztowieka. Fontanny oraz
podobne miejsca rekreacyjne, nie powinny by¢ traktowane jako miejsca kgpieliskowe. Podczas
wypoczynku nalezy zachowac ostroznos$¢ i ograniczy¢ kontakt z woda oraz powstatym przez
rozprysk wody aerozolem, poniewaz s3 to miejsca wystepowania niebezpiecznych
mikroorganizmoéw. Badania jako$ci mikrobiologiczne; wody, zgodnie z Rozporzadzeniem
Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2017 roku, w sprawie jakosci wody przeznaczonej do
spozycia przez ludzi, dotycza bakterii mezofilnych, heterotroficznych oraz grupy bakterii
wskaznikowych. Nalezy zwroci¢ uwage na to, ze woda znajdujaca si¢ w fontannach zawiera
rowniez potencjalnie chorobotworcze dla cztowieka grzyby (nalezace do kategorii BSL-2),
ktorych analizy sg czesto pomijane w wykonywanych badaniach. Bardzo wazne ze wzgledow
epidemiologicznych jest wprowadzenie rozporzadzen prawnych okreslajacych kryteria dla
wody w fontannach. Sprawi to, ze stang si¢ one obicktem regularnych badan, w tym analiz
jakosci mikrobiologicznej wody. Zapewni to wieksze bezpieczenstwo osobom korzystajacym

z tego typu obiektow i przebywajacych w ich poblizu.
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Abstract:

The aim of the work is to review the literature about invasive alien species entering to
Poland, with particular emphasis on plant pathogens of economic importance.

As alien and invasive species, they are referred to, among other fungi causing plant
diseases, i.e. phytopathogens. Until now in Poland the most common species belonging to the
following orders: Erysiphales (powdery mildew) and Uredinales (rust), causing dangerous
diseases of cultivated and ornamental plants. Most of the species of fungi recorded so far
parasitize on alien plants cultivated for economic or decorative purposes, or accidentally
introduced into Poland.

Although many reports have been published so far regarding alien and invasive
phytopathogenic fungi species in Poland, there is still a lack of comprehensive data, mainly
ecological, necessary to analyze changes in the expansion and species composition of fungi in
our country.

Keywords: phytophatogenic fungi, alien species, invasive species

Wstep

Inwazja biologiczna jest zjawiskiem polegajacym na gwattownym rozprzestrzenianiu
si¢ gatunku na obszarze, ktory wystepuje poza granicami jego naturalnego wystepowania.
Obecnie uwaza sig, ze inwazje sg jednym z najpopularniejszych zagrozen dla réznorodnosci
biologicznej (Thiele, Otte 2008).

Jako organizmy inwazyjne okresla si¢ wysoce ekspansywne gatunki allochtoniczne,
rozprzestrzeniajace si¢ w sposob naturalny lub w wyniku ludzkiej dziatalnos$ci, stanowiace
zagrozenie dla fauny i1 flory catego ekosystemu oraz zdolne do wypierania gatunkow
autochtonicznych (Meyerson, Mooney 2007). Gatunki inwazyjne charakteryzujg si¢ m.in.
obcym pochodzeniem geograficznym, zdolno$cig przystosowywania si¢ do $rodowiska
antropogenicznego lub pdinaturalnego (np. faka, torfowisko), tatwoscig rozprzestrzeniania si¢
1 rozmnazania. Wzrost tempa inwazji pojawit si¢ wraz z wielkimi odkryciami geograficznymi

(XV 1 XVI wiek). Pokonywane byly szybciej coraz wigksze dystanse, za$ ilo$¢ importowanych
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produktéw wzrosta. Przypuszcza sie, ze tempo inwazji biologicznych bedzie wzrastato
proporcjonalnie do nasilenia zmian klimatycznych (Pearson, Dawson 2005). Inwazyjnos¢
przejawiajg organizmy z réznych grup systematycznych (takze mikroorganizmy). W ich
przypadku, o wiele czgséciej do inwazji dochodzi poprzez przypadkowe zawleczenie gatunku,
niz w wyniku celowego dziatania. Grzyby stanowig grupg wysoce inwazyjnych gatunkow,
jednakze wylgcznie niektére patogeny roslin i zwierzat zostalty dobrze opisane (Desprez-
Loustau i in. 2007). W wielu opublikowanych dotychczas pracach, nie ma wystarczajacej liczby
danych ekologicznych, niezbgdnych do analizy cigglych zmian ekspansji oraz skladu
gatunkowego grzybow w Polsce (Mutenko 1 in. 2010).

Pojegcie gatunku obcego (allochtonicznego, nierodzimego) dotyczy gatunku,
podgatunku lub nizszego taksonu systematycznego, ktory zostal wprowadzony przy
bezposrednim lub posrednim udziale cztowieka, w sposob §wiadomy badz przypadkowy. Jest
to organizm pojawiajacy si¢ poza obszarem swojego naturalnego wystgpowania. Za obce nie
uznaje si¢ gatunkow, ktore zwigkszaja obszar bytowania w wyniku zmiany klimatu lub
siedliska oraz organizmy zmodyfikowane genetycznie (GMO). Do introdukcji gatunku na
nowy teren moze doj$¢ poprzez zywe osobniki lub ich cze$ci umozliwiajace rozmnazanie.
Zazwyczaj wprowadzenie gatunkow allochtonicznych, nie ma negatywnego wplywu na lokalng
przyrode¢ (Solarz 2008). Gatunki obce charakteryzuja si¢ ogromng ekspansywnoscia, dlatego
zasigg ich wystgpowania zwigksza si¢. Muszg one jednak pokona¢ wiele barier zwigzanych
zrozprzestrzenianiem oraz reprodukcja. Gatunek obcy, ktory zasiedli si¢ i staje si¢ zagrozeniem
dla rodzimej réznorodnosci biologicznej oraz wypiera elementy autochtonicznej fauny i flory,
jest definiowany jako gatunek inwazyjny (Richardson i in. 2000). Wsrdd wszystkich gatunkow
obcych zaslugujacych na uwage sg te, ktore moga wypiera¢ gatunki autochtoniczne,
negatywnie wptywac na gospodarke, zdrowie a w skrajnych przypadkach, na zycie ludzi. Sa
one okreslane jako inwazyjne gatunki obce (ang. invasive alien species — IAS) (Tokarska-Guzik
iin.2012).

Obce 1 inwazyjne gatunki grzyboéw fitopatogenicznych, wywieraja negatywny wpltyw
na gatunki rodzime, tj. wypieranie, konkurencja o nisz¢ ekologiczng i zasoby Srodowiska.
Niekiedy gatunki obce majg mozliwos¢ krzyzowania si¢ ze spokrewnionymi gatunkami
autochtonicznymi lub przenosza na nie czynniki chorobotwoércze. Doprowadzi¢ to moze do

spadku liczebnosci, a nawet calkowitego wyginigcia gatunkéw rodzimych (Solarz 2007).
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Cel pracy
Celem pracy jest przeglad literatury dotyczacej naptywajacych do Polski obcych
gatunkow grzybow inwazyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem patogenow roslin majacych

znaczenie gospodarcze.

Zjawisko inwazyjnosci w Polsce

Szybko postepujacy synantropizm flory i celowe wprowadzanie nowych gatunkéw
roslin, staly si¢ przyczyna coraz czestszego wystepowania obcych gatunkow grzybow
fitopatogenicznych. Grzyby rozprzestrzeniaja si¢ przede wszystkim wraz ze swymi
gospodarzami, a w korzystnych warunkach, moga powodowac¢ ich choroby. Dziatalno$¢ ludzi
moze przyczynia¢ si¢ do ekspansji grzyboéw, za$ skuteczna kontrola moze ograniczy¢ ich
wystepowanie oraz nasilenie chorob roslin (Mutenko i in. 2010). Stanowig one istotny element
réznorodnosci biologicznej, nie tylko ze wzglgedu na ogromna liczbe gatunkow, ale takze dzieki
znaczeniu w ewolucji, ekologii i gospodarce. Zaliczane sa do grupy wysoce inwazyjnych
organizmoéw (Desprez-Loustau i in. 2007).

Wiele opublikowanych dotychczas prac na temat obcych i inwazyjnych grzybow
w Polsce, nie posiada kompletnych danych ekologicznych, w zwigzku z czym informacje,
niezbedne do przeprowadzenia analiz trwajacych zmian w ekspans;ji i sktadzie gatunkowym
fitopatogenow w naszym kraju, sg takze niewystarczajace (Mutenko i in. 2010).

Szeroka grupe grzybdéw fitopatogenicznych stanowig mikrogrzyby, wsrdd ktérych
odnotowane sg liczne gatunki obce i inwazyjne dla Polski (Kryczynski, Weber 2010).
W ostatnich dekadach mozna bylo zaobserwowa¢ szybkie rozprzestrzenianie si¢ wielu
gatunkow inwazyjnych, na przyktad Erysiphe flexuosa (Werner i in. 2009; Zimmermannova-
Pastri¢akova i in. 2002) czy Erysiphe palczewskii (Lebeda i in. 2008; Sucharzewska, Dynowska
2005).

Na polskiej liscie gatunkoéw uznawanych za obce i1 inwazyjne lub potencjalnie
inwazyjne, znalazly si¢ glownie mikrogrzyby fitopatogeniczne z gromady Ascomycota
(gtownie z rzedu Erysiphales), Basidiomycota (gtownie rzad Pucciniales), Chytridiomycota
oraz legniowce Oomycota (przede wszystkim rzad Peronosporales). Lista ta zawiera 86
gatunkow, wybranych na podstawie danych literaturowych. Jest ona wzglednie obszerna lecz
niekompletna, poniewaz zawiera jedynie gatunki, ktore zostaly dobrze udokumentowane.

Inwazyjnos$¢ niektérych taksonéw nadal jest dyskusyjna (Mutenko in. 2010).
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Grzyby z gromady Ascomycota

Szacuje si¢, ze do Polski przybylo 31 gatunkow zaliczanych do Ascomycota, w tym
24 z rzedu Erysiphales (maczniaki prawdziwe). Grupa ta zostata dobrze opisana na calym
$wiecie, w Europie dotychczas odnotowano 150 gatunkow (Kirk i in. 2008).

Pierwsze dokumenty w polskiej literaturze dotyczace inwazyjnych magczniakéw
prawdziwych, pojawiajg si¢ w drugiej potowie XIX wieku, zas dane o wzro$cie ekspansji tych
grzybow, datuje si¢ na koniec ubiegtego wieku. Maczniaki zostaly zarejestrowane na 209
nowych (dla nich) roslinach zywicielskich (Mutenko i in. 2008). Gatunek Golovinomyces
cichoracearum infekuje najwigcej gatunkow ro$lin (41), nastepnie Golovinomyces oronti (16)
oraz Blumeria graminis (15) (Mutenko i in. 2010).

Charakterystyczng cecha tej grupy grzybow jest wstepna produkcja zarodnikoéw, przez
ktore grzyby szybko rozprzestrzeniajg si¢ i infekuja rosliny zywicielskie. Stadium doskonate
(teleomorfa) zwykle pojawia si¢ znacznie pozniej, czasem po wielu latach lub nie jest
wytwarzane w ogole. Przyktadem takiego gatunku jest Erysiphe alphitoides porazajacy d¢by
(Sucharzewska 2009). Inne gatunki, takie jak Erysiphe elevata (Ale-Agha i in. 2004),
E. flexuosa (Sucharzewska i in. 2018) i E. palczewskii zostaly znalezione w obu stadiach
réwnoczesnie (Sucharzewska, Dynowska 2005).

Maczniaki rozprzestrzeniajg si¢ w bardzo szybkim tempie, np. Erysiphe palczewskii
(Sucharzewska, Dynowska 2005) i Erysiphe vanbruntiana var. sambuci-racemosae
(Bacigalova, Markova 2006) staty si¢ powszechne w Europie w ciggu 20 lat. Obecnie najwyzsza
ekspansywnos¢ obserwuje sie u Erysiphe palczewskii i Erysiphe syringae-japonicae. Masowo
infekujg one rosliny zywicielskie i produkuja duza liczbe owocnikow i askospor. E. palczewskii
notowany jest na coraz to nowych zywicielach (Braun 2000).

Przyktadem gatunku fitopatogenicznego z rzgdu Erysiphales jest Erysiphe necator, dla
ktérego najbardziej znaczacym gospodarzem jest winoro$l, szczegdlnie europejski gatunek
Vitis vinifera. Przyjmuje sig¢, ze grzyb ten pochodzi z Ameryki Potnocnej. Bez intensywnego
stosowania fungicydow, E. necator znaczgco zmniejsza zdrowotno$¢ winoro$li, jakosé
i wydajno$¢ owocow oraz powoduje znaczne straty gospodarcze (English-Loeb, Norton 2007).

Do rzedu Erysiphales nalezy rowniez gatunek Podosphaera mors-uvae, wywolujacy
chorobe zwang amerykanskim maczniakiem agrestu. Zostat zaobserwowany w Europie pod
koniec XIX wieku 1 powszechnie wystepuje na agrescie 1 porzeczkach. W Polsce amerykanski
maczniak agrestu jest znany od dawna, lecz nie mial wigkszego wptywu na wyzej wymienione

rosliny, ze wzgledu na ich niewielkie znaczenie gospodarcze (Kryczynski, Weber 2011).
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Najlepsza metoda chronigcg rosliny przed tym fitopatogenem, jest stosowanie zabiegow
chemicznych (Meszka i in. 2011).

Innym przyktadem moze by¢ Erysiphe alphitoides, patogen wywotujacy maczniaka
prawdziwego debu. Grzyb ten jest rozpowszechniony w catej Europie, Azji, Ameryce, Australii
i Nowej Zelandii. Choroba wywotana przez niego zostala zawleczona do Europy
z Ameryki Péinocnej w XIX wieku i rozprzestrzenita si¢ w szybkim tempie. W Polsce, po raz
pierwszy zostal udokumentowany w 1909 roku jako anamorfa, zas§ w 1922 roku w stadium
ptciowym. Od tej pory stadium doskonate bylo odnotowywane dos¢ czesto. E. alphitoides
atakuje drzewa w ré6znym wieku 1 powoduje zmniejszenie ich rocznego przyrostu. Czesto
zajmuje rosliny znajdujace si¢ na terenach o wysokim poziomie antropopresji (Sucharzewska
2009).

Z kolei maczniak prawdziwy kasztanowca jest choroba wywotang przez gatunek
Erysiphe flexuosa. Po raz pierwszy odnotowano go w Europie w 2000 roku. Grzyb ten zostat
zawleczony ze Standw Zjednoczonych, bardzo szybko rozprzestrzenit si¢ 1 obecnie wystepuje
epidemicznie, od 2002 roku takze w Polsce (Adamska 2002; Pigtek 2002). Pierwsze objawy
zainfekowania rosliny przez mgaczniaka, moga uwidacznia¢ si¢ na lisciach w postaci
delikatnego, bialego nalotu, lecz czesto nie sa one dostrzegane. Warunki klimatyczne krajow
europejskich sg korzystne dla rozwoju E. flexosa, na co wskazuje rosnaca z roku na rok liczba
zainfekowanych kasztanowcow. Nasilenie epidemii moze rowniez wynikaé z duzej zdolnosci
reprodukcyjnej grzyba (Werner i in. 2009). Srodowisko antropogeniczne nie ogranicza
wystgpowania E. flexuosa, za§ czesto$¢ jego notowania i wysoki stopien porazania ro$lin
zywicielskich, wskazuje na inwazyjny charakter tego gatunku (Sucharzewska i in. 2018).

Gatunkiem uznawanym za wysoce inwazyjny 1 powodujagcym wyparcie gatunkow
rodzimych jest Erysiphe palczewskii. Infekuje liscie wielu roslin z rodzaju Caragana i Colutea.
Objawami choroby sa liscie pokryte bialawa, pajeczasta lub pajgczasto-maczysta warstwa.
W Polsce E. palczewskii obserwowano na Caragana arborescens po raz pierwszy dopiero
w 1981 roku. Obecnie jest znany w miejscach w $rodkowej i poétnocno-wschodniej Polsce

(Sucharzewska, Dynowska 2005).

Grzyby z gromady Basidiomycota
Grzyby zaliczane do Basidiomycota i traktowane jako obce, sg reprezentowane przez
28 gatunkoéw, z czego 15 nalezy do rzgdu Pucciniales (rdzowce). Zwykle w polskiej florze

odnotowywane s3 na ro$linach nierodzimych, a jedynie kilka gatunkéw ma charakter
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zdecydowanie inwazyjny m.in. Puccinia horiana, Puccinia komarovii, Puccinia malvaceraum
czy gtowniowiec Ustilago maydis (Mutenko i in. 2010).

Gatunkiem prawdopodobnie wprowadzonym najwczesniej do Polski, tuz po odkryciu
Ameryki Pétnocnej, byt Ustilago maydis. Na przetomie XIX i XX wieku patogen ten byt
powszechnie notowany na kukurydzy (Zea mays) w wielu regionach Polski. Gatunek ten jest
patogenem wywotujacym chorobe zwang glownig guzowatg kukurydzy. Zazwyczaj infekuje
nadziemne czes$ci rosling, w wyniku czego powoduje straty wynoszace 5-10% zbioréw.
Objawami tej choroby sa powstajace narosla roznego ksztattu i o réznej wielko$ci, znajdujace
si¢ na kolbach i todygach. Grzybnia powoduje nadmierne powigkszanie i1 dzielenie komorek
tkanki rosliny. Czesto kolby zostaja catkowicie zniszczone. Aby chroni¢ rosliny przed tym
patogenem, stosuje si¢ dzialajace powierzchniowo lub systemicznie zaprawy nasion
w przypadku, gdy kukurydza jest siana na danym obszarze po raz pierwszy. Dodatkowo stosuje

si¢ plodozmian, ktory niszczy chore rosliny i ich czesci (Marcinkowska 2010).

Grzyby z gromady Chytridiomycota

W  Polsce dotychczas odnotowano wylacznie jeden gatunek Synchytrium
endobioticum zaliczany do tej gromady. Ostatnie informacje na temat wystgpowania tego
organizmu w Polsce, datuje si¢ na lata 70. XX wieku, co wskazuje na prawdopodobne

ustgpienie tego gatunku z naszego kraju (Desprez-Loustau i in. 2010).

Grzyby Protista z gromady Oomycota

Istnieje 27 gatunkdéw nalezacych do gromady Oomycota, gtéwnie do rzedow
Peronosporales 1 Saprolegniales, ktore zostaty introdukowane do Polski i moga by¢ traktowane
jako inwazyjne. Wigkszo$¢ z nich wywotuje ogromne szkody w regionach, gdzie uprawiana
jest roslina zywicielska (Mutenko i in. 2010).

Jako przyktady legniowcoéw fitopatogenicznych powszechnych na terenach
uprawnych w Polsce mozna wymieni¢: Peronospora destructor, Plasmopara vitiola,
Pseudoperonospora cubensis oraz Phytophtora infestans.

Peronospora destructor wywotuje chorob¢ zwang maczniakiem rzekomym cebuli.
Najczescie] wystepuje na cebuli zwyczajnej, czasami réwniez na cebuli szalotce oraz
szczypiorku. W uprawie moze powodowac straty (czesto wynoszgce ponad 50%). Porazeniu
ulegaja liScie, pedy kwiatowe oraz cebula. Z zakazonych cebul wyrastajg ro$liny

charakteryzujace si¢ jasnozielonymi lis¢mi. Rosliny, ktore wyrosty z chorych cebul, zamieraja
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przedwczesnie. Istotng role w ochronie roslin pelni izolacja oraz usuwanie porazonych cebul
z upraw, jak rOwniez stosowanie fungicydow (Kryczynski i in. 2011).

Z kolei Plasmopara viticola jest patogenem wywotujacym chorobg zwang
maczniakiem rzekomym winoros$li. Do Europy zostal przeniesiony przez przypadek w drugiej
potowie XIX wieku z Ameryki Potnocnej. P. viticola powoduje powazne straty w europejskich
winnicach. Pierwsze objawy zwykle widoczne sg po 5-7 dniach od infekcji. Na lisciach
pojawiaja si¢ okragle plamy oleistego ksztattu. Przy korzystnych warunkach moga pokry¢
wickszo$¢ powierzchni liscia (Ash 2000; Luszczynski 2002). W celu ochrony winorosli,
konieczne jest odpowiednie zaggszczenie roslin na plantacji, systematyczne przycinanie pedow
oraz niszczenie wszystkich opadtych lisci. Dodatkowo stosuje si¢ chemiczne $rodki ochrony
roslin, ktore sg niezbedne zwlaszcza podczas czgstych opadoéw (Kryczynski i in. 2011).

Innym przyktadem organizmu grzybopodobnego fitopatogenicznego, czgsto
notowanego na terenach uprawnych, jest Pseudoperonospora cubensis. Wywotuje chorobg
zwang maczniakiem rzekomym roslin dyniowatych. Jest jednym z bardziej powszechnych
i1 wazniejszych ekonomicznie fitopatogendéw. P. cubensis atakuje liscie dyniowatych, czasami
réwniez inne nadziemne czgsdci roslin. Infekuje zywe tkanki gospodarza podczas kazdego ze
stadium rozwojowego (sadzonki, miode i doroste rosliny). Pierwszymi objawami zakazenia
P. cubensis sa bladozélte, nieregularne plamy na gornej stronie liscia, czgsto ograniczone
nerwami, przez co maja ksztalt wieloboczny. Podczas rozwoju plamy te, taczg si¢ w coraz
wieksze uszkodzenia, a z czasem moga nawet objac calg powierzchnig liscia. Na dolnej blaszce
lisciowej pojawia si¢ szary, nastepnie fioletowoczarny nalot,w tych samych miejscach, gdzie
na gornej powierzchni liScia znajdujg si¢ plamy (Lebeda, Cohen 2010). Aby zapobiegaé
infekcjom, nalezy uprawia¢ wylacznie odmiany odporne na dany patogen, plantacje powinny
znajdowac¢ si¢ w miejscach otwartych, przewiewnych, z dala od zbiornikéw wodnych, gk
1 zadrzewien. Podczas pojawienia si¢ pierwszych objawdéw choroby, nalezy zastosowaé
fungicydy (Robak, Sobolewski 2012).

W Polsce Phytophthora infestans wystepuje od drugiej potowy XIX wieku. Jest
sprawcg zarazy ziemniaka i powoduje znaczne straty w uprawach ziemniakow, pomidorow
I petunii. Ph. infestans infekuje wszystkie nadziemne czgsci ro§lin, ktoére sa narazone na
dziatanie czynnika chorobotworczego, na kazdym etapie rozwoju. Grzybnia patogena przerasta
tkanki rosliny, prowadzac do charakterystycznych nekrotycznych objawoéw zarazy. Zaraza
ziemniaka moze szybko rozprzestrzenia¢ si¢ w czasie chtodnej, deszczowej pogody, niszczac

w ciagu kilku dni catg uprawe. Patogen ten ma globalny zasigg, jest szeroko rozpowszechniony
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w krajach europejskich, takze w Polsce. W XIX wieku zostal zawleczony ze Stanow
Zjednoczonych do Irlandii, gdzie wywotal wielki gtod, przez co stal si¢ przyczyng $mierci
miliona ludzi, za$ 1-5 milionéw zmuszonych byto do emigracji (Nelson 2008). Ochrona ro$lin
przed Ph. infestans polega na uprawie odmian odpornych na dang chorobe, zabiegach

agrotechnicznych i stosowaniu srodkow chemicznych (Marcinkowska 2010).

Podsumowanie

Dla Polski stworzono baze danych ,,Gatunki obce w Polsce”, w ktorej zgromadzono
dotychczas 1781 gatunkow roslin, zwierzat i grzybow. W 2013 roku, lista obejmowata jedynie
1239 organizméw. Wérdd nich sg takie, ktorych obecnos$é stwierdzono sporadycznie. Ogromna
cze$¢ wprowadzanych na nasz teren gatunkow ginie i nie tworzy trwatej, rozmnazajacej si¢
populacji, jednak konieczne jest state monitorowanie tych zmian.

Do tej pory opisano 86 obcych i inwazyjnych gatunkow grzybow fitopatogenicznych
znajdujacych si¢ na terenie catej Polski. Z legniowcéw Oomycota uwzgledniono 27 gatunkow,
Chytridiomycota wylacznie jeden gatunek, z Ascomycota odnotowano 30 gatunkow, natomiast
z gromady Basidiomycota 28 gatunkéw. Ich liczba jest prawdopodobnie znacznie wigksza,
a brak danych na ten temat, wynika z niedocenienia tego typu badan. Dlatego wskazany jest
ciaggly monitoring srodowiska w celu detekcji gatunkéw obcych zagrazajacych biocie naszego

kraju.
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Abstract

The aim was to isolate and determinate metabolic features of endobacteria from six
species of lichens: Parmelia stygia, Xanthoria elegans, Flavocetraria nivalis, Solorina crocea,
Ochrolechia frigida and Cetrariella delisei, which were collected in June 2017 in the Brattegga
Valley. To eliminate all microbes from the thallus, the optimization of disinfection of the thallus
was used. The Biosca method (2016) with modifications was applied.

Preparing 200 mg of thallus and rinsed the samples in 3% hydrogen peroxide in Petri
dish (1 minute). Washing the sample twice in distilled H>O and placed in 3 cm? of sterile nutrient
broth and placed it in a ball mill capsule and homogenized (15 seconds at 3 thousand rpm.).
Then add 3 cm?® of peptone water. Before use, the capsules were sterilized and then cooled. The
homogenate was incubated on ice. Ten-fold dilutions of the homogenate in Ringer were plated
on nutrient agar and Kinga B medium. The cultures were incubated at 20°C/14 days and sifted
to obtain pure cultures. Macroscopic, microscopic analysis was performed and the respiratory
system was checked. On the culture media was tested the ability to produce lipases, proteases,
phosphatases, cellulases and nitrate reductase.

The research methods allowed isolate 44 bacterial strains. Among all isolates 61% were
Gram negative rods, 34% Gram positive rods and 5% Gram positive cocci. All strains produce
catalase, 86.4% produce cytochrome oxidase. More than half of the isolated strains produce
dehydrogenases but 4.5% showed lipases production and 86% proteases. The 89% of the tested
strains produce phosphatases. The isolates increase on a nitrogen-free support (diazotrophy)
and produce nitrate reductase.

Keywords: lichens, endobacteria, microbial associations, Spitsbergen

Wstep

Porosty sa organizmami pionierskimi ze wzgledu na zdolno$¢ do wystgpowania
w niekorzystnych dla wigkszosci organizmow warunkach srodowiska oraz przy niskiej podazy
sktadnikow odzywczych (Selbmann 1 in. 2010). Nawet w ekstremalnie niesprzyjajacych
warunkach, niektore gatunki mogg wystepowacé w srodowisku nawet przez tysigc lat (Grube,
Hawksworth 2007). Poczatkowo porosty byly uwazane za symbiotyczng wspolnote tylko

miedzy grzybem oraz glonem. Zauwazono jednak, ze w plechach porostowych istnieje wigksza
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liczba wspotistniejagcych symbiontéw. Uwaza si¢, ze skrajna tolerancja na stres oraz mozliwo$¢
tolerowania niekorzystnych warunkow przez porosty, jest wynikiem mutualistycznej symbiozy
miedzy wystepujacymi w nich mikroorganizmami. Porosty sa uwazane za zlichenizowane
grzyby, tworzace obligatoryjne relacje troficzne z autotroficznymi glonami i/lub sinicami. Ich
plechy moga jednak by¢ skolonizowane rowniez przez bakterie. Roznorodnos$¢ i obfitosé¢
niewidocznych spoteczno$ci bakteryjnych jest nadal stabo poznana (Lawrey, Diederich 2003).
Unikalna struktura porostow zapewnia wcigz niezbadane srodowisko zycia dla drobnoustrojow
(Grube i in. 2009).

Pierwszymi badaczami zajmujgcymi si¢ tym zjawiskiem byli Henkel i Yuzhakova
(1936) oraz Iskina (1938), ktorzy wykryli bakterie wigzace azot u porostow, poprzez hodowle
na wolnym od azotu podiozu Ashby 1 przydzielili wyizolowane szczepy do rodzaju
Azotobacter. We wczesniejszych badaniach nad mikrobiomem porostow, poza szczepami
Azotobacter, stwierdzono przy wykorzystaniu metod hodowlanych takze inne endobakterie.
Wykryte szczepy to: Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium i Pseudomonas (Henkel
I Plotnikova 1973). Wyniki ostatnio przeprowadzonych badan molekularnych wykazatly, ze
réznorodno$¢ bakterii moze by¢ znacznie wyzsza (Cardinale i in. 2006). Zasugerowano
wowczas, ze wystepuja prawdopodobnie nawet miliony komodrek bakterii na gram plechy
porostow. Endobakterie porostowe okazaty si¢ wysoce zrdznicowane 1 wykazano, ze czynnie
przyczyniaja si¢ do odpornosci holobiomu porostéw (Grube i in. 2015). Porosty zostaly
okreslone jako ,skrzynia skarbow dla komunikacji, regulacji 1 bioaktywnosci
miedzyorganistycznej’” (Boustie i in. 2011).

Chociaz w porostach wystgpuja rozne zwiazki wtdrne o dziataniu antagonistycznym
uznano, ze tylko zr6znicowany ochronny mikrobiom, moze skutecznie utrzymywac stabilnos¢
przez dluzszy czas, aby zapobiec atakom patogendw (Boustie i in. 2011).

Endobakterie porostow moga odgrywaé nie tylko role w obiegu dodatkowych
sktadnikow odzywczych, ale takze w obronie/allelopatii przeciwko specyficznym grupom
drobnoustrojow (Cernava i in. 2015). Bakterie rodzaju Actinobacteria, powszechnie sg
wykrywane metodami molekularnymi w plechach réznych gatunkéw porostow (Strobel i in.
2004). Sa znane ze swoich wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych i potencjatu biosyntezy.
Wedlug Cernava i1 in. (2015), bakterie wyizolowane z porostow, s3 zaangazowane
w mechanizm obronny porostow. W zwigzku z tym, poroéwnano symbiozy porostow do

mikroekosysteméw, w ktorych fotobionty sg producentami, mykobionty odgrywajg rolg
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konsumentéw a bakterie sg odpowiedzialne sg za pozyskiwanie sktadnikow odzywczych,
recykling 1 antagonizm wobec innych grup drobnoustrojow (Aschenbrenner i in. 2016).

W wielu ostatnich badaniach funkcjonalnych i metagenomicznych, jedna
z sugerowanych cech mikrobioty bakteryjnej porostow, jest ich szeroki zakres aktywnosci
litycznych, w tym chitynolizy, proteolizy i glukanolizy (Lee i in. 2014). Te
zewnatrzkomorkowe enzymy wystepuja stosunkowo w duzych ilosciach w obrebie
endobakterii porostow i sugeruje si¢, ze biorg udziat w dostgpnosci sktadnikow odzywczych
w symbiozie porostoOw i przyczyniaja si¢ do hydrolizy zwigzkéw organicznych. Mykobiont
stanowi znaczng cz¢$¢ plechy porostu, a komorki grzybow sg mieszaninami polisacharydow
1 biatek, wiec szczepy bakterii o aktywnosci litycznej, prawdopodobnie degraduja starsze czesci
plechy, w ktorych nie wystepuja juz zwiazki przeciwbakteryjne. Wiele porostow skorupiastych
I krzaczkowatych rosnie w $srodowiskach bogatych w celuloze i czgsto wystepujag w bliskim
sasiedztwie mchow 1 innej roslinno$ci, w zwiazku z czym, celuloliza moze by¢ szczegodlnie
wazna dla symbiozy wielu porostow, chociaz porosty na ogoét uzyskuja swoj wegiel od partnera
fotosyntetyzujacego (Palmqvist i in. 2008). Stwierdzono, ze uktady celulazy, znajdujace si¢
w obrebie porostow, sa wykorzystywane do aktywnosci saprotroficznej, co moze by¢ korzystne
dla symbiozy, np. gdy porosty pokryte sa $niegiem (Beckett 1 in. 2013).

Porosty, ktore sa klasycznym przykladem samowystarczalnych symbioz, s interesujacym
modelem badan antagonistycznych. W obrebie tych mini-ekosystemow, wspotpraca migdzy
symbiontami mikrobiologicznymi, utatwia w ekstremalnych warunkach ekologicznych
stabilno$¢ 1 dlugowieczno$¢ symbiozy, mimo zagrozenia ze strony allochtonicznych bakterii

i grzybow (Mushegian i in. 2011).

Cel i metody

Celem przeprowadzonych badan byla izolacja bakterii endolichenicznych,
pochodzacych z szedciu gatunkow porostow wystepujacych na potludniowo-zachodnim
Spitsbergenie oraz okreslenie wybranych cech ich metabolizmu.

Do badan uzyto sze$ciu gatunkow porostow (Parmelia stygia, Xanthoria elegans,
Flavocetraria nivalis, Solorina crocea, Ochrolechia frigida i Cetrariella delisei) pozyskanych
podczas letniej wyprawy do Polskiej Stacji im. Siedleckiego w Hornsundzie na Spitsbergenie.
W celu wyeliminowania wszystkich drobnoustrojow z powierzchni plechy, zastosowano
optymalizacje dezynfekcji powierzchni plech. Zbadano skuteczno$¢ dwéch dezynfektantow:

3% nadtlenek wodoru (H202) oraz 70% alkohol etylowy. W celu wyizolowania endobakterii
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porostéw, zastosowano metod¢ wg Biosca (2016) z modyfikacjami. Na poczatku sporzadzono
nawazke plechy o wadze 200 mg poprzez odci¢cie jalowym skalpelem, nastepnie ptukano
w sterylnej wodzie destylowanej przez 1 minute. Probki dezynfekowano w 3% nadtlenku
wodoru w sterylnej plytce Petriego przez 1 minutg. Dwukrotnie przemywano w sterylnej H.O
destylowanej przez 5 minut. Nastepnie umieszczono w 3 cm? jatowego bulionu odzywczego.
Tak przygotowang probke umieszczano w sterylnej kapsule miynka kulowego
i homogenizowano przez 15 sekund przy 3 tys. rpm. Do kapsuty dodawano 3 cm® wody
peptonowej. Przed uzyciem kapsuly sterylizowano, a nastgpnie schiladzano. Nastepnie
homogenizat inkubowano na lodzie przez 10 minut. Dziesieciokrotne rozcienczenia
homogenizatu w jalowym plynie Ringera (pH 7) wysiano powierzchniowo na agar odzywczy
(AO) oraz podtoze Kinga B (KB) w 2 powtdrzeniach. Hodowle inkubowano w 20°C przez 14
dni. Po okresie inkubacji okreslono cechy makroskopowe uzyskanych kolonii. Nastepnie
kolonie przesiewano w celu uzyskania czystych kultur. Dokonywano analizy makroskopowe;j
1 mikroskopowej (barwienie Grama) uzyskanych szczepow bakterii. Nastepnie okreslano
aktywno$¢ oddechowa wyizolowanych szczepow. Uzyskane szczepy poddano analizie
okreslajacej wybrane wlasciwosci metaboliczne. Na poditozach hodowlanych okre§lano
zdolno$¢ do wytwarzania lipaz — TWEEN, proteaz - SMA, fosfataz — PVK, celulaz — CMC oraz
reduktazy azotanowej. Posiewy inkubowano w temperaturze 20°C przez 48 godzin. Zdolno$¢
do wytwarzania fosfataz oraz reduktazy azotanowej okreslano po 7 dniach wzrostu. Zdolno$¢
endobakterii do wytwarzania wymienionych enzymow oceniono wg skali (0 - brak aktywnosci,

1 — mata aktywnos¢, 2 — $rednia aktywnos$¢, 3 — duza aktywno$¢).

Wyniki badan

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze bardziej skutecznym dezynfekantem jest
3% roztwor H20: 1 zastosowano go do dalszych badan. Zastosowane metody badan udowodnity
obecnos¢ oraz pozwolity na wyizolowanie endobakterii z badanych porostow. Ze wszystkich
6 porostow uzyskano 44 szczepy bakterii. Na podtozu King B wyizolowano 5 kolonii,
natomiast na agarze odzywczym 39 kolonii, stanowigcych 88,6% wszystkich badanych
szczepOw. Uzyskane izolaty charakteryzowaty si¢ odmiennymi cechami makroskopowymi.
Najwigce] wyizolowano kolonii matych (52,3%), o barwie kremowej (59,1%), ksztalcie
okragtym (75%), brzegu réwnym (77,3%), powierzchni gladkiej (77,3%), przejrzystych
(82,8%) i lekko wzniesionych nad powierzchnig (81,8%). Wéroéd wszystkich izolatow, 61%
stanowity Gram-ujemne pateczki, 34% Gram-dodatnie laseczki i 5% Gram-dodatnie ziarniaki.

Formy morfologiczne uzyskanych izolatow przedstawiono w tabeli 1.

61



Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Tabela 1. Formy morfologiczne oraz barwienie metoda Grama wyizolowanych endobakterii.

Zrodto: pracowanie wiasne.
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Nr szczepu Pochodzenie Formy morfologiczne | Barwienie
1 laseczki G+
2 laseczki G+
3 Solorina crocea pateczki G-
4 pateczki G-
> pateczki G-
6 pateczki G-
I laseczki G+
8 laseczki G+
9 Ochrolechia frigida paleczki G-
10 pateczki G-
11 pateczki G-
12 pateczki G-
13 laseczki G+
14 laseczki G+
15 pateczki G-
16 Xanthoria elegans pateczki G-
17 laseczki G+
18 ziarniaki G+
19 ziarniaki G+
20 pateczki G-
21 pateczki G-
22 pateczki G-
23 pateczki G-
24 Cetrariella delisei pateczki G-
25 pateczki G-
26 pateczki G-
27 laseczki G+
28 pateczki G-
29 laseczki G+
30 pateczki G-
31 laseczki G+
32 laseczki G+
33 pateczki G-
34 Flavocetraria nivalis pateczki G-
35 pateczki G-
36 pateczki G-
37 laseczki G+
38 laseczki G+
39 pateczki G-
40 pateczki G-
41 pateczki G-
42 Parmelia stygia laseczKi G+
43 pateczki G-
44 laseczki G+
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Wszystkie szczepy charakteryzowata zdolno$¢ do produkcji katalazy, natomiast 86,4%
wykazywato zdolno$§¢ do wytwarzania oksydazy cytochromowej. Zdolno$¢ do produkcji
dehydrogenaz stwierdzono u ponad polowy wyizolowanych szczepow (59,1%).

Wsrod wyizolowanych szezepow 4,5% wykazywata zdolnos¢ do produkceji lipaz a 86%
do wytwarzania proteaz. Zdolnos¢ do produkcji fosfataz wykazywato 89% badanych szczepow.
Stwierdzono wzrost wszystkich badanych izolatéw na podtozu bezazotowym (diazotrofia).
Z porostu Solorina crocea uzyskano szes¢ szczepow bakterii. Wérod wyizolowanych szczepow
dominowaty Gram-ujemne pateczki, ktérych wyizolowano cztery szczepy i stanowily one
66,7% wszystkich izolatow. Pozostalg cze$¢ stanowily Gram-dodatnie laseczki. Z porostu
Ochrolechia frigida wyizolowano szes$¢ szczepoéw bakterii. Gram-ujemne pateczki, uzyskane
z tego porostu, stanowilty podobnie jak w przypadku Solorina crocea, 66,7% wszystkich
wyizolowanych izolatow, natomiast Gram-dodatnie laseczki 33,3% uzyskanych szczepow.
Z porostu Xanthoria elegans uzyskano siedem szczepow bakterii. Wérdd nich wyrdzniono
Gram-dodatnie laseczki, Gram-ujemne paleczki oraz Gram-dodatnie ziarniaki. Najwiecej
wyr6zniono Gram-dodatnich laseczek — 3 izolaty, ktore stanowily 42,9% wszystkich
wyizolowanych szczepdw z tego gatunku porostu. Gram-ujemnych pateczek oraz Gram-
dodatnich ziarniakdéw uzyskano po 2 izolaty, ktore stanowily po 28,6% wszystkich
wyizolowanych szczepow. Z porostu Cetrariella delisei uzyskano 10 szczepow bakterii.
Najwiece] wyizolowano Gram-ujemnych paleczek (8 izolatow), ktore stanowily 80%
wszystkich wyizolowanych szczepdw z tego gatunku. Pozostate 2 izolaty nalezaty do Gram-
dodatnich laseczek i stanowity one 20% wszystkich wyizolowanych szczepow. Z porostu
Flavocetraria nivalis wyizolowano 10 gatunkéw szczepoéw bakterii. Najwigcej uzyskano
Gram-ujemnych pateczek — 6 izolatow, ktére stanowily 60% uzyskanych szczepoéw. Pozostatg
czg$¢ stanowity Gram-dodatnie laseczki, ktorych uzyskano 4 izolaty — 40% wszystkich
wyizolowanych szczepdw. Z porostu Parmelia stygia uzyskano 5 szczepow bakterii. Najwigcej
wyizolowano Gram-ujemnych pateczek — 3 izolaty, ktore stanowily 60% wszystkich
wyizolowanych szczepow. Najmniej uzyskano Gram-dodatnich laseczek — 2 izolaty, ktore

stanowily 40% wyizolowanych szczepow.
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Rysunek 1. Procentowy udziat szczepdw bakterii wyizolowanych z poszczegdlnych gatunkow porostow

23%

13%

0,
| 11%
m Parmelia stygia m Xanthoria elegans ~ m Flavocetraria nivalis
Solorina crocea Ochrolechia frigida - Cetrariella delisei

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja

Dotychczas z powodu trudnosci w izolacji i hodowli, tylko nieliczne badania wykazaty
obecno$¢ bakterii heterotroficznych u kilku gatunkéw porostow (Cardinale 1 in. 20006).
Prawdopodobnie przyczyna jest wykorzystanie metod analizy bakteriologicznej porostow,
ktére zwigzane s3 z wykorzystaniem konwencjonalnych pozywek hodowlanych, nie
odtwarzajacych ztozonych warunkéw pokarmowych endobakterii wystepujacych w porostach
(Selbmann i in. 2010). W badaniach dotyczacych izolacji endobakterii z porostow
antarktycznych, uzyskano szereg szczepdéw bakterii psychrotolerancyjnych (Selbmann i in.
2010). Sposrdod trzydziestu badanych izolatow, zidentyfikowano takze bakterie z grupy
Deinococcus-Thermus. W przeprowadzonych w pracy badaniach z porostu Xanthoria elegans
réwniez wyizolowano Gram-dodatnie ziarniaki. Lee i in. (2014) prowadzili badania nad
mikrobiota dziewieciu réznych porostow. Uzyskane metody, pozwolily wowczas ma
wyizolowanie nast¢pujacych typow bakterii: Actinobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus-
Thermus, Firmicutes, Alpaproteobacteria, Betaproteobacteria i Gammaproteobacteria.
Wiegkszo$¢ izolatow alfaproteobakterii byta spokrewniona z rodzajem Sphingomonas
i wyizolowana z porostow zebranych z Arktyki i Antarktydy. Oprocz Sphingomonas, bakterie
z rodzajow Frondihabitans, Hymenobacter i Burkholderia réwniez wyizolowano z probek
porostow zarowno z Arktyki, jak i Antarktydy. Wyizolowano takze: Nakamurella,
Streptomyces, Deinococcus, Paenibacillus, Aurantimonas, Methyloferula, Psycrobacter,
Pseudomonas i Rhodanobacter. Poprzez zastosowanie testow enzymatycznych stwierdzono, ze
mikrobiota porostow arktycznych i antarktycznych, wykazuje aktywno$¢ proteazy i lipazy

1 przypuszcza si¢, ze bierze udziat w dostarczaniu sktadnikéw odzywczych dla calej symbiozy
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(Lee 1 in. 2014). Metody hodowlane udowodnity, ze endobakterie wigkszosci porostow naleza
do nastgpujacych gromad: Actinobacteria, Firmicutes i Proteobacteria. W nielicznych
stwierdzono wystepowanie: Deinococcus-Thermus, Bacteroidetes i Acidobacteria (Lee i in.,
2014).

Podsumowanie

Endobakterie zidentyfikowane w przeprowadzonych badaniach naleza do gatunkéw
wystepujacych w srodowisku naturalnym. Zastosowane metody badan pozwolity na wykazanie
obecnosci oraz izolacj¢ bakterii endolichenicznych oraz udowodnity, ze stanowig one trzeci
clement mutualistycznej symbiozy miedzy grzybem oraz glonem. Uzyskane szczepy
bakteryjne wykazuja odmienne cechy metaboliczne, ktoére umozliwity zaadoptowanie porostow
do zmieniajacych si¢ warunkow otoczenia. Zdolno$¢ do wytwarzania lipaz, proteaz, fosfataz,
celulaz oraz reduktazy azotanowej przez endobakterie pozwala na wzrost i rozw6j porostow
w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych. Wigkszo$¢ wyizolowanych szczepow
wykazywata zdolno$¢ do produkcji fosfataz, ktore odpowiedzialne sg za dostarczenie substancji
odzywczych dla porostéw, poprzez zwigkszenie dostepnosci fosforu w wyniku uwalniania jego
organicznych oraz nieorganicznych zwigzkow z gleby w procesie solubilizacji i mineralizacji.
Wazrost wszystkich badanych izolatéw na podtozu bezazotowym, pozwala zaklasyfikowa¢ je
do diazotrofow. Wyizolowane szczepy wytwarzaja nitrogenaze, katalizujaca reakcje syntezy N»
(ktory pozyskuja z atmosfery) do NH3z, dzigki czemu dostarczajg porostom azotu. Umozliwia
to porostom pionierski tryb zycia na pierwotnych glebach polarnych, ubogich w azot

organiczny.
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Wplyw wybranych cytokinin na wydajnos¢ mikrorozmnazania
Alternanthera reineckii ‘roseafolia’
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Abstract

The purpose of the experiment was to determine the effect of selected growth
regulators on secondary explants of Alternanthera reineckii. The starting materials were nodal
segments, which were fragments of shoot with a pair of leaves, devoid of the apical meristem.
The laboratory experiment was established in four replicates for 7 substrate combinations. The
term repetition means placement of 10 explants in one culture vessel. As a control, explants
were placed on 1/3 MS and 1/3 MS with the addition of 6-benzyladeninopurine (0.66 mg dm,
1.33 mg'dm), kinetin (0.66 mg'dm, 1.33 mg'dm), and 2-isopentyloadenine (0.66 mg dm,
1.33 mg'dm™) were used to determine the effect of different doses of cytokinin on plant
development. After six weeks of growth, measurements and observations of regenerating plants
were made on seven substrate variants. The length of shoots (cm), the total number of main and
lateral shoots, root length (cm), number of segments, and the value of fresh and dry mass (g)
were determined.

Considering the mean values for the analyzed traits, the influence of growth regulators
on the direction of morphogenesis and organogenesis was found. The most intensive elongation
growth of the shoot was observed in plants growing on the control medium, and on the substrate
with the addition of 1.33 mg'dm™ 2-isopentyloadenine. The longest roots were observed in
plants on substrates with the addition of 1.33 mg dm™ of 2-isopentyloadenine. A large number
of side and adventitious shoots were observed in plants growing on substrates with the addition
of 1.33 mg'dm™ Kinetin. The highest value of fresh mass was observed in plants growing on
nutrient solution with the addition of 1.33 mg'dm™ of 2-isopentyloadenine, and in the case of
dry matter the highest achieved value was observed in plants growing on the control medium.
Keywords: Alternanthera, medium, growth regulator, tissue culture.

Wstep

Rosliny akwariowe stanowig grupe roslin spetniajacych rézne funkcje. Odpowiadajg za
filtrowanie i dotlenianie wody. Oprocz stwarzania kryjowek dla ryb, sa zréodlem pokarmu.

Zapobiegaja takze rozrastaniu si¢ glonow w zbiorniku i pelnig funkcje ozdobne. Z tego powodu,
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jednym z uprawianych powszechnie w akwarium gatunkéw, jest Alternanthera reineckii. Jej
odmiany wykazujg czerwone wybarwienie spodniej strony lisci, co dobrze komponuje si¢
z pobliskimi roslinami o klasycznych, zielonych lisciach. A. reineckii ‘Roseafolia’ jest odmiang
pochodzaca z Poludniowej Ameryki, dorastajaca do wysokosci okoto 50 centymetréw. Roslina
zachowuje swodj pokré] w wodzie dzigki obecnosci tkanki aerenchymy, czyli migkiszu
powietrznego, ktory stanowi rodzaj szkieletu (Sharpe 2019). W celu rozmnazania roslin
akwariowych warto wykorzysta¢ metod¢ kultur tkankowych. Rosliny uzyskane in vitro maja
jednakowy material genetyczny, co pozwala na rozmnazanie ro$lin, ktére w przypadku
rozmnazania generatywnego moglyby wykazaé si¢ rozszczepieniem i zmiennoscig cech.
Umozliwia to rowniez wyprodukowanie w krotkim czasie wielu roslin, co nie bytoby mozliwe
w przypadku zwyklego rozmnazania wegetatywnego poprzez sadzonkowanie. Dodatkowo,
dzigki zastosowaniu kultur in vitro, otrzymuje si¢ gwarancj¢ otrzymania w peini zdrowych
ro§lin wolnych od szkodnikéw 1 chorob bakteryjnych, grzybowych lub wirusowych
(Bienkowska-Mochtak 1982). Celem pracy bylo zbadanie wplywu wybranych zwigzkow

z grupy cytokinin na rozwdj Alternanthera reineckii ‘Roseafolia’.

Material i metody badan

W celu przeprowadzenia do§wiadczenia wykorzystano mtode rosliny Alternanthera
reineckii ‘Roseafolia’. Wybrane rosliny wykazywaly si¢ duzg zdrowotnoscig, nie byly
porazone przez patogeny bakteryjne, grzybowe lub wirusy oraz byly wolne od szkodnikow.
W celu wprowadzenia ich do kultur tkankowych, przygotowano roztwor stuzacy odkazeniu
ro$lin, sktadajacy sie ze sterylnej wody redestylowanej z dodatkiem podchlorynu sodu (3%),
ktory jest gtowna substancja czynng w produkcie Domestos. Dla dezynfekcji materiatu
roslinnego uzyto rozcienczonego do 1/3 roztworu Domestosu. Fragmenty roslin, zawierajace
wezly z pakami bocznymi, odkazono, umieszczajac je w roztworze podchlorynu sodu na okoto
8 minut. PdZniej, w komorze z laminarnym przeptywem powietrza, zostaty przelozone kolejno
do trzech naczyn ze sterylng redestylowang wodg — dwa razy na pig¢ minut 1 trzeci raz na 10
minut — w celu usuniecia srodka odkazajgcego, ktory pozostajac dtuzej na roslinie, mogiby
uszkodzi¢ jej tkanki powodujac zamieranie eksplantatow. Nastepnie eksplantaty zostaty
wylozone na wysterylizowang w autoklawie przez 20 minut w 121°C pod cisnieniem jednej

atmosfery pozywke MS (Murashige i Skoog 1962) o zmniejszonej do 1/3 ilosci mikro oraz
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makrosktadnikow. Sktad pozywki MS z uwzglednieniem sacharozy oraz agaru wraz z ilo$cia

przygotowywanych roztworow bazowych, przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Sktad pozywki MS z uwzglednieniem sacharozy i agaru

Ilo$¢ roztworu Zawarto$¢
Zawartodé w Dozywee bazowego do sktadnika w
Sktadnik i Ps Y sporzadzenia roztworze
[mg dm™] ) .
pozywki bazowym [mg]
[cm®dm?]
ZRODLO MAKROELEMENTOW
KNOs; 1900 20 31650
NH4NO3 1650 27500
CaClyx 2H,0 440 5 6630
MgSOs4 x 7TH,0 370 2 18500
KH2PO, 170 2 8500
ZRODLO MIKROELEMENTOW
Na;EDTA 37,3 1865
2
FeSO4 x 7TH.0 27,8 1390
H3BOs 6,3 630
MnSO4 x 4H,0 22,3 2230
ZnS04x 4H,0 8,6 860
KI 0,83 2 83
Na;MoO4 x 2H,0 0,25 25
CuSO4 x 5H,0 0,025 2,5
CoCl; x 6H,0 0,025 2,5
WITAMINY
Amid kwasu nikotynowego 0,5 50
Pirydoksyna 0,5 1 50
Tiamina 1 100
ZWIAZKI ORGANICZNE
Mezoinozytol 100 2 5000
Glicyna 2 2 100
Sacharoza 309
Agar 89

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Po skutecznym wprowadzeniu roslin do kultur tkankowych, przygotowano pozywki
dos$wiadczalne z réznymi stgzeniami réznych cytokinin. W doswiadczeniu uzyta zostata
6-benzyloadeninopuryna (BAP), kinetyna (Kin) oraz 2-izopentyloadenina (2iP). Lacznie

przygotowano 7 kombinacji pozywki:
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. 1/3 MS (KONTROLA)

. 1/3 MS + 0,66 mg'dm™ Kin
o 1/3 MS + 1,33 mg'dm™ Kin
o 1/3 MS + 0,66 mg'dm™ 2iP
o 1/3 MS + 1,33 mg'dm™ 2iP
. 1/3 MS + 0,66 mg'dm™ BA
. 1/3 MS + 1,33 mg'dm™ BA

Materiatem wyjsciowym byly segmenty nodalne, czyli fragmenty pedu wraz z parg lisci,
pozbawione merystemu wierzchotkowego oraz dodatkowo dla podtoza zawierajacego 1,33
mgdm™ BA, fragmenty z merystemem apikalnym (na rysunkach opisywane jako BA C).
Doswiadczenie laboratoryjne zatozono w czterech powtorzeniach. Pod pojeciem powtorzenia
rozumie si¢ wyktadanie 10 eksplantatow do jednego naczynia hodowlanego. Jako kontrole
potraktowano eksplantaty umieszczone na pozywce 1/3 MS. Roéliny rosty w pokoju
hodowlanym w warunkach 12 godzinnego dnia i w temperaturze 20°C przez 6 tygodni. Po tym
czasie wykonano pomiary regenerujacych ro$lin, ktore byty uprawiane na siedmiu wariantach
podtozy. Wyznaczono dlugos¢ pedu (cm), taczng liczbe peddéw przybyszowych
i bocznych, dtugo$¢ korzeni (cm), liczbe segmentdw, oraz wyznaczono wartos¢ §wiezej

i suchej masy (Q).

Wyniki badan

Indukcja kultur Alternanthera reineckii ‘Roseafolia’ na zastosowanej pozywce 1/3 MS,
okazata si¢ skuteczna. Rosliny rozmnazane metoda kultur tkankowych potrzebuja zrodta wegla
do budowy tkanek. W szkle moze wystapi¢ niedobor tlenku wegla (IV) w powietrzu, dlatego
powszechnie stosowane sg cukry. Rozne cukry, w zaleznos$ci od stopnia ztozenia, moga
wykazywaé si¢ innym dziataniem na rosliny (De Paiva Neto i Otoni 2003). W tym
doswiadczeniu zastosowano sacharoze jako dodatek do pozywki, stanowiaca Zrodto wegla dla
ro$lin. Rosliny wyktadane na pozywke nie moga si¢ w niej zanurza¢ calkowicie z powodu
ewentualnych probleméw z wymiang gazowa. Optymalnie eksplantaty powinny by¢
umieszczone w odpowiednio gestej pozywce. W tym celu stosuje si¢ rozne srodki zelujace

(Asaiiin. 1986). Dla celow tego do§wiadczenia zdecydowano si¢ na uzycie agaru. Utatwia on
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kontrolg czystosci mikrobiologicznej hodowli. Dla realizacji celu pracy wykorzystano wybrane

regulatory wzrostu (PGR), ze szczegolnym uwzglednieniem cytokinin.

Podczas przeprowadzonego doswiadczenia, zadne z naczyn hodowlanych nie zostato
zanieczyszczone przez bakterie lub grzyby. Rosliny z grupy kontrolnej po zakonczeniu
doswiadczenia rozwingty si¢ formujac pokrdj kulisty (Rys.1). Pierwsze dwa liscie byly
wyraznie wicksze od pozostatych. Wytworzone zostaty wielosegmentowe pedy o krotkich
miedzywezlach. Pedy boczne byly dobrze ukorzenione. U niektorych roslin jeden z pedow

bocznych rozwijat si¢ intensywniej od pozostatych przejmujac role pedu giéwnego.

Rosliny uprawiane na pozywce 1/3 MS z dodatkiem 0,66 mg dm™ kinetyny wykazaty
si¢ symetrycznym wzrostem pedow bocznych. Wystepowat u nich brak wyodrebnionego pedu

glownego oraz ciemnobordowa barwa tkanek (Rys. 1).

W przypadku reprezentantow grupy roslin rosngcych na pozywce z dodatkiem 1,33
mg-dm™ Kinetyny, pojawito sie zielone zabarwienie liéci, niekiedy intensywne. Ro$liny miaty
krzaczasty i gesty uktad pedow. Praktycznie nie wytworzyly korzeni lub byly one zredukowane
(Rys. 1).

Stezenie 0,66 mgdm? 2iP, skutkowalo u roélin wystapieniem lisci pierwszego
segmentu o wyraziscie czerwonej barwie. Rosliny miaty zbity, kulisty ksztalt, o symetrycznie

rozmieszczonych pedach bocznych, ktore przejety role pedu gtéwnego.

U roslin z wariantu pozywki z dodatkiem 1,33 mg-dm™ 2iP, tylko boczne pedy miaty
wytworzone korzenie, rosliny mialy symetryczny uktad pedow, boczny ped przejat funkcje

glownego.

Dodatek do pozywki 0,66 mg'dm™ BA, skutkowal wytworzeniem wydhizonej blaszki
lisciowej u ro$lin, przejasnieniami w barwie, obfitym ulistnieniem. Pedy boczne przejety role

pedu gtownego. Liscie segmentu pierwszego byty widocznie wigksze od innych.

Stezenie 1,33 mg'dm™ BA, wptyneto na zwarty pokroj roslin. Pedy boczne przejety role

pedu gtownego, korzenie byly stabo rozwinigte.

W przypadku ro$lin z merystemem apikalnym, umieszczonym réwniez na pozywce
z dodatkiem 1,33 mg'dm™ BA, zaobserwowano wytwarzanie kalusa. Ped gtéwny przestat by¢

dominujgcym.

73



Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Najwyzsza $rednig wysoko$¢ uzyskaty rosliny rosngce na pozywce kontrolnej bez
dodatku regulatorow wzrostu. Najnizszg wartoscia wykazaly si¢ rosliny na pozywce
z dodatkiem 0,66 mg'dm™ 2iP oraz eksplantaty z merystemem apikalnym na pozywce z 1,33
mg'dm™ BA (Rys. 2).

Cytokininy, jako grupa hormondéw, nie sa odpowiedzialne za rozwo] korzeni
(Niewiadomska 1 in. 2015), jednak ich powstawanie 1 wzrost zostal zaobserwowany
w przypadku przeprowadzonego doswiadczenia. Najwyzsza S$rednig dlugoscig korzeni

wykazaly si¢ rosliny uprawiane na pozywce z dodatkiem 1,33 mg'dm™ 2iP (Rys. 3).

Najwiece] pedow bocznych zostalo wytworzonych u eksplantatow rosngcych na
pozywce z dodatkiem 1,33 mg'dm™ kinetyny (Rys. 4). Dodatek 1,33 mg'dm™ 2iP oraz 0,66
i 1,33 mg'dm™ BA, nie réznicowat roélin pod wzgledem wytworzonych pedéw, w poréwnaniu

z roslinami uprawianymi na pozywce kontrolnej - bez zawartosci regulator6w wzrostu.

Rysunek 1. Reprezentanci roslin dla danych wariantow regulatoréw wzrostu w pozywce

V4

-

2iP 1,33 mg/l BA 0,66 mg/l BA 1,33mg/l

Zrbdto: Opracowanie wiasne.
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Rysunek 2. Srednia wysoko$¢ roslin dla danego wariantu pozywki

Wysokos¢
[cm]

2,50 ~

2,00 -

1,50 - 1,29
1,00 -

0,50 - I

0,00 -

K|n 0, 66 Kin 1,33 2|P 0,66 2|P 1 33 BA 0, 66 BA 1, 33 BAC wariant
mg/l mg/I mg/l mg/I mg/l mg/l 1,33 mg/l pozywki

Zrédto: Opracowanie wiasne.

W przypadku dlugosci wytworzonych nowych pedéw bocznych najwyzsza $rednig
warto$¢ stwierdzono u rolin rosnacych na pozywce z dodatkiem 1,33 mg'dm™ 2iP (Rys. 5).
Niewiele gorszy wynik uzyskaly ro$liny na pozywce kontrolnej. Pozostale warianty, uzyte
w doswiadczeniu dla mikrorozmnazania ros$lin wykazaty, ze $rednia dlugo$¢ powstatych

bocznych peddw, jest mniejsza w poréwnaniu do roslin uprawianych na pozywce bez PGR.

Rysunek 3. Srednia dtugo$é korzeni dla danego wariantu pozywki

dlugos$é
[em]
5,00 -
4,50 -
4,00 -
3,50 -

3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 -

Kin0,66 Kin133 2iP066 2iP133 BA0SS BA133 BAC wanant
mg/l mg/I mg/I mg/l mg/l mg/l  1,33mg/ POV

Zrédto: Opracowanie wlasne.
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Rysunek 4. Srednia liczba wytworzonych przez roéliny pedéw bocznych w danych wariantach pozywki

Liczba
5

4

i]llllllE

Kin0,66 Kin133 2iP0,66 2iP133 BAO066 BA133 BACL133 yariant
mg/I mg/I mg/l mg/Il mg/l mg/l mg/l pozywKi

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Najwyzsza $rednig liczbg wytworzonych segmentéw wykazaly si¢ eksplantaty
wylozone na pozywke z zawartoscig 1,33 mg dm™ kinetyny (Rys. 6). Byly to jedyne ro$liny

uzyskujace pod tym wzgledem wyzszy wynik niz podczas wzrostu na pozywce kontrolne;.

Rysunek 5. Srednia dtugo$é wytworzonych pedéw w analizowanych wariantach pozywek

dhigosé
[em]
1,60 -~
1,40 -
1,20 -~

1,00 -
0,80

0,60 -
0,40 -
0,20 A
0,00 -

Kln 0, 66 Kin 1,33 ZIP 0,66 2IP 1 33 BA O, 66 BA 1, 33 BAC Wa}riant.
mg/I mg/I mg/I mg/| mg/I mg/l  1,33mg/l  POZywki

Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Rysunek 6. Srednia liczba wytworzonych segmentéw u roslin dla analizowanych wariantow pozywki

Liczba

§1I ||||E

Kin0.66 Kin133 2iP066 2P133 BAO66 BA133 BAC133 Wa“af;(t
mgl/l mg/l mgl/l mgl/l mgl/l mg/l mg/l ~ POZYWKI

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Najwyzszy wskaznik $wiezej masy posiadaty ro$liny uprawiane na pozywce
z dodatkiem 1,33 mg'dm™ 2iP (Rys. 7). Ponad dziewieciokrotnie nizsza faczng $wieza mase,
uzyskaly eksplantaty z merystemem apikalnym na pozywce z 1,33 mg'dm= BA.

Rysunek 7. Laczna $§wieza masa ro$lin dla analizowanych wariantow pozywki

masa [g]
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00 - 3,2t
Kin Kin 2iP 2|P133 BA066 BA BAc1.33 ]
0,66mg/l 1,33mg/l 0,66mg/l  mg/l mg/l  1,33mg/l  mg/l warlant
pozywki

Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Rosliny ze wszystkich wariantow pozywek poddano réwniez suszeniu termicznemu pod
normalnym ci$nieniem. Nastepnie pozostatosci wszystkich roslin, rosnagcych w danej pozywce
zwazono. Najwyzsza laczng mas¢ wuzyskaly eksplantaty na pozywce kontrolnej,

a najnizsza rosliny posiadajace merystem apikalny na pozywce 1,33 mg'dm= BA (Rys. 8).

Rysunek 8. Laczna warto$¢ suchej masy ro$lin rosngcych w danym wariancie pozywki

masa [g]
0,60
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
- I:
0,00 -
Kin Kin 2iP 2iP 1,33 BA066 BA BA0133war|ant
0,66mg/l  1,33mg/l  0,66mg/| mg/l mg/l 1,33mg/l mg/l  pozywki

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja i podsumowanie

Dezynfekcja materiatu ro§linnego, z uzyciem podchlorynu sodu, okazata si¢ skuteczng
metoda wprowadzenia eksplantatow do kultur tkankowych, chociaz pracujac z tym samym
gatunkiem, z powodzeniem mozna uzy¢ 10% nadtlenku wodoru (Chalenko i Cherednichenko
2017). W pracy Chalenki i Cherednichenki (2017), najlepsza warto$cig odczynu zastosowang
do prowadzenia kultur, byto pH pomiedzy 5 a 6. W przeprowadzonym doswiadczeniu zostato
zastosowane pH= 5,8, co miesci si¢ w przedziale najkorzystniejszego odczynu dla wzrostu tego

gatunku.

Bioragc pod uwagg wartosci $rednie dla analizowanych cech, stwierdzono wptyw
regulatorow wzrostu na kierunek morfogenezy 1 organogenezy. Mozna wskaza¢ bezposrednio
sktad podtoza, ktory bedzie najbardziej optymalny w zaleznosci od etapu kultury, biorgc pod
uwage masowe mnozenie czy elongacje i przygotowanie do uprawy in vivo. Dodatek 2iP

w stezeniu 1,33 mg'dm= znaczaco wplynagt na wzrost elongacyjny korzeni oraz przyrost
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Swieze] masy. Badane stezenia kinetyny negatywnie wplywaja na dtugos¢ pedow bocznych
i przybyszowych eksplantatow, ale wyzsza dawka, stymuluje powstawanie nowych.
Przeprowadzone badanie ukazuje rowniez wptyw cytokinin na wytwarzanie i wzrost korzeni
u eksplantatow, co nie byto poczatkowo brane pod uwagg przy planowaniu zalozenia, ze
wzgledu na znane wihasciwosci tej grupy fitohormonow. Obecnos¢ merystemu apikalnego

w materiale poczatkowym przy zatozeniu doswiadczenia, rowniez ma wplyw na dalsze wyniki.
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Wplyw cytokinin na regeneracje kapturnicy oskrzydlonej
(Sarracenia alata)

The effect of cytokinin on the regeneration of Sarracenia alata
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Abstract

The genus Sarracenia belongs to the group of plants called carnivorous. Because this kind
of plant have been colonized habitats poor in nutrients - mainly nitrogen - they have evolved in
the course of evolution a strategy for acquiring the elements they need to function through the
decomposition of animal organic matter. Nowadays, people more and more often notice aesthetic
and practical values of Sarracenia genus such as insectivity. For that moment, Sarracenia, from
a botanical curiosity enclosed in botanical gardens, slowly became a plant commonly available
for sale. Despite the growing popularity, we still don’t have knowledge about the optimization of
reproduction of these plants. In the case of mass production, it is a reasonable step to use
micropropagation in tissue culture. However, in order to obtain the optimal growth of explants,
series of studies are needed to identify chemical and physical factors which have a positive impact
on the development of the culture. The presented experiment compares the influence of various
cytokinin phytohormones on the regeneration of Sarracenia alata explants.
Keywords: cytokinin, in vitro, micropropagation, phytohormones, Sarracenia alata

Wstep

Globalizacja sprzyja rozpowszechnianiu si¢ informacji oraz rozmaitych dobr na caly
Swiat. Procesowi temu podlegaja rdwniez rosliny z catego $wiata. Zazwyczaj dzieje si¢ to
poprzez ukierunkowang dziatalno$¢ cztowieka, ktory udomawiajac rosliny, przyczynit sie do
ich rozprzestrzenienia. Obecnie obserwujemy rosngcg popularnos$¢ roslin owadozernych. Jest
to spowodowane ich wyjatkowos$cia w oczach potencjalnych nabywcéw i bez wzgledu na ich
pochodzenie, sa one aktualnie obecne na rynku konsumenckim. Rosliny rodzajow Dionaea,
Drosera, Nepenthes, Sarracenia (muchotowka, rosiczka, dzbanecznik, kapturnica), coraz
czesciej widujemy w sprzedazy przeznaczonej dla codziennego klienta, totez powoli przestaja

by¢ one domeng hodowcow-hobbistow, czy ogrodéw botanicznych. Istnieje jednak problem
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wzrastajgcego popytu oraz metod rozmnazania kapturnic, niemogacych sprosta¢ potrzebom
rynku.

Dzisiejszy poziom technologiczny pozwala nam na rozmnazanie organizméw roslinnych
w sposOb wegetatywny, W sterylnych warunkach na skale produkcyjng. Kultury in vitro,
o ktorych mowa, sg tanig 1 skuteczng metodg mikrorozmnazania roslin, wykorzystujaca
zjawisko totipotencji opisane przez Haberlandta w 1902 roku. Teoria wyjasniajaca ten fenomen
przekazuje nam informacje, iz ,.kazda zywa komorka w odpowiednich warunkach, jest zdolna
do odtworzenia catego organizmu”. Jednak pierwszym i jednym z wazniejszych problemow,
jaki napotykamy, jest uzyskanie odpowiednich warunkéw dla konkretnego gatunku, gdyz nie
istnieje jedno medium pozwalajgce nam na stabilny rozwo6j kazdej rosliny. Wskazowka dla
kazdego naukowca, parajacego si¢ roslinnymi kulturami in vitro, jest srodowisko naturalne
danego gatunku, totez analizujgc zasobno$¢ gleby w mikro- i makroelementy oraz czynniki
takie jak: nat¢zenie promieniowania stonecznego, wilgotno$¢ powietrza oraz fotoperiod,
jestesmy w stanie utworzy¢ w $Srodowisku kontrolowanym podobne warunki. Nastepnym
krokiem powinno by¢ ustalenie metody dezynfekcji materiatu roslinnego oraz optymalizacja
wzrostu za pomocg czynnikéw chemicznych i fizycznych.

Kapturnica oskrzydlona charakteryzuje si¢ zielonymi li§¢mi pulapkowymi z mniej
lub bardziej widocznym czerwonym unerwieniem oraz niezwykle zréznicowang kolorystyka
kwiatow, gdyz moga by¢ one kremowe do biatego, zielonkawego, zottego lub czerwonego.
Poza spora gama barw kwiatostanu Sarracenia alata niewiele rozni si¢ od S. rubra. Mozna je
rozpozna¢ po roéznicach w unerwieniu, poniewaz u S. rubra uklada si¢ ono w siatke,
a u kapturnicy oskrzydlonej jest proste i ciggnie sie¢ wzdtuz liscia. Ponadto S. alata dorasta do

wigkszych rozmiarow.

Cel i metodyka pracy

Celem doswiadczenia jest zbadanie wpltywu fitohormonéw z grupy cytokinin
na regeneracje¢ kapturnicy oskrzydlonej (Sarracenia alata) w warunkach in vitro.

Do przeprowadzenia do§wiadczenia zastosowano pozywke Murashigego i Skooga (MS)
zmodyfikowana przez trzykrotne obnizenie zawartosci makroelementéw. Zastosowano pigc
wariantow pozywek z trzema fitohormonami z grupy cytokinin: 2-izopentyloadenina (2iP),
6-benzyloadenina (BA), kinetyna (KIN). Do zageszczenia pozywki uzyto agaru o stezeniu
8 g/dm?. Jako zrodto wegla postuzyta sacharoza. Zastosowano pH 5,7. Schemat doswiadczenia

przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Schemat do$wiadczenia

Proba Pozywka
Kontrola 1/3 MS
1 1/3 MS + 2,0 mg/dm?3 2iP

2 1/3 MS + 4,0 mg/dm?® 2iP
3 1/3 MS + 2,0 mg/dm?® KIN
4 1/3 MS + 2,0 mg/dm® BA
5 1/3 MS + 4,0 mg/dm® BA

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Do zalozenia do$wiadczenia wykorzystano istniejaca uprawe kapturnicy w kulturach
tkankowych, ktora zostata zatozona poprzez odkazenie nasion w 3% roztworze podchlorynu
sodu przez 8 minut. Nasiona zostaly nast¢gpnie przetozone do naczynia ze sterylng
redestylowang woda w celu wyplukania substancji odkazajacej z powierzchni nasion.
Nastegpnie nasiona zostaly wytozone na agarowa pozywke 1/3 MS. Kietkowanie nastapito po
trzech tygodniach od wprowadzenia nasion do kultur tkankowych. Pasazu materiatu roslinnego
na pozywki do$wiadczalne, dokonano w sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym
przeptywem powietrza. Kazda proba byta powtorzona w 5 stoikach, w ktérych znajdowalo sie
po 5 eksplantatow. Kultury in vitro obserwowano przez 8 tygodni, po czym nastgpil pomiar
oraz analiza wynikéw. Dokonano pomiardéw takich parametréw jak: wysokos¢ calej rosliny,
dhugo$¢ lisci putapkowych, dtugos¢ korzeni, §wieza oraz sucha masa. Zliczono rowniez liczbe

nowych lisci putapkowych oraz liczbe korzeni.

Wyniki

Jednym z podstawowych parametrow mierzonych przy do§wiadczeniach roslinnych, jest
wysoko$¢ catej rosliny. Srednie wartosci przedstawiono na rysunku 1. Zauwazamy, ze ich
wartosci oscylujg wokot 5 cm, jednakze najwyzsze wartosci przypadajg na probe kontrolng oraz
pozywke z dodatkiem 2,0 mg/dm® BA. Najbardziej wyroéwnane wyniki otrzymano w probie
z obecnymi 2,0 mg/dm?® 2iP (wariancja rowna 0,58), a najmniej wyréwnana okazata sie proba

z dodatkiem 2,0 mg/dm? kinetyny (wariancja rowna 2,13).
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Rysunek 1. Wysoko$¢ calej rosliny [cm]

[

5
4
3
2
1
0

Kontrola 2,0 2ip 4.0 2iP 2.0KIN

Zrbdto: Opracowanie wlasne.

Kolejny parametr, czyli $rednia ilo§¢ nowych liSci pulapkowych, obrazuje zdolnos¢
ro$liny do wytwarzania nowych liSci w warunkach gwarantowanych przez sklad pozywki.
Wyniki wykazuja pozytywne dziatanie 2-izopentyloadeniny (2iP) na regeneracj¢ putapek
wzgledem porby kontrolnej zaréwno w stezeniu 2,0 mg/dm?® jak réwniez 4 mg/dmd,
Najmniejsza iloscig liSci pulapkowych charakteryzowata si¢ proba 5 z dodatkiem
6-benzyloadeniny. Wyniki przedstawiono na rysunku 2. Srednia dtugo$é lisci putapkowych dla
kontroli wyniosta 3,24 cm, najnizsza odnotowang $rednig byta 2,91 cm, dla pozywki zawierajace;j
2 mg/dm?® 2iP,a najwyzsza 3, 67 cm dla 4 mg/dm?3 2iP.

Rysunek 2. Srednia liczba nowych lisci putapkowych

16
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Kontrola 2,0 2iP 4.0 2iP 2,0 KIN 2,0BA 4,0 BA

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Jednym z interesujacych parametrow w naszym doswiadczeniu, byta obecno$é korzeni
w poszczeg6lnych wariantach pozywki. Zazwyczaj w celu ukorzeniania roslin, w kulturach
tkankowych uzywa si¢ auksyn, zatem stosujac cytokininy w do§wiadczeniu, nie zalozono
obserwacji wytwarzajacych si¢ korzeni. Aspekt ten jest jednak o tyle istotny, iz bez dobrze
rozwini¢tych korzeni aklimatyzacja eksplantatdéw bywa niezwykle trudna, gdyz roslina nie bedzie
zdolna do pobierania substancji odzywczych z podioza. Zauwazono, iz obecnos¢
w pozywce 2,0 mg/dm?® 2iP, wptywa najlepiej na proces regeneracji systemu korzeniowego.
Za to obecno$¢ 2,0 mg/dm® BA daje zblizone efekty co proba kontrolna. Reszta wariantow
pozywki wplywa negatywnie na regeneracj¢ korzeni u kapturnicy oskrzydlonej U eksplantatow
posiadajacych system korzeniowy stwierdzono wystgpowanie przewaznie dwoch korzeni
o dlugo$ciach w przedziale od 2 mm do 12 mm. Srednia dtugo$é korzenia u eksplantatow to 4,4
mm. Najwyzsza $rednig dtugo$cia korzeni charakteryzowata sie proba z dodatkiem 2 mg/dm? 2iP
i wynosita 0,6 cm (Rys. 3).

Rysunek 3. Obecnos¢ korzeni
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wszystkie roéliny rosnace na wariantach pozywek, oprocz tego z dodatkiem 2 mg/dm?
BA, wykazaly wieksza §wieza mas¢ wzgledem roslin na probie kontrolnej (0,96 g), z czego
najwyzszy wynik 1,77 g nalezat do proby zawierajacej 2iP w stezeniu 2 mg/dm3. Poréwnujac
suchg mase, proba kontrolna osiggneta najwyzsza wage (0,23 g). Najblizszy tej wartosci byt
wariant z dodatkiem 2 mg/dm?® 2iP z masa 0,2 g. Najnizsza sucha mase osiagneta proba

zawierajaca kinetyne (0,13 g).
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Dyskusja

Kapturnice to niezwykle ciekawe rosliny, ktére w procesie adaptacji do warunkow
srodowiskowych, wyksztalcily strategi¢ pozyskiwania substancji odzywczych z materii
organicznej (tutaj organizméw zwierzecych). Swiadomo$¢ ich unikalno$ci oraz ich obecno$é
na rynku, z roku na rok rosnie, lecz ilo$¢ dostepnych publikacji na ich temat jest znikoma.
Na polskim rynku pis$mienniczym réwniez niewiele jest dostepnych pozycji ksigzkowych,
traktujacych o roslinach owadozernych. Szczegolne braki zauwazamy w kontekscie badan nad
mikrorozmnazaniem tych niecodziennych roslin. By¢ moze jest to spowodowane malym
zainteresowaniem $rodowiska naukowego, gdyz rosliny te majg warto$¢ przede wszystkim
estetyczng, lecz ma réwniez potencjal naukowy, gdyz mechanizmy wytwarzania
oraz dzialania enzymow trawiennych, nie sg jeszcze do konca poznane. Rozmnazaniem
kapturnic w warunkach in vitro obecnie zajmuja si¢ przede wszystkim firmy komercyjne, ktore
niechetnie dzielg si¢ swoja wiedza ze srodowiskiem naukowym.

Jednym z najwazniejszych czynnikéw gwarantujagcym nam udang regeneracje roslinnych
kultur in vitro, jest dobor odpowiednich parametrow chemicznych dla pozywki, ktora jest
zrédlem substancji odzywczych dla eksplantatu. Opracowujac pozywke, powinnismy zwrocic
szczegolng uwage na naturalne siedliska danego gatunku. Badany gatunek wystepuje na
ubogich w skfadniki odzywcze torfowiskach, totez chcac zapewni¢ bogaty zakres mikro-
1 makroelementéw, do do§wiadczenia zostata wybrana pozywka Murashigego 1 Skooga (MS),
lecz aby upodobni¢ podloze do naturalnych warunkow, postanowiono zmniejszy¢ ilo$¢
makroelementow do jednej trzeciej. Na owym wariancie pozywki MS zaindukowano
z powodzeniem matecznik kapturnicy oskrzydlonej uzyty do niniejszego badania.

W przedstawionym doswiadczeniu udowodniony zostal pozytywny wplyw niektorych
fitohormonoéw z grupy cytokinin na rozwoj kultur in vitro kapturnicy. Dla optymalnego rozwoju
wazne jest, aby poznaé najbardziej skuteczne hormony oraz dobra¢ odpowiednig ich dawke,
gdyz zarOwno zbyt matle, jak rowniez zbyt duze st¢zenia, moga wplywaé negatywnie na
regeneracje eksplantatow. Jednakowoz petna optymalizacja wymaga¢ bedzie kolejnych badan
choc¢by z zakresu dzialania fitohormonow z grupy auksyn na kapturnice, a takze wspotdziatania
fitohormonéw z obydwu grup, czy uzycia innych pozywek. Innymi czynnikami mozliwymi do
przebadania, sa rowniez migdzy innymi temperatura, natezenie §wiatta czy fotoperiod.

Rozmnazajac rosliny rodzaju Sarracenia w kulturach in vitro, powinnysmy zwracac

uwage na kilka aspektow. Pierwszym z nich jest obecno$¢ i wielkos$¢ korzeni. Jest to niezwykle
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wazne przy procesie aklimatyzacji, gdyz roslina bez systemu korzeniowego, nie ma mozliwoS$ci
pobierania substancji mineralnych oraz wody z podtoza. Dobra metodyke charakteryzuje
réwniez wysokie wyrdéwnanie, gdyz chcac rozmnaza¢ kapturnice na skale produkcyjna,
powinnismy dobierac takie parametry, aby nasze rosliny nie odstawaty od siebie pod wzgledem
wygladu. Trzecim waznym aspektem jest ilo$¢ lisci putapkowych oraz ich okazatos¢, gdy przy
produkcji nastawionej na sprzedaz, klient przede wszystkim bedzie zwraca¢ uwage na wizualng

prezencje kapturnicy.

Podsumowanie

Sposréd przebadanych fitohormondéw z grupy cytokinin, najkorzystniejszy wpltyw
na wytwarzanie lisci putapkowych u kapturnicy oskrzydlonej (Sarracenia alata) wykazaty oba
stezenia 2-izopentyloadeniny (2iP). Parametry te moglyby zosta¢ uzyte przy masowym
namnazaniu. Obecno$¢ 2iP w stezeniu 2 mg/dm?®, wptywata pozytywnie na regeneracje systemu

korzeniowego. Zadne z badanych stezef cytokinin nie dziatato pozytywnie na dtugo$é roslin.
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Charakterystyka grzybow wystepujacych na lisciach cyklamena
(Cyclamen L.)

Characteristics of fungi occurring on cyclamen leaves (Cyclamen L.)
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Abstract

Cyclamen is commonly referred to as alpine violet, it is a valuable potted ornamental plant,
propagated primarily by sowing seeds, as well as by dividing the tubers. It is a plant very
susceptible to gray mold, tuber rot, powdery mildew etc. The aim of the study was to
characterize fungi occurring on cyclamen leaves by traditional method and using gPCR
markers. The research covered plant material originating from a gardening farm in Rumia.
Mycological studies were carried out on 10 Mammoth cv. cyclamen seedlings. Molecular
analyzes were performed using the TagMan PCR technique with primers specific for
F. avenaceum and F. poae (2 replicates per study variant). Genomic DNA from infected
cyclamen leaves was isolated by column method. The amount and quality of the extracted
gDNA was verified using the Nandorop ND 2000C spectrophotometer. The presence of
pathogenic DNA was verified by TagMan PCR. The studies showed the presence of cyclamen
showing pathogenic species of pathogenic species: Alternaria alternata, F. avenaceum, B.
cinerea and Colletotrichum spp. Moreover, the presence of saprotrophic fungi Cladosporium
and Penicillium was also found. Molecular analyzes revealed the presence of F. aveanceum and
F. poae DNA in all tested Samales.
Key words: detection, TagMan PCR, qPCR, fungi, leaves, cyclamen

Wstep

Cyklamen nalezy do rodziny pierwiosnkowatych, a potocznie nazywany jest fiotkiem
alpejskim. Jest rosling ozdobng, uprawiang zaréwno jako ros$lina jednoroczna, jak i wieloletnia
z racji tego, ze rozmnazana jest przez bulwy. Posiada barwne kwiaty oraz zielone liScie ze
srebrnym wzorem (Chlebowski i Mynett 1995), ma charakterystyczne liscie ksztattu
sercowatego oraz kwiaty na dhlugich szypulkach. Roslina osigga do 30 cm wysokosSci
(Menderska 2016). Bulwe mozna przezimowac¢ w donicy z ziemig przy zachowaniu optymalnej
wilgotnosci, temperatury oraz ilo$ci $wiatta. Kwiat ten zazwyczaj zdobi stoty czy tez parapety

w naszych domach. Kwitnie od listopada do marca (Oszkinis 1994).
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Cyklamen, produkowany w gospodarstwach ogrodniczych, sadzony jest w doniczkach
tak, aby bulwa wystawata powyzej powierzchni gleby. Najcze$ciej produkowany jest na stotach
i matach podsigkowych. Przed rozstawieniem podlewany podsigkowo, a po rozstawieniu
nawadniany oraz zasilany nawozami za pomoca kapilar.

Roslina ta lubi umiarkowane uwilgotnienie (podlewanie od dotu a nie z gory). Podtoze
rekomendowane do uprawy powinno mie¢ od pH 4,5 do 5,5. W trakcie wzrostu powinno si¢
zapewni¢ umiarkowany dostgp $wiatla. Cyklamen perski nie jest rosling mrozoodporna
(Menderska 2016).

W uprawach cyklamenow w Polsce wyrozni¢ mozemy odmiany: wielkokwiatowe,
miniaturowe, o karbowanych ptatkach kwiatéw, a dostgpne odmiany mogg r6znic¢ si¢ pokrojem,
kolorem oraz wielko$cig rosliny.

Dostepne w uprawach odmiany cyklamena to wielkokwiatowe: Maxora Friged, Super
Serie XL, Super Serie Mammoth; sredniokwiatowe: Synchro, Canto Silver, Super Serie Allure,
Super Serie Macro i miniaturowe: SeeWhy, Winfall, Silverado, Super Serie Picasso, Super
Serie MiniWinter, Rocolina (Syngenta 2019).

W uprawie cyklamen atakowany jest przez grzyby takie jak szara plesn, fuzarioza,
antraknoza czy tez legniowce gatunkéw Phytophthora parastica oraz Ph. nicotianae, ktore
powoduja gnicie korzeni, a takze uszkodzenia li§ci oraz todyg, a ponadto patogeniczne bakterie
rodzaju Erwinia. Silne zasiedlanie tkanek cyklamena przez grzyby, moze prowadzi¢ do
zamierania roslin. Sprawcami antraknozy sg: Gloeosporium cyclaminis oraz przedstawiciele
Colletotrichum sp., ktore powoduja na pedach czarng zgnilizng. Charakterystyczne dla
sprawcOw antraknozy jest tworzenie zarodnikéw barwy rézowo-pomaranczowej. Integrowana
ochrona ro$lin wymaga od producentow wdrazania metod detekcji patogenoéw, stanowigcych
podstawe dla wykonania zabiegbw ochronnych. Metoda typowa w tym zakresie jest
diagnostyka molekularna.

Za pomocg technik PCR, mozliwa jest jako$ciowa i iloSciowa analiza patogennego
DNA jednoczesnie w wielu probach. Wykonanie analiz jest szybkie a takze mozliwe
w stosunku réznorodnego badawczego materiatu (Rynans i in. 2015).

Obecnie diagnostyka molekularna jest najbardziej precyzyjng technika w okreslaniu
przyczyny objawow chorobowych wystepujacych na roslinach, rekomendowana jest przez
EPPO (The European and Mediterranean Plant Protection Organization) i EFSA (European
Food Safety Authority).
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Rozdzial II. Znaczenie wiedzy mikrobiologicznej w rolnictwie i ogrodnictwie

Rysunek. 1. Schemat zastosowania metod diagnostyki w badaniach wtasnych
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Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Pozwala ona w szybki i1 sprawny sposob wykry¢é patogeny, a takze stanowi
rekomendacje do ich zwalczania. Techniki oparte o PCR, przewazaja nad tradycyjnymi
metodami okreslania sprawcdéw chordb, poniewaz pozwalaja na zdiagnozowanie w organizmie

ros$linnym bezobjawowej fazy choroby (Dorak 2006).

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka grzybow zasiedlajacych pedy 1 liscie
cyklamenoéw wykazujacych objawy chorobowe metodg hodowlana i qPCR.

Material i metody badan

Materiatem wyjsciowym byly rosliny cyklamena odmiana Mammoth, pobrane
z gospodarstwa ogrodniczego zlokalizowanego w miejscowosci Rumia koto Gdyni
w wojewodztwie pomorskim. Badania prowadzono w latach 2018-2019. Ros$liny posadzono
w doniczki ustawione na stotach wylozonych matami podsigkowymi oraz nawadniano
i zasilano za pomoca kapilar utrzymujac staty poziom wilgotnosci — 70 %.

Na ro$linach w fazie kwitnienia zauwazono objawy chorobowe na lisciach w postaci
brunatnych, nekrotycznych plam, a u podstawy bulw w postaci gnijacych pedow. Porazenie

stwierdzono u okoto 40 sztuk na 100 ro$lin, z czego okoto 10% roslin zamierato.

Tabela 1. Wykaz starteréw specyficznych wykorzystanych w reakcji TagMan PCR do wykrywania obecnosci
Fusarium avenaceum i Fusarium poae

Patogen Nazwa startera Sekwencja startera/sondy Literatura

avenaceum MB-F |CAAGCCCACAGACACGTTGT

F. avenaceum MGB-R | ACGCAATTGACTATTGC Waalwijk i
avenaceum |avenaceum MGB in. (2004)
probe AACATACCTTAATGTTGCCTCGG

poae 1-F AAATCGGCGTATAGGGTTGAGATA Waalwijk i
F.poae |poae 1-R GCTCACACAGAGTAACCGAAACCT | . (2004)
poae probe CAAAATCACCCAACCGACCCTTTC '

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Do badan pobrano losowo po 10 roslin w trzech miejscach. W laboratorium Katedry
Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej rosliny doktadnie oczyszczono. Analizy
mykologiczne oraz badania molekularne przeprowadzono zgodnie ze schematem
zaprezentowanym na Rys. 1. Uzyskane fragmenty (organy) badanych roslin odkazono wedtug
nastgpujacej procedury: zlewki z materiatem roslinnym zalewano 70% alkoholem etylowym
(C2HsOH) na 5 minut, nastepnie doktadnie przeptukano woda destylowana, po czym material

w sterylnych zlewkach zalewano podchlorynem sodu (NaClO) na 5 minut. Po uptywie
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wskazanego czasu, po raz kolejny badany materiat przeptukano doktadnie wodg destylowana.
Zdezynfekowany material roslinny zostat podzielony przy uzyciu skalpela i pgsety na mniejsze
fragmenty, ktore wyktadano po 5 fragmentdéw na szalke z pozywka PDA (pozywka agarowo-
ziemniaczana). Dla kazdego z badanych organéw wyktadano 10 (w 3 powtorzeniach na wariant
badawczy) ptytek Petriego. Po uptywie 14 dni uzyskano kultury grzybow i lggniowcow, ktore
zostaly przeszczepione na skosy zestalong pozywka PDA, ktorg nastepnie zidentyfikowano co
do gatunku za pomoca dost¢pnych kluczy i monografii (Borowska 1986, Ellis 1971, Gams
1971, Kwasna i in. 1991, Ramirez 1982).

Analizy molekularne w przypadku kazdej proby wykazaty obecnos¢ DNA
F. aveanceum i F. poae. Z pozostatych fragmentow jednocze$nie wykonano izolacje DNA
metoda kolumienkowa, z wykorzystaniem buforu ekstrakcyjnego CTAB. W celu oczyszczenia
DNA, membrany minikolumn przemywano 70% etanolem. Metoda izolacji DNA zostata
przeprowadzona zgodnie z zalecang przez producenta procedura (A&A Biotechnology).
Po przeprowadzaniu ekstrakcji DNA wykonano ocen¢ jego czystosci a takze jego ilosci
w dwoch powtoérzeniach dla kazdego wariantu badawczego, za pomoca spektrofotometru
NanoDrop ND 2000C. Zdjecia grzybow F. avenaceum i F. poae wykonane zostaly
za pomocg mikroskopu Nikon Eclipse 80i.

Tabela 2. Warunki reakcji qPCR w badaniach wiasnych

Lp. Etapy reakcji gPCR Warunki

1 Denaturacja 95°C - 3 min.

2 Wstepna denaturacja 95°C - 15 sek.

3. Przylaczenie starterow 60°C - 15 sek.

4 Wydhuzanie 72°C - 1min.
Liczba cykli 40

Zrédto: Opracowanie wiasne.

W wyniku izolacji DNA metoda kolumienkowa, otrzymano gDNA, ktdre zostato uzyte
jako matryca w reakcji TagMan PCR ze starterami specyficznymi wobec F. avenaceum
i F. poae. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym zostata przeprowadzona zgodnie z protokotem
dla badanych patogenow F. aveanceum i F. poae (Tab. 1).

Dla kazdej matrycy gDNA, otrzymanej w wyniku ekstrakcji, reakcj¢ TagMan PCR
przeprowadzono w dwodch powtdrzeniach. Reakcje qPCR dla obu badanych gatunkow

przeprowadzono zgodnie z profilem termicznym zaprojektowanym w tabeli 2.
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Tabela 3. Grzyby wyizolowane z lisci i pgdow cyklamena

Gatunek grzybow Liscie Pedy
Acremonium sp. 1 3
Alternaria alternata (Fr.) Keissl 20 15
Botrytis cinerea Pers. 4 2
Cladosporium cladoporioides (Fresen.) G.A. de Vries 8 15
Colletotrichum spp. 1 2
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 10 12
Fusarium poae (Peck) Wollenw. 11 14
Mucor hiemalis Wehmer 2 8
Penicillum spp. 4 2
Thielaviopsis basicola (Berk. & Broome) Ferraris 2 3
Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier 5 6
Zygorhynchus heterogamus (Vuill.) Vuill. 1 1
Razem saprotrofy 23 38
Razem patogeny 46 45

SUMA 152

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 2. Mikrokonidia F. avenaceum (powigkszenie 40x)

Zrodto: Opracowanie wlasne.
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Wyniki

Analiza mykologiczna pozwolila na wyizolowanie 152 izolatow grzyboéw nalezacych
do 12 gatunkéw i rodzajow (Tabela 3). Uzyskane wyniki sg typowe dla tego typu analiz.
W badaniach stwierdzono matg r6znorodnos¢ grzybow zasiedlajacych liscie 1 pedy cyklamena.
Wsrod patogenow wyizolowanych dominowaty grzyby: Alternaria alternata, Fusarium
aveaceum (Rys. 2), Fusarium poae (Rys. 3), nielicznie izolowano takze Botritis cinerea oraz
przedstawiciela rodzaju Colletotrichum. Grzyby saprotroficzne wyizolowano z lisci i pedow
cyklamena reprezentowane byly przez przedstawicieli rodzajow: Acremonium, Cladosporium,
Mucor, Penicillum, Thielaviopsis, Trichoderma, Zygorhynchus. Gatunki saprotroficzne
stanowily odpowiednio 33% 1 46% grzybow wyizolowanych z li§ci i pgdow rosliny, pozostaly

odsetek, w obu przypadkach, stanowily gatunki patogeniczne.

Rysunek 3. Mikrokonidia F. poae (powigkszenie 40 x)

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Analizy molekularne technika qPCR prowadzono wylacznie na probach DNA,
charakteryzujacych si¢ wysoka jakoscig A260/A280 >1,8 co potwierdzono za pomocg metody
spektrofotometrycznej (Rys. 1). Zastosowanie techniki TagMan qPCR pozwolito na wykazanie
obecnosci w tkankach cyklamena obecnosci gDNA F. poae oraz F. avenaceum, co

potwierdzaja krzywe amplifikacji zaprezentowane na rysunkach 4 i 5.
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Rysunek 4. Wykres amplifikacji DNA prob wyizolowanych z lisci i pedow cyklamena ze starterami specyficznymi

w reakcji gPCR - F. poae
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 5. Wykres amplifikacji DNA prob wyizolowanych z liSci i pedéw cyklamena ze starterami

specyficznymi w reakcji qPCR - F. avenaceum
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Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Tabela 4. Detekcja grzyboéw Fusarium avenaceum i Fusarium poae z lisci i pedéw cyklamena metoda qPCR (Ct-
cykl progowy)

, F. avenaceum F. poae
Proba T . 7 s
pedy llSCIe pedy llSCIe
1 19,2 22,3 28,21 31,21
2 20,2 22,4 28,43 31,42
3 20,45 23,24 28,34 32,13
4 20,36 23,43 30,12 32,41
5 21,41 24,12 30,33 32,51

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Okreslenie ilosciowe wystgpowania gDNA obu badanych gatunkow prowadzono
w oparciu o wykres$lenie krzywej odciecia, okreslajacej wystgpowanie tzw. cyklu progowego
oznaczajacego przyrost logarytmiczny produktu reakcji PCR. Na podstawie analiz stwierdzono,
ze rosliny cyklamena byty silnie porazone przez gatunek F. avenaceum, co potwierdzaja wyniki
zaprezentowane w tabeli 4. Wartosci Ct uzyskane w przypadku tego gatunku, wynosity 19,2-
21,4 dla pedow oraz 22,3-24,12 dla todyg. Drugi z badanych metoda molekularng patogenow
— F. poae w mniejszym stopniu odpowiadaja za powstawanie objawow chorobowych na
ros$linach cyklamena (Rys. 5, Tab. 4), a zanotowane wartosci Ct wynosity odpowiednio dla

pedow 28,21-30,33 oraz lisci 31,21-23-51, dla poszczegdlnych powtodrzen biologicznych.

Dyskusja

W badaniach wlasnych okre§lano sprawcow objawow chorobowych wystgpujacych na
ro§linach cyklamena, wskazujac na podstawie analizy mykologicznej jako najwazniejsze
gatunki patogeniczne: A. alternata, F. aveaceum, F. poae, B. cinerea oraz Colletotrichum.

W badaniach przeprowadzonych przez Rivera i1 in. (2009) wykazano, ze tkanki
cyklamena perskiego, zasiedlone byly przez liczne gatunki patogeniczne: F. lateritum,
F. chlamydosporum var. fuscum, F. sambucinum, F. semitectum oraz Phoma spp. Ponadto,
w badaniach wykazano obecnos¢ na tkankach cyklamena gatunkéw sprotroficznych rodzajow
Acremonium, Penicillium, Trichoderma a tacznie wyizolowano przedstawicieli 36 jednostek
systematycznych. W badaniach wilasnych uzyskano zbiezne wyniki, bowiem gatunki
saprotroficzne stwierdzone na pedach i1 lisciach cyklamena, reprezentowane byly przez
przedstawicieli rodzajow: Acremonium, Cladosporium, Mucor, Penicillum, Thielaviopsis,

Trichoderma, Zygorhynchus. W innych pracach wykazano, ze waznym patogenem cyklamena
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jest F. oxysporum (Maya, Matsabura 2013, Woudt i in. 1995) oraz B. cinerea (Ko6hl i in. 1998).
W badaniach przeprowadzanych przez Zoine i in. (2012), w stosunku do zbiorowisk grzybow
wystepujacych na kwiatach rézanecznika wykryto, ze byly one zasiedlane najczesciej przez
miedzy innymi grzyby z gatunku A. alternata, B. cinerea, F. avenaceum. Gatunki te
powodowaty zasychanie kwiatow, zas§ przebarwienia ptatkow rozanecznika, powodowat grzyb
A. alternata. Efektem wystepowania patogendéw jest spadek waloréw dekoracyjnych roslin
ozdobnych. W badaniach wlasnych objawy chorobowe wystepowaly na liSciach oraz innych
organach a infekcja grzybowa objawiata si¢ w postaci przebarwien, brunatnych nekroz oraz
powodowata gnicie pedéw u nasady bulwy, co tez wptywato istotnie na wyglad cyklamena.
W pracach badawczych prowadzonych przez Szopinskg i Tylkowska (2009) wykazano, ze
poprawe zdrowotnosci roslin, mozna uzyska¢ poprzez kondycjonowanie nasion. Autorki
wykazaty, ze zabieg ten zwigksza zdolnos$¢ kietkowania nasion oraz powoduje zmniejszenie
liczby porazonych siewek roslin ozdobnych, co wptywa na ogo6lny stan zdrowotnosci. Zabieg
ten spowodowat, ze na nasionach grzyby: A. alternata, B. cinerea, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, pojawialy si¢ w wigkszej ilosci. W innej pracy badawczej (Krél i in. 2017)
wykryto, ze w momencie mikrorozmnazania czosnku ozdobnego, dochodzito do
zanieczyszczenia jego mikropedow przez grzyby i bakterie. Z trzech wyizolowano miedzy
innymi 5 izolatow Pectobacterium. W dalszych badaniach potwierdzono ich patogenicznos$é,
poniewaz byly przyczyng powstawania zgnilizny na pedach badanej rosliny. W badaniach
Machury i Kurzawinskiej (2017), materiatem poddanym analizie mykologicznej byla
pelargonia bluszczolistna. Aktywno$¢ grzybow zasiedlajacych tkanki rosliny uzalezniona byta
od stgzenia uzytych olejkow eterycznych a takze gatunku grzyba. Olejek kminowy w stezeniu
1% najskuteczniej hamowat porazenie roslin. Podczas analiz wykazano, ze objawy chorobowe
wystepuja u podstawy todygi (brunatnienie i przeweznie) a takze na korzeniach (czarnienie
i zamieranie korzeni). W badaniach wykazano, Zze sprawcami choroby byt Ph. Nicotianae,
bedace gatunkami wskazanymi w badaniach wiasnych, jako sprawcy uszkodzen cyklamena
odmiany Mammoth. Gnicie pedoéw i nekrozy na lisciach, wywolane przez patogeny, prowadzity
do wiednigcia czgsci nadziemnych, a nastgpnie przyczynialy si¢ do ich zamierania. Na
korzeniach cyklamena perskiego, w badaniach prowadzonych przez Kurzwinska (2010)
wykryto P. verrucosum, Fusarium, A. alternata, ktore powodowaty na korzeniach zmiany
nekrotyczne. Podczas analiz prowadzonych przez Kopackiego i Wagnera (2004) na
chryzantemie wykryto F. avenaceum oraz F. oxysporum. Grzyby te badano pod katem

patogeniczno$ci. Najwieksza patogenicznos¢ wobec chryzantem wykazywato F. avenaceum.
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W badaniach wtasnych w oparciu o technike qPCR wykazano, ze gatunek ten w najwiekszym
stopniu byt odpowiedzialny za powstawanie objawdéw chorobowych.

Ograniczenie objawdéw chorobowych na ro$linach cyklameny mozna uzyska¢ np. poprzez
walke biologiczng. W badaniach przeprowadzonych Ko6hl i in. (1998) wykazano, ze
ograniczenie objawow powodowanych przez B. cinerea mozna uzyskac poprzez zastosowanie
Ulocladium atrum i Gliocladium roseum. W innej pracy wykazano skuteczno$¢ zaszczepiania
ros$lin gatunkiem Glomus fasciculatum (AMF) w ograniczaniu fuzariozy i antraknozy
cyklamena. W badaniach Ogoérka i Plaskowskiej (2011) Epicoccum nigrum wykazywat
dziatanie biotyczne, dzigki czemu mogt by¢ skutecznym $rodkiem do zwalczania Fusarium
spp. natomiast szczepy E. nigrum moga by¢ zwalczane przez B. cinerea, ktory ogranicza ich
dalszy wzrost. Wykorzystywanie technik diagnostyki molekularnej pozwala na wykrywanie
wirusow, grzybow porazajacych rosliny ozdobne, ktéore wystepuja w bardzo malej ilosci
(Hasiéw-Jaroszewska i in. 2016). Wielokrotnie wykazano skuteczno$¢ metod molekularne;j
detekcji patogenow w identyfikacji sprawcoé6w chordb roslin, izolowane przez innych autorow
wskazywane jako patogeny A. alternata (Solfrizzo i in. 2005), F. avenaceum (Kopacki, Wagner
2005) i F. poae (Vogelgsang i in. 2008). W badaniach wtasnych réwniez wykazano duza

skuteczno$¢ metody qPCR w okresleniu sprawcdéw objawow chorobowych.

Whioski

W  badaniach mykologicznych wykazano obecnos¢ gatunkéw: A. alternata,
F. aveaceum B. cinerea oraz nielicznych szczepow rodzaju Colletotrichum.

Wyizolowane z tkanek cyklamena saprotrofy nalezaly do rodzajow: Acremonium,
Cladosporium, Mucor, Penicillum, Thielaviopsis, Trichoderma, Zygorhynchus.

Zastosowanie metody qPCR ze starterami specyficznymi dla F. avenaceum oraz

F. poae, potwierdzito znaczacy udziat obu badanych gatunkow w infekcji roslin cyklamena.
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Wystepowanie grzybéw na lisciach fiolka ogrodowego (Viola x
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Fungi on the leaves of the garden Violet (Viola x wittrockiana)
showing symptoms

Karolina Przetakiewicz
Marta Kotlowska
Grzegorz Dzienis

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wydziat Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa

Koto Naukowe Diagnostyki i Fitopatologii Molekularnej "Biohazard"
Opiekun naukowy: dr hab. inz. Adam Okorski, prof. UWM

Abstract

Pansy is a two-year-old plant, used most often because of its aesthetic value in rebate
casting, flowerpots and balcony boxes. The aim of the study was to determine the species of
pathogens found on the leaves of the garden violet. The research covered plant material
originating from a gardening farm located in Rumia. Studies on the occurrence of fungal
patogens were carried out by means of classical mycological analysis and molecular diagnostics
on seedlings of the Delta cv. Molecular analyzes were performed with qPCR with starters
specific for F. avenaceum. DNA isolation from infected violet leaves was performed by the
column method. The quantity and quality of the obtained DNA was verified by
spectrophotometric method (Nandorop ND 2000C). The results DNA was a matrix in the gPCR
reaction. Studies have shown the occurrence of pathogenic species of pathogenic leaves on the
leaves of the pansy: A. alternata, B. cinerea, F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum, F. poae
and Phoma, the presence of saprotrophic fungi Acremonium, Cladosporium, Gliocladium,
Mortierella, Penicillum, Trichoderma was also found. Molecular analyzes by the g°PCR metod
showed the presence of F. aveanceum DNA in all tested samples from viola plants tissues.

Keywords: pansy, fungal diseases, molecular diagnostics, decorative plants

Wstep

Bratek (fiotek ogrodowy) nalezy do rodziny fiotkowatych (Violaceae). Jest rosling
dwuletnig, otrzymang na drodze krzyzowania V. tricolor L. x V. altaica (Ker-Gawl) x
V. lutea (Huds). Do najwazniejszych odmian (grup) bratkow zaliczamy: wcze$nie kwitnace
(Hiemalis, Pirnanskie, Vorbote), po6zno kwitnace (Holenderskie wielkokwiatowe,
Szwajcarskie, Trimardeau) (Oszkinis 1994). Pierwsze prace hodowlane dotyczace bratka,

rozpoczely si¢ w Anglii w XIX wieku, a nastgpnie byly kontynuowane we Francji, Belgii
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1 Niemczech. Celem prac badawczych byto uzyskanie roslin o duzych kwiatach, czystosci barw
ptatkow korony, zrdwnowazonej wczesnosci kwitnienia oraz zwigkszenie mrozoodpornosci
(Chmiel 1 in. 2000). Bratek nalezy do kwiatow ozdobnych, dzigki czemu jest on
wykorzystywany jako wiosenny kwiat rabatowy oraz sadzony w skrzynkach i pojemnikach
balkonowych i okiennych. Jest rowniez uprawiany w celu urozmaicenia zieleni miejskiej oraz
jako dekoracja nagrobkéw. Kolejnym jego zastosowaniem jest mozliwos¢ uprawy w donicach
jako kwiat ciety (Chmiel i in. 2000). W kwietnikach bratki tworza wzorzyste dywany,
a odmiany o mniejszej gamie barw i nizszym wzroscie, znajduja zastosowanie w rabatach
sezonowych jako rosliny pierwszoplanowe (Herwig, Riou 1992). Poza niewatpliwymi
walorami estetycznymi, kwiatostany bratkow sg jadalne i stanowig ozdobe wykwintnych dan
w ekskluzywnych restauracjach (Augustynowicz 2013).

Fiotek ogrodowy charakteryzuje si¢ czterokanciasta, gtadka, wyprostowana lodyga,
tworzy dolne jajowato-sercowate liscie, gorne liscie sg lancetowate oraz pigcioptatkowymi
grzbiecistymi kwiatami na dlugich szyputkach osadzonych w katach lisci. Kwiaty posiadaja
bogata game kolorystyczng od bialej, rozowej, czerwonej, pomaranczowej, zottej, fioletowej,
niebieskiej do prawie czarnej. Wystepuja takze kwiaty kilkubarwne z tzw. oczkiem. Srednia
wysoko$¢ roslin wynosi 15-30 cm (Oszkinis 1994; Owen 2006). Uprawiany jest na glebach
zyznych, prochnicznych w stanowisku stonecznym lub poéicienistym. Rosliny fiotka posadzone
w cieniu, charakteryzuja si¢ wybujato$cia oraz ostabionym kwitnieniem, za§ w bardzo wysokie;j
temperaturze kwiaty drobniejg. Bratki preferujg lekko kwasny oraz obojetny odczyn gleby
(Augustynowicz 2013; Oszkinis 1994). Rozwoj nastepuje z nasion wysiewanych do inspektow
lub na rozsadnik na przelomie czerwca i lipca. Na state rosliny wysadza si¢ w kwietniu badz na
poczatku maja. Rosliny nie tolerujg przesadzania w okresie kwitnienia (Oszkinis 1994). Fiotki
najcze¢sciej rozmnaza si¢ przez podzial, a bardzo rzadko z sadzonek. Uprawa tunelowa bratka
charakteryzuje si¢ duza wilgotnosciag oraz wysoka temperatura, co skutkuje porazeniem przez
patogeny grzybowe. Liscie sa miejscem zerowania prz¢dziorkow, maczlikéw 1 mszyc, ktore
uszkadzajac tkanki, przyczyniaja si¢ do tworzenia wrét infekcji. Do glownych chordb
wystepujacych na roslinach bratka naleza: fytoftoroza (Phytophthora cactorum, Phytophtora
megasperma), plamistos¢ lisci (Colletotrichum viola-tricoloris), maczniak rzekomy
(Peronospora violae), maczniak prawdziwy (Sphaerotheca humuli), rdza (Puccinia violae),
zgnilizny podstawy pedu oraz zgnilizna korzeni (Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia

solani), szara plesn (Botrytis cinerea) oraz wirus mozaikowy.
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Detekcja chorob metodami molekularnymi jest obecnie najlepsza metoda identyfikacji
sprawcow chorob, co stanowi podstawy do ograniczenia strat w uprawach ogrodniczych. Ze
wzgledu na podobienstwo objawdw chorobowych, szczegolnie na poczatku infekcji, lustracja
objawow jest zawodna. Metody molekularne umozliwiaja w bardzo krotkim czasie na
rozpoznanie sprawcOw chordb na poziomie DNA/RNA, pozwalajac na wykrycie patogenu,
zanim Wwystgpig objawy chorobowe, co skutkuje zastosowaniem odpowiedniej metody
zwalczania. Niezwykle istotnym elementem prewencji jest sukcesywne kontrolowanie stanu
zdrowotnosci sadzonek. Metody molekularne opieraja si¢ na polimorfizmie DNA organizmu
docelowego z wykorzystaniem reakcji PCR, qPCR i sekwencjonowania (Pszczotkowska,
Okorski 2015). Atutem tych metod jest uniwersalno$¢ zastosowania w stosunku do
réznorodnego materialu badawczego. Ponadto, tego typu badania, umozliwiaja wykrycie
gatunkow, ktorych hodowla w warunkach in vitro jest problematyczna. Jednak wymagaja
stosunkowo duzych naktadow finansowych. Reakcja PCR umozliwia powielenie konkretnego
odcinka matrycy DNA. Zastosowanie startero6w specyficznych wobec wybranych gatunkow
patogendw, umozliwia ich wykrycie i na tej podstawie okre§lenie sprawcéw zmian
chorobowych na roslinach. Soki komérkowe roslin stanowig mieszaning DNA/RNA, a ponadto
zawieraja zanieczyszczenia oraz inhibitory reakcji enzymatycznych. W celu wydobycia
z izolatu matrycy DNA, stosuje si¢ mechaniczne niszczenie struktur komdrkowych poprzez
ucieranie w cieklym azocie, nastepnie w dalszej kolejnosci przeprowadza si¢ inaktywacje
nukleaz oraz oczyszczenie DNA. Do dalszych badan mozna zakwalifikowa¢ materiat
charakteryzujacy si¢ wysokimi parametrami jakosciowymi badany za pomoca aparatu

Nanodrop ND2000C przy absorbancji A260/230 i A260/280.

Tabela 1. Sekwencje starterow/sondy do detekcji qPCR Fusarium avenaceum

Patogen Nazwa startera | Sekwencja Literatura:
Av-MGB-F CCATCGCCGTGGCTTTC

Fusarium avenaceum | AV-MGB-R CAAGCCCACAGACACGGTTGT Waalzvcv)gz Hin.
Av-MGB_probe |ACGCAATTGACTATTGC

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

102



Rozdziat 1. Znaczenie wiedzy mikrobiologicznej w rolnictwie i ogrodnictwie

Wiele patogendéw roslin ozdobnych moze wystepowa¢ w glebie, bytujagc w niej na
resztkach lub w stadium saprotroficznym stanowigc potencjalne zrodto materiatu infekcyjnego
dla ros$lin. W celu prewencji nalezy wykona¢ analizy gleby, ktore potwierdza badz wyklucza
wystepowanie tam zbiorowiska konkretnych patogenéw stanowigcych zagrozenie dla
konkretnych gatunkow roslin. Metody molekularne pozwalajg w tym wypadku na wykluczenie
z uprawy porazonych podtozy ogrodniczych oraz zapewniajg zmniejszenie ryzyka porazenia
przez ewentualne patogeny glebowe, poprzez zastosowanie prewencyjne rekomendowanych na
podstawie badan preparatéw ochronnych.

Celem pracy bylto okreslenie wystepowania grzybow na lisciach fiotka ogrodowego

(Viola x wittrockiana) wykazujacych objawy chorobowe.

Tabela 2. Warunki reakcji gPCR ze starterami specyficznymi wobec Fusarium avenaceum

Etapy reakcji gPCR Warunki

1 Wstepna denaturacja 95 °C —3 min
2 Denaturacja 95 °C — 20 sek.
3 Przytaczanie starterow 62 °C — 20 sek.
4 Wydtuzanie 72 °C —1min
Liczba cykli 40

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Material i metody

Material do badan pobrano z gospodarstwa ogrodniczego potozonego w wojewddztwie
pomorskim, powiecie wejherowskim, w miejscowos$ci Rumia. Badania rozpoczeto w 2018 roku
1 kontynuowano w 2019 roku. Material wyj$ciowy stanowity rosliny bratka odmiany Delta.
Rosliny uprawiane byly w tunelach foliowych na matach, podlewane 1 zasilane z gory za
pomoca zraszaczy. W okresie wegetacji na roslinach zaobserwowano chlorotyczne (zotte)
przebarwienia na liSciach i u podstawy korzeni. Porazenie stwierdzono na ok. 1000 szt. bratka
wysadzonego w ilosci 15 000 sztuk (porazenie obejmowalo okolo 10% roslin). Na terenie
gospodarstwa pobrano losowo 10 prob roslin. Dostarczone do Katedry Entomologii,
Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej rosliny oczyszczono z zanieczyszczen ptuczac pod
biezaca woda, a nastepnie liscie 1 pedy odkazono w alkoholu etylowym (C2HsOH) przez
5 minut, nast¢pnie przez kolejne 5 minut w podchlorynie sodu (NaOCl), po czym nasiona

przeptukano sterylng woda destylowang. Zdezynfekowany materiat roslinny zostat podzielony
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na dwie czesci. Z pierwszej wykonano analiz¢ mykologicza, druga wykorzystano do analiz
molekularnych. Analizy mykologiczne obejmowaly izolacj¢ grzybow zasiedlajacych pedy
i liscie z objawami chorobowymi. W tym celu wytozono po 5 fragmentéw kwiatow wycigtych
za pomocg skalpela i pgsety z lisci bratka na pozywke PDA przygotowang z: 200 g ziemniakow
(gotowanych w 0,5 litra wody), 16 g glukozy, 18 g agaru, wody destylowanej do 1000 cm?.
Wytozono po 10 szalek na wariant badawczy. Po inkubacji (14 dni) okreslono co do gatunku
wyrastajace kolonie grzybdéw za pomoca dostepnych kluczy i monografii (Borowska 1986,

Domsch, Gams 1972, Ellis 1971, Gerlach, Nirenberg 1982, Kwasna i in. 1991, Ramirez 1982).

Tabela 3 Grzyby wyizolowane z lisci i pedow bratka (Viola x wittrockiana) wykazujacych objawy chorobowe

Gatunek grzybow Pedy Liscie
Acremonium sp. 2 1
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 21 13
Botrytis cinerea Pers. 3 8
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 11 21
Colletotrichum spp. 1 1
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 23 15
Fusarium equiseti (Corda) Sacc 1
Fusarium oxysporum sensu Smith & Swingle 4 2
Fusarium poae (Peck) Wollenw 23 7
Gliocladium catenulatum J.C. Gilman & E.V. Abbott 2 1
Mortierella humilis Linnem 2 1
Penicillum spp. 4 7
Phoma spp. 2 -
Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier 4

Trichoderma polysporum (Link) Rifai 2

Razem saprotrofy 27 40
Razem patogeny 79 43
Ogolem 106 83

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Druga cze¢$¢ odkazonego materiatu postuzyta do wyizolowania totalnego gDNA metoda
kolumienkowg. Izolacja DNA zostala przeprowadzona zgodnie z zalecang procedurs.
Nastepnie za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000C oznaczono parametry jako$ciowe
i ilosciowe dla kazdego z dwodch powtdrzen wariantu badawczego. Uzyskane gDNA
wykorzystano w reakcji gPCR do wykrycia F. avenaceum za pomocg specyficznych starterow

(Tab. 1). Dla kazdej analizowanej matrycy qDNA wykonano analiz¢ qPCR w dwoch
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powtdrzeniach. Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem opisanym w stosunku do
badanego gatunku grzyba (Tab. 2). Do wykrycia F. avenaceum zastosowano zestaw
odczynnikow firmowych A&A Biotechnology, reakcje qPCR przeprowadzono w aparacie ABI
7500 FAST (Applied Biosystem). Zdjecia mikroskopowe zostaty wykonane aparatem NIKON
ECLIPSE 80i.

Rysunek 1. Zarodniki oraz grzybnia B. cinerea (powigkszenie 400 x)

Zrodto: Opracowanie wilasne.

WynikKi
Badania wykazaty wyst¢powanie na lisciach bratka wykazujacych objawy chorobowe
83 izolatow grzybow nalezacych do 13 gatunkow (Tab. 3).

Z pedow bratka wyizolowano tacznie 104 izolaty grzybow reprezentujace 14 gatunkow.
Gatunki patogeniczne wystepujace na porazonych organach fiotka to: A. alternata, B. cinerea,
F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum, F. poae oraz Phoma. Z p¢dow bratka wyizolowano
tacznie 79 izolatow grzybow patogenicznych, co stanowito 74,5% wszystkich grzybow
wyosobnionych z peddéw. Grzyby patogeniczne mniejszy odsetek — 51,8%, stanowily na

liciach bratka, z ktorych wizolowano 43 kultury (Tab. 3).
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Rysunek 2. Mikrokonidia i makrokonidia F. oxysporum (powigkszenie 400x)

Zrodto: Opracowanie wilasne.

W wyniku analiz mikologicznych, na roslinach bratka stwierdzono takze obecnos¢
grzyboéw saprotroficznych, reprezentowanych przez przedstawicieli rodzajow: Acremonium,
Cladosporium, Gliocladium, Mortierella, Penicillum, Trichoderma. Przeprowadzone prace
badawcze, obejmowaly takze analizy molekularne z wykorzystaniem techniki qPCR
ze starterami specyficznymi wobec licznie wystepujacych na roslinach fiotka izolatow
F. avenaceum. W oparciu o wyniki reakcji qPCR udowodniono, ze w tkankach porazonych
bratkow (pedy i liscie) wystgpowato w stosunkowo duzej ilosci DNA F. avenacem. Powyzsza
tez¢ potwierdzaja wyniki detekcji qPCR, wyrazone wartosciami cyklu progowego (CT)
(Tab. 4). Obecnos¢ gDNA F. avenaceum wykazano w organach wszystkich badanych sadzonek

fiolka.

Tabela 4. Kwantyfikacja qPCR Fusarium avenaceum w pedach i lisciach bratka (Ct)

Proba Pedy LiScie

1 26,21 27,30
2 25,96 27,46
3 26,63 27,41
4 26,87 28,30
5 27,09 28,35
6 27,32 28,25

Zrodto: Opracowanie wlasne.
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Najwigksza 1los¢ DNA F. avenaceum wykazano: w pedach- proba 2: Ct-25,96 oraz
lisciach — préba 1: 27,3 Ct. Najmniej gDNA badanego gatunku stwierdzono w prébach pedy -

6: Ct-27,32; oraz liscie 5- Ct- 28,35 (Tab. 4, Rys. 1).

Rysunek 3 Wykres amplifikacji prob DNA wyizolowanego metoda kolumienkowa z pedoéw i lisci bratka ze

starterami specyficznymi wobec Fusarium avenaceum w reakcji qPCR
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja
badaniach wlasnych wykazano, ze gatunki patogeniczne wystepujace na porazonych

tkankach, to przedstawiciele: A. alternata, B. cinerea, F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum,
F. poae oraz Phoma. Saprotrofy wyizolowane z tkanek fiotka byly reprezentowane przez
przedstawicieli rodzajow: Acremonium, Cladosporium, Gliocladium, Mortierella, Penicillum,
Trichoderma. Badania przeprowadzone przez Katoch i in. (2017) wykazaty, ze rosliny fiotka
wonnego (Viola odorata) zasiedlone byly przez gatunki patogeniczne: Colletotrichum
destructivum, C. siamense, C. trifolii, C. truncatum, Fusarium nematophilum, F. oxysporum,
okreslajac czestotliwo$é wystepowania przedstawicieli rodzaju Colletotrichum na poziomie
25,9% oraz Fusarium 22,2%. W badaniach wtasnych stwierdzono udzial przedstawicieli
rodzaju Fusarium na porazonych pegdach - 49% oraz lisciach 25,3% a rodzaj Colletotrichum

reprezentowany byt nielicznie.
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Badania prowadzone przez Kuémierza i Kaczynska (2005) potwierdzily najwicksze
porazenie nasion werbeny przez A. alternata (24%), Fusarium oxysporum (9%) oraz Botrytis
cinerea (6%). Porazenie roslin ozdobnych przez grzyby, obniza ich walory estetyczne oraz
przyspiesza ich zamieranie. Potwierdzaja to réwniez badania wykonane na roslinach
rozanecznika przeprowadzone przez Zolne i innych (2012). Rosliny poddane badaniom
molekularnym, wykazywaty objawy choréb powodowanych najczesciej przez A. alternata
(29%) oraz w mniejszym stopniu przez Botrytis cirenea, Fusarium avenaceum, Fusarium
culmorum i Sclerotinia sclerotiorum. Czgsto na roslinach ozdobnych wystgpuje szara plesn
powodowana przez Botrytis cinerea, ktora w duzym stopniu poraza pelargonie, a w mateczniku
az 65 % roslin moze by¢ porazanych (Kuémierz i Pilch, 2008). W badaniach witasnych
stwierdzono nieliczne wystgpowanie izolatow B. cinerea jednak w sprzyjajacych warunkach
dostepnos¢ inokulum moze spowodowac objawy chorobowe. Kolejne badania prowadzone
przez Kowalika (2009) na rézaneczniku, wykazaty obecno$¢ na badanych ro$linach takich
patogenow jak: B. cinerea, Colleotrichum. Na liSciach z objawami nekroz wystepowali
przedstawiciele rodzajow takich jak: Alternaria, Fusarium. Obserwacje prowadzone przez
Kowalik i Wandzel (2005) na wrzosach potwierdzaja, ze znekrotyzowane pedy roslin
ozdobnych najczesciej zasiedlaja grzyby: Alternaria alternata, Epicocum nigrum
purpurascens, Botrytis cinerea. W badaniach tych nie stwierdzono obecnosci Colletotrichum,
Phytium, Fusarium i Rhizoctonia. Badania Kopackiego i Wanger (2005) roéwniez potwierdzaja,
ze rosliny ozdobne, takie jak chryzantemy, narazane sg na porazenia systemu korzeniowego
powodowane przez grzyby nalezace do rodzajow Fusarium, Sclerotinia i Rhizoctonia. Wedtug
Wikee i in. (2011) Colletotrichum wykryte na ja§minie, znaczaco zmniejszyto plon kwiatow.
Wyizolowane gatunki przyczyniajg si¢ do powstawania chlorotycznych plam z jasniejszymi
(jasnobrgzowymi) nekrotycznymi centrami, ktore nastepnie powoduja zamieranie roslin.
W wyniku badan zidentyfikowano obecnos$¢ Colletotrichum truncatum, Colletotrichum
siamense. W badaniach prowadzonych przez Kowalika i Dude (2014) w celu wykrycia
przyczyny zamierania liSci powojnika, wykryto 46 gatunkow patogenow grzybowych.
Najliczniejsza grupe stanowily: Alternaria alternata, Eppicocum nigrum, nastgpnie, Botrytis
cinerea, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum, Penicillium expansum. Badania
zdrowotnosci gatunkow z rodzajow Acer, Malus i Rosa prowadzone przez Adamska i in. (2012)
réwniez potwierdzily obecno$¢ Botrytis cinerea, Marssonina rosae, Peronospora sparsa
i Podosphaera pannosa, ktore zasiedlaly roze. W pracach badawczych zaplanowanych

w ramach badan wtasnych do okreslenia poziomu infekcji poprzez detekcje DNA F. avenaceum
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wykorzystano takze technike qPCR, ktorej zastosowanie wykazato infekcje wszystkich
porazonych roslin F. avenaceum. Skuteczno$¢ technik molekularnych, w szczegdlnosci
w okre$laniu poziomu infekcji réoznych gatunkow roslin, wykazano w licznych pracach
badawczych Pappu i in. (2005), Alaei i in. (2009), Rigotti i in. (2002) oraz Salm i Geider (2004).

Whioski

Gatunki patogeniczne wystepujace na roslinach fiotka to A. alternata, B. cinerea,
F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum, F. poae oraz Phoma. W oparciu o analizy
mikologiczne, wykonane w ramach badan wiasnych, jako glownych sprawcow chorobowych
wskazano przedstawicieli rodzaju Fusarium.

Analiza qPCR wykazata wysoki poziom gDNA F. avenaceum w pedach i liSciach
porazonych roslin fiotka, co wskazuje ze gatunek ten w znaczacym stopniu odpowiadat za

infekcje roslin.
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Wplyw mikroorganizmow na jakos¢ piwa — ocena
mikrobiologiczna surowcow, produktu i procesu technologicznego

Impact of microorganisms on beer quality — microbiological
evaluation of raw materials, product and technological process

Izabela Koniuszewska

Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie

Wydziat Biologii i Biotechnologii

Naukowe Koto Mikrobiologéw Molekularnych ,,COCCUS”
Praca wykonana pod kierunkiem dr inz. Beaty Nalepy

Abstract

The aim of this thesis was to define the microbiological quality of technological process
hygiene and beer, including raw materials and finished product. Research was carried out in
local brewery in nord-eastern Poland. The microbiological analysis included indication of total
number of bacteria (UBA medium), number of fungi (YGC medium), number of bacteria from
Enterobacteriaceae family or presence of coli group (VRBG medium) and also number of
bacteria from Enterococcus genus (Slanetz-Bartley medium). The results showed that
microbiological quality revealed the differences between each sample. Granulated hop
characterized with poor quality, however technological water and typical yeast in beer
production characterized with fine quality. ,,JJasne” beer was characterized by good quality
(single bacteria cells, no fungal cells), while "Ciemne" beer was characterized by poor
microbiological quality (high number of bacteria and fungi). The presence of bacteria and/or
fungi has been demonstrated in samples taken from bottles and from selected sites of the
processing line. Procedures related to storage of raw materials, cleaning and disinfection as well
as delivery of unit packaging to a processing line require inspection and change so as to improve
microbiological purity and the related quality of the final product - beer.

Keywords: quality of beer, beer, microbiological quality

Wstep

Piwo jest napojem alkoholowym, ktory otrzymuje si¢ w procesie fermentacji
alkoholowej brzeczki piwnej, przygotowywanej z wody, surowcow skrobiowych, jak np. stod
jeczmienny 1 chmiel oraz poprzez dziatanie szczepdéw drozdzy piwowarskich (Pazera
I Rzemieniuk 1998). Browar odpowiedzialny jest za produkcje wysokiej jakosci produktow
spetniajacych oczekiwania klienta (Barytko-Pikielna 1995). W tym celu browary musza
obligatoryjnie stosowaé systemy zapewniania jakosci produktu oraz zachowywac kryteria

higieny.
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Wigkszos¢ bakterii, ktore powoduja zanieczyszczenia piw, nalezy do pateczek
fermentacji mlekowej, glownie rodzajow Lactobacillus i Pediococcus. Bakterie te w piwie
powoduja jego ,,jedwabiste” zmgtnienie oraz ciggliwo$¢ a takze zmiany cech smakowych piwa,
nadajac mu kwasny i/lub maslany posmak. W warunkach niskiego stezenia etanolu, niskiego
poziomu sktadnikéw goryczkowych chmielu i pH powyzej 4,5, moze rozwija¢ si¢ Micrococcus
kristinae, odpowiedzialny za tworzenie nietypowego, owocowego aromatu piwa.
Drobnoustroje Gram-ujemne takze moga przyczynia¢ si¢ do powstawania wad piwa
i szczegoOlnie niepozadanymi w piwowarstwie, sg tlenowe bakterie fermentacji octowej
Gluconobacter i Acetobacter. Wérod drobnoustrojow beztlenowych powstawanie wad piwa
najczgsciej powodujg bakterie rodzaju Pectinatus, Megasphaera, Selenomonas, Zymomonas
i Zymophilus. Objawami zanieczyszczenia piwa przez Pectinatus i Megasphaera sa silne
zmetnienie oraz zapach zepsutych jaj (Satora i Tuszynski 2004). Zakazenia pateczkami
nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae, sa jednym z powazniejszych problemoéw
w browarnictwie. E.coli oraz szczepy rodzajow Shigella, Salmonella, Escherichia czy Yersinia,
sa bezposredniag przyczyng Dbiegunek, czerwonki bakteryjnej, duru brzusznego
1 innych schorzen. Drozdze dzikie oraz grzyby plesniowe réwniez czgsto zanieczyszczaja
surowce i produkty w przemysle piwowarskim. W piwie najczg¢éciej zanieczyszczenia
powoduja drozdze z rodzajow Candida, Torula, Hansenula, Kloeckera, Brettanomyces,
Dekkera, Cryptococcus, Debaromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Torulaspora czy Zygosaccharomyces (Baca 1997, Satora i Tuszynski 2004).
O zanieczyszczeniu drozdzami dzikimi §wiadcza zmetnienia, osady oraz btonki wystepujace
na powierzchni piwa (Czajkowska 1996), natomiast Zle przechowywane ziarno przeznaczone
na stdd, porasta plesniami a niekorzystny plesniowy smak 1 zapach, przechodzg do piwa
(Tuszynski i Makarewicz 1998).

Celem pracy byla mikrobiologiczna ocena jakosci surowcow (slodu jgczmiennego,
granulatu chmielu, drozdzy piwnych, wody), gotowych produktéw (piwa jasnego i ciemneg0),
brzeczki z karmelem w trakcie fermentacji oraz procesu technologicznego. W pracy oceniono
takze jakos¢ mikrobiologiczng opakowan jednostkowych. W posiewach oznaczono ogdlna
liczbe drobnoustrojéw (OLD), liczbe grzybdw, liczbg/obecnosé pateczek z grupy coli, liczbe

Enterococcus oraz liczbe pateczek rodziny Enterobacteriaceae.

Materialy i metody
W niniejszej pracy wykonano analizy mikrobiologiczne probek pobranych w rdznych

etapach produkcji piwa w browarze w potnocno - wschodniej Polsce. Byly to:
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stdd jeczmienny, granulat chmielu, drozdze piwowarskie,
woda technologiczna,

brzeczka z karmelem oraz piwo jasne i ciemne,
opakowania jednostkowe (butelki o pojemnosci 500 cm?),

wymazy pobrane z powierzchni urzadzen linii technologiczne;.

Zachowujac jatowe warunki, pobrano 100 gramoéw chmielu granulowanego. Pobrano

takze 100 cm?® drozdzy ptynnych, brzeczki piwnej z karmelem oraz stodu jeczmiennego. Probki

ujednolicono z
rozcienczenia

ogoblnej liczby

uzyciem stomachera i przygotowano szereg 10- krotnych rozcienczen. Wybrane
posiewano w 3 powtdrzeniach na odpowiednie podloza celem oznaczenia

drobnoustrojow, liczby grzybow, liczby pateczek z rodziny Enterobacteriaceae.

Tabela 1. Podloza oraz warunki oznaczen mikrobiologicznych

: Temperatura Czas inkubacji
Podloze inkubacji [°C] [h]
*OLD UBA (Merck) 30 48
YGC z
Liczba grzybow | chloramfenikolem 25 120
(Merck)
Liczba paleczek
rodziny VRBD (Merck) 37 48
Enterobacteriaceae
Ptynne podtoze z
Oznaczenia Obecno$¢ pateczek z0lcig, zielenig
mikrobiologiczne grupy coli brylantowa, 37 48
laktoza i rurka
Diirhama (Merck)
Liczba Escherichia
coli w wodzie McConkey 37 48
X . (Merck)
technologicznej
Liczba
Enterococcus w Slanetz- Bartley 37 48
wodzie (Merck)
technologicznej
*OLD- ogoélna liczba drobnoustrojow

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wode pobrano z kranu po dezynfekcji, ktéry znajdowal si¢ w pomieszczeniach

laboratorium. Wode pobrano do jatowych butelek typu Schott w objetosci 2 x 500 cm?.

Oznaczenia liczby pateczek E. coli i Enterococcus wykonano metoda filtracji trzech porcji

wody 0 objetosci 100 cm? przez filtry membranowe o porowatosci 0,45um.

Piwo jasne i ciemne, pobrano do jatowych butelek typu Schott w ilosci 5 probek po 100

cm?. Probki piwa przefiltrowano przez filtry membranowe o porowatosci 0,45um, a filtry

115



Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

umieszczono na powierzchni podtozy w celu oznaczenia ogélnej liczby drobnoustrojow, liczby
grzybow, obecno$¢ bakterii z grupy coli.

Do butelek wlewano 20 cm® plynu phluczacego, zamykano jatowym korkiem
i wytrzgsano na wytrzasarce przez 15 minut. Popluczyny zlewano a nast¢pnie wykonywano
analizy mikrobiologiczne obejmujace oznaczenie ogolnej liczby drobnoustrojow, liczby

grzybow 1 obecnosci pateczek grupy coli.

Tabela 2. Wyniki analizy mikrobiologicznej surowcow

Probka Drobnoustroje Liczba [jtk/g lub cm®]
OLD* 1,53x10%
Stéd jeczmienny Liczba grzybow 1,0 x10%
Liczba bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae 0
OLD* 3,0 x10°
Chmiel granulowany Liczba grzybow 9,0 x103
Liczba bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae 0
OLD* 0
. 3 . . 4
Drozdze plynne Llc%ba grzybow. _(tu droz_dzy) 2,3x10
Liczba bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae 0
OLD* 3,4x10°
Brzeczka z karmelem w Liczba grzybow (tu drozdzy) 9. 5x104
trakcie fermentacji Liczba bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae 0

*OLD- ogo6lna liczba drobnoustrojow. Opracowanie wiasne.
Zrédto: Opracowanie wiasne.

Do badan pobrano wymazy z rury stuzacej do zlewania piwa z tankofermentatora oraz
kranikéw stuzacych do rozlewu piwa. Wymazy pobrano dwukrotnie: przed i po dezynfekcji
urzadzen. Wymazy z kranikow oznaczonych nr 1, 2, 3 pobrano wymazoéwka zwilzong
w jalowym ptynie do rozcienczen i1 wytrzagsano przez 5 min., po czym w popluczynach
oznaczano OLD, liczbe grzybow i obecnos¢ pateczek grupy coli.

Liczbg¢ drobnoustrojéw oznaczano w 3 powtdrzeniach posiewajac badang probke lub jej

rozcienczenia na odpowiednie podtoze. Podane warto$ci w Tabeli 1 sg warto$ciami §rednimi.
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Wyniki badan
Analiza mikrobiologiczna stodu jeczmiennego wykazata, Ze ogdlna liczba
drobnoustrojow wynosi 1,5x10* jtk/cm®. Liczba grzybéow wynosita 1,0x10* jtk/cm?.
W probkach chmielu granulowanego ogolna liczba drobnoustrojow wynosita 3,0x10° jtk/g,
natomiast liczba grzybow wynosita 9,0x10° jtk/g. Liczba grzybow w drozdzach ptynnych
wynosita 2,3x10% jtk/cm?®. Nie stwierdzono obecnoéci bakterii tlenowych mezofilnych (Tab. 2).
W brzeczce z karmelem, liczba drozdzy wynosita 9,5x10* jtk/cm®. Nie odnotowano

bakterii rodziny Enterobacteriaceae w probkach wszystkich surowcow (Tab. 2).

Tabela 3. Wyniki analizy mikrobiologicznej wody technologicznej

Probka Drobnoustroje Liczba [jtk/100 cm?]
Escherichia coli 0
Woda technologiczna
Enterococcus 0

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

W analizie mikrobiologicznej wody technologicznej nie odnotowano bakterii kalowych

Escherichia coli i Enterococcus (Tab. 3).

Tabela 4. Wyniki analizy mikrobiologicznej piwa jasnego oraz ciemnego

Prébka Drobnoustroje Liczba [jtk/100 cm?]
oLD 3
Piwo jasne Liczba grzybow 0
Liczba bakterii rodziny
. 0
Enterobacteriaceae
oLD 22
Piwo ciemne Liczba grzybow 7
Liczba bakterii rodziny
. 0
Enterobacteriaceae

*OLD- ogolna liczba drobnoustrojow.
Zrédto: Opracowanie wiasne.

W posiewach z piwa jasnego OLD wynosita 3 jtk w 100 cm®. Nie odnotowano bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae oraz grzybow. W przypadku piwa ciemnego OLD byta znacznie
wyzsza i wynosita 22 jtk w 100 cm?® piwa. Wykazano takze wzrost grzybow w liczbie 7 jtk/100

cm?®. Nie wykazano obecnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (Tab. 4).
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Tabela 5. Wyniki analizy mikrobiologicznej posiewow poptuczyn z opakowan jednostkowych

Liczba [jtk/Lem3)/
Probka Drobnoustroje Obecnosé [w 1cm3]

OLD* 0

Posiew z butelki nr 1 Liczba grzybow 2
Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3

OLD* 0

Posiew z butelki nr 2 Liczba grzybow 0
Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3

OLD* 0

Posiew z butelki nr 3 Liczba grzybow 0
Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3

*OLD- ogolna liczba drobnoustrojow.
Zrédto: Opracowanie wiasne.

W przypadku jednej butelki wykazano obecnos$¢ grzybow (plesni) w liczbie 2 jtk/cm?
poptuczyn (Tabela 5).

W przypadku kranikéw nr 15 i 16 odnotowano wzrost pojedynczych kolonii bakterii
mezofilnych oraz grzybow. W posiewach poptuczyn z kranika nr 15 i 16 OLD wynosila
odpowiednio 3 oraz 4 jtk/cm?® poptuczyn. W przypadku kranika nr 15 odnotowano takze wzrost
2 jtk /cm® grzybéw z pophuczyn.

W  przypadku badania czystosci mikrobiologicznej rur do zlewania piwa
z tankofermentoréw przed dezynfekcja w probkach 3 posiewow OLD wynosita od 9 do 16
jtk/cm?® pophuczyn, a liczba grzybow wynosita od 5 do 8 jtk/cm®. Nie odnotowano obecnosci
pateczek grupy coli w 1 cm® popluczyn. Po dezynfekcji, jedynie w probee nr II stwierdzono
wystepowanie grzybow w liczbie 3 jtk/ cm®. W probkach nie stwierdzono obecnosci pateczek
z grupy coli w 1 cm®. Na kranikach 15 i 16 oraz w Il posiewie z rur spustowych wykazano

obecnos¢ bakterii 1 grzybow tuz po procesie dezynfekcji (Tab. 6).
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Tabela 6. Wyniki analizy mikrobiologicznej posiewow z kranikow do rozlewu piwa oraz z rurarzu do zlewania
iwa pobrane przed i po dezynfekcji

_ Liczba [jtk/cm3]/
Probka Drobnoustroje Obecnoé [w 1cm3]
OLD* 4
Kranik nr 16 Liczba grzybow 0
Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cmS
OLD* 3
Kranik nr 15 Liczba grzybow 2
Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3
OLD* 0
Kranik nr 11 Liczba grzybow 0
Obecnos$¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3
. OLD* 13
| posiew z rurarzu
do zlewania piwa Liczba grzybow 8
przed dezynfekeja Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cmS
. OLD* 16
Il posiew z rurarzu
do zlewania piwa Liczba grzybow 7
przed dezynfekeja Obecnos$¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cm3
. OLD* 9
I11 posiew z rurarzu
do zlewania piwa Liczba grzybow 5
przed dezynfekeja Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1cmS
. OLD* 0
| posiew z rurarzu
do zlewania piwa Liczba grzybow 0
po dezynfekql Obecnos¢ paieczek grupy coli Nieobecne w 1 Cm3
. OLD* 0
Il posiew z rurarzu
do zlewania piwa Liczba grzybow 3
po dezynfekCJI Obecnos¢ paieczek grupy coli Nieobecne w 1 Cm3
Il posiew z OLD* 0
rurqrzu_do Liczba grzybow 0
zlewania piwa po
dezynfekcji Obecnos¢ pateczek grupy coli Nieobecne w 1 cm3

*OLD- ogolna liczba drobnoustrojow.
Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Dyskusja

Wedlug badaczy (Kunze 1999; Satora i Tuszynski 2004), piwo nie jest dobrym
produktem do rozwoju mikroorganizméw, a nawet uznaja piwo za produkt bezpieczny
1 stabilny mikrobiologicznie. Substancje, ktore stabilizujg piwo to etanol, antybakteryjne
substancje zawarte w chmielu, dwutlenek wegla oraz inne (Lyumugabe i in. 2010).
Jednocze$nie Satora i Tuszynski (2004) podaja, ze najczestszymi przyczynami powstawania
zanieczyszczen mikrobiologicznych, sa btednie wykonane konstrukcje lub nieprawidlowy
montaz urzgdzen w linii technologicznej, zanieczyszczenia wody oraz brak odpowiedniej
higieny pracownikéw, ktorzy wprowadzaja zanieczyszczenia pochodzace ze S$rodowiska
zewnetrznego. Czgsto zdarzaja si¢ takze zanieczyszczenia wtdrne, powstajace np. po gotowaniu
brzeczki piwnej z chmielem, dlatego tak istotna jest kontrola zanieczyszczen
mikrobiologicznych w poszczegdlnych punktach procesu produkcyjnego.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazuja, ze mozliwe jest powstawanie
zanieczyszczen mikrobiologicznych na kazdym etapie produkcji. Wyniki oznaczen
mikrobiologicznych wskazaly, ze w badanych surowcach wystepowaty drobnoustroje, ktore
moga wplywaé na jako$¢ produktu koncowego. W slodzie jeczmiennym, ogdlna liczba
drobnoustrojéw wynosita 1,53x10* jtk/cm? a liczba grzybéow — 1,0x10* jtk/cm®. Vaughan i in.
(2012) oraz Papadopoulu i in. (2012) podaja, ze jest to najczesciej zanieczyszczenie pochodzace
z ziarna jeczmienia, ktoére moze utrudnia¢ stodowanie poprzez oslabienie kietkowania
i w dalszych etapach produkcji, moze wplywac na jako$¢ piwa. W chmielu granulowanym
stwierdzono wystepowanie zaréwno bakterii, jak i grzyboéw w populacjach rzedu 10° jtk/g.
Granulat przechowywany byl w nieodpowiednich warunkach (otwarte opakowanie, wysoka
temperatura wynoszgca 23°C i wysoka wilgotno$¢), podczas gdy producent zaleca
przechowywanie tego surowca w suchym i chlodnym miejscu w temperaturze 0-5°C.
Nieprawidlowe przechowywanie tego surowca moglo by¢ przyczyng namnozenia si¢
drobnoustrojéw w granulacie chmielu, z ktérym wprowadza si¢ je do brzeczki, zwigkszajac
ryzyko powstawania wad piwa. W kulturze starterowej drozdzy piwnych oznaczono ich liczbg
na poziomie 2,3x10* jtk/cm?. Nie zaobserwowano wzrostu bakterii ani drozdzy dzikich i plesni.
Uzyskane wyniki czysto$ci mikrobiologicznej drozdzy piwnych sa zgodne z wytycznymi
normy branzowej BN-75-8-143-05, wedtug ktérej niedopuszczalne jest zanieczyszczenie
drozdzy starterowych drozdzami dzikimi, a liczba bakterii nie powinna byé wyzsza od 103
jtk/cm®. Ze wzgledu na brak drozdzy dzikich, ple$ni oraz bakterii surowiec okreslono jako
czysty mikrobiologicznie. W brzeczce z dodatkiem karmelu stwierdzono obecnos$¢ komorek

bakteryjnych w liczbie 3,4x10%jtk/cm® oraz drozdzy w liczbie 9,5x10* jtk/cm®. Wojcieszak
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(1958) podaje, ze liczba drozdzy jest dopuszczalna ze wzgledu na poczatkowy etap fermentacji.
Niepokojacym jest fakt wystepowania dos¢ duzej populacji bakterii, ktora najprawdopodobnie;j
zostata wprowadzona do brzeczki wraz z dodatkiem karmelu.

Gotowe produkty, zarowno piwo jasne oraz ciemne, poddane procesowi filtracji,
zawieraly komorki drobnoustrojow mezofilnych w 1 cm®. W piwie jasnym byty to 3 jtk/100cm?®
aw piwie ciemnym oznaczono 22 jtk/100cm?®. Przeliczenie tych danych na objetosé 0,51 butelki
daje wynik 15 jtk (piwo jasne) i 110 jtk (piwo ciemne) w opakowaniu. Czajkowska
I Witkowska-Gwiazdowska (1997) podaja, ze juz 3-4 komoérki bakterii mogg doprowadzi¢ do
zanieczyszczenia piwa w opakowaniu jednostkowym. Uzyskane w pracy wyniki wskazuja na
niedostateczng skuteczno$¢ procesu utrwalania piwa poprzez filtracj¢. W przypadku piwa
ciemnego, gdzie zanieczyszczenie w butelce wyniosty az 110 jtk bakterii i 35 jtk grzybow (tu
gléwnie plesni), nalezy zwroci¢ wigksza uwage na warunki przeprowadzania filtracji lub tez
rozwazy¢ zmian¢ metody utrwalania na pasteryzacje, zwlaszcza w odniesieniu do piwa
ciemnego.

Ocena czystosci mikrobiologicznej butelek wykazata dobrg czysto§¢ opakowan, lecz
1 tu w jednym przypadku na trzy powtdrzenia, odnotowano wystepowanie pojedynczych
kolonii grzybow plesniowych. Zarodniki plesni mogly dosta¢ si¢ do opakowan z powietrza
otwartej hali produkcyjnej lub z zewnatrz, podczas przeladowywania palet z butelkami na
wozek widlowy 1 w dalszym transporcie do hali na lini¢ produkcyjng. Gniewosz
1 wspOtpracownicy (2011) przeprowadzili ilosciowg 1 jakoSciowa ocene stopnia
zanieczyszczenia powietrza w wytworni wyrobow alkoholowych. Autorzy wykazali, ze
najwyzszy stopien zanieczyszczenia powietrza plesniami odnotowano w hali rozlewu produktu
do butelek, 1 ze wynika to ze zwigkszonej liczby oraz ruchu pracownikow obecnych w hali
rozlewu oraz panujacej wysokiej wilgotno$ci (Gniewosz i1 in. 2011). Réwniez czysto$¢
urzadzen ma ogromne znaczenie w zapewnianiu trwalosci produktu. Pomimo regularnie
prowadzonego procesu mycia 1 dezynfekcji wykazano, ze wybrane do badan miejsca linii
technologicznej (kraniki nalewakow 1 zawory spustowe), okazjonalnie wykazuja obecnos¢
bakterii i grzybéw w niewielkiej liczbie. Zyrek (2008) wykazala, ze ryzyko powstawania
zanieczyszczen mikrobiologicznych zalezy gtéwnie od wuktadu linii technologicznej,
a powstawanie wad mikrobiologicznych piwa od bledow browaru, zwigzanych z usterkami
technicznymi, uchybien w procedurach mycia i dezynfekcji, jakosci mediow tj. woda, COz,
powietrze, ogolnego stanu higieny i1 braku procedur reagowania na sygnaty o przekroczeniu

standardow.
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Podsumowanie i wnioski

Z uzyskanych wynikoéw badan i danych literaturowych wywnioskowano, iz kontrola
jakosci surowcow, mediow, jak 1 gotowych produktoéw, a takze kontrola gtdwnego procesu oraz
warunkow higienicznych, powinna by¢ nieustajagcym priorytetem browarnikow, poniewaz
nawet drobne zaniechania, moga sta¢ si¢ przyczyng zagrozenia zdrowia konsumentéw oraz
wielkich strat finansowych. To wtasnie unikalne cechy smakowe i jako$¢ s3g glownymi
powodami, dla ktérych konsumenci wybierajg piwa regionalne zamiast produkowanych przez
wielkie koncerny (Podeszwa 2015), dlatego tak wazne jest utrzymanie standardow w produkeji
piw, by zadowolony klient ponownie kupit i polecit lokalng marke. Na podstawie uzyskanych
wynikéw badan wywnioskowano, iz jako$§¢ mikrobiologiczna surowcéw uzywanych
w browarze, znacznie si¢ roznita. Procedury zwigzane z przechowywaniem surowcoéw, myciem
i dezynfekcja oraz procedury dostarczania opakowan jednostkowych na lini¢ technologiczng
powinny zosta¢ skontrolowane i zmienione tak, by poprawi¢ czysto$¢ mikrobiologiczng

1 zwigzang z tym jako$¢ produktu koncowego.
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Abstract

Industrial waste produced from synthetic materials poses a serious threat to the
environment. Therefore, researchers have recently become interested in polymers of
microbiological origin. Among them, the most attention is focused on polyhydroxyalkanoates
(PHA) characterized by biodegradability, thermoplasticity and biocompatibility. Thanks to this
property, biopolymers can be used in many fields of industry. The synthesis of
polyhydroxyalkanoates on an industrial scale is still difficult due to the high cost of obtaining
the final product. Accordingly, research is being conducted to optimize the technological
processes of polyhydroxyalkanoates synthesis. At the same time, the aim is to improve the
production of PHA among others by searching for new microorganisms that effectively
accumulate biopolymers and optimize the technological processes that will provide the efficient
polyhydroxyalkanoates synthesis.

The aim of this thesis is to assess the ability and effectiveness of polyhydroxyalkanoates
synthesis by the KT2440 strain belonging to the Pseudomonas putida under nitrogen-limiting
condition. The study allowed to estimate the effect of nitrogen deficiency and the use of two
metabolically different sources of carbon on bacterial cell growth and the efficiency of PHA
accumulation by microorganisms.

Keywords: polyhydroxyalkanoates, biopolymers, PHA, bioplastics, Pseudomonas putida
KT2440

Wstep

Rozwo6j gospodarczy zwigzany jest z powstawaniem odpadow komunalnych oraz
przemystowych, stanowiacych zagrozenie dla srodowiska. Od lat 40. notuje si¢ gwattowny
wzrost produkcji 1 zuzycia tworzyw sztucznych poprzez masowe ich wykorzystanie w wielu
sektorach gospodarki (Poirier i in. 1995). W konsekwencji, kumulacja odpadéow moze
przyczynic¢ si¢ do zagrozenia srodowiska naturalnego i zdrowia ludzkiego (Luengo i in. 2003).
Wsrod naukowcow wzrosto zainteresowanie polimerami naturalnymi jako substytutu tworzyw
sztucznych. Biopolimery wykazujg wlasciwosci fizyczne, chemiczne, mechaniczne i termiczne
podobne do tworzyw sztucznych. Réznicg jest to, ze ulegajg one catkowitej biodegradacji do

zwigzkow naturalnie wystepujacych w srodowisku naturalnym (Ojumu i in. 2004).
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Rozdziat 1l. Zastosowanie mikrobiologii w wybranych procesach przemystowych

Na przestrzeni ostatnich czterech dziesigcioleci, wykonano wiele badan dotyczacych
mikrobiologicznej produkcji polihydroksykwasow (poliestrow hydroksykwasow alkanowych,
PHA). Sa to nierozpuszczalne w wodzie polimery, zbudowane z reszt kwaséw
hydroksykarboksylowych (Rys. 1B). Sa one kumulowane w cytoplazmie mikroorganizmow
w formie granul o szerokosci 300-500 nm w procesie fermentacji cukrow lub lipidow (Rys.

1A).

Rysunek 1. Kumulacja polihydroksykwasow w komorkach Pseudomonas putida

Crramula PHA

Rys. 1A.

Zrodto: Ward i in. 2005.

Granula otoczona jest pojedyncza btona, w skiad ktoérej wchodza fosfolipidy, biatka
strukturalne 1 regulatorowe a takze enzymy powigzane z synteza 1 rozkladem
polihydroksykwaséw (Rys. 2) (Paul i Liu 2012). Substancje te sa materiatem zapasowym
stanowigcym zrodto wegla 1 energii w warunkach ograniczonej ilosci waznych sktadnikéw
pokarmowych, takich jak azot czy fosfor. PHA charakteryzuja si¢ termoplastycznoscig,
wysokim stopieniem polimeryzacji, nietoksyczno$cig oraz biokompatybilnos$cig (Steinbiichel
2001). Cechuje je zdolno$¢ do biodegradacji w $rodowisku naturalnym oraz wilasciwosci
przeciwutleniajgce 1 piezoelektryczne. Z danych literaturowych wynika, ze ze wzgledu na
powyzsze wlasciwosci, moga znalezé zastosowanie m.in.. w przemySle spozywczym,
kosmetycznym, stuzbach komunalnych, rolnictwie i radioelektronice. W dalszym ciagu
prowadzone s3 badania nad wykorzystaniem polihydroksykwasow w medycynie i1 inzynierii
tkankowej m.in. do produkcji implantow, nici chirurgicznych, opatrunkow 1 kompresow. PHA
zostaly rowniez przetestowane w ortopedii do odtwarzania uszkodzonych chrzastek 1 tkanki
kostnej a takze jako $ruby taczace kosci (Verlinden i in. 2007).

Rozwoj wiedzy na temat polihydroksykwasow jest wazny, poniewaz sg to unikalne

zwiazki wykazujace podatnos¢ na biodegradacje oraz mogg by¢ syntetyzowane z odnawialnych
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

surowcow, zasobow kopalnianych, produktow ubocznych czy kwaséw organicznych (Din i in.
2006). W celu zmniejszenia naktadow finansowych podczas produkcji PHA, wykorzystywane

sg tanie surowce odpadowe np. oleje roslinne, melasa czy $cieki.

Rysunek 2. Schemat budowy granuli PHA

Bialka

Polimeraza PHA

Depoluneraza PHA

Fosfolipih

Zrodto: Zinn i in.2001.

Bakterie wytwarzaja szereg polihydroksykwasow rdéznigcych si¢ budowa chemiczng.
Sktadaja si¢ od 100 do 30 000 monomerow, ktore tacza si¢ ze sobg wigzaniami estrowymi.
Polihydroksykwasy klasyfikuje si¢ ze wzgledu na liczbe atoméw wegla wystepujacych
W czasteczce biopolimeru. Wyrdznia si¢ trzy rodzaje PHA: krotkotancuchowe (PHAscL),
sredniotancuchowe  (PHAmcL) 1  dlugotancuchowe (PHALcL). Pierwszy  rodzaj
polihydroksykwaséw zawiera od 3 do 5 atomoéw wegla w czasteczce np.: kwas poli-3-
hydroksywalerianowy oraz kwas poli-3-hydroksymastowy. Drobnoustrojem produkujagcym ten
rodzaj PHA, jest m.in. Cupriavidus necator. Moga one znalez¢ zastosowanie w przemysle przy
produkcji opakowan codziennego uzytku. Drugi rodzaj polihydroksykwasow zawiera od 6 do
14 atomow wegla w czgsteczce np.: kwas poli-3-hydroksyoktanowy oraz poli-3-
hydroksydekanowy. PHA $redniotancuchowe sg syntezowane gtownie przez bakterie rodzaju
Pseudomonas. Dzigki swoim wlasciwosciom moga znalez¢ szerokie zastosowanie w produkcji
farb 1 pigmentéw oraz w medycynie i farmacji. Trzeci rodzaj PHA zawiera wigcej niz 14
atomow wegla np.: kwas poli-3-hydroksyheksadekanowy (Singh i Malick 2008).

Pierwszy szlak biosyntezy PHA odkryto u Cupriavidus necator. Kluczowa rolg w tym
szlaku odgrywaja trzy enzymy: -ketotiolazy (PhaA), reduktazy acetoacetylo-CoA uzaleznione
od NADPH (PhaB) oraz polimerazy PHA (PhaC) (Chen 2010). Pierwszy etap biosyntezy

polihydroksykwaséw nastepuje w chwili potaczenia si¢ dwoch czasteczek acetylo-CoA przy
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Rozdziat 1l. Zastosowanie mikrobiologii w wybranych procesach przemystowych

udziale enzymu PhaA, wskutek czego tworzy si¢ acetoacetylo-CoA. Nastepnie acetoacetylo-
CoA, przy udziale enzymu PhaB, przeksztatca si¢ do (R)-3-hydroksybutylo-CoA, ktéry z kolei
ulega polimeryzacji do kwasu poli-3-hydroksymastowego (Chen 2010).

Drugi szlak syntezy PHA odkryto u Rhodopseudomonas rubrum, ktory wykorzystuje
proces B-oksydacji kwasow tluszczowych. Pierwszy etap procesu polega na redukcji
acetoacetylo-CoA do (L)-(+)-3-hydroksybutylo-CoA przy udziale enzymu PhaB. W nastepnym
etapie (L)-(+)-3-hydroksybutylo-CoA redukowany jest do (D)-(+)-3-hydroksybutylo-CoA
przez (R)-enoilo-CoA. Z kolei (D)-(+)-3-hydroksybutylo-CoA ulega polimeryzacji do kwasu
poli-3-hydroksymastowego przy udziale PhaC (Kim i in. 2007). Szlaki biosyntezy

polihydroksykwaséw przedstawiono na rysunku 3.

Rysunek 3. Szlaki biosyntezy PHA
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Zrodto: KIM i in. 2007.

Cel i metoda

Celem niniejszej pracy byto oszacowanie zdolnosci syntezy polihydroksykwasoéw przez
Pseudomonas putida KT2440 przy wykorzystaniu dwoch zrodet wegla oraz oszacowanie
wplywu limitacji azotu na efektywnos¢ kumulacji PHA oraz wzrost drobnoustrojow.

Pseudomonas putida KT2440, zawieszony w glicerolu przechowywano w temperaturze
-80°C. Przed rozpoczeciem hodowli wiasciwej mikroorganizmy namnozono w ptynnej
pozywce Luria Bertani (LB), zawierajacej w swoim sktadzie w (g/dm®): 10 tryptonu,
5 ekstraktu drozdzowego i 10 NaCl. Hodowle prowadzono przez 24 h w temperaturze 30°C

z wytrzasaniem z szybkoscig 200 obr./min.
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Eksperyment prowadzono z wykorzystaniem dwoch zrodet wegla: glukonianu sodu
i kwasu oleinowego. Przy uzyciu wyzej wymienionych substratow przeprowadzono 48
godzinng hodowlg z limitacja azotu. Do§wiadczenie prowadzono w 3 powtdrzeniach. Hodowle
w kierunku syntezy polihydroksykwaséw prowadzono w 250 cm? kolbach Erlenmeyera. Do
wykonania pozywki z limitacja azotu uzyto nastepujacych sktadnikéw (w g/dmd): 0,7 KH2POu,
3,5 Na;HPO4 - 12 H20, od 1 do 4 (NH4)2SO4 oraz dodano 3,5 cm® MgSO4 7H20 i 250 pl
mikroelementéw. Do sporzadzonego medium hodowlanego dodano 10 g/dm? glukonianu sodu
lub 10 cm®dm?® kwasu oleinowego. Pozywki, a takze ich sktadniki przed dodaniem inokulum,
sterylizowano przez 30 minut w temperaturze 120°C.

Hodowle prowadzono przez 48 h w temperaturze 30°C w wytrzasarce obrotowej (IST-
4075) przy 200 obr./min. Podczas trwania hodowli w odpowiednich odstgpach czasowych,
badano gesto$¢ optyczna (OD/ cm®) za pomoca spektrofotometru przy dtugosci fali A=600 nm
w celu okreslenia specyficznej szybkosci wzrostu komorek zgodnie z zalezno$cia:

p= (1/X) - (dX/dt)

gdzie:

X — stezenie biomasy [g/dm°]
t —czas [h]

Po zakonczeniu hodowli, zawarto$¢ kolb przeniesiono do uprzednio zwazonych
probowek typu falcon i odwirowano za pomoca wirdowki (MPW-352) przy 9000 obr/min.
Supernatant ostroznie dekantowano a biomas¢ przemyto heksanem. Komorki bakteryjne
zamrozono w temperaturze -80°C i przeprowadzono proces liofilizacji. Uzyskang biomasg
zwazono na wadze analitycznej. W celu przeprowadzenia ekstrakcji PHA, pobrano
zliofilizowane komorki, zawieszono w chloroformie i wytrzgsano w temperaturze 50°C przy
120 obr/min. Nastepnie biomas¢ przefiltrowano przez bibute Whatmana No.1 1 pozostawiono
w celu odparowania. Biopolimer wytracano przy uzyciu zimnego 70% metanolu. Uzyskane
PHA pozostawiono do wyschnigcia na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Oczyszczony

biopolimer zwazono przy uzyciu wagi analitycznej (RADWAG AS 110.R2).

Wyniki badan

Podczas trwania hodowli, wzrost komoérek badanego szczepu kontrolowano za pomoca
gestosci optycznej (OD). Uzyskane wyniki przedstawiono na Rys. 4 1 Rys. 5, odpowiednio dla
hodowli zasilanych glukonianem sodu 1 kwasem oleinowym. Otrzymane wyniki wykazaly, ze
komorki nalezace do rodzaju Pseudomonas, byty zdolne do wzrostu we wszystkich wariantach

hodowlanych. W trakcie trwania pierwszej doby eksperymentu odnotowano wzrost gestosci
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Rozdziat 1l. Zastosowanie mikrobiologii w wybranych procesach przemystowych

optycznej. Najwyzszy poziom OD odnotowano w 24 godzinie hodowli zasilanej kwasem

oleinowym, przy stezeniu zrédta azotu wynoszacym 4 g/dm3. Natomiast stosujac 4-Krotnie

nizsze st¢zenie (NH4)2SO4, uzyskano najnizsza wartos¢ OD w hodowli zasilanej glukonianem

sodu. Z kolei w drugiej dobie eksperymentu najwyzsze wartosci gestosci optycznej

odnotowano w hodowli suplementowanej glukonianem sodu oraz zrédtem azotu w st¢zeniu 1,5

g/dm?, a najnizsze w hodowli zasilanej kwasem oleinowym, przy stezeniu zrédla azotu

wynoszacym 3 g/dm?.

Rysunek 4. Wartosci gestosci optycznej dla hodowli zasilanych glukonianem sodu (zroédto azotu - (NH4)2SO4)
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Rysunek 5. Wartosci gestosci optycznej dla hodowli zasilanych kwasem oleinowym (zrodto azotu - (NH4)2SO4)
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Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Aby oszacowa¢ maksymalng specyficzng szybko$¢ wzrostu (pmax),

uzyskane

w toku badan wartosci gestosci optycznej, poddano logarytmowaniu (Rys. 6 i 7). Na podstawie
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

uzyskanych wynikow stwierdzono, ze tempo wzrostu komorek bakteryjnych jest zalezne od

stezenia czynnika limitujgcego wzrost oraz od rodzaju uzytego substratu. Najwyzszg warto$¢

tmax (0,162 h't) wykazano przy stezeniu zrodta azotu wynoszacym 3 g/dm® w hodowli zasilanej

glukonianem sodu. Wysoka warto$¢ pmax (0,158 h'') uzyskano réwniez w hodowli zasilanej

glukonianem sodu, przy najnizszym zastosowanym stezeniu zrodta azotu wynoszacym 1 g/dm?.

Najnizsza warto$¢ maksymalnej specyficznej szybkosci wzrostu (0,096 ht) wykazano przy

stezeniu zrodta azotu wynoszacym 2 g/dm?® w hodowli zasilanej kwasem oleinowym.

Rysunek 6. Maksymalna specyficzna szybko$¢ wzrostu dla hodowli zasilanej glukonianem sodu (zrédto azotu -

(NH4)2S04: A) 1 g/dm?, B) 3 g/dmq)
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 7. Maksymalna specyficzna szybko$¢ wzrostu dla hodowli zasilanej kwasem oleinowym (zrédto azotu -

(NH4)2SO4: A) 2 g/dm?, B) 2,5 g/dm?®)
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Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Rozdziat 1l. Zastosowanie mikrobiologii w wybranych procesach przemystowych

Rysunek 8. Stezenie biomasy w hodowli zasilanej glukonianem sodu i kwasem oleinowym w zaleznosci od
stezenia (NHa4)2SO4
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Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Przeprowadzone do§wiadczenie wykazalo, ze stezenie biomasy w hodowli zalezato od
rodzaju uzytego substratu oraz st¢zenia zrodta azotu. Najwyzszy przyrost biomasy (2,862
g/dm®) odnotowano w hodowli zasilanej glukonianem sodu, przy stezeniu zrédta azotu
wynoszacym 2,5 g/dm® natomiast najnizsza warto§¢ danego parametru (1,747 g/dmq)
zaobserwowano przy najwyzszym zastosowanym stezeniu (NHz)2SOs, wynoszacym 4 g/dm3 w
hodowli suplementowanej kwasem oleinowym (Rys. 8). Wykazano, iz glukonian sodu byt

wykorzystywany przez Pseudomonas putida na procesy wzrostu komorek niezaleznie od

stezenia zrodta azotu.

Rysunek 9. Procentowa zawarto$¢ PHA w hodowli zasilanej glukonianem sodu i kwasem oleinowym w zaleznoS$ci
od stezenia (NH4)2SO4
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Zrbdto: Opracowanie wlasne.
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Najwyzszy procentowy udzial polihydroksykwasow w suchej masie komorek
bakteryjnych (15,49 % s.m.) stwierdzono w hodowli zasilanej glukonianem sodu przy
najnizszym zastosowanym stezeniu zrédta azotu, wynoszacym 1 g/dm3. W przypadku
wyzszych st¢zen zrddia azotu, w hodowlach suplementowanych tym samym substratem,
uzyskano nizsze wartosci procentowego udzialu PHA (Rys. 9). Z uzyskanych danych wynika
rowniez, ze w hodowli zasilanej glukonianem sodu, przy st¢zeniu (NH4)2SOs wynoszacym
1 g/dm?3, uzyskano wigcej PHA, niz w hodowli zasilanej kwasem oleinowym przy tym samym

stezeniu zrodta azotu.

Dyskusja

Polimery syntetyczne, dzigki takim wihasciwosciom jak: wytrzymato$é, odporno$é na
rozktad biologiczny, trwato$¢ oraz lekkos¢ zyskaly duza popularno$¢ w wielu gateziach
przemystu. Znalazty zastosowanie m.in. w przemysle spozywczym, kosmetycznym, rolnictwie
oraz ochronie $rodowiska (Klimiuk 2008). Jednakze, masowe wykorzystywanie tworzyw
petrochemicznych, stanowi istotny problem srodowiskowy zwigzany z ich utylizacjg. Ze
wzgledu na niekorzystny wplyw polimeréw sztucznych na $rodowisko naturalne, stusznym
podejsciem jest poszukiwanie tworzyw biodegradowalnych, posiadajacych pozadane
wlasciwosci fizyczne oraz chemiczne. Rozwigzaniem tego problemu moga staé sig
biodegradowalne polihydroksykwasy, wytwarzane przez mikroorganizmy. Obecnie koszt
mikrobiologicznej produkcji polihydroksykwasow jest wyzszy, niz synteza polimerow
z wykorzystaniem ropy naftowej. W celu obnizenia kosztow biosyntezy PHA, poszukuje si¢
mikroorganizméw zdolnych do efektywnej kumulacji biopolimeru oraz tanich Zzrodet wegla
(Chee i in. 2010).

W niniejszej pracy sprawdzono zdolno$¢ biosyntezy polihydroksykwasow przez
Pseudomonas putida KT2440 z wykorzystaniem dwoch zrodet wegla, przy limitujacym
stezeniu azotu. Potwierdzono, ze wzrost biomasy oraz kumulacja PHA w warunkach
ograniczonego stezenia azotu, zalezaty od rodzaju stosowanego zrodta wegla w hodowli.

Badania przeprowadzone w powyzszej pracy potwierdzaja, iz szczep KT2440 nalezacy
do gatunku Pseudomonas putida jest zdolny do biosyntezy oraz kumulacji PHA w hodowlach
z zastosowaniem dwoch zrodet wegla przy limitujgcym stgzeniu azotu. Na podstawie wynikow
mozna wnioskowac, ze stosowanie glukonianu sodu oraz kwasu oleinowego, jako jedynych
zrodet wegla podczas stresu azotowego, wplywa pozytywnie na wzrost oraz kumulacje PHA

przez badany szczep.
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Rozdziat 1l. Zastosowanie mikrobiologii w wybranych procesach przemystowych

W badaniach wilasnych, najwyzsze stezenie polihydroksykwasoéw, wynoszace 15,49%
s.m. przy stezeniu biomasy 2,195 g/dm?®, otrzymano przy najnizszym stezeniu zrédla azotu
wynoszacym 1 g/dm® w hodowli zasilanej glukonianem sodu. Zblizone wyniki otrzymali
Mozejko i in. (2011), wykorzystujac poprodukcyjny olej rzepakowy w suchej biomasie
komorek Pseudomonas sp. G101. Autorzy uzyskali 20,20 % s.m. PHA przy st¢zeniu biomasy
komoérek rownym 4,8 g/dm?®. Nizsza warto$¢ polihydroksykwasow otrzymali Ciesielski i in.
(2010) wykorzystujac glukonian sodu w hodowli Pseudomonas sp. G101 otrzymujac 2,30 %
s.m. PHA przy stezeniu komorek bakteryjnych 2,43 g/dm?,

Kim i in. (1997) badali zdolno$¢ kumulacji PHAmcL w hodowli Pseudomonas putida,
wykorzystujac jako zrodto wegla, s6l sodowa kwasu oktanowego w warunkach ograniczonego
stezenia azotu. Autorzy analizowali pierwiastki limitujace przyrost komorek tj. azot, fosfor,
magnez, siarke¢ oraz potas. Doswiadczenie wykazalo, iz najwyzsze st¢zenie PHA w suchej
biomasie komorek, wynoszace 79,8 %, uzyskano w hodowli z niedoborem azotu. Badania
prowadzone przez Kim i in. (1997) z zastosowaniem szczepu rodzaju Pseudomonas dowodza,
iz bakterie te efektywnie kumuluja PHAmcL (65,5 % s.m.) w hodowli zasilanej kwasem
oleinowym. W badaniach witasnych z wykorzystaniem kwasu oleinowego w warunkach
limitujacych azot, badany szczep takze wykazywat efektywna kumulacje polihydroksykwasow
w suchej masie komorek.

Wykazano, iz Pseudomonas putida kumuluje PHA w trakcie trwania wzrostu
wyktadniczego, kiedy pozywka zawiera niezbedne skladniki odzywcze potrzebne do
biosyntezy polihydroksykwasow. Jest to jedna z cech niezwykle pozadanych w przypadku
mikroorganizméw wykorzystywanych w produkcji biopolimerow w skali przemyslowej.
Podobne wyniki zdolno$ci gromadzenia biopolimeru w fazie wzrostu logarytmicznego
otrzymat Vallapil 1 in. (2007) podczas badan przeprowadzonych z wykorzystaniem glukozy
jako zrodta wegla przez Pseudomonas sp. GL13.

Dane literaturowe wskazuja, ze synteza PHA przez drobnoustroje zachodzi podczas
niedoboru pierwiastkow, niezbednych do wzrostu mikroorganizmow tj. azot, fosfor, magnez
lub siarka. Wykorzystany w niniejszym badaniu gidd azotowy oraz zastosowane zrodta wegla
W pozywce, mialy na celu zdefiniowanie ich wpltywu na efektywno$¢ kumulacji PHA przez
badany szczep. Wzrost syntezy biopolimeréw u Pseudomonas putida KT2440, przy
limitujagcym stezeniu azotu w pozywce, potwierdzili Follonier i in. (2011). Podobne wyniki
uzyskano w niniejszej pracy. Z badan przeprowadzonych przez Lee i in. (2000) wynika, ze
Pseudomonas putida w warunkach limitujacych fosfor, wykazuje 3-krotnie wyzsze stgzenie
PHA
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w poréwnaniu z hodowla, w ktorej nie zostat zastosowany czynnik limitujacy. Wedtug
wiasnych wynikow mozna wnioskowac, iz limitacja azotu, efektywnie stymulowata biosynteze

polihydroksykwasow.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania potwierdzajg, iz Pseudomonas putida KT2440 efektywnie
kumuluje polihydroksykwasy w hodowli, w warunkach gtodu azotowego, przy wykorzystaniu
glukonianu sodu lub kwasu oleinowego jako zrodta wegla. Limitacja azotu korzystnie wptyneta
na syntez¢ 1 efektywng kumulacje PHA. Typ zastosowanego substratu miat wptyw na ilos¢
suchej masy komorek Pseudomonas putida KT2440, maksymalng specyficzng szybkosé¢

wzrostu, a takze procentowy udziat polihydroksykwasow.
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Abstract

Materials based on synthetic polymers, after use, are deposited in landfills becoming
a threat to the natural environment and human health. The good solution is to use
a biodegradable substitute - polyhydroxyalkanoates (PHAs). PHA are accumulated in the
bacterial cells under unbalanced growth conditions.

The aim of this study was to evaluate the using of pure and waste glycerol from
biodiesel production to biomass concentration and polyhydroxyalkanoates synthesis by
Pseudomonas sp. GLO1. Also, the impact of nitrogen and phosphorus limitation on the PHAS
production was analyzed.

The results showed that Pseudomonas sp. GLO1 is not able to growth in the culture with
phosphorus limitation and pure glycerol. The highest biomass concentration was observed
under nitrogen limitation and the addition of waste glycerol. The maximal PHA concentration
was determined in non-limiting culture supplemented with waste glycerol.

In conclusion, Pseudomonas sp. GL01 was able to utilize both pure and waste glycerol
for the growth. However, the phosphorus limitation inhibits cell growth and PHASs synthesis
while nitrogen limitation was a stimulating factor.

Keywords: polyhydroxyalkanoates, biopolymers, Pseudomonas, biodegradable

Wstep

Polimery syntetyczne takie jak: polichlorek winylu (PVC), polistyren (PS), poliolefiny
(HDPE, LDPE, PP) czy politereftalan etylenu (PET), znajduja zastosowanie w wielu gateziach
przemystu. Rokrocznie ros$nie zapotrzebowanie na takiego typu materialy, a co za tym idzie
wzrasta ich produkcja. Z raportu Plastics Europe z 2018 roku wynika, ze w Europie
w 2016 roku wyprodukowano 60 milionéw ton tworzyw sztucznych, podczas gdy w 2017 roku
produkcja wzrosta, osiggajac poziom okoto 65 miliondw ton. Wzrastajace problemy
srodowiskowe, zwigzane z zanieczyszczeniem $rodowiska ladowego, wod stodkich i stonych,
a takze zubozenie globalnych zasobow ropy naftowej wymusza poszukiwanie przyjaznych dla

srodowiska, biodegradowalnych substytutoéw polimeréw syntetycznych.
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Dobrym zamiennikiem obecnie stosowanych polimeréw ropopochodnych, moga by¢
poliestry hydroksykwasow alkanowych (polihydroksykwasy, PHA). Polihydroksykwasy sa to
poliestry syntezowane wewnatrzkomorkowo przez wiele mikroorganizmow, w tym bakterie
1 archeony. Wsréd producentow PHA, najwigksza role odgrywaja mikroorganizmy
powszechnie bytujagce w $rodowisku, np. Pseudomonas sp., Bacillus sp., Escherichia coli.
Polihydroksykwasy syntetyzowane sa w postaci granul, ktére moga zajmowaé wigksza czesé
cytoplazmy komoérki (Byrom 1994; Mas i in. 1985). PHA stanowia dla mikroorganizmow
swego rodzaju material zapasowy. Z przegladu literatury wynika, ze s3 one gromadzone
w warunkach niezrownowazonego wzrostu, to znaczy w obecnosci nadmiaru wegla
organicznego, przy jednoczesnym niedoborze niezbgdnych do prawidlowego wzrostu
pierwiastkow takich jak: azot, fosfor, magnez czy tlen (Anderson i Dawes 1990; Khanna
i Srivastava 2005; Reddy i in 2003). Liczne badania laboratoryjne potwierdzaja, ze limitacja
niektorych pierwiastkow, powoduje znaczny wzrost ilosci produkowanych PHA (Ciesielski
i in. 2010; Freches i Lemon 2017). Przykladem jest produkcja biopolimerow przez
Pseudomonas mendocina w hodowli zasilanej olejem kokosowym. Wyczerpanie azotu
w pozywce spowodowato wzrost ilosci kumulowanych polimerow do 55 % s.m. (Basnet i in.
2018). Rowniez Mozejko-Ciesielska i in. (2018) donosza o zwigkszonej syntezie PHAmcL
z 5,34% (w 17 godzinie hodowli) do 17,02% (w 41 godzinie hodowli) przez Pseudomonas
putida KT2440 w hodowli suplementowanej glukonianem sodu.

Ze wzgledu na budoweg polihydroksykwasy podzielono na trzy grupy:
polihydroksykwasy krotkotancuchowe (PHAscL), ktore zawieraja od 3 do 5 atoméw wegla
w monomerach, polihydroksykwasy sredniotancuchowe (PHAmcL), ktore sg zbudowane z 6-14
atomow wegla oraz polihydroksykwasy dtugotancuchowe (PHALcL), zawierajace powyzej 14
atomow wegla (Anderson i Dawes 1990; Madison i Huisman 1999). Synteza PHA przez
bakterie moze zachodzi¢ trzema drogami w zalezno$ci od wykorzystywanego substratu (Rys.
1).

Najwazniejsza cechg odrdzniajacg polihydroksykwasy od syntetycznych polimerow jest
ich biodegradowalno$¢. Rozklad moze nastgpi¢ juz w ciggu jednego roku. Nastepuje to
w wyniku dziatania enzyméw - depolimeraz PHA, wytwarzanych przez niektore gatunki
bakterii 1 grzybow. Do kolejnych zalet tych biopolimeréw nalezy hydrofobowos¢,
nierozpuszczalnos¢ w wodzie czy tez termoplastycznos$¢ (Byrom 1994; Cavalheiro i in. 2009;
Jendrossek i in. 1996).
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Rysunek 1. Szlaki biosyntezy PHA (Chen, Jiang 2018)
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PHA moga znalez¢ zastosowanie w produkcji kosmetykéw, opakowan czy tez folii.
Réwniez z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane w przemysle medycznym, gléwnie do
produkcji ostonek na leki, rusztowan ulatwiajacych dyfuzje leku, czy tez opatrunkoéw. Wyniki
badan sugeruja, ze na bazie PHA jest mozliwa produkcja szwow, wigzadel czy tez implantow
(Lee 1996; Lee i in. 1999; Salehizadeh, van Loosdrecht 2004; Zhao i in. 2003).

Synteza polihydroksykwasow to drogi proces, ktorego koszty zwigzane sg gtownie ze
zrodtem wegla. Dlatego tez, w ostatnich latach sg prowadzone intensywne prace badawcze nad
mozliwoscig wykorzystania tanich, odpadowych substratéw, jak na przyktad posmazalnicze
oleje roslinne (Mozejko i in. 2012), glicerol (Cavalheiro i in. 2009) oraz serwatka i jej pochodne
(Oliveira i in. 2018). Jednym z takich poprodukcyjnych zrddet wegla jest frakcja glicerynowa
z produkcji biodiesla. Frakcja ta powstaje jako produkt uboczny procesu transestryfikacji
i moze by¢ wykorzystywana do syntezy biopolimeréw przez bakterie. Cavalheiro i in. (2009)
donoszg o kumulacji PHA w stezeniu wynoszagcym 50 % s.m. przez bakterie Cupriavidus

necator w hodowli zasilanej odpadowa frakcja glicerynowa.
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Cel i metody

Celem niniejszej pracy byto oszacowanie wplywu limitacji azotu i fosforu oraz glicerolu
czystego 1 odpadowej frakcji glicerynowej na wzrost oraz efektywnos$¢ syntezy
polihydroksykwasow przez Pseudomonas sp. GLO1.

Do przeprowadzenia eksperymentu wykorzystano szczep GLO1, nalezacy do rodzaju
Pseudomonas. Szczep ten nalezy do Kolekcji Mikroorganizméow Katedry Mikrobiologii
i Mykologii Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie.

Pseudomonas sp. GLO1, przechowywany w temperaturze -80°C, przeniesiono do
bulionu lizogennego o nastepujacym sktadzie (w g/dm?®): 10 trypton, 5 ekstrakt drozdzowy oraz
10 NaCl. Mikroorganizmy hodowano w temperaturze 30°C przez 16 godzin, z wytrzasaniem
z szybkos$cig 180 obr/min.

Hodowle przeprowadzano w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 250 cm?. Pozywka
z limitacja azotu sktadata sie z: 9 g/dm® KH,POs, 2,5 g/dm® Na;HPO,4 * 12 H;0, 1,0 g/dm?
(NH4)2S04, 3,5 cm® MgSO4 * 7 H20, 2,5 cm® mikroelementow. Do przygotowania pozywki z
limitacja fosforu uzyto: 0,9 g/dm® KHzPOs, 0,35 g/dm® Na;HPOs; * 12 H:O, 10 g/dm?
(NH2)2S04, 3,5 cm® MgSO4 * 7 H20, 2,5 cm® mikroelementéw. Pozywka kontrolna, bez
limitacji pierwiastkow sktadata sie z: 9 g/dm® KH2POs, 3,5 g/dm® Na;HPO, * 12H,0, 10 g/dm?
(NH4)2S0s4, 3,5 cm® MgSOs4 * 7 H20, 2,5 cm® mikroelementéw. Do przeprowadzenia
doswiadczenia uzyto dwoch zrédet wegla w stezeniu 10 cm®/dm?®: czystego glicerolu oraz
odpadowej frakcji glicerynowej z produkcji biodiesla. Hodowle produkcyjng prowadzono
przez 48 godzin w trzech powtorzeniach.

Aby oceni¢ wptyw zrodet wegla i czynnikow limitujacych na tempo wzrostu komorek
bakteryjnych, pobierano material hodowlany w odstgpach czasowych i mierzono gestos$¢
optyczng 600 nm z zastosowaniem spektrofotometru UV/VIS.

W celu wyznaczenia stezenia biomasy, mikroorganizmy w 24 i 48 godzinie hodowli
przeniesiono do probdwek, nastgpnie cato§¢ wirowano z szybkosciag 10 000 obr/min przez
7 minut. Powstaty supernatant usunigto, nastepnie dodano 20 cm® heksanu w celu oddzielenia
komorek od pozostatosSci substratu i ponownie wirowano. Po zdekantowaniu supernatantu
komorki bakteryjne mrozono w temperaturze -80°C, a nastepnie suszono w 45°C do uzyskania
stalej wagi masy komorek bakteryjnych. Wysuszong biomas¢ zwazono na wadze analityczne;.

Do biomasy bakteryjnej dodano chloroform i wytrzasano w temperaturze 50°C,

z szybkoscig 110 rpm. Nastgpnie zawiesing przesaczono przez saczek Whatmana No.1.
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Biopolimery przemywano chloroformem i wytragcano 70% metanolem. Po odparowaniu

w temperaturze pokojowej, otrzymane biopolimery wazono na wadze analityczne;j.

Wyniki

Wyniki pomiarow gestosci optycznej dla hodowli zasilanej czystym glicerolem oraz
odpadowg frakcja glicerynows, przedstawiono na rysunku 2 oraz rysunku 3. Otrzymane wyniki
potwierdzaja, ze bakterie nie wykazywaly zdolno$ci wzrostu w warunkach limitacji fosforu
z zastosowaniem czystego glicerolu jako zrodta wegla, natomiast w przypadku hodowli
suplementowanej odpadows frakcja glicerynowg z produkcji biodiesla Pseudomonas sp. GL01
namnazal si¢ (OD= 3,454). Najwyzsza warto$¢ gestosci optycznej odnotowano w 48 godzinie
hodowli z limitacja azotu oraz z dodatkiem czystego glicerolu (OD= 8,637). W hodowli bez
limitacji pierwiastkow i z dodatkiem odpadowej frakcji glicerynowej, odnotowano wyzszy
wzrost bakterii (OD= 6,036) w porownaniu do hodowli bez limitacji zasilanej czystym

glicerolem (OD= 4,064).

Rysunek 2. Wzrost mikroorganizmow w hodowlach suplementowanych czystym glicerolem
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o = N w ESN (851 o ~ [o¢] [{o]

0 1 2 25 3 3,5 4 24 25 26 48
Czas [h]

—f— |[imitacja N === [imitacjaP <<<®<+ bez limitacji

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Po pierwszej dobie trwania eksperymentu, najwyzsza warto$¢ gestosci optycznej
uzyskano w hodowli z limitacja azotu, suplementowanej odpadowg frakcja glicerynowa.
Podobny wzrost odnotowano w hodowli bez limitacji pierwiastkow zasilanej tym samym

substratem.
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Rysunek 3. Wzrost mikroorganizmow w hodowlach zasilanych odpadowg frakcja glicerynowa
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Najnizsza iloé¢ biomasy (0,118 g/dm®) odnotowano w hodowli z limitacja fosforu
z dodatkiem czystego glicerolu. Wyniki badan wskazuja, ze mikroorganizmy rosty efektywniej
przy zastosowaniu odpadowej frakcji glicerynowej w poréwnaniu z czystym glicerolem,
zarbwno w hodowlach z limitacjg azotu, jak rowniez fosforu. Ta sama zalezno$¢ zostata
zaobserwowana w hodowlach bez limitacji pierwiastkow, gdzie st¢zenie biomasy byto wyzsze

przy suplementacji odpadowa frakcja glicerynowa (1,89 g/dm?), w poréwnaniu do hodowli
z czystym glicerolem (1,28 g/dm®).

Rysunek 4. Stgzenie biomasy mikroorganizméw w 48 godzinie hodowli suplementowanej czystym glicerolem
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Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Rysunek 5. Stezenie biomasy mikroorganizméw w 48 godzinie hodowli suplementowanej odpadowa frakcja
glicerynowa pochodzacg z produkcji biodiesla
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 6. Procentowy udziat PHA w komorkach bakteryjnych w hodowli suplementowanej czystym
glicerolem
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Maksymalng zawarto§¢ PHA w suchej masie komorek bakteryjnych (1,8 %) wykazano
w hodowli bez stresu pokarmowego, suplementowanej odpadowa frakcja glicerynowa,
pochodzaca z produkcji biodiesla (Rys. 7), podczas gdy, w hodowli bez limitacji, ale
z dodatkiem czystego glicerolu, odnotowano warto$¢ PHA rowng 1,0 % s.m. Zawarto$¢ PHA
w suchej masie komorek, w warunkach limitacji azotu w hodowli suplementowanej czystym

glicerolem, byta nizsza (1,0 % s.m) od tej uzyskanej z hodowli zasilanej odpadowa frakcja
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glicerynowg (1,2 % s.m PHA) (Rys. 6 1 Rys. 7). Wykazano, ze w warunkach glodu
fosforowego, w hodowli z dodatkiem czystego glicerolu, bakterie nie syntezowaty
polihydroksykwaséw. Natomiast w hodowli z limitacja fosforu suplementowanej odpadowa
frakcja glicerynowa, bakterie kumulowaty PHA w stezeniu 0,9 % s.m. Powyzsze wyniki
potwierdzaja, ze dodatek odpadowego substratu, stymulowat komorki do kumulacji poliestrow

hydroksykwasow alkanowych.

Rysunek 7. Procentowy udziat PHA w komorkach bakteryjnych w hodowli suplementowanej odpadowa frakcja
glicerynowa

3

25

15

Stezenie PHA [% s.m]

05

limitacja N limitacja P bez limitacji

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja

Wyniki badan wiasnych potwierdzaja, ze odpadowa frakcja glicerynowa i czysty
glicerol, stymulowatly komodrki Pseudomonas sp. GLOl do wzrostu. Najwyzsze stezenie
biomasy uzyskano w hodowli w warunkach limitacji azotu z suplementacja odpadowa frakcja
glicerynows (1,92 g/dm?®) a najnizsza z dodatkiem czystego glicerolu z limitacja fosforu (0,118
g/dm?3). Czysty i odpadowy glicerol zostat takze zastosowany przez Pappalardo i in. (2014) jako
zrodlo wegla w hodowli Pseudomonas mediterranea. Autorzy wykazali, Zze sucha masa
komorek bakteryjnych wyniosta 3,30 g/dm® i 3,10 g/dm?® odpowiednio dla hodowli zasilanej
odpadowg frakcja glicerynowa i czystym glicerolem. Pereira i in. (2019) takze wykorzystywali
odpadowa frakcje glicerynowa z produkcji biodiesla jako zrédto wegla do produkcji PHAmcL.
W tej hodowli stezenie biomasy Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca wyniost 6,71

g/dm?,
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Na podstawie wynikéw wilasnych mozna stwierdzi¢, ze Pseudomonas sp. GLO1 jest
zdolny do syntezy niewielkich stezen poliestréw hydroksykwasow alkanowych w hodowli
wykorzystujacej jako zrodto wegla zarowno czysty glicerol, jak i1 odpadowa frakcje
glicerynowa, przy czym wyzsze stezenia PHA uzyskano podczas suplementacji odpadowym
substratem we wszystkich zastosowanych warunkach hodowlanych. De Paula i in. (2017), do
syntezy PHA wykorzystali nowo wyizolowany szczep MAO3 z rodzaju Pandoraea, a jako
zrodto wegla, zastosowali odpadowa frakcje glicerynowa oraz czysty glicerol. Uzyskane przez
nich wyniki wskazuja na wyzszag wydajno$¢ syntezy PHA przy suplementacji odpadowym
substratem (procentowy udziat PHA w suchej masie komodrek wynosit 49%). Odpadowy
glicerol zostal takze uzyty jako zrodto wegla do syntezy PHAmcL w hodowli Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca. Procentowy udziat biopolimeréw w suchej masie bakteryjnej,
wyniost 17 % (Pereira 1 in. 2019). Natomiast Volova 1 in. (2019) donosza o wydajnej syntezie
polihydroksykwasoéw (okoto 80 % s.m.) przez bakterie Cupriavidus eutrophus B-10646
w hodowli okresowej zasilanej czystym glicerolem.

W badaniach wilasnych okreslono réwniez wplyw czynnika limitujacego na wzrost
i syntez¢ biopolimerow przez Pseudomonas sp. GLO1. Najwyzsza warto$¢ biomasy (1,92
g/dm®) uzyskano w hodowli w warunkach limitacji azotu, z dodatkiem odpadowej frakcji
glicerynowej. Natomiast najwyzsze st¢zenie PHA odnotowano w hodowli bez limitacji
pierwiastkow, suplementowanej tym samym odpadowym substratem. Nie uzyskano
polihydroksykwaséw w hodowli z limitacjg fosforu, zasilanej czystym glicerolem. Poblete-
Castro i in. (2012) badali syntez¢ PHA przez Pseudomonas putida w warunkach limitacji azotu.
Podczas hodowli uzyskano 4,6 g/dm? suchej masy komérek i okoto 80% udziat biopolimeru.
W tym samych badaniach przeprowadzono takze eksperyment z limitacjg wegla, ktory wykazat
nizsze stezenie biomasy (1,5 g/dm?®) i nizszy procentowy udziat biopolimeréw (26 % s.m). Na
podstawie powyzszych danych mozna stwierdzi¢, ze gtdd azotowy stymuluje gromadzenie

biopolimeru przez bakterie z rodzaju Pseudomonas.

Podsumowanie

Szczep GLO1 rodzaju Pseudomonas wykorzystywal do wzrostu zard6wno czysty
glicerol, jak rowniez odpadowa frakcje glicerynowa pochodzaca z produkcji biodiesla. Obydwa
zastosowane substraty stymulowaty komorki bakterii Pseudomonas sp. GL01 do produkcji
PHA. Natomiast na stezenie uzyskanej biomasy i procentowy udziat biopolimeru w suche;j
masie komorek bakteryjnych, miat wplyw gtéd azotowy i fosforowy. Limitacja fosforu

w pozywce wplyneta hamujaco na wzrost i gromadzenie PHA przez Pseudomonas sp. GLO1,
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natomiast ograniczenie azotu bylo czynnikiem stymulujgcym. Uzyskane stezenia PHA sa

nizsze w porOwnaniu z danymi literaturowymi.
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Abstract

The paper presents an attempt to compare different fluorescence techniques to visualize
microbial assemblies. The test material was a polar microbial mat from Ecology Glacier (King
George Island, Antarctica) and plaque. To fluorescent used acridine orange, DAPI and the
Live/Dead staining kit. The research involved the use of epifluorescence, confocal and light
microscopy techniques using the Nomarski contrast. The obtained images were analyzed using
three types of photo processing software. Significant differences were found in the images
obtained in terms of individual staining. Confocal microscopy is characterized by almost zero
depth of field and enables multi-layered image formatting in specialized software.
Epifluorescence microscopy is a simpler and more accessible technique. The studies showed
the difference between the tested software. The most important of them concerned differences
in the possibilities and accuracy of deconvolution of images and putting them on each other in
a way that allows obtaining a flat image composed of many layers.
Keywords: microbial mat, biofilm, fluorescence, microscopy, confocal microscopy

Wstep

Opracowane w XVII wieku pierwsze urzadzenia optyczne, pozwolity na wizualizacje
obiektow niedostrzegalnych gotym okiem. Nowe technologie mikroskopowe daty podstawe dla
rozwoju wielu nauk biologicznych. Opublikowana w 1677 roku praca van Leewenhoek'a (van
Leewenhoeck 1677), opisujaca morfologie bakterii, byta poczatkiem rozwoju nauk
mikrobiologicznych. Rozwijane w toku dziesiecioleci metody barwienia pozwalaja na
wizualizacj¢ struktur bezbarwnych i1 niedostrzegalnych w mikroskopach amplitudowych.
Przelomowe znaczenie w badaniach miato opracowanie technologii kontrastu fazowego,
kontrastu interferenco-dyferencjalnego DIC oraz metod fluorescencyjnych (Bartoszek
i Rosowski 2017; Bayer 1871; Gest 2004; Masters 2009; Nomarski 1957). We wszystkich tych
technikach, podstawowe znaczenie ma zwickszenie kontrastu pomiedzy obiektem a tlem
preparatu. Opracowana przez Fritsa Zernike technika kontrastu fazowego wykorzystata efekt

przesuni¢cia fazowego fali $wietlnej, przechodzacej przez obiekty amplitudowe (Zernike
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1942). Wyjasnienie tego zjawiska i opracowanie urzagdzen do rejestracji i wizualizacji tego typu
obiektéw, znalazlo uznanie w $wiecie nauki i nagrodzone zostato nagroda Nobla. Grzegorz
Nomarski, konstruujac mikroskop do badan materialow natywnych, wykorzystat zjawisko
polaryzacji $wiatta, dyfrakcji i interferencji (Nomarski 1957). Zjawiska te umozliwiajg
wizualizacje obiektow amplitudowych bez efektu ,halo” charakterystycznego dla kontrastu
fazowego (Allen i in. 1969; Brutkowski 2013; Kucia 2013). Przelomowe znaczenie
w mikroskopii optycznej mialo wprowadzenie technologii fluorescencyjnej (Renz 2013).
Zjawisko fluorescencji oparte jest na efekcie emisji $swiatta dtugofalowego przez niektore
materialy na$wietlane $wiatlem krotkofalowym - UV. Wspoélczesnie, jest to jedna
z podstawowych technologii mikroskopowych, stosowanych w naukach biologicznych.
Stosujac réznorodne pigmenty fluoroforowe, mozliwe jest uzyskanie wybidrczego
wybarwienia obiektow. Procedury barwienia i jego efekty sa dostosowane do okreslonych
wymogoéw badawczych. Coraz czeSciej stosowane sg zestawy barwigce, ktore pozwalaja
okresli¢ nie tylko parametry morfologiczne badanych obiektow, ale rowniez jego wlasnosci
fizjologiczne. Od kilkudziesigciu lat dominujacg technika w mikroskopii fluorescencyjnej jest
epifluorescencja, w ktorej preparat oSwietlony jest poprzez obiektyw. Zestaw odpowiednio
dobranych luster dichroicznych reguluje przeniesienie $wiatlta o okreslonych parametrach,
zarowno w fazie wzbudzenia jak rowniez w fazie emisji (Chalfie i in. 1994; Joux i Lebaron
2000; Giepmans i in. 2006; Meyer i Dworkin 2007; Tsien 1998). Rozwijajace si¢ technologie
fluorescencyjne doprowadzily w ostatnich latach do opracowania bardzo efektywnej
mikroskopii konfokalnej (Lawrence 1 in. 1991). Wykorzystanie laseréw, jako zrodta Swiatta
wzbudzajacego, umozliwia uzyskanie efektu niemalze zerowej glebi ostrosci, co w praktyce
niweluje zjawisko konwolucji. Podstawowg technikg pracy urzadzen konfokalnych jest
tworzenie zestawu zdje¢ w osi wertykalnej, a nastepnie ich cyfrowa obrobka. Naktadanie zdjg¢,
pozwala uzyskaé efekt uprzestrzennienia obrazu badanego obiektu. W badaniach konsorcjow
bakteryjnych, biofilméw oraz mat mikrobialnych, jest to preferowana metoda wizualizacyjna
(Cardinale 2014; Neu i in. 2010).

Znaczna czg$¢ mikroorganizmow, wystepujacych w srodowiskach naturalnych, ma
tendencje do skupiania si¢ na granicy faz i tworzenia biofilméw (Kotwzan 2011). W przyjetej
powszechnie definicji biofilm to osiadta spotecznos¢ komorek, ktora nieodwracalnie zwigzana
jest z powierzchnig biotyczng lub abiotyczng (Baj i Markiewicz 2012; Nagar i Schwarz 2015;
Sadekuzzaman 1 in. 2015). Biofilmy zazwyczaj tworzg przestrzenne, wysoce zorganizowane
I wielowarstwowe struktury, ztozone z komorek jednego gatunku, badz tez kilku gatunkow

(Kalicinska i Tyski 2009). Biofilmy czesto tworza forme heterogennej mozaiki, ztozonej
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z wielu mikrokoloni otoczonych zelowym matriks (Baj | Markiewicz 2012; Ferandez-Delgado
i in. 2015; Wimpenny i in. 2000). Biofilmy, utworzone przez heterogenne zespoty
mikroorganizmoéw, zapewniaja tym drobnoustrojom istotne korzysci: pokarmowe,
fizjologiczne 1 molekularne. Szczegolnie interesujacy, majacy znaczenie kliniczne, jest zwigzek
zachodzacy pomiedzy lekoopornoscig mikroorganizmow 1 tendencja do tworzenia biofilmow.
Struktura biofilmu umozliwia bakteriom przetrwanie w wysokich stezeniach substancji
antybakteryjnych. Wedtug niektoérych autoréw, oporno$¢ bakterii w biofilmie, moze zwigkszy¢
si¢ tysigckrotnie (Choong i Whitfield 2000; Hall-Stoodley i Stoodley 2009). Udowodniono, ze
w sktadzie egzopolisacharydowego matriksu mogg znajdowac si¢ betalaktamazy i inne
enzymy, rozktadajace antybiotyki (Gilbert i in. 2002), natomiast kliniczne biofilmy bakteryjne,
sg skutecznie chronione przed fagocytoza makrofagéow (Bjarnsholt 2013; Hall-Stoodley
i Stoodley 2009). Dodatkowym aspektem zainteresowania badaczy w przypadku biofilmow jest
efektywnie przebiegajacy proces horyzontalnego transferu genéw (Baj i Markiewicz 2012;
Madsen i in. 2012; Van Houdt i Michiels 2010).

Istotng formag konsorcjéw bakteryjnych w $rodowiskach naturalnych s3a maty
mikrobialne. Struktury te sa zazwyczaj bardzo heterogennymi zespotami mikroorganizméw
auto i heterotroficznych. Wysoka oporno$¢ mat mikrobialnych, umozliwia ich wystgpowanie
w srodowiskach ekstremalnych (van Gemerden 1993; Klatt i in. 2016; Ley i in. 2006). Badanie
konsorcjow mikrobiologicznych jest wspolczesnie jednym =z bardziej dynamicznie
rozwijajacych si¢ kierunkow. Liczne badania kliniczne potwierdzaja znaczenie biofilmow
w patogenezie. Maty mikrobialne charakteryzuja si¢ wysoka opornoscia na czynniki
srodowiskowe 1 s3 cennym zrodlem organizmow, ktore moga by¢ wykorzystane, mi¢dzy
innymi w biotechnologii. Jednym z istotnych probleméw badawczych jest opracowanie
struktury konsorcjow mikrobiologicznych. W pracy przedstawiono probg poréwnania roznych

technik fluorescencyjnych wizualizacji zespotéw drobnoustrojow.

Cel i metody

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania roéznych
technik mikroskopowych i barwien fluorescencyjnych w badaniach konsorcjéw mikrobialnych
oraz zastosowanie oprogramowania wspomagajacego w analizach obrazow mikroskopowych.

Badania nad struktura konsorcjow mikrobiologicznych prowadzono w oparciu o dwa
typy materialu biologicznego, wykorzystujac trzy techniki mikroskopowe 1 trzy metody

barwienia.
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Badany material biologiczny stanowitla mata mikrobialna oraz biofilm bakteryjny,
pobrany z przestrzeni mi¢dzyzgbowych. Mate mikrobialng (Rys. 1) pozyskano z rejonu
przylodowcowego Lodowca Ekologii (Wyspa Kréla Jerzego, Antarktyka). Miksotroficzne
maty rozwijaja si¢ w wodach roztopowych w okresie lata antarktycznego 1 tworza
kilkumilimetrowej grubosci kozuchy, wyptywajace na powierzchni¢ strumieni wodnych.
Zasadnicza grupe mikroorganizméw stanowig fotoautotroficzne sinice oraz eukariotyczne
glony, gtdéwnie okrzemki. W obrebie mat rozwijaja si¢ obficie chemolitotrofy i heterotroficzne
bakterie, grzyby oraz pierwotniaki. Mate pobrano w czasie wyprawy antarktycznej w 2013 roku
1 zamrozono w temperaturze -80°C. W tej formie przechowywano ja do dalszych badan

laboratoryjnych.

Rysunek 1. Mata mikrobialna

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Biofilmy przyzgbowe stanowig statg mikrobiot¢ komensalng jamy ustnej. Korzystne
warunki panujace w rejonach dzigsel, sprzyjaja ich kolonizacji. Najliczniejsza grupe stanowig
heterotroficzne gram dodatnie bakterie cylindryczne i kuliste. Rozwijajace si¢ obficie biofilmy
w strefie miedzyzebowej, prowadza czgsto do odtleniania Srodowiska i rozwoju beztlenowych
form maczugowatych oraz grzybow.

Fragmenty rozmrozonej maty o wymiarach 5 x 3 mm umieszczono na szkietku
mikroskopowym z lezkg i traktowano roztworem barwnika. Brzegi tezki uszczelniano wazeling
kosmetyczng 1 przykrywano szkielkiem nakrywkowych o obnizonej fluorescencji,
dedykowanym do mikroskopii fluorescencyjnej. Material ze strefy przyzgbowej pobierano

bezposrednio przed przygotowaniem preparatu. Material pobierano za pomocg jatowej
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wykataczki 1 umieszczono go w tezce szkietka mikroskopowego. Po wprowadzeniu barwnika

naktadano szkietko nakrywkowe.

Zrodto. Opracowanie wilasne.

W badaniach wykorzystano trzy typy barwnikow: oranz akrydynowy (OA) (Rys. 2),
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) (Rys. 3), oraz zestaw barwigcy Live/Dead sktadajacy si¢
z dwoch barwnikow SYTO 9 i jodku propidyny (Rys. 4).

Rysunek 3. Barwienie DAPI

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Oranz akrydynowy jest chromoforem interkalujacym, wnikajacym w strukture DNA.
Charakterystyczng cechg barwnika jest zréznicowanie fluorescencji w zaleznosci od rodzaju
kwasu nukleinowego. Jednoniciowy DNA i RNA barwig si¢ oranzem akrydynowym, emitujac
charakterystyczne pomaranczowe $wiatto. Dwuniciowy DNA i RNA barwi si¢ emitujac
fluorescencyjne §wiatlo zielone. Przed wprowadzeniem barwienia réznicowego Live/Dead,
barwienie oranzem bylo wykorzystywane w ocenie zywotnosci komorek. Komorki zywe
emituja $wiatto czerwone, a martwe zielony. Oranz akrydyny o stezeniu 20 pg/ cm?® nanoszono
na preparaty, przykrywano szkietkiem nakrywkowym po czym inkubowano przez dwie minuty

w ciemnosci.

Rysunek 4. Barwienie Live/Dead

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Barwnik DAPI wprowadzony zostat do barwienia komorek bakteryjnych w latach
osiemdziesigtych w zwiagzku z wykazang znaczng toksycznos$cig oranzu akrydynowego.
Barwnik wigze si¢ z powierzchniag DNA emitujgc jasno niebieskie $wiatto fluorescencyjne.
Charakterystyczng cechg tego barwnika jest nizsza oporno$¢ na efekt Blichingu - szybkiej
utraty emisji $wiatta fluorescencyjnego. Zjawisko to utrudnia badania wielowarstwowych
materialow. Barwienie DAPI przeprowadzano nanoszac na przygotowane preparaty 10 pl
roztworu o stezeniu 50 pg/ cm®, nastepnie zabezpieczano preparat szkietkiem nakrywkowym

1 inkubowano w ciemno$ci przez 5 minut.
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Zestaw barwiacy Live/Dead wprowadzony zostal do praktyki mikrobiologicznej na
poczatku lat dziewigcédziesigtych przez firm¢ Microprobe. Zasadniczg cechg barwnikow jest
wielkos¢ fluorowych czastek, ktére moga przenikaé przez nienaruszong btong lipidowa (jodek
propidyny) oraz po jej uszkodzeniu (SYTO 9). W zaleznosci od zabarwienia, mozliwe jest
okreslenie zywotnosci komoérek. Bakterie z nieuszkodzong membrang sg wybarwione jedynie
SYTO 9 na zielono. Wnikni¢cie do wnetrza komorki poprzez uszkodzenia btony jodku
propidyny, barwi komoérki na czerwono. Barwienie zestawem barwnikow Live/Dead BacLight
polegato na naniesieniu po 5 pl roztworu barwnikoéw SYTO 9 i jodku propidyny na materiat
umieszczony na szkietku. Nastepnie zamykano preparat szkietkiem nakrywkowym

i inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez 15 minut.

Rysunek 5. Mikroskop epifluorescencyjny Olympus BX-41

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Epifluorescencja klasyczna realizowana byla z wykorzystaniem dwoch mikroskopow
Olympus: BX41 (Rys. 5) 1 BX51. Oba mikroskopy wyposazone byly w rtgciowe zarniki o mocy
100 W oraz zestawy fluorescencyjne, skladajace si¢ z kompletu obiektywow, filtrow
wzbudzajacych, luster dichroicznych 1 filtrow  emitujagcych  wykorzystywanych
w poszczegolnych technika fluorescencyjnych. Epifluorescencja konfokalna realizowana byta

przy wykorzystaniu mikroskopu Leica TCS SP5 (Rys. 6).
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Rysunek 6. Mikroskop konfokalny Leica TCS SP5

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Kontrast Nomarskiego realizowano przy wykorzystaniu mikroskopu Nikon
wyposazonego w osprzet umozliwiajacy finalizacje tej techniki. Kontrast Nomarskiego
wykorzystano do analizy natywnych preparatéw maty mikrobialne;j.

Wszystkie mikroskopy byly wyposazone w cyfrowe kamery umozliwiajace
przenoszenie obrazow do komputera i zapisywanie ich w nim. W badaniach prowadzonych
w mikroskopach epifluorescencyjnych wykorzystano kamery Nikon DS-Filc wraz ze
sterownikiem Nikon DS-U2 i oprogramowaniem NIS-Elements F 4.30.01. W przypadku badan
prowadzonych w mikroskopie konfokalnym, korzystano z detektorow zalgczonych do
mikroskopu przez producenta wraz z oprogramowaniem LAS — Leica Application Suite 2.0.2
build 2038. Badania prowadzono w oparciu o akwizycje obrazu w zaleznoS$ci od uzytej techniki
oraz zatozen badawczych dla jednego pola widzenia, skanowane od 1 do 60 warstw w uktadzie
wertykalnym. Odlegtos¢ skanowanych po6l wynosita od 0,5 do 3 um. Do obrobki oraz sktadania
obrazéw mikroskopowych z mikroskopéw epifluorescencyjnych oraz kontrastu Nomarskiego,

wykorzystano trzy zestawy oprogramowania: Z.S. 1.04; H.F. 7.0.2 oraz A.P. 20109.

Wyniki badan

Przeprowadzone badania wykazaly istotne zroznicowanie efektywnosci technik
mikroskopowych stosowanych w analizach konglomeratow mikrobiologicznych. Obie
z uzytych technik fluorescencyjnych, klasyczna i konfokalna, wykazaty przydatnos¢ tego typu
badania. Zasadnicza roznica w parametrach pracy obu mikroskopow, jakim jest glgbia ostrosci,

skutkowata jako$cig utworzonych obrazéw mikroskopowych. Na rysunku 7. przedstawiono
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efekty obrazowania biofilmoéw bakteryjnych przy wykorzystaniu rdéznych technik

mikroskopowych oraz metod barwienia.

Rysunek 7. Kontrast i glgbia ostro$ci przy zastosowaniu réznych technik mikroskopowych i metod barwienia. A
— barwienie DAPI, mikroskop konfokalny; B — barwienie DAPI, mikroskop fluorescencyjny; C — barwienie LD,
mikroskop konfokalny; D —barwienie LD, mikroskop fluorescencyjny; E — barwienie OA, mikroskop konfokalny;
F — barwienie OA, mikroskop fluorescencyjny

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Najsilniejszy kontrast i rozdzielczos¢ obrazow uzyskano w mikroskopie konfokalnym.
We wszystkich technikach barwienia w klasycznym mikroskopie epifluorescencyjnym,
charakterystycznym zjawiskiem bylo nieznaczne roz$wietlenie tta obrazu, bedace

konsekwencja wyzszej glebi ostrosci oraz nizszej rozdzielczosci w obrazowaniu obiektow
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

badawczych. Pewnym ograniczeniem przy stosowaniu mikroskopii konfokalnej byta
konieczno$¢ manualnego ustawienia parametréw wigzki §wietlnej przy wykorzystaniu oranzu
akrydyny. W tym wypadku nie udato si¢ uzyska¢ satysfakcjonujacych efektéw réznicowania
mikroobiektow w porownaniu z klasyczng technika epifluorescencyjng. Ogromng zaleta
mikroskopii konfokalnej jest mozliwos¢ analizy wieloptaszczyznowej. Naktadanie obrazow
poszczegbdlnych warstw daje mozliwo$¢ wyrdznienia istotnych elementow konsorcjow
znajdujacych si¢ w roznych poziomach biofilmu (Rys. 8, 9, 10). Wizualizacja rozkladu
komorek w biofilmie wymaga zastosowania specjalistycznego oprogramowania, ktore
standardowo znajduja si¢ na wyposazeniu mikroskopu konfokalnego. Tworzenie
trojwymiarowych obrazow na podstawie zdje¢ wykonanych w wielu ptaszczyznach, jest jedna
z podstawowych funkcji oprogramowania. Uzyskane obrazowanie pozwala na ustalenie

catosciowego rozktadu drobnoustrojéw w uktadzie wertykalnym (Rys. 8).

Rysunek 8. Roztozenie komorek badanych preparatéw wewnatrz konsorcjow: A — barwienie DAPI, grubos¢
preparatu 46 um; B — barwienie Live/Dead, grubo$¢ preparatu 34 pm

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Istotnym aspektem prowadzonych badafh bylo ustalenie mozliwosci wykorzystania
klasycznej mikroskopii epifluorescencyjnej w obrazowaniu biofilméw. W tym celu poréwnano
roznorodne techniki barwienia oraz mikroskopowania. Analizy prowadzono w oparciu
o preparaty maty mikrobialnej i biofilmu miedzyzgbowego. Obrazowanie w roznych warstwach
preparatow wykazato wystepowanie istotnych ograniczen, zwigzanych z konwolucja wywotana
glebig ostrosci stosowanych uktadéw optycznych. Jednocze$nie wykazano wysoka uzytecznos¢
poszczegbdlnych form barwienia fluoforowego w wizualizacji komorek drobnoustrojow

w glebokich warstwach biofilmu (Rys. 11, 12).
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Rysunek 9. Barwienie oranzem akrydyny: A — mikroskop konfokalny, filtr emisyjny 1; B — mikroskopie
konfokalny, filtr emisyjny 2; C — mikroskopie konfokalny, natozone obrazy filtrow 1 i 2 przez oprogramowanie
dotaczone do mikroskopu; D — mikroskopie fluorescencyjny

»

Zrodto: Opracowanie wilasne.

W kolejnym etapie badan wykorzystano specjalistyczne oprogramowanie
umozliwiajace przeprowadzanie dekonwolucji. Wykorzystujac rézne zakresy obrazowania
wertykalnego od jednego do 3 pm odlegtos$ci migdzy warstwami, ustalono optymalne warunki
obrazowania biofilmu. Biorac pod uwage wzgledy praktyczne, migdzy innymi czas analizy, za
optymalne uznano tworzenie zestawow zdje¢ warstwowych z odstepem co 2 um. Porownanie
roznych typow oprogramowania, wykazato pewne roznice. Najlepsze efekty uzyskano dla
pakietow oprogramowania HF. Szczegélnie szybkos$¢ dziatania algorytmoéw oraz efekt
koncowy dekonwolucji oraz ztozenie obrazu byly w pehi satysfakcjonujace (Rys. 13, 14).

Rysunek 10. Pochylenie zdje¢ wzglgdem osi preparatu: A — 0° pochylenia; B — 45° pochylenia; C — 90°
pochylenia

Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

W badaniach podjeto rowniez probe analizy biofilmu bakteryjnego w preparatach
natywnych, z wykorzystaniem mikroskopu wyposazonego w zestaw realizujacy kontrast
dyferencjalo-interferencyjny DIC (Rys. 15). Obrazowanie w tej technice mikroskopowej
obarczone jest znacznym efektem konwolucyjnym, co ogranicza mozliwos¢ jego stosowania

w analizach biofilmow bakteryjnych.

Rysunek 11. Mata mikrobialna, preparat barwiony zestawem Live/Dead. A - pierwszy punkt ostroéci; B - 5 um
w glab preparatu; C - 10 um w glab preparatu; D - 15 pm w glab preparatu

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja

Biofilmy i konglomeraty mikroorganizméw stanowig przedmiot badan od wielu lat.
Stosunkowo dobrze poznana zostata rola biofilmu w ekosystemach naturalnych. Wskazuje sig,
ze konsorcja bakteryjne, umozliwiaja realizacj¢ réznorodnych strategii zyciowych (Klatt i in.
2016; Ley 11n. 2006; Stal 2007). Szczego6lnie wazng jest rola biofilmu jako swoistego refugium,
ktory ochrania kolonizujace go drobnoustroje (Seckbach i Oren 2010; Stal 2000).
W s$rodowiskach ekstremalnych, biofilm ogranicza dziatanie niekorzystnych warunkéw
i sprzyja rozwojowi mikroorganizméw. Drobnoustroje, tworzace biofilmy w $rodowiskach
naturalnych, zazwyczaj sg heterogennymi konsorcjami, w ktorych poszczegodlne zespoty
odpowiedzialne sg za istotne funkcje ekologiczne (Baumgartner i in. 2006; Falcon i in. 2007;
Pearl i in. 2000). W toku badan wiasnych, potwierdzono istotng ztozono$¢ badanych

konsorcjow bakteryjnych.
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Rysunek. 12. Mata mikrobialna, preparat barwiony DAPI. A - pierwszy punkt ostroéci; B - 5 um w glab preparatu;

C - 10 pm w glab preparatu; D - 15 um w glab preparatu

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 13. Porownanie wynikow ztozenia zdje¢ w roznych programach z wykorzystaniem zdje¢ wykonywanych
z r6znym odstepem pomiedzy glebokosciami preparatu, mata mikrobialna, barwienie OA. A — Z.S.; B- H.F.; C -
A.P.; 1 — Zdjecia sktadowe co 1 um gtebokosci; 2 — Zdjecia sktadowe co 2 pm glebokosci; 3 — Zdjecia sktadowe
co 3 um glebokosci

Al

Zrbdto: Opracowanie wlasne.
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Rysunek 14. Poréwnanie wynikow ztozenia zdj¢é w roznych programach z wykorzystaniem zdje¢ wykonywanych
z rdéznym odstepem pomigdzy glebokosciami preparatu, biofilm przyzebowy, barwienie DAPI. A - Z.S.; B- H.F.;
C — AP.; 1 — Zdjecia sktadowe co 1 um glebokosci; 2 — Zdjecia sktadowe co 2 um glgbokosci; 3 — Zdjgcia

sktadowe co 3 um glebokosci

1

Zastosowane metody mikroskopowe potwierdzily istotng role tych technik w ocenie

Zrédto: Opracowanie wiasne.

struktury biofilmow i mat mikrobialnych. Mikroskopia fluorescencyjna jest jedng z najbardziej
preferowanych wspotczesnie technik obrazowania (Jeux i Lebaron 2000; Renz 2013).
Umozliwia prowadzenie réznorodnych analiz jako$ciowych 1 ilosciowych. Jedna
Z najistotniejszych zalet jest mozliwo$¢ réznicowania mikroobiektow, przy wykorzystaniu
roznorodnych barwnikow fluoroforowych (Meyer i Drawkin 2007). Analizy fluorescencyjne
sg szczegblnie przydatne w badaniach heterogennych strukturalnie i funkcjonalnie uktadow
mikrobiologicznych. Badania wlasne potwierdzily ogromne mozliwosci zastosowania tych
technik w analizach konglomeratow bakteryjnych. Wykazano, ze duzy kontrast wizualny
pomigdzy obiektami 1 ttem, umozliwia precyzyjna analize struktury biofilmow.
Najistotniejszym elementem technik fluorescencyjnych jest stosowanie odpowiednich metod
barwienia. Wspotczesnie do dyspozycji badaczy sg réznorodne fluoroforowe barwniki, ktorych

uzycie pozwala obrazowa¢ badany materiat mikrobiologiczny (Giempans 1 in. 2006). Zestaw
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dostgpnych barwnikow stale si¢ powieksza, co umozliwia dobranie odpowiedniego markera do
specyfiki badanych organizméw. W ostatnich latach powstato wiele zestawdéw barwiacych,
ktére umozliwiaja oznaczanie aktywnosci 1 zywotnosci mikroorganizmow. Ciekawa
propozycja jest stosowanie tak zwanych sond biochemicznych, w ktorych fluorochromy
skoniugowane sg substratami pozwalajacymi na efektywng detekcje aktywnych enzymatycznie
komorek (Harstein 1 Schwille 2007). W toku badan wlasnych wykazano znaczng przydatnosc¢
tego typu zestawow barwigcych w ocenie heterogennych uktadow mikroorganizmow. Zalete
tego typu barwienia wykazano w ocenie biofilmu przyzebowego. Technika Live/Dead
pozwolila zréznicowa¢ komoérki zywe 1 martwe. W ocenie zywotnosci konsorcjow
bakteryjnych zasiedlajacych tkanki tego typu, ocena ma istotne znaczenie diagnostyczne
(Drunnen 2012).

Rysunek 15. Porownanie wynikow ztozenia zdjgé w roznych programach z wykorzystaniem zdje¢ wykonywanych
z réznym odstepem pomiedzy gltebokosciami preparatu, mata mikrobialna, kontrast Nomarskiego. A — Z.S.; B-
H.F.; C— A.P.; 1 — Zdjecia sktadowe co 1 um glebokosci; 2 — Zdjecia sktadowe co 2 um glgbokosci; 3 — Zdjecia
sktadowe co 3 um glebokosci

T A
8.

Zrodto: Opracowanie wiasne.

Techniki  fluorescencyjne  ulegaja  cigglym  modyfikacjom  dotyczacym

wykorzystywanego sprzetu 1 materialow. W badaniach heterogennych ukladow
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multiwarstwowych, ciekawa propozycjg technologiczng jest mikroskopia konfokalna
(Lawrence i in. 1991). Badania wlasne w pelni potwierdzily uzytecznosc¢ tego typu technologii.
Zautomatyzowana praca mikroskopu konfokalnego zwigzana z praca mechanizméw stolika,
obstuga optyki i doborem zrodet Swiatta, czyni pracg bardzo efektywng. W trakcie badan
wiasnych wykazano jednak pewne ograniczenia zwigzane z doborem parametrow wzbudzenia
i emisji $wiatta fluorescencyjnego, w przypadku uzycia niestandardowych fluorochromow.
Istota pracy konfokalnego mikroskopu jest oprogramowanie - zarOwno sterujacy pracg
mikroskopu, jak réwniez analizg zebranych danych. Zasada dziatania tego typu mikroskopu,
polegajagca gldwnie na analizie wielu obrazéw pobranych w osi wertykalnej, daje duze
mozliwos$ci badawcze (Neu i in. 2010). Dobdr odpowiednich parametréw zwigzanych
z obrazowaniem, m. in. poprzez okreslenie gestosci zbieranych warstw, ma decydujace
znaczenie w efektach koncowych analizy. Atuty mikroskopu konfokalnego sa trudne do
przecenienia - wydaja si¢ idealnym narz¢dziem w badaniach heterogennych konsorcjow
bakteryjnych. Potwierdzaja to badania wtasne, w ktorych udowodniono wszystkie te zalety.
Mimo niekwestionowanych waloréw, mikroskopia konfokalna ma swoje ograniczenia, do
ktérych zaliczy¢ mozna: ceng, skomplikowanie obstugi oraz malg dostepnos¢ (Cardinale 2014).

W badaniach wiasnych podjeto probg opracowania protokotow metodycznych
umozliwiajacych wielowarstwowa analize¢ Dbiofilmu bakteryjnego w mikroskopach
fluorescencyjnych. Tego typu analizy sa zdecydowanie prostsze w wykonaniu, a dostgpnosc
mikroskopéw fluorescencyjnych jest znacznie wigksza. Uzyskane w toku badan
poréwnawczych dane wskazuja, Ze ten typ analiz obrazowych jest w peini zasadny. Badania
biofilmu klinicznego 1 mat mikrobialnych wykazaly poréwnywalne obrazowanie materialow
wielowarstwowych w zastosowanych technikach. Szczeg6lnie poréwnywalne efekty uzyskano
w barwieniu oranzem akrydynowym. Poprzez wykorzystanie w badaniach réznego rodzaju
oprogramowania specjalistycznego do analizy obrazéw uzyskano odmienne wyniki,
w zaleznosci od danego programu. Wykazano istotne r6znice w algorytmach
dekonwolucyjnych, ktére odgrywaja zasadniczg role w tego typu procedurach. Dobor techniki
fluorescencyjnej oraz odpowiednie wsparcie informatyczne, ma decydujace znaczenie

w analizach biofilmow 1 mat mikrobialnych.

Podsumowanie
Przeprowadzone badania wykazaty duza przydatnos¢ technik fluoroforowych
w analizach konsorcjow mikroorganizmow. W zalezno$ci od stosowanych metod barwienia,

mozliwa jest obserwacja réznych cech badanego konsorcjum.
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Szczegodlnie wysokg przydatnos¢ techniki mikroskopii konfokalnej wykazano
w badaniach ztozonej, heterogennej maty mikrobialnej. Brak efektu rozmycia tta, umozliwia
uzyskanie bardzo dobrego obrazowania w osi wertykalnej.

Wykorzystanie specjalistycznego oprogramowania wykazato mozliwos¢ jego
zastosowania w  badaniach biofilméw  bakteryjnych z wuzyciem mikroskopow
epifluporescencyjnych. Wykazano znaczne rdéznice w pracy testowanego oprogramowania,

szczegolnie w odniesieniu do niwelowania zjawiska konwolucji.
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Abstract

One of the important stages in laboratory research is the set up and cultivate of fungal
cultures on basic and specific diagnostic media. Full mycological analysis should therefore use
both modern molecular techniques and elements of classical diagnostics.

The publication is a review of literature, supported by many years of work experience
in a university laboratory with microfungi. The aim of the publication is to present issues related
to culture media used in mycological diagnostics and rules of their construction using the
information on the properties and nutritional requirements of fungi.

Proper selection of the substrate components for the nutritional requirements of fungi
plays the main role in the successful implementation of the diagnostic process. The choice of
ingredients for constructing the microbiological medium is also dictated by the purpose of the
planned research and obtaining a specific ecological group of fungi in the microbiological
culture.

Keywords: culture, diagnostic, medium, mycology, fungi

Wstep

Zgodnie z definicjg stosowang w medycynie i dziedzinach pokrewnych, diagnostyka to
nauka o metodach rozpoznawania chorob (Kopalinski 1986). W kontekscie mikrobiologicznym
diagnostyka jest pojeciem szerszym, ktore nalezy rozumie¢ jako nauke o metodach
rozpoznawania czynnikdw mikrobiologicznych, tj. mikroorganizméw wywotujacych okreslone
zmiany, nie tylko u organizméw zywych.

Diagnostyka chorob wywotanych przez grzyby, wykorzystujaca wylacznie wywiad
z pacjentem 1 analiz¢ objawéw klinicznych, jest niezwykle problematyczna, ze wzgledu na
niecharakterystyczne objawy infekcji grzybiczych (Bochenek i in. 2007). Pomocne w tym
procesie stajg si¢ elementy diagnostyki klasycznej, obejmujace metody hodowlane, istotne dla

skutecznej realizacji toku diagnostycznego. Hodowla wymaga okreslonych warunkéw, moze
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by¢ prowadzona wylacznie w przygotowanych i wyposazonych do tego laboratoriach, na
odpowiednio zaprojektowanych podiozach (Zmystowska 2003).

Obecnie mozna zauwazy¢ tendencje do czgstszego stosowania metod molekularnych ze
wzgledu na szybko$¢ uzyskiwania wynikéw, ktora ma Kluczowe znaczenie dla skutecznego
przebiegu leczenia, jednak wilasciwy tok diagnostyczny powinien uwzgledniaé zaréwno
metody molekularne, jak i klasyczne (Batabanski 2016). Precyzyjna i odpowiednio wczesna
diagnostyka mykologiczna, ma kluczowe znaczenie we wdrazaniu prawidtowego leczenia, a co
za tym idzie, zmniejszaniu liczby powiktan i zej$¢ $miertelnych bedacych skutkiem infekcji
grzybiczych (Bochenek i in. 2007).

Publikacja ma charakter przegladowy, a jej celem jest omowienie zasad doboru
sktadnikow i1 konstrukcji podtoz stosowanych w diagnostyce mykologicznej, z uwzglednieniem

wiasciwos$ci 1 wymagan pokarmowych grzybow.

Wymagania pokarmowe grzybow

Grzyby to heterogenna, polifiletyczna grupa organizmdéw eukariotycznych,
0 heterotroficznym metabolizmie, odzywiajaca si¢ fagotroficznie (Protozoa) lub osmotroficznie
(Chromista, Fungi) (Dynowska 2018). Osmotrofia polega na wydzielaniu przez grzyby
egzoenzymow do podtoza, co prowadzi do czesciowego lub catkowitego rozktadu zwigzkow
organicznych, ktorego produkty pobierane sg na drodze osmozy (Dynowska 2018, Dynowska
1995). Uwzgledniajac trofizm, grzyby moga by¢ saprotrofami, gdy wykorzystuja martwa
materi¢ organiczng zawartg w podtozu (Dynowska 2018; Hawley i in. 2014; Zmystowska 2003)
lub pasozytami, gdy zrodlo pokarmu stanowi organizm zywiciela (Dynowska 2018,
Zmystowska 2003). Grzyby, podobnie jak inne organizmy zywe, wykazuja zapotrzebowanie
na szereg substancji o zréznicowanym charakterze chemicznym, niezb¢dnych do prowadzenia
podstawowych przemian fizjologicznych i biochemicznych. Do podstawowych zwigzkow
chemicznych, niezbednych do wzrostu grzybow, nalezy zaliczy¢é wodg, ktora umozliwia
transport rozpuszczonych w niej substancji odzywczych (Nicklin i in. 2007; Shlegel 2005).

Rozbudowany i plastyczny aparat enzymatyczny umozliwia grzybom wykorzystanie
zrddet biogendw o réznym poziomie zloZzono$ci. Pojawienie si¢ niewielkiej ilosci nowego
substratu lub nawet zmiana proporcji sktadnikéw odzywczych podtoza, stymuluja ich aparat
enzymatyczny do produkcji nowych enzymoéw (Dynowska 2018). Okreslone pierwiastki moga
wystepowaé w podlozu w formach nieprzyswajalnych dla grzybéw, ktére najczesciej
wykorzystuja makro- i mikroelementy w formie zwigzkéw chemicznych lub jonow, co nie jest

jednak regula (Lilly, Barnett 1959).
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Istnieje mozliwos¢ okreslenia jakie pierwiastki sg niezbedne grzybom do wzrostu,
poprzez zastosowanie odpowiednich metod laboratoryjnych. Najbardziej podstawowa z nich
polega na usunigciu danego pierwiastka z pozywki. Obecnie wiadomo, ze grzyby wykazuja
zapotrzebowanie na okoto 17 pierwiastkow (Lilly, Barnett 1959).

Dominujaca cze$¢ makroelementow, na ktore grzyby wykazuja zapotrzebowanie, ma
charakter niemetaliczny. W$rdéd nich wymienia si¢: tlen, wegiel, azot, wodor, siarke i fosfor.
Z kolei do niezbednych grzybom mikroelementéw zalicza si¢ miedzy innymi: zelazo, cynk,
magnez, potas, gal, miedz, wanad, wapn, molibden, mangan i skand (Lilly, Barnett 1959).
Wigkszos¢ wymienionych makro- i mikroelementow jest dostepna w Srodowisku w ilosci
wystarczajacej. Jedyne pierwiastki, ktore wystepuja w niedoborze, to fosfor i zelazo. Grzyby
wyksztalcity jednak liczne mechanizmy umozliwiajace pozyskiwanie tych substancji, na
przyktad: wytwarzanie sideroforow, kwasoéw chelatujacych, czy fosfataz (Nicklin i in. 2007).

Jednym z kluczowych dla wzrostu grzybdéw pierwiastkow jest tlen. Dotychczas nie
odnotowano wsrdd grzybow bezwzglednych beztlenowcow (Lilly, Barnett 1959). Zazwyczaj
grzyby wystepuja w srodowisku tlenowym, niemniej istniejg grupy takie jak drozdze, zdolne
do prowadzenia fermentacji i wzrastania w sSrodowisku o niskiej zawartosci tlenu (Nicklin 1 in.
2007).

Ze wzgledu na tlenowy metabolizm weglowodandw i mozliwos¢ prowadzenia
glikolizy, jako zrodto wegla, grzyby moga wykorzystywac polisacharydy, takie jak skrobia czy
celuloza (Nicklin i in. 2007; Shlegel 2005). Przecietna zawarto$¢ wegla w suchej masie grzybni
wynosi 45%, co $wiadczy o tym, Ze pierwiastek ten stanowi, obok azotu i tlenu, najwazniejszy
biogen dla grzybow (Lilly, Barnett 1959).

Kolejnym istotnym pierwiastkiem jest azot. Grzyby pozyskuja go z rozktadu peptydow,
biatek, peptonow, rzadziej wigza azot atmosferyczny (Nicklin 1 in. 2007).

Grzyby wymagaja do wzrostu dodatkowych czynnikdbw nazywanych rowniez
uzupelniajacymi. Wsrdd nich wyrdznia si¢ sterole, kwas foliowy i nikotynowy, ryboflawing,
tiamine, biotyng¢ 1 inne substancje chemiczne (Nicklin 1 in. 2007).

Wymienione pierwiastki niezbgdne 1 czynniki uzupelniajace stanowia jedno
z podstawowych kryteriow branych pod uwage przy konstrukcji podt6z hodowlanych,
dedykowanych danej grupie grzybow. Odgrywaja one kluczowa role w ksztalttowaniu wielu
procesow fizjologicznych, wsrod ktérych mozna wymieni¢ synteze witamin, barwnikow, czy

Wwzrost, istotny z perspektywy wtasciwego rozwoju hodowli (Lilly, Barnett 1959).
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Podzial podl6z diagnostycznych

Podtoze mikrobiologiczne to mieszanina substancji odzywczych i soli mineralnych,
o okreslonym odczynie i ci$nieniu osmotycznym, shuzagca do hodowli mikroorganizméw.
Podtoza stosowane w diagnostyce mykologicznej dzieli si¢ na podstawie zrdéznicowanych
kryteriow (Tab. 1). Kluczowy w diagnostyce jest §wiadomy dobor konkretnego podtoza,

warunkujacy prawidtowy przebieg toku diagnostycznego (Zmystowska 2003).

Tabela 1. Wybrane kryteria podziatu podt6z

KRYTERIUM PODLOZA

State
Konsystencja Ptynne
Potplynne

Minimalne
Sktad Proste
Wzbogacone

Izolacyjne

Wzrostowe
Transportowe
Transportowo-wzrostowe

Przeznaczenie

: : Wybiodrcze
fika dziat
Specylika dzialania Wybidrczo-rdéznicujace
Hodowane go Eogow? drozg%y
mikroorganizmy 0 hodowl grzybow
plesniowych

Zrodto: Batabanski 2016.

Hodowla na podiozach jest jednym z elementéw toku diagnostycznego,
umozliwiajacych identyfikacje  drobnoustrojow z  wykorzystaniem cech makro-
i mikroskopowych (Marczewska, Mystowska 2013). Aby proces hodowli i wstepnej
identyfikacji przebiegal wlasciwie, konieczne jest uzyskanie kultur jednogatunkowych,
nazywanych inaczej czystymi lub aksenicznymi, co nie jest procesem prostym lecz zaleznym
od wielu czynnikow. Istotne jest, aby prowadzi¢ posiew w sposdb zapobiegajacy

zanieczyszczeniu podtoza niepozadang mikrobiota. W tym celu zaktadanie hodowli prowadzi
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si¢ w odpowiednio czystych pomieszczeniach, z uzyciem jalowych podtéz i1 narzedzi
(Zmystowska 2003).

Grzyby stanowig grupe organizméw o bardzo zroznicowanych wymaganiach
pokarmowych i §rodowiskowych. Podtoza dedykowane diagnostyce mykologicznej powstajg
z uwzglednieniem wymagan danego gatunku, a nawet szczepu (Batabanski 2016). Wiasciwy
wybor podltoza i metody hodowlanej jest wigc uzalezniony od natury mikroorganizmu. Na
przyktad inne metody wykorzystuje si¢ do hodowli pasozytéw obligatoryjnych, a inne do
pasozytow okolicznosciowych. Nie ma uniwersalnego podtoza dla wszystkich drobnoustrojow

(Mazurkiewicz-Zapatowicz 2011).

Zasady konstruowania podléz diagnostycznych i parametry hodowli drobnoustrojow
Zwiazki organiczne i nieorganiczne, wchodzace w sklad pozywek, warunkuja rozwdj
Scisle okreslonych mikroorganizméw (Rys. 1). Podtoza spetniaja rézne zadania, w zaleznoS$ci
od kierunku badan i celu, jaki stawia sobie diagnosta laboratoryjny (Tab. 1). Moga by¢
wykorzystywane migdzy innymi do namnazania, hodowli i izolacji mikroorganizmoéow
a w kolejnych etapach toku diagnostycznego, do identyfikacji drobnoustrojow. Na
odpowiednio przygotowanych podiozach mozna bada¢ dodatkowe wiasciwosci grzybow
o charakterze biochemicznym, ekologicznym i fizjologicznym (Zmystowska 2003) (Rys. 1).
Zadaniem diagnosty, w poczatkowym etapie toku diagnostycznego, jest izolacja
drobnoustrojow wywotujacych okreslone zmiany srodowiskowe lub chorobowe. W tym celu
przeszczepia si¢ mikroorganizmy z badanego materialu na podtoza diagnostyczne lub wtérnie,
Z jednych podt6z na inne (Kwiatek i in. 2014). Zaktadanie hodowli mikrobiologicznych, jako
jeden z elementéw diagnostyki klasycznej, ma wigc ogromne znaczenie dla prawidlowego
przebiegu toku diagnostycznego. Analizowane cechy fizjologiczne i morfologiczne, takie jak:
tempo wzrostu, wlasciwosci enzymatyczne, czy morfologia kolonii, s3 pomocne
w identyfikacji taksonomicznej grzybow, zwlaszcza na poziomie gatunku (Kurnatowska 2006).
Dobor sktadnikow i parametréw pozywki bedzie uzalezniony nie tylko od wlasciwosci
mikroorganizmow 1 ich wymagan pokarmowych, ale takze od wybranego kierunku badan
(Frederick i1 in. 1974) (Rys. 1). Na przyktad dla obligatoryjnych anaerobow niezbedne beda
takie sktadniki pozywki jak: azot, woddr i dwutlenek wegla. Znaczenie maja rowniez parametry
inkubacji, wsrdod ktérych nalezy wymieni¢ czas jej trwania, wilgotnos¢ i temperature
(Drzewiecki 2007). Hodowle grzybow nalezy prowadzi¢ w warunkach umozliwiajgcych

utrzymanie zywotnosci szczepow, zapobiegajacych zmianom cech morfologicznych
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1 fizjologicznych hodowanych grzybow oraz kontaminacji hodowli przez niepozadane grupy
drobnoustrojéw (Mazurkiewicz-Zapatowicz 2011).

Mimo szerokiego zréznicowania podtoz, istnieje zespot cech uniwersalnych, ktore musi
wykazywa¢ kazda pozywka. Do standardowych parametrow, ktore musza spetnia¢ podtoza
wykorzystywane w diagnostyce mykologicznej, zaliczane s3: sterylnos¢, klarownos¢,
minimalna zawarto$¢ wody na poziomie 30% (Nicklin i in. 2007). Wsrdd pozostatych cech
pozywki wymienia si¢ obecnos¢ zrodet wegla, azotu, energii, makro- i mikroelementdw, a takze
okreslong zawartos$¢ soli mineralnych (Zmystowska 2003).

Dla grzybow plesniowych i drozdzoidalnych istotne zrédto wegla stanowia cukry takie
jak: glukoza, fruktoza, maltoza, sacharoza, laktoza ale rowniez bardziej ztozone polisacharydy
(Rys. 1). Podtoze musi charakteryzowa¢ odpowiednia zawarto$¢ cukru, niezb¢dna grzybom do
wzrostu, ktora nie przekracza poziomu 2%. Grzyby sa jednak w stanie pozyskiwaé wegiel
réwniez z kwasow organicznych 1 alkoholi, ktére rowniez mogg stanowi¢ sktadnik pozywek.

Heterotrofizm grzybow wzgledem azotu powoduje, ze w skladzie podioza nalezy
uwzgledni¢ jego odpowiednie zrédta. Grzyby najefektywniej przyswajaja azot ze zwigzkow
organicznych. Zrodtem azotu s3 najczesciej: pepton, krew, zelatyna, surowica lub konkretne
aminokwasy (Rys. 1). Zawarto$¢ zwiazkow azotu w podtozach miesci si¢ w zakresie 0,5-2%.
Poza organicznymi formami azotu, w pozywkach stosuje si¢ rowniez azot w postaci azotanow
i soli amonowych (Zmystowska 2003).

Istotnym sktadnikiem podt6éz wykorzystywanych w laboratoriach mykologicznych sa
zwigzki mineralne, bedace zrodiem makro- i mikroelementéw oraz sole mineralne, ktére
dodatkowo wykazujg wlasciwosci buforujace i1 stabilizujg ci$nienie osmotyczne pozywki
(Zmystowska 2003) (Rys. 1).

W przypadku konstruowania podtdz wybidrczych i roznicujacych w ich sktadzie, nalezy
uwzgledni¢ czynniki selektywne. Sa to specyficzne substancje i1 zwiazki chemiczne,
syntetyczne lub pochodzenia naturalnego, ktorych celem jest stymulacja wzrostu okreslonych
drobnoustrojow lub ograniczenie namnazania 1 rozwoju innych, niepozadanych
(Mazurkiewicz-Zapatowicz 2011) (Rys. 1).

Istnieje wiele substancji wybiorczych, wsrdd ktorych najczesciej stosowang grupe
stanowig antybiotyki. Przykltadem moze by¢ stale podloze Sabourauda bez czynnikéw
selektywnych oraz wybidrcze, z dodatkiem chloramfenikolu lub innych antybiotykow, ktore
ograniczaja namnazanie si¢ bakterii (Stankiewicz 1973).

Innym czynnikiem selektywnym, stosowanym w podtozach mykologicznych, jest

arbutyna. Niektore drozdze moga prowadzi¢ rozklad arbutyny, ktorego produkty wchodza
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w reakcje z zelazem zawartym w podlozu, umozliwiajagc w ten sposob obserwacje barwne;j
reakcji. Podtoza moga by¢ takze wzbogacone krwig, ktéra stanowi czynnik rdznicujacy
Histoplasma capsulatum od innych grzybow (Kurnatowska 2006).

W celu stymulacji wzrostu grzybow o bardzo wysokich wymaganiach pokarmowych,
stosuje si¢ roOwniez tak zwane wyciagi, stanowigce bogate zrédla substancji odzywczych.
Przyktadem moga by¢: wyciag ziemniaczany w poditozu glukozowo-ziemniaczanym (PDA),
ryzowy w podlozu (RA), mdézgowo-sercowy w podlozu (BHI) przeznaczonym do oznaczania
Cryptococcus neoformans czy wyciag drozdzowy w podtozu (LNA).

Grzyby charakteryzuje wiele specyficznych cech budowy, ktore ulatwiajg ich
identyfikacje. Jednag z nich jest zarodnikowanie. Struktura, wielko$¢ i utozenie zarodnikow oraz
ich liczba, nawet na poziomie szczepéw, moze stanowi¢ ceche charakterystyczng (Batabanski
2016). Dzigki wlasciwej kontroli parametrow podtoza i jego sktadnikow oraz odpowiednim
doborze warunkéw inkubacji, mozliwa jest stymulacja zarodnikowania (Mazurkiewicz-
Zapatowicz 2011). Do substancji indukujacych sporulacje zalicza si¢ estry fosforanowe
i niektore metale, takie jak miedz, molibden, czy cynk. Na przyktad Aspergillus niger nie jest
zdolny do formowania konidiow bez $ladowych ilosci molibdenu w $rodowisku. Sporulacja
moze by¢ rowniez indukowana sztucznie: poprzez modyfikacje¢ warunkéw hodowli lub
przeszczepianie grzybow z pozywek bogatych w substancje odzywcze na podtoza ubogie
(Stevenson 1972).

Bardzo istotny czynnik, ktory nalezy wzia¢ pod uwage przy konstruowaniu pozywek,
stanowi ich pH. W przypadku grzybow wlasciwy bedzie odczyn kwasny, przy czym optymalne
zakwaszenie bedzie zmienne, w zaleznos$ci od hodowanego gatunku. W przypadku wigkszosci
gatunkéw, optymalne pH miesci si¢ w zakresie 4-6 (Nicklin 1 in. 2007). Odczyn podtoza
reguluje si¢ wprowadzajac do niego odpowiednie zwiazki buforujace (Zmystowska 2003) (Rys.
1).

Aby wzrost grzybéw byt mozliwy, podtoze nalezy inkubowaé¢ w odpowiedniej
temperaturze. Wigkszos$¢ grzybow ma charakter mezofilny 1 wzrasta w temperaturze 5-40°C.
Istnieja réwniez gatunki psychrofilne, dla ktérych optymalna temperatura wzrostu nie
przekracza 4°C (Nicklin i in. 2007).

Wzrost grzybow zalezy réwniez od intensywnosci $wiatta. Na poczatku hodowle
prowadzi si¢ zazwyczaj w warunkach ograniczonego dostepu swiatta. W dalszych etapach ilos¢
docierajacego $wiatta moze by¢ modyfikowana (Mazurkiewicz-Zapatowicz 2011).

W zalezno$ci od stanu skupienia podloza i jego przeznaczenia, stosuje si¢ rdzne

naczynia jako nosniki. W przypadku diagnostyki mykologicznej hodowle zaklada si¢ na
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szalkach Petriego, ktore umozliwiajg analize¢ makroskopowa grzybni, ocene jej wzrostu oraz
uzyskanie kultur jednozarodnikowych. Hodowla w proboéwkach, na tak zwanych skosach,
umozliwia dlugotrwate przechowywanie szczepéw. W mykologii wykorzystuje si¢ takze
pozywki pltynne do namnazania komorek grzybow drozdzopodobnych, analizy wtasciwosci
biochemicznych 1 zdolnosci do wytwarzania okreslonych metabolitow (Mazurkiewicz-
Zapatowicz 2011).

Niewlasciwy dobor sktadnikow podtoza moze zmieni¢ przebieg hodowli,
a w konsekwencji prowadzi¢ do btednych interpretacji w toku diagnostycznym i mylnej
diagnozy. Trudno$¢ w uzyskaniu wzrostu aksenicznej kolonii danego grzyba na podtozu
diagnostycznym, moze wigc wskazywac¢ na konieczno$¢ dodania lub eliminacji z pozywki

konkretnego sktadnika (Rys. 1).

Rysunek 1. Rola poszczegblnych sktadnikéw pozywki na przyktadzie wybranego podtoza
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Podsumowanie

Grzyby ze wzgledu na unikalne w $wiecie organizméw zywych wihasciwosci 1 duza
plastycznos¢ ekofizjologiczng, stanowig niezwykle zrdznicowang grupe mikroorganizmow
(Kowalski, Patuszka 2017; Krajewska-Kutak i in. 2010). Ze wzgledu na szeroka tolerancj¢ na
czynniki §rodowiskowe i rozbudowany aparat enzymatyczny, wystepuja we wszystkich
ekosystemach Ziemi, réwniez tych zmienionych przez cztowieka (Buczynska i in. 2007; Ejdys
i in. 2013).
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Z uwagi na mozliwo$¢ zasiedlania przez grzyby bardzo zréznicowanych nisz
ekologicznych, szeroko rozumiana diagnostyka mykologiczna dzieli si¢ na wiele dziatow,
a w kazdym z nich metody klasyczne, speiniajg niezwykle istotng role. Celem o0sob
prowadzacych tok diagnostyczny w laboratorium mykologicznym jest identyfikacja
mikrogrzybéw powodujacych obserwowane zmiany tak szybko, jak to mozliwe. Zadanie to
wymaga rozleglej wiedzy, ktora pozwala miedzy innymi na wiasciwy dobdr metod
badawczych, odpowiednich podtéz diagnostycznych 1 parametréw hodowli. Rodzaj
wykorzystywanego podtoza zalezy od specyfiki drobnoustrojow i1 zadan, ktore stawia sobie
diagnosta. W poszczegdlnych dziatach mykologii wykorzystuje si¢ zroznicowane podloza,
przeznaczone do hodowli konkretnych grup grzybow.

W tym konteks$cie najistotniejszy jest wybor wlasciwego podtoza do prowadzonego
toku diagnostycznego, co w praktyce przyspiesza peing diagnostyke 1 zapewnia wiarygodnos¢

uzyskanego wyniku.
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Abstract

Easy adaptation of fungi to changing environmental conditions, as well as low demand
for nutrients, make it possible for fungi to settle new ecological niches under favourable
conditions. One of them may be laboratory animals, especially since the sterile conditions of
animal husbandry do not constitute an obstacle to the development of micro fungi. This is
important in the case of research on model organisms, the results of which are used in broadly
understood clinical trials. Therefore, the aim of the study was to check the presence of
microfungi in natural ontocenoses - the mouth and anus as well as in places of skin breakage -
wounds.
The research material were microfungi taken in the form of smears from three ontocenoses,
from two types of laboratory mice, i.e. Nude mice characterized by impaired immunity and
control strain - Balb. microfungi cultures were carried out in accordance with accepted methods
used in mycological laboratories.
The analyzes allowed to state a high percentage of positive trials and showed a large generic
diversity of fungi from the groups: mold fungi, yeasts and yeast-like fungi present in the studied
ontocenoses. The obtained results prove that fungi are a component of every ecosystem, even
maintained in conditions of high microbiological purity, which may pose a threat to the health
of model animals.

Keywords: microfungi, isolation, ontocenoses, nude, balb, mice

Wstep

Gryzonie, a w szczegdlno$ci myszy, sa najbardziej popularnymi zwierze¢tami
modelowymi wykorzystywanymi w nauce. Wsrdod wielu przyczyn tej uprzywilejowanej
pozycji jest ich genetyczna blisko$¢ do ludzi, mozliwosci genetycznej manipulacji ich
genomami i dostepnos¢ wielu narzedzi oraz mutantéw i szczepéw wsobnych (Vanhooren
i Libert 2013). To wszystko pozwala na umiej¢tne zaprojektowanie doswiadczenia
z uzyskaniem wynikow, mogacych wplyna¢ na rozwoj nauki (w tym na leczenie wielu chordb)
(Perlman 2016). Dobrym przyktadem sa myszy szczepu Nude a doktadniej CBy.Cg-

Foxnl/cmdb; nagie. Gryzonie te nazywane sg cz¢sto atymicznymi z powodu braku komoérek T
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uktadu immunologicznego (Stutman 1974), dlatego tez stanowig $wietny model do analiz
zaburzen ukladu odpornosciowego, a tym samym mozliwosci zidentyfikowania
mikroorganizmow bytujacych w organizmie nie objetym ochrong. Aby modc uzyskaé
zadowalajgce wyniki, jako szczepy kontrolne stosuje si¢ genetycznie zaprojektowane
odpowiedniki jak np. Balb/c/cmdb, ktore stanowig bazg poréwnawczg podczas doswiadczenia.
Jednak nalezy pamigtac o tym, ze zachowanie odpowiednich warunkéw hodowlano-bytowych
stanowi element warunkujacy uzyskanie wiarygodnych wynikow badan. Nie przestrzeganie
regutl przypisanych do hodowli, moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywie pozytywnych
wynikow badan.

Utrzymanie odpowiednich warunkéow w laboratoriach wydaje si¢ nie stanowié
problemu. Jednak nie tylko odpowiednia dieta, dostep do wody i optymalne warunki bytowe
moga stanowi¢ czynnik zaburzajacy funkcjonowanie zwierzat laboratoryjnych. Do
negatywnych bodZzcow nalezy chociazby obecno$¢ niektorych urzadzen, ktore z jednej strony
stuzg do optymalizacji pomieszczenia, a z drugiej strony sg zrédlem drgan i niepotrzebnego
hatasu (Pfaff 1974). Powoduje powstawanie zespolow stresowych i zaburzen komunikacji
migdzy gryzoniami. Réwniez nieumiejetne dobranie $ciotki, ktora stanowi cze$¢ siedliska
zwierzat, moze powodowaé zaburzenia organizmu (w szczegolnosci u myszy z defektami
uktadu odpornosciowego) (Stutman 1974). Jesli dojdzie do skazenia pomieszczenia
hodowlanego, u zwierzat tego typu bardzo tatwo moze dojs¢ do infekcji mikroorganizmami
potencjalnie chorobotworczymi (a zwlaszcza grzybami). Wiele mikrogrzybéw posiada
zdolnosci do wytwarzania biofilmow, ktore pozwalaja na solidne przyleganie do niektdrych
powierzchni m.in. uszczelek, blatow czy innych sprzetow (Kuhn 1 in. 2002) a nawet do szkta
(Ejdys 2008). Moga takze przetrwa¢ na materiatach silikonowych czy poliakrylamidowych
(Lugauskas i in. 2003). Mikroorganizmy te, dzigki obecnosci przetrwalnikow, bardzo tatwo
adaptujg si¢ do ekstremalnych warunkéw 1 sa w stanie przezy¢ nieprawidlowo dobrane
procedury higienizacyjne (Ejdys 2009).

Celem pracy bylo zbadanie obecnosci mikrogrzybow w wybranych ontocenozach

u dwoch szczepow myszy: Nude 1 Balb.

Material i metody

Do badania wykorzystano dwadziescia cztery samice myszy szczepu Nude (CBy.Cg-
Foxnl/cmdb) i1 genetycznie dopasowane szczepy kontrolne Balb/c/cmdb. Wszystkie zwierzgta
uzyte w tym do$wiadczeniu byly w wieku od 4 do 6 miesigcy. Obydwa szczepy utrzymywano

w sterylnych warunkach (bariera hodowlana i eksperymentalna), zgodnie z procedurami
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przyjetymi w Centrum Medycyny Doswiadczalnej (CMD) Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

Do analiz mykologicznych pobrano wymazy z jamy gebowej, ze skory (rana na karku)
oraz odbytu myszy nagich (n=12) i kontrolnych (n=12). Wykorzystano do tego sterylne
wymazowki, ktéore umieszczono w bulionie Sabourauda a nastepnie inkubowano
w temperaturze 37°C przez okres od 24 do 48 h. Materiat wstepnie namnozony przenoszono na
szalki Petriego z podtozem Sabourauda z dodatkiem antybiotyku (chloramfenikol). Zatozone
hodowle inkubowano w temperaturze 37°C od 24 do 72 h. Po kolejnych dobach dokonywano
obserwacji. Do analizy wzigto pod uwage tylko wyniki po 24 godzinnej inkubacji, dtuzsza
hodowla wyodrebnita zbyt duzo niepoliczalnych kolonii grzybowych (Rys. 1).

Rysunek 1. Wzrost mikrogrzyboéw na podtozu Sabourauda po 72h w temperaturze 37°C. Od lewej: wzrost grzybow

drozdzoidalnych: A) jama gebowa nude/balb, B) rana-nude/balb, C) odbyt- nude/balb, D) jama gebowa- wzrost

grzybow plesniowych—nude/balb. Opracowanie wilasne.
e

A o,

Zrodto: Opracowanie wlasne.

Wyniki
Ogodtem od badanych szczepéw myszy Balb i Nude uzyskano 97 izolatow grzybow
(tab.1.). Z przebadanych 24 myszy, 21 bylo zainfekowanych grzybami. Od 11 osobnikow
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szczepu Balb uzyskano18 préb dodatnich, a u szczepu Nude 19 prob od 10 myszy. Najczesciej
zasiedlang strefg zarowno u szczepu Balb jak i Nude, byta jama gebowa (tab.1), dwukrotnie
rzadziej grzyby izolowano z rany, natomiast najmniej grzybéw mozna bylo zaobserwowac
z prob z odbytu, gdzie wartosci u obu szczepow byly takie same (tab.1). Wsrod 24
analizowanych osobnikow, uzyskano tylko jeden izolat drozdzy (rana u osobnika Balb),
z pozostatych prob uzyskano grzyby plesniowe. Suma izolatéw zaréwno u szczepu Nude, jak
i Balb, utrzymata si¢ na zblizonym poziomie - odpowiednio 50 i 47.

Ogoélem jama gebowa 10 myszy obu szczepow (4 myszy Balb i 6 myszy Nude) byta
wolna od grzybow, podobnie odbyt 14 osobnikdéw oraz rany u 11 osobnikdéw nie byty zasiedlane

przez mikrogrzyby.

Tabelal. Liczba izolatow grzybow (po 24h inkubacji) uzyskanych z badanych ontocenoz myszy Nude i Balb

. Osquk Jama gebowa Rana Odbyt
Lp. Osobnik/szczep ogoélem A) ®B) ©)
(A+B+C)
1 1 Balb 10 10° 0 0
2 2 Balb 7 6P 0 1P
3 3 Balb 4 4P 1P 0
4 4 Balb 2 0 2° 0
5 5 Balb 8 5P 1P 3°
6 6 Balb 4 0 4P 0
7 7 Balb 1 1P 0 0
8 8 Balb 0 0 0 0
9 9 Balb 10 3P 5P 2°
10 10 Balb 1 1P 0 0
11 11 Balb 2 0 1P 1P
12 12 Balb 1 1P 0 0
13 Suma 12 osob. 50 31 14 7
14 1 Nude 11 10° 0 1P
15 2 Nude 5 3P 1P 1P
16 3 Nude 2 1P 1P 0
17 4 Nude 4 0 4P 0
18 5 Nude 2 0 0 2P
19 6 Nude 5 0 4P 1P
20 7 Nude 0 0 0 0
21 8 Nude 0 0 0 0
22 9 Nude 11 6° 5P 0
23 10 Nude 3 2° 0 1P
24 11 Nude 1 0 1P 0
25 12 Nude 3 1P 1P 1P
26 Suma 12 osob. 47 23 17 7
27 Ogolem 97 54 31 14

Zrbdto: Opracowanie wiasne.
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Dyskusja

Mikrogrzyby charakteryzuja si¢ szerokim spektrum wystgpowania, posiadaja zdolnos$ci
kolonizowania oraz przylegania (adhezji) nie tylko do powierzchni uzytkowych, ale przede
wszystkim do bton §luzowych zywych organizméw (Ejdys 2008). Mikroorganizmy, w tym
mikrogrzyby, bardzo szybko adaptuja si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow Srodowiska. Sa
odporne na czynniki niekorzystne, np. wysoka temperature lub detergenty (Lugauskas i in.
2003), ktore pomagaja utrzymac czystos¢ pomieszczen laboratoryjnych i klatek hodowlanych.
Pomimo utrzymywania wysokiej sterylnosci w pomieszczeniach stuzacych do hodowli
zwierzat, w niniejszym badaniu stwierdzono obecno$¢ mikrogrzybow (zarowno grzybow
plesniowych, jak i drozdzopodobnych) w czgéciach ciata myszy laboratoryjnych. O ile u myszy
z grupy Nude, pozbawionych grasicy, a tym samym komorek T uktadu immunologicznego nie
dziwi wyizolowanie grzybow, to niepokojacy jest fakt izolacji grzyboéw u myszy szczepu Balb,
ogolnie zdrowych, stanowiacych grupe kontrolng. Otrzymane wyniki sg tym bardziej
zaskakujace, ze liczba izolatbw u obu badanych grup byta zblizona. Miejsca posiadajace tak
wysoka sterylno$¢, nie powinny by¢ miejscem rozwoju grzybow. By¢ moze zastosowane
procedury nie zapewnily petnej kontroli nad jalowoscia otoczenia zwierzat. Zwierzgta byly
utrzymywane w barierze hodowlanej o pelnej sterylnosci do momentu do$wiadczenia,
a nastepnie na czas poboru wymazow, zostaly przetransportowane przez okienko podawcze do
strefy eksperymentalnej, w ktdorej nie panowaty juz tak wysokie warunki sterylnosci. Niemniej
jednak, istnieje wiele innych mozliwosci wnikania patogenéw do organizméw. Potrafig one
dosta¢ si¢ do organizmu roéwniez m.in. poprzez jame¢ gebowa. Maja wtedy mozliwosé
kolonizacji w calym uktadzie pokarmowym i kolejno przez krew rozprzestrzeniaja si¢ we
wszystkich ukladach (Dynowska 1 in. 2004). Dlatego tez najwigksza liczbe izolatow
stwierdzono w jamie ggbowej myszy laboratoryjnych. Komorki grzybowe przemieszczajg si¢
do przetyku, zotadka, dwunastnicy i jelit a w skrajnym przypadku, moga by¢ pasazowane do
odbytu (Kurnatowska 1 in.2006), stad wysoki odsetek wynikéw dodatnich jednoczes$nie w jamie
gebowej 1 odbycie u badanych zwierzat. Grzyby drozdzowe mogg tez kolonizowac blony
Sluzowe réznych narzadow (Dynowska 1 in. 2006), dlatego tez utrzymywanie homeostazy
1 pelnej sprawnosci immunologicznej, stanowi kluczowy element obrony przed patogenem.
Myszy atymiczne, nieposiadajace sprawnego uktadu odpornosciowego, stanowig tatwy cel do
kolonizacji, zwlaszcza wszelkich uszkodzen 1 naruszenia ciagglosci tkanek, chocby
obserwowane infekcje grzybowe ran na grzbiecie zwierzat. Podobne spostrzezenia zostaty

poczynione w przypadku pacjentow z obnizong odpornoscia, czgsto spowodowang diuga
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hospitalizacjg. U tego typu pacjentow najczgsciej odnotowywano infekcje mikrogrzybami
chorobotwodrczymi. W szczegolnosci zakazenia dotyczyty standw pooperacyjny, odlezyn i ran
(Dynowska i in. 2006).

Przerwanie ciagtosci skory, juz w pierwszych etapach powoduje naplyw czynnikéw
kaskadowych krzepnigcia krwi, a takze komoérek ukladu odpornosciowego. W przypadku
myszy z zaburzonym uktadem immunologicznym, powstanie rany wigze si¢ dodatkowo
z szybka droga inwazji i rozsiewu mikroorganizmow przez krew i naczynia krwiono$ne (Marra
1 in. 2007). Réznego typu urazy czy skaleczenia, szczegdlnie typu otwartego, stanowig wrota
zakazenia bakteriami, grzybami czy pasozytami (Reuter i in.2005). W niniejszych badaniach
z rany grzbietowej wyizolowano kolonie drozdzy, ktore najprawdopodobniej przedostaty si¢

do organizmu w wyniku rozdrapania rany badz kontaktu $wiezo zranionej skory ze $ciotka.

Podsumowanie

Z przeprowadzonych badah moze zatem wynikaé, iz pomimo wysokich standardow
w laboratoriach, nie jest mozliwe wyeliminowanie mikrogrzybow ze $rodowiska i nawet
krotkoterminowa zmiana warunkow hodowli, moze wptyna¢ znaczaco na mozliwosci
kolonizacji mikrogrzybami zwierzat hodowlanych. Utrzymywanie sterylnosci stanowi jedynie

ograniczenie ekspansji mikroorganizméw a nie ich catkowitg eliminacje.
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Abstract

Fusarium avenaceum is a species of microscopic fungi, considered to be a dangerous
parasite of plants, causing mainly cereal diseases and reducing crop yield. The infected seeds
may contain dangerous to human mycotoxins. Despite the significant impact on the agricultural
economy, its mitochondrial genome remains poorly understood.

In this study, the full mitochondrial genome of F. avenaceum was described, using high-
throughput sequencing methods — DNA-Seq and Velvet, MFannot and MAFFT bioinformatics
tools. A structural annotation followed by a functional annotation was performed on the
resulting 49 kbp circular molecule, providing detailed information on biological functions
performed by 43 identified genes.

Analysis of the mitochondrial genome of F. avenaceum can be the basis for further
molecular research of this organism. Obtained results in the future can be used while searching
for methods, that allow easier identification of the presented parasite infecting crops and enable
its effective control.

Keywords: mitochondrial genome, Fusarium sp., DNA sequencing.

Wstep

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 1886, stadium doskonate Gibberella avenacea R.J.
Cook, jest gatunkiem grzybow z rodziny guzetkowatych — Nectriaceae (Wolny-Kotadka 2014).
Tworzy grzybni¢ najczescie] o barwie bialej, rzadziej brzoskwiniowej. Gatunek wystepuje
najczesciej na obszarze o klimacie umiarkowanym oraz tropikalnym. W trakcie konidiogenezy
wytwarza jeden rodzaj zarodnikdw — makrokonidia o ksztalcie wrzecionowatym z lekko
podwinigtymi koncami (Booth 1971). Zbudowane sg one 0-10 sept, ktore w trakcie dojrzewania
przybieraja barwe pomaranczowg. Sporodochia umozliwiajg pobiezng identyfikacje gatunkowa
za pomocg mikroskopu. Jednakze ze wzgledu na duze podobienstwo zarodnikow F. avenaceum
do konidiow innych przedstawicieli rodzaju Fusarium, w celu doktadnego oznaczenia gatunku,

niezbedne jest zastosowanie metod biologii molekularne;.
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Przedstawiciele tego gatunku sg saprotrofami i pasozytami przystosowanymi do
porazania roslin nalezacych do ponad 160 gatunkéw z 26 rodzin, a takze zdolnych do bytowania
na owadach (Sharma, Marques 2018). W Polsce F. avenaceum zakaza przede wszystkim
organy zb6z, todygi i kolby kukurydzy (fuzaryjna zgorzel), ziemniaka (sucha zgnilizna bulw),
rosliny motylkowate (fuzaryjne wiednigcie) a takze rosliny ozdobne, warzywne, drzewa
I krzewy (Lemanczyk 2018). Uznawany jest za staby patogen, w porownaniu do innych
przedstawicieli rodzaju Fusarium, jednak dominuje w §rodowisku ze wzgledu na szeroki zakres
temperatur (5-25°C) sprzyjajacy rozwojowi i atakowaniu ro$lin. Organizm ten moze wpltywaé
na zmniejszenie upraw, w sposob istotny oddzialujgc na gospodarke rolng w sezonach
o wysokiej wilgotnosci.

F. avenaceum moze produkowaé szeroka game potencjalnie niebezpiecznych dla
zdrowia czlowieka lub zwierzat gospodarskich metabolitow wtornych — mykotoksyn,
przyktadowo moniliforming, bowerycyne, eniatyny A i B oraz ich pochodne (Tonshin i in.
2010). Substancje te majg rozne dzialanie toksyczne, migdzy innymi mutagenne, teratogenne
i estrogenne. Ze wzgledu na wysoka termostabilnos$¢, wydzielane do skazonych produktow
rolnych, stanowig bezposrednie zagrozenie nawet po przetworzeniu zywnosci lub pasz (Rychlik
2012).

Mimo ukonczonego projektu sekwencjonowania genomu F. avenaceum (Lysee i in.
2014), w trakcie ktorego zlozono sekwencje genomowe trzech izolatbw o numerach
akcesyjnych GenBank: JQGDO00000000, JQGEO00000000, JPYMO00000000 oraz mimo
szczegOlowego odnotowania ostatniego z nich, mitochondrion omawianego gatunku pozostaje
nieopisany. W momencie przeprowadzania nizej opisanych analiz w bazie danych GenBank
NCBI, dostepne sa 2 rekordy zawierajagce sekwencje mitochondrialne: JQGE01000002
1 JPYMO01000083, ktore jednak rdznig si¢ w sposob istotny sekwencja nukleotydowa oraz
zawierajg szczatkowe informacje dotyczace funkcjonalnych elementéw genomu, takich jak
geny kodujace bialka, rybosomalne RNA, transportujagce RNA, 1 tak dalej. Ponadto, sposrod
wszystkich 1.921 rekordéw powigzanych z organizmem F. avenaceum, w bazach danych
dostepny jest tylko jeden rekord zawierajacy pojedynczy gen mitochondrialny o petnej
sekwencji kodujacej — JPYMO1000083 (zastosowana kwerenda: ,,txid40199[Organism:noexp]
NOT partial”, data dostepu: 4.03.2019). Pozwala to wnioskowaé, ze mimo do$¢ dobrego
poznania genomu jadrowego F. avenaceum, genom mitochondrialny w praktyce pozostaje

nieznany.
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Celem niniejszej pracy byto zsekwencjonowanie metodami wysokoprzepustowymi oraz
zlozenie pelnej czasteczki DNA mitochondrialnego F. avenaceum, a w dalszej kolejnos$ci

identyfikacja i adnotacja genow na niej zlokalizowanych.

Material i metody badan

Do badan wykorzystano trzy izolaty grzyboéw plesniowych pozyskane ze
srodowiskowego materiatu roslinnego. Komorki namnozono na podiozu PDB (A&A
Biotechnology, Polska), w warunkach zmiennego na$wietlenia UV i w temperaturze okoto
22°C. Po pojawieniu si¢ stadium konidialnego, oznaczono gatunki grzybow metoda
mikroskopowa, na podstawie prac Booth (1971), Nelson i in. (1983) oraz Samuels i in. (2001).

Catkowite DNA wyizolowano z 50 mg 1-2 dniowych wyselekcjonowanych kultur
gatunku F. avenaceum. Material biologiczny ucierano w cieklym azocie, w sterylnym
mozdzierzu, do ktérego dodawano bufor ekstrakcyjny CTAB, Proteinazg K (Promega, USA)
oraz RNA-z¢ A (Promega, USA). Tak przygotowany material przeniesiono do sterylnych
probowek Eppendorf i inkubowano w ThermoMixer C (Eppendorf, Niemcy), w temperaturze
70°C przez 30 minut. Nastepnie proboéwki wirowano w wirdwce Eppendorf. Zebrany nasacz,
o objetosci 200 ul, przeniesiono do dedykowanych kartridzéw (Maxwell® 16LEV Plant DNA
Kit, Promega, USA) i kontynuowano izolacje w automacie Maxwell® 16 (Promega, USA).
Ilo§¢ 1 czysto§¢ DNA oceniono przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop ND 2000C
(ThermoFisher Scientific, USA) oraz fluorymetru Qubit (ThermoFisher Scientific, USA).

Biblioteki do sekwencjonowania przygotowano za pomoca zestawu odczynnikow
TruSeq DNA PCR-free (Illumina Inc., USA), typ przygotowanych bibliotek to Illumina-
Shotgun. Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie przeprowadzono na platformie MiSeq
(MMumina Inc., USA), typ sekwencjonowania Pair-End, przy zaktadanym 20% pokryciu $ciezki
w komorze przeptywowej przez kazda z rownolegle sekwencjonowanych probek.

Jako$¢ surowych odczytow sprawdzono za pomocg narzedzia FastQC wer. 0.11.4
(Andrews 2010). Nastepnie sekwencje adapterow oraz regiony odczytow o niskiej jakosci
wycigto za pomocg narz¢dzia Trimmomatic wer. 0.36 (Bolger i in. 2014), przy nast¢pujacych
parametrach dzialania: jako$¢ poczatkowych i koncowych odcinkow odczytow > 20 i Srednia
jako$¢ odczytow > 30. Jakos¢ przetworzonych odczytow potwierdzono ponownie za pomocg
narzedzia FastQC.

Proces asemblacji de novo przeprowadzono korzystajac z programu Velvet wer. 1.2.10
(Zerbino, Birney 2008), przy nastgpujacych parametrach dziatania: dhugos¢ k-merow — 31,

wlaczone $ledzenie odczytow; dhugos¢ insertu — 350 pz; przewidywane pokrycie — 10
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odczytow; minimalna dtugo$¢ kontigu — 1000 pz; wlaczone tworzenie scaffoldow. Kontig,
zawierajacy sekwencj¢ mitochondrialng, wybrano na podstawie przyréwnania do sekwencji
genomu mitochondrialnego F. graminearum (NC_009493). Prawidtowos$¢ zlozenia badanej
sekwencji zweryfikowano poprzez zmapowanie wzgledem niej wczesniej przetworzonych
odczytow, przy uzyciu narzgdzia Geneious Mapper, bedacego czescig programu Geneious wer.
8.1.9 (Kearse i in. 2012), przy nastgpujacych parametrach dziatania: minimalna dtugos¢
naktadania si¢ odczytéw — 40 pz oraz minimalna identyczno$¢ naktadajacych si¢ odczytow —
96%.

Adnotacje strukturalng i funkcjonalng przeprowadzono korzystajgc ze zmodyfikowanej
procedury opisanej przez Brankovics i in. (2018). Wstepne informacje, dotyczace potozenia
gendw na badanym genomie mitochondrialnym, uzyskano za pomoca narzedzia MFannot
(Gautheret, Lambert 2001). Adnotacje genéw kodujacych tRNA zostaty recznie poprawione za
pomocg programu tRNAscan-SE (Lowe, Chan 2016). Adnotacje funkcjonalng genow
kodujacych biatka, przeprowadzono z uzyciem programu InterProScan (Jones i in. 2014).
Budowe gendéw kodujacych biatka, rRNA i sekwencji ORF o niepoznanej funkcji
zweryfikowano za pomocg narzedzi BLASTn i BLASTp (Benson i in. 2018), przeszukujacych
bazy danych NCBI Nucleotide i Protein. Ztozong sekwencjg¢, wraz z adnotacjami, przyrownano
wzgledem referencyjnych sekwencji mitochondrialnych F. avenaceum JPYMO01000083
i JQGE01000002 udostepnionych w bazie danych GenBank NCBI za pomoca narzedzia
MAFFT wer 7.017 (Katoh, Standley 2013) przy domys$lnych parametrach dziatania.

Wyniki przyrownan zwizualizowano przy uzyciu programu Geneious wer. 8.1.9.
Kolistg czasteczke mitochondrialnego DNA, wraz z adnotacjami, zwizualizowano za pomocg

narzedzia OrganellarGenomeDraw (Lohse i in. 2013).

Wyniki badan

W wyniku sekwencjonowania wysokoprzepustowego trzech badanych probek, przy
uzyciu sekwenatora MiSeq oraz wycigcia sekwencji adaptorowych 1 regionéw o niskiej jakosci,
uzyskano kolejno 4,36 miln, 2,79 mln i1 3,59 mln odczytdw. Szczegétowe parametry
przetworzonych odczytow zestawiono w Tabeli 1.

Efektem asemblacji de novo na podstawie wszystkich uzyskanych odczytow byto
uzyskanie zestawu dlugich sekwencji — kontogow, z ktorych wybrano sekwencje pelnej
czasteczki mtDNA o catkowitej dtugosci 49.396 pz oraz Sredniej zawartosci par GC na
poziomie 33,1%. Szczegotowe zestawienie frekwencji nukleotydow zaprezentowano na

rysunku 1. W wyniku mapowania weryfikacyjnego, do analizowanej sekwencji, dopasowano
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121.808 odczytow ze $rednim pokryciem 195,1 i przy odchyleniu standardowym 133,2.
Odczyty przytaczone na koncach liniowej sekwencji umozliwily zamknigcie analizowanej

czasteczki w koto.

Tabela 1. Zestawienie parametrow uzyskanych odczytow

Probka | 1 i
Liczba odczytow 4.357.450 2.787.932 3.587.494
Maksymalna dtugos¢ odczytow 80 80 80
Srednia dtugo$¢ odczytow 79,5 79,6 79,6
Odchylenie standardowe 4,0 3,7 3,5
Zawarto$¢ par GC 48,4% 48,2% 52,4%
Q30 97,0% 96,5% 97,3%

Zrbdto: Opracowanie wiasne.

W badanej czasteczce zidentyfikowano w sumie 43 geny, w tym 15 gendéw kodujacych
biatka, 2 geny kodujace rRNA (rybosomalne RNA) i 26 genow kodujacych tRNA
(transportujagce  RNA). Zidentyfikowane geny kodowane sa w tym samym kierunku.
Zaadnotowane geny kodujace tRNA odpowiadajg za transport wszystkich 20 podstawowych
aminokwasow budujacych biatka, w tym 3 geny tRNA transportujgce metioning (M),
3 transportujace arginine (R), 2 transportujace seryne (S) oraz 2 transportujace treoning (T).
Odnaleziono takze 9 otwartych ramek odczytu (ang. open reading frame, ORF) o0 niepoznanej
funkcji. ORF nazwany orf1952 ma dlugos$¢ 5.858 pz i jest charakterystyczny dla genomow
mitochondrialnych rodzaju Fusarium. Ponadto zidentyfikowano dwa krotkie regiony
powtdrzeniowe o dlugosci 80 pz, zawierajace identyczng sekwencje nukleotydowa. Oba
regiony znajduja si¢ w cze$ciach migdzygenowych genomu mitochondrialnego, w odlegtosci
4.085 pz od siebie.

Trzy ze zidentyfikowanych genow kodujacych biatka, zawierajg introny. W kazdym
z intronéw znajduja si¢ sekwencje ORF, ktore kontynuuja ramki kodowania rozpoczete
w poprzedzajacych je egzonach. Gen cox1 zwiera cztery sekwencje intronowe, natomiast geny
Cox2 oraz cob zawierajg po jednym intronie. Ponadto gen kodujacy wielka podjednostke rRNA
(rnl) zawiera intron, wewnatrz ktorego w cato$ci zawarty jest gen rps3, kodujacy biatko

rybosomalne S3.
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Rysunek 1. Frekwencja procentowa nukleotydow oraz par GC w badanym genomie mitochondrialnym
F. avenaceum
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Tabela 2. Zestawienie genow zidentyfikowanych na genomie F. avenaceum

Kategoria Grupa genow Symbole genow
Kompleks I,
dehydrogenaza nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6
NADH
Kompleks Ill,
Lafcuch reduktaza cob
oddechowy cytochromu ¢
Kompleks 1V,
oksydaza coxl1, cox2, cox3
cytochromu ¢
Synteza ATP atp6, atp8, atp9
Rybosomalne RNA | rns, rnl
Bialka mate;j
podjednostki rps3
Synteza rybosomow
biatek
trnA(ugc), trnC(gca), trnD(guc), trnE(uuc), trnF(gaa), trnG(ucc),
Transportujgce trnH(gug), trnl(gau), trnK(uuu), trnL(uaa), trnM(cau) (x3), trnN(guu),
RNA trnP(ugg), trnQ(uug), trnR(acg), trnR(ucg), trnR(ucu), trnS(gcu),
trnS(uga), trnT(uag), trnT(ugu), trnV(uac), trnW(uca), trnY(gua)
Inne geny ORF (}S:‘i%?iznanej orf119, orfl62, orf269, orf288, orf294, orf327, orf342, orf429, orf1952

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Identyfikacja funkcjonalna umozliwita przypisanie wszystkich genow do trzech
glownych kategorii: geny bioragce udziat w tancuchu oddechowym, geny majace udziat
w syntezie bialek oraz sekwencje pelnigce inne funkcje. Kazda ze wspomnianych kategorii
funkcjonalnych podzielono na podkategorie, szczegbtowo wskazujace funkcje petnione przez
poszczegolne geny w procesach zachodzacych w mitochondrium (Tab. 2).

Kolista czasteczke mtDNA F. avenaceum wraz z adnotacjami zidentyfikowanych

gendw 1 ich podzialem funkcjonalnym, zwizualizowano na rysunku 2.

Rysunek 2. Mapa genow genomu mitochondrialnego Fusarium avenaceum. Czarna ciggla linia symbolizuje
kolista czasteczk¢ mtDNA. Umiejscowienie poszczegdlnych gendw zostalo oznaczone bloczkami. Grupy gendéw
petniace odmienne funkcje oznaczono réznymi kolorami, opisanymi w legendzie. Nazwy gendéw zawierajacych
introny zostaly oznaczone znakiem ,,*”. Wszystkie geny ulegaja transkrypcji w kierunku przeciwnym do ruchu
wskazowek zegara. Lokalna zawarto$¢ par GC w sekwencji nukleotydowej zostala zaprezentowana na
wewnetrznym okregu za pomocg barwy ciemnoszarej
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Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Przyrownanie utworzonej sekwencji genomu mitochondrialnego F. avenaceum do
dwoch sekwencji referencyjnych mtDNA tego gatunku, dostepnych w bazie danych GenBank
NCBI - JPYMO01000083 i JQGE01000002, daty kolejno 90,1% oraz 100% identycznosci.
Pierwszy z referencyjnych kontigow jest o 2.386 pz dtuzszy od analizowanej czasteczki.
W przyréwnaniu tym, zauwazy¢ mozna 4 dlugie regiony, ktére nie zostaty dopasowane migdzy
sekwencjami oraz szereg krotszych, najczesciej jednonukleotydowych niedopasowan. Ponadto,
region na tym kontigu, w ktorym znajduje si¢ jedyna adnotacja o kompletnej sekwencji
kodujacej, nie zostata przyrownana do analogicznego regionu w badanej sekwencji (region
47.124-48.480) na rysunku 3. Migdzy ztozong sekwencja, a drugim ze wspomnianych kontigow
referencyjnych nie znaleziono zadnych réznic (ciagla zielona linia obok ,,Identity” na rysunku
4. Zestawienie parametréw kazdej z poréwnywanych sekwencji przedstawiono

w tabeli 3.

Rysunek 3. Wynik przyrownania uzyskanej sekwencji mtDNA F. avenaceum i kontigu JP°YM01000083. Czarne
dlugie linie obok nazw sekwencji symbolizuja sekwencje nukleotydowe. Przerwy na tych liniach zaznaczaja
miejsca, w ktorych przyréwnane sekwencje wykazuja roéznice. Czarne bloczki pod nimi symbolizuja biatka
kodowane przez sekwencje kodujace genéw i ORFow, ktore z kolei zaznaczone sg zottymi strzatkami. Egzony
zostaly oznaczone szarymi strzalkami, natomiast introny biatlymi strzatkami. Zielonymi strzatkami oznaczono
miejsca potozenia genéw na sekwencji, rozowymi odcinki ulegajgce transkrypcji do tRNA, natomiast czerwonymi
odcinki, na podstawie ktorych syntezowane jest rRNA. Biekitne strzalki wskazujg potozenie regionow
powtdrzeniowych. Przerywana zo6tto-zielona linia obok napisu Identity wskazuje lokalne podobienstwo migdzy
przyrownanymi sekwencjami
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Uzyskana sekwencja mtDNA, wraz ze wszystkimi adnotacjami zostala zdeponowana

w ogolnodostepnej bazie danych NCBI GenBank.
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Rysunek 4. Wynik przyréwnania uzyskanej sekwencji mtDNA F. avenaceum i kontigu JQGE01000002.
Znaczenie poszczegdlnych elementéw przyrownania scharakteryzowano w opisie do Rysunku 2. Opracowanie
wlasne.
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Zrbdto: Opracowanie wiasne.

Dyskusja i wnioski

W wyniku analiz bioinformatycznych oraz identyfikacji funkcjonalnej, opisano petny
genom mitochondrialny F. avenaceum. Stwierdzono prawidlowa budowe analizowanej
czasteczki mtDNA, charakterystyczng dla organizmow rodzaju Fusarium. Zawarto$¢ par GC
dla catej czasteczki jest bliska 30%. Zidentyfikowano charakterystyczng dtuga otwartg ramke
odczytu o niepoznanej funkcji (Al-Reedy i in. 2012). Gen kodujacy wielka podjednostke rRNA
zawiera intron, w ktorym znajduje si¢ gen rps3. Ponadto zidentyfikowano wszystkie geny
kodujace biatka, biorgce udziat w tancuchu oddechowym, geny kodujace obie podjednostki
rRNA oraz geny kodujace czasteczki tRNA dla kazdego z podstawowych aminokwasow
wykorzystywanych do budowy biatek (Pantou i in. 2008).

Tabela 3. Porownanie parametréw sekwencji badanej oraz sekwencji referencyjnych (opisanych w tekscie)

Analizowana

Parametry sekwencji sekwencja Kontig Kontig
y J J JPYM01000083 | JQGE01000002
mtDNA
Dhugos¢ catkowita [pz] 49.396 51.782 49.396
Frekwencja par GC [%] 33,1 33,2 33,1
Catkowita liczba adnotacji 132 6 0
Liczba adnotacji opisujacych geny 15 1 0
kodujace biatka

Liczba adnotacji opisujacych rRNA 2 0 0
Liczba adnotacji opisujacych tRNA 26 0 0
Liczba adnotacji opisujacych ORFy o 9 1 0

niepoznanej funkcji

Zrbdto: Opracowanie wtasne.
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Poréwnujac uzyskang sekwencje do 2 rekordow dostepnych w bazie danych GenBank
NCBI stwierdzono 100% identyczno$¢ wzgledem jednego z nich, co pozwala wnioskowaé
o prawidlowym przeprowadzeniu asemblacji de novo. Drugi z rekordow rdzni si¢ w sposob
istotny od uzyskanej czgsteczki. W przyroOwnaniu zauwazy¢ mozna 4 dlugie przerwy, kazda
o dhugosci ponad 1.000 pz oraz szereg punktowych niedopasowan. Pozwala to przypuszczac,
ze sekwencja drugiego z rekordéw zostata zlozona w bledny sposob (przyktadowo poprzez
nieodpowiednia obrobke odczytdow uzyskanych w wyniku sekwencjonowania lub
nieodpowiednie dobranie parametrow dziatania programu sktadajgcego kontigi). Mozliwa byta
takze kontaminacja probki badanej lub nieodpowiednie oznaczenie gatunku.

Uzyskane wyniki w obecnej formie moga zosta¢ zastosowane do przygotowania testu
umozliwiajacego szybka identyfikacje F. avenaceum metodami molekularnymi. Na przyktad
poprzez opracowanie gatunkowo-specyficznych starteréw do tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR).

Genom mitochondrialny F. avenaceum jest obecnie jedenastym w pelni opisanym
mitochondrionem sposrod 927 gatunkow zaliczanych do rodzaju Fusarium [MB#8284]
zgodnie z bazg Mycobank (Crous et al. 2004). Niniejsze badania moga przyczyni¢ si¢ do
lepszego poznania genetyki oraz proceséw metabolicznych, zachodzacych wewnatrz komorek
nie tylko organizmow nalezagcych do wspomnianego rodzaju, ale tez innych grzybow
pasozytujacych na roslinach. Poznanie doktadnej budowy genomu jadrowego
1 mitochondrialnego grzybéw mikroskopijnych w przyszlo$ci moze znacznie przyspieszy¢
proces identyfikacji poszczegdlnych gatunkéw, a nawet szczepdw, poprzez wykorzystanie
technik molekularnych. W efekcie pozwoli to na szybka analizg pasozytéw atakujacych uprawy
roslinne oraz skuteczniejsze dobieranie technik zabezpieczajacych przed ponowng infekcja
i stratami w uzyskiwanej ilosci plonow. W dalekiej perspektywie moze to w istotny sposob

wptynac¢ na polepszenie jako$ci pasz oraz zywnos$ci pochodzenia ro§linnego.
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Abstract

Zearalenone is a mycotoxin produced by mold fungi of the genus Fusarium. Toxin is
the most common in maize and cereals, but also in maize products and in stored food, especially
under inadequate conditions. The most vulnerable to the harmful effects of mycotoxins are
breeding animals that have been fed with a zearalenone contaminated feed. The fusarium fungi
produce zearalenone, which chemically forms a compound called B-resorcinol-lactone, which
has an extremely steroidal effect, despite the non-steroidal structure. In addition, the body reacts
with the receptors faster than real steroid hormones. Zearalenone has been best investigated for
sows in which has been shown disorders of the sexual cycle, premature burns, short ovulations,
smaller litter or sick and dead pigs, and swollen external genitalia. In adult women - menstrual
cycle disorders, problems with getting pregnant are indicated, and even miscarriages. In
addition to estrogen activity, the influence of toxin on the deformation of the ovaries, uterus,
mammary glands as well as the prostate and testes has been demonstrated.
Keywords: zearalenone, mycotoxin, fungi, food, estrogen, disorders.

Wstep

Mykotoksyny to wtorne metabolity grzybow strzgpkowych, wytwarzane przez
drobnoustroje, ktore zakonczyly swodj wzrost (Chetkowski 2010). Nazwa mykotoksyny
pochodzi od greckiego stowa mycos, co thumaczone jest jako stowo grzyb, z tacinskiego zas$ -
toxicum czyli inaczej trucizna. Metabolity wtorne grzyboéw mikroskopowych zasadniczo nie sg
niezbedne dla grzybow, ktore je wytwarzaja. Poznano ponad 400 zwiazkéw, ktore
zdefiniowano jako mykotoksyny (Piotrowska 2012; Wrobel 2014). Myktotoksyny sa
produkowane w grzybach dojrzatych, ktore wytwarzajg metabolity wtorne w odpowiedzi na
réznorodne warunki $rodowiska, np. obnizone lub zbyt wysokie wartosci pH, brak
odpowiedniego poziomu natlenienia czy wilgotno$ci powietrza lub jako odpowiedZ na presje
konkurencj¢ ze strony innych gatunkéw grzyboéw (Chetkowski 2010; Wrdobel 2014).

W badaniach nad metabolitami wtdérnymi grzybow plesniowych wskazuje si¢ na ich
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szkodliwo§¢ w organizmie cztowieka 1 zwierzat. Przewaznie, wraz z obecnoscia
zanieczyszczen grzybnig grzybow plesniowych, wystepuja rowniez skazenia metabolitami
wtornymi — zwlaszcza w przypadku zywnosci. Ich obecno$¢ stwierdzono gltownie
w produktach pochodzenia roslinnego, ktore mogly ulec zakazeniu w trakcie wzrostu, na etapie
magazynowania badz w czasie trwania procesu produkcji. Bardzo czesto do zatrucia dochodzi
w wyniku spozycia zanieczyszczonych grzybem produktéw suchych, zbdz, nasion a nawet
w artykutow spozywczych, ktore przeznaczone sg dla dzieci (Wrobel 2014).

Mykotoksyny produkujg grzyby rodzajow Claviceps, Aspergillus, Fusarium. Grzyby
rodzaju Fusarium sg niebezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi oraz zwierzat, nie tylko ze wzgledu
na swoja patogeniczno$¢, lecz mykotoksyny przez nie produkowane, zaliczaja si¢ do
wszystkich grup toksyn jakie dotychczas poznano tj. hepatotoksyny — uszkadzajace watrobe;
nefrotoksyny — uszkadzajace nerki; kardiotoksyny — powodujace choroby serca i uktadu
krwiono$nego; dermatotoksyny — prowadzace do uszkodzen skory i bton $luzowych;
neurotoksyny — wywotujace uszkodzenia centralnego uktadu nerwowego; pulmotoksyny -
powodujace obrzgki ptuc. Jako oddzielne grupy wydzielono dodatkowo: mykohormony —
dzialajace na regulacj¢ hormonalng, w ktoérych miesci si¢ zearalenon oraz jego pochodne;
immunotoksyny — wplywajace negatywnie na odporno$¢ organizmu; kancerogeny -—
przyczyniajace si¢ do powstawania nowotworéw (Fink-Gremmels 1999; Chetkowski 2010).
Jedna 7z najczgsciej wystgpujacych mykotoksyn, a zarazem jedna z najbardziej
niebezpiecznych, jest zearalenon. Przewaznie wystepuje w surowcach takich jak: kukurydza,
pszenica, jgczmien, sorgo, ryz oraz w produktach zywnosciowych wykonywanych na ich bazie
(Polak-Sliwinska i in. 2014). Ze wzgledu na zdolno$é¢ do kumulowania si¢ mykotoksyn
w tkankach oraz narzadach, zrodlami zatrucia zearalenonem s3a réwniez produkty miesne,
a takze jaja czy mleko. Zagrozenie zwigzane z tym konkretnym metabolitem wtornym, wiaze
si¢ z faktem 1z nie tylko wplywa on na wzrost zachorowan na nowotwory oraz wystepowanie
mutacji, lecz wplywa bezposrednio na zaburzenia gospodarki hormonalnej zar6wno u zwierzat,
jak i u czlowieka (Fink-Gremmels 1999). Celem pracy jest przedstawienie informacji
dotyczacej toksycznego wpltywu metabolitu wtérnego, jakim jest zearalenon na organizm

cztowieka oraz zwierzat.

Charakterystyka i budowa zearalenonu
Zearalenon jest nietypowa mykotoksyna, poniewaz pod katem biochemicznym jest

laktonem kwasu rezorcynowego, przez co posiada charakter fitoestrogenu. Petna nazwa
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zearalenonu pod katem chemicznym to B-rezorcyno-lakton. Zawiera on w swojej budowie
czasteczkowej pierécien rezorcynowy oraz makrocykliczny pierscien laktonowy, ktory jest
bardzo trwaly oraz nie ulega hydrolizie i redukcji. Dodatkowo zearalenon posiada uktad
przestrzenny zblizony do ukladu hormonéw steroidowych - stad wynika jego niezwykle
wysoka homologia do estrogenu. Dzigki tej wilasciwosci wykazuje dziatanie estrogenne
w organizmach czltowieka i zwierzat, zaburzajagc m.in. regulacj¢ hormonalng (Chetkowski

2010; Polak-Sliwiniska i in. 2014).

Rysunekl. Budowa B-rezorcyno-laktonu

OH

HO @)

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/Mikotoksyny/

Mykotoksyna jest absorbowana przez uktad pokarmowy i nast¢pnie ulega przemianom
metabolicznym zardwno w jelitach, jak i watrobie. Uwaza si¢, ze przemiana zearalenonu
w organizmie zachodzi poprzez 2 gtéwne mechanizmy:

o hydroksylacje do a-zearelanonu i B-zearalenonu przy udziale dehydrogenazy 3-a- i 3-

B-hydroksysteroidoweyj,

. sprzezenie z kwasem glukuronowym, katalizowane przez urydynodifosforan
glukuronylotransferazy.

W wyniku rozktadu powstaje a- 1 B-zearalenol oraz a- 1 f-zearalenal, ktore sg zwigzkami
wysoce stabilnymi. Dlatego tez, nawet obrobka termiczna Zywno$ci, nie jest w stanie zapewnic¢
bezpieczenstwa jej spozywania, gdyz wysoka temperatura nie jest w stanie zdegradowac
mykotoksyny — podobnie jest w przypadku przerabiania mechanicznego oraz chemicznego
zywnosci. Zearalenon, podobnie jak inne metabolity wtorne, jest nierozpuszczalny w wodzie,
lecz doskonale ulega rozpuszczeniu w benzynie, olejach, eterze czy chloroformie (Polak-
Sliwifiska i in. 2014 za Sherma 2000).
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Zearalenon jest mykotoksyng produkowang przez grzyby rodzaju Fusarium, gtéwnie
przez gatunki F. gramineraum, F. culmorum, F. cerealis i F. equiseti (Chetkowski 2010;
Solarska i in. 2012). Grzyby te powoduja rocznie znaczace straty w rolnictwie. Dodatkowo sg
silnymi patogenami roslin zbozowych i bobowatych. Wywotujg zgorzel wczesnych i poznych
wschodow siewek, zgorzel podstawy zdzbta i todyg, fuzarioze ktoséw 1 kolb, nazywang czgsto
zgnilizng czerwong i r6zowa (Chetkowski 2010).

Kumulacja zearalenonu jest najwyzsza w zywnosci przechowywanej magazynowo,
zwlaszcza w nieodpowiednich warunkach. Jednakze do skazenia zywno$ci moze doj$¢ juz na
etapie zbiorow, co zwykle przektada si¢ na obnizong jako$¢ powstajacych z plonow
potproduktow (Dec i Obidzinski 2014). Zywno$é pochodzenia roélinnego wigze sie
z bezposrednim zagrozeniem oraz skazeniem organizmow cztowieka i zwierzat. W przypadku
skarmiania bydta oraz trzody chlewnej skazong pasza, dochodzi do kumulacji zearalenonu
w migsniach oraz narzadach. W organizmach zwierzecych mykotoksyna ta jest modyfikowana
chemicznie i przenika do tkanki migsniowej (a nawet jaj, czy mleka). Oprocz zmian
wywolywanych na skutek mutagennego, teratogennego i rakotworczego wplywu metabolitu
wtornego w organizmach zwierzat, moga one sta¢ si¢ nosnikiem mykotoksyn, posredniczac
w intoksykacji cztowieka. Spozywanie migsa, jaj czy mleka od zwierzat, ktére miaty kontakt
z zearalenonem, powoduje kumulacje mykotoksyny w organizmie czlowieka. W ten sposob
bardzo czgsto dochodzi do wzrostu poziomu stezenia toksyny. W efekcie rozpoczyna ona
destrukcyjne oddziatywanie, zaburzajac homeostaze 1 przyczyniajac si¢ bezposrednio do wielu
mutacji (Zinedine 1 in. 2007; Solarska 1 in. 2012). Nalezy jednak podkresli¢, ze zawartos$¢
zearalenonu w zywnoS$ci pochodzacej od skazonych zwierzat, zazwyczaj jest znacznie
mniejsza, w pordéwnaniu do zawartosci w paszy, podawanej bezposrednio zwierzgtom. Dlatego
tez spozywanie migsa, mleka czy jaj, z obecnym w nich zearalenonem, zwykle nie objawia si¢

zatruciem o ostrym charakterze (Wrdbel 2014).

Wplyw zearalenonu na organizmy czlowieka oraz zwierzat

Dziatanie zearalenonu, jako silnego estrogenu, badano w czasie doswiadczen, podczas
ktorych poddawano stymulacji mykotoksyng niedojrzate ptciowo samice myszy 1 szczurow.
W stezeniach bezpiecznych wykazano szybsze dojrzewanie oraz wzrost masy macicy
u wszystkich samic (Sheehan i in. 1984; Takemura 1 in. 2007). Podobny schemat dziatania
wykryto u zwierzat hodowlanych, skarmianych wcze$niej wadliwej jako$ci pasza. Po spozyciu

zywnosci skazonej zearalenonem, rozpoczyna si¢ szereg procesoOw, ktore moga prowadzi¢ do
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opisanych i znanych powszechnie zmian zwigzanych z negatywnym dziataniem toksyny.
Naturalne, strukturalne podobienstwo mykotoksyny do estrogenu czy estrioli, warunkuje jej
szkodliwo$¢ 1 sposrod wszystkich wlasciwosci, oddziatywanie estrogenne wywiera najbardziej
negatywny wplyw na organizmy zywe. Poprzez zaburzenia cyklu ptciowego dochodzi do
szeregu innych zmian, przyczyniajacych si¢ do znacznego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat
a nawet stajacych si¢ bezposrednig przyczyng utraty zycia (Chetkowski 2010; Solarska i in.
2012).

Proces zaburzenia hormonalnego polega na interakcji B-rezorcyno-laktonu
zZ receptorami estrogenowymi, przez co zearalenon konkuruje z estrogenem o miejsce aktywne
1 dziata jak inhibitor kompetencyjny dla estrogenow. Dodatkowo, posiada kilkukrotnie wyzsze
powinowactwo do receptoréw niz prawdziwy hormon, mimo iz nie posiada typowej budowy
steroidowej. Glownym, negatywnym skutkiem zatrucia zearalenonem jest tzw. syndrom
estrogeniczny, wystepujacy przewaznie u zwierzat. Dzienng dawka infekcyjng w przypadku
trzody chlewnej jest zakres od 1,5 do 3,0 mg/kg masy ciala zwierzecia. Zearalenon jest
niebezpieczny, szczegblnie dla zwierzat miodych, zwlaszcza cielat z niewyksztalconymi
jeszcze przedzotadkami (Wrobel 2014). U jaldéwek moga wystapi¢ problemy z ptodnoscia.
Podobng dawke toksyczng podaje si¢ w przypadku ludzi, jednakze jest ona bardzo zmienna
i zalezy od wczesniejszego stanu zdrowia cztowieka oraz kondycji watroby, nerek i przewodu
pokarmowego u kregowcow. Generalnie schemat oddziatywania syndromu estrogenowego jest
zblizony posrdd réznych gatunkow. Zaréwno u bydta, trzody chlewne;j, drobiu, jak 1 cztowieka,
dochodzi do hiperestrogenizmu, co z kolei przektada si¢ na zaburzenia cyklu rujowego 1 cyklu
owulacyjnego (Solarska i in. 2012). Obserwuje si¢ rowniez przesunigcia w cyklu
miesigczkowym, zaburzenia w powstawaniu luteiny 1 ciatka zoéttego oraz problemy
z implantacja zarodka. Oprdcz objawdw wewngtrznych zwigzanych z rozrodem, dochodzi do
hipergonadyzmu, przerostu gruczotéw mlekowych, warg sromowych i obrzmienia pochwy.
Wszystkie te objawy prowadza gtdwnie do obnizenia rozrodczosci 1 zdolnosci do reprodukcji
zwierzat, a u kobiet sg posrednia przyczyna bezptodnosci. Ponadto, bardzo cze¢sto dochodzi do
zaburzenia dziatania przysadki i tarczycy, co dodatkowo wplywa na wzmaganie zaburzen
gospodarki hormonalnej. Wazne jest podkreslenie, ze nie dochodzi jedynie do uposledzenia
dzialania  hormondéw  steroidowych, lecz  réwniez  peptydowych.  Organizm,
w ktérym dochodzi do tylu destrukcyjnych zmian, staje si¢ ostabiony, a to przektada si¢ na

zywotnos¢ samych zwierzat (Chetkowski 2010).
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Wedlug badan przeprowadzonych przez Zinedine i in. (2007) wykazano, ze wskazniki
ptodnosci osobnikéw spadaty nawet 30%. Dodatkowo, dochodzito do zmian, polegajacych na
ze zmniejszeniu masy gonad, zaburzonym dojrzewaniem pecherzykow, zaburzeniami w cyklu
pochwowym i niewlasciwg plodnoscig ich potomstwa. Podczas badan laboratoryjnych
zaobserwowano takze zmieniong wagg gruczolow nadnerczy, tarczycy i przysadki oraz zmiany
w poziomie progesteronu i estradiolu w surowicy krwi. W przypadku myszy, szczurow, swinek
morskich i krélikow nie wykazano wptywu teratogennego zearalenonu na zarodki (Chetkowski
2010). Obnizona reprodukcja powstaje na skutek wad cyklu plciowego. Stwierdzono, iz
wysokie stezenia ZEA (50-100 npg/kg) w diecie $win, maja niekorzystny wplyw na
rozmnazanie. Jesli w takim stanie zdrowia samicy doszto do zaptodnienia, to w przypadku $win
obserwowano przedwczesne porody, zmniejszenie liczby miotu oraz wagi prosiat, a takze
liczne choroby i deformacje. Zawarto$§¢ 100 mg zearalenonu w kilogramie paszy powoduje
natychmiastowa i calkowita bezptodno$¢ macior. W badaniach kontrolowanych, zmiany
wywolane obecnoscig zearalenonu zaobserwowano juz przy 40 pg/kg masy ciata na dzien u
Swin, za$ u szczuréw przy 100 pg/kg masy ciata (Chetkowski 2010). W przypadku ci¢zarnych
kobiet dochodzito najczesciej do poronien, przedwczesnego porodu, zmian teratogennych
ptodu oraz licznych mutacji, deformacji i choréb noworodkow. Czesto niemowleta posiadaty
glebokie wady rozwojowe, powodowane mutacjami w obrgbie materiatu genetycznego (Purwin
1 in. 2006). W przypadku bydia zmiany te maja identyczny charakter jak u loch. Dodatkowo
jednak, dochodzi do obnizenia mleczno$ci krow poprzez bezptodnosé, badz obnizong znacznie
reprodukcje. Interesujacym jest fakt, iz w przypadku krow odnotowuje si¢ rowniez stopniowy
spadek stezenia zearalenonu w organizmie ze wzgledu na obecno$¢ mikroorganizméow
w ukladzie pokarmowym przezuwaczy, ktdre posiadaja zdolnos$¢ do rozktadu tej mykotoksyny
(Seeling i in. 2005; Solarska i in. 2012). W przypadku drobiu, najbardziej niewrazliwe na
obecno$¢ zearalenonu sg gesi, kaczeta reagowaly na zawarto$¢ ok. 10 mg/kg paszy
zmniejszeniem przyrostow, zas okoto 40 mg ZEA/Kg paszy, obnizato wydajnos¢ sktadania jaj
przez kury. Wigkszos$¢ objawow dotyczy samic ze wzglgdu na charakterystyczny cykl ptciowy
oraz budowe gonad. U samcow objawy zakazenia mykotoksyng na tle hormonalno-ptciowym
nie sg tak czgste 1 popularne, jednakze jesli wystepuja to zwykle dochodzi najczesciej do zmian
feminizacyjnych, co objawia si¢ powigkszeniem gruczotéw sutkowych, atrofig jader
1 zaburzong spermatogeneza, ktore predzej czy pdzniej, prowadza, do bezptodnosci

(Chetkowski 2010).
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Efekt, jaki wywoluje zearalenon u zwierzat, zalezy od poziomu zanieczyszczenia pasz,
wieku, ptci oraz stanu ogolnego zwierzat. Zaburzenie rozrodu mogg mie¢ inne podtoze, dlatego
przeprowadzenie szczegdtowego wywiadu i przesledzenie historii stada jest kluczowe, aby
rozwazaé zatrucie mykotoksyng fuzaryjng. Zwierze¢ta hodowlane sa najbardziej zagrozong
grupa docelowg w przypadku ktorej odnotowano wiele zmian wywolanych zakazeniem
mykotoksynami grzybow rodzaju Fusarium (Chetkowski 2010; Solarska i in. 2012). Posrod
zwierzat domowych réwniez mozna mowic o zatruciach, jednakze wystepuja one rzadziej i sg
zwigzane ze skrajnymi przypadkami zanieczyszczen suchej karmy czy pozywiania si¢ zwierzat
przypadkowo znaleziong zywnoscig. U samic kotdw 1 pséw zaobserwowano zmiany
wynikajace migdzy innymi z estrogenizacji wywotanej zawartymi w karmie mykotoksynami
fuzaryjnymi (Chetkowski 2010). Objawami hiperestrogenizmu, ktére mozna zaobserwowac
u tych zwierzat to m.in. obrzgk warg sromowych, tysienie plackowate, nierdéwnomierna
pigmentacja skory krocza, wtdrnie pojawiajacy sie tojotok, uptawy oraz czasami zapalenia ucha
zewngtrznego. Zmiany chorobowe, wykrywane podczas badan klinicznych mozna podzieli¢ na
zaburzenia cyklu plciowego, zaburzenia przebiegu cigzy 1 porodu oraz zmiany
histopatologiczne w obrgbie narzadéw rodnych czy gruczolu mlekowego. Bardzo czgsto
u kotek oraz suczek psa wykrywa si¢ zmiany torbielowe jajnika, nowotwory gonad oraz silne
zapalenia powiezi jajnikdw. Zearalenon wykazuje takze posrednie dzialanie kancerogenne
poprzez hiperestrogenizm i wptywa na powstawanie nowotworow jajnikdw, macicy i pochwy
(Chetkowski 2010).

Oprécz zmian wplywajacych na rozrdd, obserwuje si¢ takze bezposrednie
oddzialywanie zearalenonu z narzadami 1 tkankami. Mimo iz rzadko odnotowuje si¢ stany ostre
wynikajgce ze zatrucia mykotoksyna, to najczesciej takie przypadki dotycza zapalenia watroby
inerek, czyli miejsca w ktorym metabolizowane sg metabolity wtorne. Dodatkowo odnotowano
liczne przypadki, w ktorych zearalenon przyczynit si¢ do powstawania nowotwordéw przysadki,
tarczycy, jajnika, szyjki macicy, gruczolu mlekowego, watroby, nerek, jelita jak rowniez
prostaty i jader. Nowotwory te maja zwykle tendencje do szybkiego rozwoju i przechodzenia
do zaawansowanego stadium. Charakteryzuja si¢ ztosliwoscia, lecz moga powstawac takze
stosunkowo niegrozne gruczolaki czy tluszczaki. Zearalenon wykazuje si¢ takze dziataniem
teratogennym, ktére powoduje tzw. ,,potworkowatos¢”, badz ,potworotworzenie” ptodow
1 mutagenne zmiany w obrgbie ciala czy narzadow. Moga wystepowac liczne deformacije,
a nawet ciezkie wady rozwojowe (Wrobel 2014). Innym, réwnie groznym skutkiem zakazenia

toksyng fuzaryjng, jest oddzialywanie immunosupresyjne, polegajace na hamowaniu
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proliferacji limfocytéw T oraz wzrost poziomu interleukin, co moze mie¢ rowniez zwigzek
z powstawaniem choréb o charakterze nadwrazliwosci uktadu odpornosciowego. Zwykle
jednak zearalenon przyczynia si¢ do zmniejszenia odpornosci na choroby infekcyjne (Solarska
1in. 2012; D’Mello i in. 1999). Przy dluzej trwajacym karmieniu zwierzat pasza, zawierajaca
mniejsze od $miertelnych ilosci mykotoksyn dochodzi do zmniejszenia przyrostow masy,
gorsze wykorzystanie paszy, zmniejszenie odpornosci na choroby, uszkodzenie watroby
1 nerek. Na skutek pogorszenia stanu zdrowia zwierzat, dochodzi do strat ekonomicznych oraz
spadku jako$ci produkowanej zywno$ci (Chetkowski 2010). Najczesciej kontaminacje
zywnosci gatunkami rodzaju Fusarium wystepuja w krajach o najwyzszej, rocznej produkcji
kukurydzy 1 zbdz. Znaczace zawartosci zearalenonu stwierdzono w ziarnach pszenicy
1 jeczmienia w USA, Kanadzie, Szwecji, Anglii 1 Finlandii. Jednak zdecydowanie najwyzsze
zawarto$ci zearalenonu zawierata kukurydza, gdzie odnotowano obecno$¢ mykotoksyn nawet
w ziarnach, a nawet kiszonkach produkowanych z kolb kukurydzy. Ziarna w momencie zbioru
zawieraja zwykle okoto 30% wody w calej masie i czgsto nie zostajag poddane odpowiednio
szybkiemu suszeniu, co w efekcie skutkuje rozwojem grzybow, ktére majag w ziarnach
kukurydzy idealne warunki do rozwoju (Bottalico 1998). W Polsce nie wystgpuje bardzo
wysoki odsetek zachorowan zwierzat na nowotwory i syndromy estrogenowe, lecz problem ten

budzi zbyt mate zainteresowanie opinii publicznej (Solarska i in. 2012).

Podsumowanie

Zearalenon jest mykotoksyng niezwykle szkodliwg. Jego negatywne wilasciwosci sa
najbardziej destrukcyjne dla zwierzat hodowlanych: trzody chlewnej, bydta czy drobiu.
Najbardziej narazone s3 mtode, dojrzewajaco plciowo samice. Zagrozenie dotyczy rowniez
zwierzat domowych, ktorymi najczgsciej sg psy oraz koty. W przypadku ludzi nie wystgpuje
juz tak silne narazenie na zatrucia zearalenonem, ze wzgledu na wzrost jakosci produktow
zywnos$ciowych oraz metod badania 1 sprawdzania ich bezpieczenstwa oraz higieny produkc;ji.
Zwierzgta jednak bardzo czesto sa skarmiane paszami, ktore nie podlegaty wnikliwej analizie.
Nalezy podkresli¢ istotno$¢ przechowywania zywno$ci dla zwierzat. Nieprawidlowo
magazynowane pasze i surowce, sa narazone na zakazenia grzybami plesniowymi, zwlaszcza
w miejscach o wysokiej wilgoci, bez dostepu do wymiany powietrza. Nalezy zwrdci¢ uwage,
iz mykotoksyny sa substancjami trudnymi do usunigcia z produktow. Ich detoksykacja jest
trudna oraz bardzo droga, dlatego w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnoS$ci, nalezy

dopilnowa¢ wszelkich parametrow przechowywania i produkcji zywnosci oraz pasz, by jak
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najskuteczniej zapobiega¢ powstawaniu skazen grzybami. Jesli jednak istnieje mozliwo$¢
mechanicznego usunig¢cia mykotoksyn z produktow, to taka dekontaminacja jest dopuszczalna
zazwyczaj tylko w przypadku pasz. Nie wolno stosowac¢ takich rozwigzan odno$nie zywnosci
oraz surowcow przeznaczonych do ich produkcji oraz gotowej juz zywnosci. Warto podkresli¢
w tym miejscu, ze w przypadku zwierzat dochodzi nie tylko do zmniejszenia komfortu zycia
1 zdrowia stada, lecz takze do strat materialnych rolnikéw 1 znacznego obnizenia produkcji
zywnosci. Dzigki odpowiednim zabezpieczeniom, jesteSmy w stanie wzglednie kontrolowac
1 minimalizowa¢ ryzyko strat w postaci spadku zdrowotno$ci zwierzat oraz wzrostu
$miertelnos$ci wsérdd zwierzat przeznaczonych do produkeji zywnosci. Profilaktyka dodatkowo
pozwala zachowa¢ i1 podnies¢ bezpieczenstwo zywnoS$ci przeznaczonej dla ludzi, w tym
réwniez niemowlat. Dlatego tez nalezy dba¢ o poszerzanie wiedzy na temat rozwoju grzybow
plesniowych i produktow ich metabolizmu, ktore stanowig zagrozenie zdrowia i zycia zarowno

czlowieka jak zwierzat.
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Abstract

According to ontocenoses, the structure of human microbiote could be very diverse.
Composition of every biological niche are shaped by occurring environmental factors. The
human microbiote can be divide into autochthonous and allochtonous. Microorganisms that
formed the human microbiote may have important specific features, such as antibiotics
resistance mechanisms or bacteriocin production.

The aim of the study was to assess the extent of the occurrence of antibiotic resistance
and the production of factors interacting antagonistically in strains isolated from five selected
oral ontocenosis. Samples were collected from studied group of 10 people and then it was
cultured on BHI medium. Collecting samples and creating strains collection was made by used
standard methods. The antibiotic resistance test were performed by disc-diffusion method
relative to 12 antibiotics, however the growth inhibition test were performer by well-diffusion
method relative to 6 reference strains. Results of the following study are pointing a more
frequent occurrence the antibiotic resistance in strains isolated from two ontocenoses (around
the teeth and bottom surface of tongue). Among all strains isolated from oral cavity, were
selected group with ability to growth inhibition of other microorganisms. This group turn out
to be particularly effective in relations to two reference strains (Staphylococcus epidermidis and
Lactobacillus sp.). Weaker growth inhibition occurred in relations to Gram negative bacteria
and also to Staphylococcus aureus. The results and literature as well, confirm opinion of how
important the growth inhibitory features produced by commensal microbiote may be for the
human body, particularly in inhibition of potentially pathogens bacteria. However, the presence
of commensal resistance genes in bacteria can be a problem in therapy in the case of infection
caused by a decrease in the activity of immune system.

Keywords: antibiotic resistance, bacteriocin production, microbiote, oral cavity

Wstep

Mikrobiota cztowieka stanowi zbior drobnoustrojow zasiedlajacych ludzki organizm
(Kunicki-Goldfinger 2007). Ze wzgledu na stopien stabilno$ci mikrobioty w ludzkim

organizmie, mozna ws$rod drobnoustrojow wyrézni¢ statych rezydentow, towarzyszacych
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czlowiekowi przez cate jego zycie z ewentualnymi matymi przerwami oraz rezydentow
zmiennych, okresowo naptywajacych ze §rodowiska zewnetrznego czy innych organizmow
(Binek 2012). Do dominujacych grup nalezg Firmicutes spp., Bacteroides spp., Proteobacteria
spp. oraz Acinetobacteria spp. (Eckburg i in. 2005; Johnson i Versalovic 2012). Drobnoustroje
sukcesywnie kolonizuja organizm gospodarza. W czasie porodu pierwszym habitatem majacy
kontakt ze $wiatem zewnetrznym, jest skora (Rautava i in. 2012). Kolejnymi miejscami
kolonizacji mikroorganizmow jest przewod pokarmowy; jama ustna, gardto, przetyk, zotadek,
dwunastnica, jelito cienkie, konczac na jelicie grubym. Najwicksza ilo§¢ mikroorganizmow
wystepujacych w organizmie cztowieka, znajduje si¢ w ukladzie pokarmowym (Salminen
1 Isolauri 2006). Jama ustna jako pierwszy odcinek uktadu oraz przetyk charakteryzuje si¢
dominujacym wystepowaniem bakterie rodzajow: Streptococcus sp., Lactobacillus sp.,
Prevotella sp., czy tez Actinomyces sp. (Salyers i Whitt 2003; Costalonga i Herzberg 2014;
Yamanaka i in. 2009; Pei i in. 2004).

Zgodnie z definicja antybiotykoopornos¢ jest to niewrazliwo$¢ drobnoustrojow na leki
z grupy antybiotykow. Powstaje gléwnie pod wplywem dlugotrwatego dziatania zbyt matych
dawek tych lekéw, poprzez stosowanie niecelowanej terapii oraz przekazywanie genow
oporno$ci miedzy drobnoustrojami, co przyczynia si¢ do powstawania szczepOw
wielolekoopornych (Ventola 2015). Dysproporcja pomiedzy tempem powstawania
i rozpowszechniania si¢ mechanizmoéw opornosci a wprowadzaniem nowych lekow
przeciwbakteryjnych, stata si¢ na tyle zauwazalna, ze opcje terapeutyczne licznych zakazen
bakteryjnych, zacze¢ty ulega¢ wyczerpaniu (Mathur i Singh 2005). Antybiotykoopornos¢ stata
si¢ jednym z podstawowych niebezpieczenstw dla zdrowia publicznego na catym Swiecie
(McCullough i in. 2016). Na catym $wiecie antybiotyki sa wykorzystywane jak suplementy
zywieniowe dla zwierzat hodowlanych. 80% produkowanych antybiotykow jest
wykorzystywanych w hodowlach zwierzat w celu poprawienia ich wzrostu i zapobiegania
zapadania na choroby (Spellberg i Gilbert 2014). Poprzez podawanie w nadmiernych ilo$ciach
antybiotykow dla zwierzat, sukcesywnie zwigksza si¢ liczba bakterii opornych. W kolejnych
etapach moze to powodowa¢ negatywne efekty zdrowotne u czlowieka (Ventola 2015). Taki
sam problem dotyczy nie tylko zwierzat hodowlanych ale rowniez upraw roslinnych, poprzez

rozpylanie antybiotykow w charakterze pestycydoéw (Golkar i in. 2014).

Bakteriocyny to bakteryjne zwiazki biatkowe, ktore aktywnie reaguja z innymi
bakteriami, dziatajac bakteriobojczo lub bakteriostatycznie. Organizm produkujacy

bakteriocyny, posiada swoiste mechanizmy odporno$ciowe na wytwarzane. (Dobson i in.

210



Rozdziat V Wplyw mikroorganizmow na zdrowie czlowieka

2012). Klasyfikacja bakteriocyn bazuje na zroéznicowaniu ich struktury chemicznej,
mechanizmie dzialania czy wrazliwosci na dzialania enzyméw. W grupie bakteriocyn
produkowanych przez bakterie gramdodatnie, rozréznia si¢ cztery klasy, natomiast u bakterii

gramujemnych dwie grupy (Gwiazdowska i Trojanowska 2005).

Typy interakcji pomiedzy mikrobiota komensalng a bakteriami patogennymi sg
réznorodne, jednak zazwyczaj najczestszym czynnikiem limitujagcym rozwoj patogendw jest
konkurencja pokarmowa o zwiazki odzywcze oraz o miejsce w niszy ekologicznej. Bakterie
autochtoniczne wytwarzajg réwniez bakteriocyny, ktore specyficznie moga oddziatywa¢ na
allochtoniczne drobnoustroje, uniemozliwiajagc im kolonizacje i zapoczatkowanie stanu
zapalnego (Kamada i in. 2013). Dobrym przyktadem oddziatywania antagonistycznego jest
gatunek Staphylococcus epidermidis wchodzacy w sktad naturalnej mikrobioty skory
wytwarzajacy epidermicyn¢. Badania potwierdzaja, ze aktywnie hamuje wzrost bakterii
gramdodatnich, takich jak Staphylococcus aureus, ktore moga powodowac infekcje skorne
(Sandiford i Upton 2012).

Cel i metoda badawcza

Cel pracy stanowita ocena stopnia wystgpowania zjawiska antybiotykoopornosci oraz
wytwarzania czynnikéw oddziatujacych antagonistycznie u szczepow wyizolowanych z jamy
ustnej.

Material do badan stanowity bakterie wyizolowane z jamy ustnej. Do tego celu
wykonano wymaz jalowym narzedziem w grupie 10 wolontariuszy, os6b dorostych, nie
wykazujacych oznak chorob, z jamy ustnej. Wyr6zniono 5 miejsc: okolice dzigset, policzki,
podniebienie twarde, gorna powierzchnia jezyka, dolna powierzchnia jezyka, z ktorych pobrano
wymaz. Pobrany material bezposrednio wysiewano na podioze agarowe z wyciagiem
mozgowo-sercowym (Brain Heart Infusion). Wstgpnej selekcji szczepéw dokonano na
podstawie wlasciwosci morfologicznych kolonii. Pobrano od 10 do 19 szczepéw z wybranych
ontocenoz, ktore przesiano na to samo podtoze hodowlane metodg izolacyjng w celu uzyskania
jak najwigkszej liczby czystych kolonii, r6znigcych si¢ morfologicznie. Uzyskane czyste
kolonie przesiano na skosy hodowlane z podtozem BHI w celu stworzenia ciggltem linii
hodowlanej wyizolowanych szczepoéw. Materiat inkubowano w 37°C przez 24-48h. Do

dalszych analiz szczepy przechowywano w temp. 10°C.
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Oceng morfologiczng wyizolowanych szczepdw wykorzystywanych do dalszych badan
przeprowadzono na podstawie standardowego barwienia metoda Grama. W celu utrzymania
wyizolowanych czystych szczepdéw bakteryjnych do dalszych analiz, kultury bakteryjne
namnozono w plynnej pozywce bulionu odzywczego. Nastepnie namnozone bakterie
przeniesiono do probowek typu Eppendorf z bulionem odzywczym z dodatkiem 10% glicerolu.
Tak przygotowane probowki inkubowano 30 min w 37°C a nastepnie zamrozono w -80°C

w ultrazamrazarce.

Tabela 1. Wykorzystane antybiotyki do przeprowadzenia testu wrazliwos$ci na leki

Antybiotyk Skroét Grupa Stezenie w krazku | Producent
Linkomycyna LN Linkozamidy 75 ng Oxoid
Doripenem DOR p-laktamowe 10 pg Oxoid
Cefuroksym CXM B-laktamowe 30 pug BioMérieux
Ceftazydym CAZ [B-laktamowe 30 ug BioMérieux
Cefamandol MA B-laktamowe 30 pug BioMérieux
Penicylina G P p-laktamowe 10 pg BioM¢érieux
Cefotaksym CTX B-laktamowe 30 pug BioMérieux
Norfloksacyna | NOR Fluorochinolony | 10 pg BioM¢érieux
Perfloksacyna PEF Fluorochinolony | 5 ug BioMérieux
Netylmycyna NET Aminoglikozydy | 30 ug BioM¢érieux
;\év:rilidowy Pi Chinolony 20 pg BioMérieux
Bacytracyna B ':(;‘I%ZLC;%EW}/ 10 pg BioM¢érieux

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Do oznaczenia antybiotykoopornosci wykorzystano metode krazkowo-dyfuzyjna.
Z wyizolowanych szczepéw wykonano inokula o gestosci odpowiadajacej 0,5 w skali
McFarlanda. Nastgpnie za pomocg sterylnych wymazowek, rozprowadzono material na
podtozu Mueller-Hinton (MH), w celu uzyskania rownomiernego wzrostu. Na plytki
naniesiono krazki bibulowe zawierajace okre$long ilo$¢ antybiotyku. Do wykonania

antybiogramow wykorzystano antybiotyki przedstawione w tabeli 1. Po natozeniu krazkoéw na

212



Rozdziat V Wplyw mikroorganizmow na zdrowie czlowieka

plytki Petriego prowadzono inkubacje w temperaturze 37°C przez 48h. Po tym czasie inkubacji,
mierzono strefy zahamowania wzrostu dla poszczegdlnych antybiotykéw (Kwiatkowski
i Markiewicz 2006).

Do oznaczenia wlasciwosci antagonistycznych, hamujacych wzrost szczepow
referencyjnych przez szczepy wyizolowane, uzyto metody dyfuzyjnej. Na ptytkach
z agarowym podtozem BHI wycigto studzienki za pomoca metalowej sztancy. Na podtoza
wysiano za pomocg wymazowki szczepy referencyjne: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Lactobacillus sp., technika
rownomiernego pokrycia powierzchni ptytki. Pipeta automatyczng pobrano 0,05 cm?® badanych
szczepoOw hodowanych w bulionie odzywczym 1 umieszczong w oznaczonych studzienkach.
Ptytki inkubowano w 37°C przez 24-48h, po tym czasie mierzono strefy zahamowania wokot

studzienek z badanymi szczepami.

Wyniki

Przeprowadzone badania szczepow bakterii wyizolowanych z jamy ustnej wykazaty
znaczne zréznicowanie zarowno w zakresie opornosci na antybiotyki, jak rowniez zdolnosci do

wytwarzania substancji antybiotycznych.

Tabela 2. Wyizolowane szczepy z pogrupowaniem na miejsca izolacji

Lp. Miejsce izolacji Liczba Formy morfologiczne
1zolatow
1 Zeby 3 6 x Formy ziarniakowe G(+)

2 x Formy otoczkujace

2. Jezyk (gbrna strona) 8 8 x Formy ziarniakowe G(+)

4 x Formy ziarniakowe G(+)

5 X Formy przetrwalnikujace G(+)
3 X Formy ziarniakowe G(+)

2 X Formy ziarniakowe G(-)

13 x Formy ziarniakowe G(+)

5. Policzki 16 2 X Formy ziarniakowe G(-)

1 x Formy przetrwalnikujace G(+)

3. Jezyk (dolna strona) 9

4. Podniebienie 5

G(+) — drobnoustroje gram-dodatnie
G(-) — drobnoustroje gram-ujemne

Zrbdto: Opracowanie wiasne.
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Z grupy badanej, sktadajacej si¢ z 10 0sob, wyizolowano 46 szczepdw z 5 ontohabitatow
jamy ustnej. Zdecydowang wigkszos¢ wyizolowanych szczepow stanowily bakterie
gramdodatnie (40 szczepow). Dodatkowo z wymazu pobranego z okolicy zgbdéw uzyskano
szczepy otoczkujace. Dominujacg formg morfologiczng okazaly si¢ formy kuliste, stanowigce
80% szczepoéw. Formy przetrwalnikujace stanowity 13% izolatow (Tab. 2). Nisza, z ktorej
wyizolowano najwiece] szczepdw okazaly si¢ policzki jamy ustnej (35% wszystkich
SZCZEPOW).

Najwicksza strefa zahamowania wzrostu w grupie szczepéw wyizolowanych z gérnej
powierzchni jezyka, wykazywal antybiotyk nalezacy do grupy linkozamidéw, ze $rednica
strefy wynoszaca 27,5 mm. Grupg antybiotykow wykazujaca najmniejsza strefe zahamowania
wzrostu byty chinolony, ktore charakteryzowaly si¢ $rednica strefy 15 mm. Pozostale grupy
antybiotykow: [-laktamy, fluorochinolony, aminoglikozydy oraz antybiotyk bacytracyna

wykazywaty srednio 21,9 mm $rednicy strefy zahamowania (Rys. 1).

Rysunek 1. Srednia wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu szczepéw wyizolowanych z gormej powierzchni
jezyka powodowana przez wybrane grupy antybiotykow
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wsérod szczepow wyizolowanych z gornej powierzchni jezyka, 12,5% szczepow
wykazato oporno$¢ w stosunku tylko do penicyliny G. Szczepy wykazywaty 100% wrazliwo$¢
w stosunku do nastepujacych antybiotykow: doripenem, linkomycyne, perfloksacyne,
cefuroksymu, cefamandol oraz bacytracyny. W stosunku do norfloksacyny oraz netylmycyne,
76% szczepow charakteryzowato si¢ Srednig wrazliwo$cig. Szczepy wykazywaly najwigksza

$rednig wrazliwo$¢ w stosunku na cefotaksym, ceftazydym oraz kwas pipemidowy (Rys. 2).
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Rysunek 2. Podzial procentowy szczepéw wyizolowanych z gérnej powierzchni jezyka ze wzgledu na
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

W grupie szczepow wyizolowanych z dolnej powierzchni jezyka, najwigksza strefa
zahamowania wzrostu wykazywata grupa linkozamidéw, ze $rednicg strefy wynoszaca 27,1
mm. Grupa antybiotykdw wykazujaca najmniejsza stref¢ zahamowania wzrostu byly
chinolony, ktére charakteryzowaly si¢ $rednica strefy 14,4 mm. Antybiotyki z grupy
fluorochinolonéw oraz aminoglikozydéw charakteryzowaty si¢ $rednicg strefy zahamowania
wzrostu ok. 24 mm. Grupa antybiotykéw P-laktamowych oraz bacytracyna wykazywaty

$rednio ok. 17,5 mm $rednicy strefy zahamowania wzrostu (Rys. 3).

Rysunek 3. Srednia wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu szczepoéw wyizolowanych z dolnej powierzchni jezyka
powodowana przez wybrane grupy antybiotykoéw
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Strefa zahamowania wzrostu
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

Wsrod szezepow wyizolowanych z dolnej powierzchni jezyka wykazano wysoka
opornos¢ w stosunku do ceftazydymu (66,7%), cefotaksymu oraz cefuroksymu (55,6%).
Najnizsza opornos¢ wykazano w stosunku do norfloksacyng, perfloksacyng, kwasu

pipemidowego oraz penicyliny G (11%) (Rys. 4).

Rysunek 4. Podziat procentowy szczepow wyizolowanych z dolnej powierzchni jezyka ze wzgledu na wrazliwo$¢
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

W grupie szczepoéw wyizolowanych z okolic zebow, najwigkszg strefe zahamowania
wzrostu wykazywaly antybiotyki z grup linkozamidéw (27,5 mm), aminoglikozydow (22,8
mm) oraz P-laktamy (21,0 mm). Pozostale antybiotyki wykazywaly S$rednig strefe

zahamowania wzrostu 17,2 mm (Rys. 5).

Rysunek 5. Srednia wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu szczepow wyizolowanych z okolic zebéw powodowana
przez wybrane grupy antybiotykow
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Zrédto: Opracowanie wlasne.
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Wsréd szezepéw wyizolowanych z okolic zebéw wykazano umiarkowang opornosé

w stosunku do norfloksacyny (37,5%), perfloksacyny (37,5%), cefuroksymu (37,5%),
penicyliny G (37,5%), bacytracyny (37,5%), cefotaksym (12,5%), ceftazydym (25%) oraz

kwasy pipemidowego (12,5%). Wysoka wrazliwo$¢ wykazano w stosunku do wszystkich

uzytych antybiotykéw, $rednio 72% szczepow (Rys. 6).

Rysunek 6. Podziat procentowy szczepéw wyizolowanych z okolic z¢bow ze wzgledu na wrazliwosé
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Zrodto: Opracowanie wilasne.
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Rysunek 7. Srednia wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu szczepow wyizolowanych z podniebienia twardego
powodowana przez wybrane grupy antybiotykoéw
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Zrbdto: Opracowanie wiasne.
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Praktyczne zastosowania badan mikrobiologicznych

W grupie szczepow wyizolowanych z okolic podniebienia twardego, najwickszymi
wartosciami strefy zahamowania wzrostu, charakteryzowaty si¢ linkozamidy (33,2 mm),
bacytracyna (26,0 mm) oraz B-laktamy (25,8 mm). Najmniejszg aktywnos$¢ wykazywata grupa
chinolon6éw (11,5 mm). Fluorochinolony oraz aminoglikozydy charakteryzowaly si¢ $rednia
strefag zahamowania wzrostu wynoszacej 21,0 mm (Rys. 7).

Wsrod szczepoéw wyizolowanych z podniebienia twardego wykazano umiarkowana
oporno$¢ w stosunku na perfloksacyne (40%) 1 kwas pipemidowy (20%). Szczepy wykazywaty
100% wrazliwo$¢ w stosunku do bacytracyny, penicyliny G, cefamandolu, cefuroksymu,

linkomycyng oraz doripenemu (Rys. 8).

Rysunek 8. Podzial procentowy szczepéw wyizolowanych z podniebienia twardego ze wzgledu na wrazliwo$¢
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Przeprowadzone badania wykazaty umiarkowang bakteriocynogenno$¢ wsrod
hodowanych szczepow. Wykazano, ze 10 szczepow z 46 wykazalo wlasciwosci hamujace

wzrost szczepow referencyjnych (Tabela 3.).

Wsrdd szczepow wyizolowanych ze wszystkich ontocenozy jamy ustnej, najwiecej
oddziatlujacych antagonistycznie na szczep referencyjny Staphylococcus aureus pochodzito
z dolnej powierzchni jezyka (10,9%). Nieliczne bakterie wyizolowane z policzkéw jamy ustne;j

(2,2%) rowniez oddziatywaly hamujaco na wzrost szczepu referencyjnego. Z pozostalych

218



Rozdziat V Wplyw mikroorganizmow na zdrowie czlowieka

ontocenoz nie wyizolowano szczepow o cechach hamujacych wzrost szczepu Staphylococcus

aureus (Rys. 9).

Tabela 3. Szczepy wykazujace aktywnos$¢ antagonistyczng

Lp. Numer Miejsce izolacji Forma morfologiczna
szczepu

1. 217. Dolna powierzchnia jezyka Formy przetrwalnikujace G(+)
2. 7. Dolna powierzchnia jezyka Formy przetrwalnikujace G(+)
3. 19. Dolna powierzchnia jezyka Formy przetrwalnikujace G(+)
4, 24, Dolna powierzchnia jezyka Formy przetrwalnikujace G(+)
5. 33. Dolna powierzchnia jezyka Formy przetrwalnikujace G(+)
6. 35. Dolna powierzchnia jezyka Formy ziarniakowe G(+)

7. 16. Gorna powierzchnia jezyka Formy ziarniakowe G(+)

8. 22, Gorna powierzchnia jezyka Formy ziarniakowe G(+)

9. 18. Policzki Formy ziarniakowe G(+)
10. 30. Zgby Formy otoczkujace

Zrodto: Opracowanie wilasne.

Rysunek 9. Szczepy wykazujace aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do Staphylococcus aureus
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wsrdd szczepow wyizolowanych ze wszystkich ontocenozy jamy ustnej, najwiece)
oddziatujacych antagonistycznie na szczep referencyjny Staphylococcus epidermidis,

pochodzito z dolnej powierzchni jezyka (13%). Dodatkowo, wyizolowano o takich samych
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cechach szczepy z okolic zebow (2,2%), policzkow (2,2%) oraz gornej powierzchni jezyka
(4,4%). Z podniebienia twardego nie wyizolowano szczepu zahamowujacego wzrost szczepu

referencyjnego (Rys. 10).

Rysunek 10. Szczepy wykazujace aktywnos$¢ antagonistyczna w stosunku do Staphylococcus epidermidis
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Wsrdd szczepow wyizolowanych ze wszystkich ontocenozy jamy ustnej, najwigcej
oddziatujacych antagonistycznie na szczep referencyjny Bacillus sp. pochodzito z dolnej
powierzchni jezyka oraz policzkow. Liczba wyizolowanych bakterii w kazdej niszy stanowita
ok. 2% z wszystkich szczepow. Z pozostatych ontocenoz nie wyizolowano szczepdw o cechach

hamujacych wzrost szczepu referencyjnego (Rys. 11).

Rysunek 11. Szczepy wykazujace aktywnos¢ antagonistyczng w stosunku do Bacillus sp.
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Zrbdto: Opracowanie wiasne.
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Wsrod szczepow wyizolowanych ze wszystkich ontocenozy jamy ustnej, najwigcej
oddziatujgcych antagonistycznie na szczep referencyjny Escherichia coli pochodzito z dolnej
powierzchni jezyka (8,7%). Dodatkowo wyizolowano bakterie o takich samych cechach
zZ policzkéw jamy ustnej, ktorych liczba wynosita 2,2% wszystkich szczepoéw wyizolowanych.
Z pozostalych ontocenoz nie wyizolowano szczepéw o cechach hamujacych wzrost szczepu

referencyjnego (Rys.12).

Rysunek 12. Szczepy wykazujace aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do Escherichia coli
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Zrodto: Opracowanie wilasne.

Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach uzyskano bazg szczepow, sktadajaca sie w wigkszosci
z ziarenkowcoOw gramdodatnich oraz form przetrwalnikowych, co jest zgodne z literatura
opisujaca sktad gatunkowy mikrobioty jamy ustnej z réznych onotocenoz (Salyers i Whitt
2003).

W toku badan witasnych wykazano najwigkszg aktywnos$cia biobdjcza linkomycyny,
uwarunkowane jest to faktem, iz jest to linkozamid nowej generacji, wykazujacy skuteczng
aktywno$¢ wobec bakterii gramdodatnich. Bioragc pod uwage, ze wigkszo$¢ szczepow
izolowanych stanowity ziarniaki gramdodatnie, wynik najwieksze] wrazliwosci jest
potwierdzeniem jego skutecznos$ci (Fines 1 Leclerq 2000). Najmniejszg aktywnos¢ wykazywat
kwas pipemidowy, zwigzek z grupy chinolonow. Jest to spowodowane tym, ze spektrum jego

dziatania obejmuje bakterie gramujemne, ktorych wyizolowana liczba byla nieznaczna
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(Popiotek i in. 2017). Badania wykazaly, ze doripenem charakteryzowal si¢ wysoka
aktywno$cig. Wedtug literatury, antybiotyk ten cechuje si¢ aktywnos$cig wobec bakterii
gramdodatnich, paciorkowcéw z grupy ,,viridans” oraz gronkowcow, ktore czgsto stanowig
sktad mikrobioty jamy ustnej (Li i in. 2015). Najliczniejszg grupe¢ badanych antybiotykoéw
stanowily antybiotyki B- laktamowe. Wyniki wskazuja na ich umiarkowang aktywnos$¢, co
moze by¢ spowodowane podobnym zakresem oddziatywan skierowanym na strukture $ciany
komorkowej w stosunku do bakterii Gram-dodatnich (Abd 2018).

Przeprowadzone badania wlasne potwierdzily wystepowanie szczepoéw wykazujacych
oddzialywania antagonistyczne. Wedlug bazy danych Human Oral Microbiome Database
(HOMD), mozna zatozy¢, ze izolowane szczepy nalezaly do rodzajow Streptococcus oraz
Bacillus. Najczesciej produkowanymi, przez szczepy Bacillus sp. bakteriocynami sg cereina,
mersacydyna i subtilina (Chatterjee i in. 1992), natomiast przez szczepy Streptococcus sp. to
saliwarycyna, mutacyna i nizyna (Santiagati i in. 2012). Wyniki badan wskazuja na
najsilniejsze dzialanie antagonistyczne w stosunku do szczepoéw referencyjnych
Staphylococcus epidermidis i Lactobacillus sp., przeciwko ktorym najbardziej oddziatuja
wczesniej wymienione bakteriocyny (Hsu i in. 2003). Niskie oddziatywanie w stosunku do
szczepu referencyjnego Bacillus sp., mozna thumaczy¢ dzialaniem na ten szczep bakteriocyn

pochodzacych w wiekszosci od szczepow z tego samego rodzaju.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania  wykazywaty bardzo zrdznicowany zakres
antybiotykoopornosci wsrod szczepow izolowanych z jamy ustnej, W stosunku do
poszczegblnych grup antybiotykdw. Nie wykazano znaczacych rdéznic pomigdzy
antybiotykoopornos$cig szczepow izolowanych z poszczegolnych rejonéw jamy ustnej, co
sugeruje wystepowanie mechanizméw homogenizacji mikrobioty jamy ustnej. Analiza
wrazliwosci na antybiotyki wskazuje na najwyzsza efektywnos$¢ dziatania biobdjczego
linkozamidoéw, antybiotykéw wprowadzonych do rutynowej terapii stosunkowo niedawno.
Wykonana w toku badan wilasnych aktywno$¢ bakteriocynogenna izolowanych szczepow,
potwierdza teze¢ o znaczeniu oddziatywan antybiotycznych bakterii w ksztattowaniu

mikrobiocenozy jamy ustnej.
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