Mikromacierze Biolog™ PM21-25 jako skuteczne narzedzie do oceny odpowiedzi Neosartorya

spp. (teleomorfa Aspergillus spp.) na zwiazki azotowe
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W celu oznaczenia profili metabolicznych izolatow Neosartorva spp. wykorzystano
mikroplytki PM21-25 systemu Biolog™, ktore znajduja zastosowanie w przesiewowych
badaniach fenotypowych takich organizmow jak Neosartorya fischeri (Panek et al., 2016),
Cerrena unicolor (Pawlik et al., 2019), Pseudogymmnoascus destructans (Beekman et al.,
2018), Candida albicans (Brandt et al., 2022) czy Raffaelea lauricola (Joseph et al., 2021).

W ramach badan przeprowadzono hodowle 10 izolatéw charakteryzujacych sie
stopniowo zwiekszajaca sie wrazliwoscia na wczesniej badane zwiazki (ekstrakty
naturalne, konserwanty, inne substancje chemiczne). Grzyby zaszczepiono na stalym
podlozu PDA i kultywowano przez 10 dni w temperaturze 30°C. Po tym czasie zebrano
erzybnie kazdego z izolatow i stworzono zawiesiny o 62% transmitancji, wzbogacane D-
elukoza i baza drozdzowo-azotowa. Do dotkéw mikroplytek PM21-25 Biolog™ nanoszono
100 pl inokulum, a nastepnie inkubowano je przez o dni. Wykorzystujac czytnik
MicroStation (Biolog™, Hayward, CA, USA), co 24 godziny dokonywano pomiarow
zdolnosci respiracyjnych (AFRI; Average Fungal Respiration Intensity) oraz produkcji
biomasy (AFGI; Average Fungal Growth Intensity) przy dlugosciach fali kolejno: 490 i 750

nm.

Doswiadczenie obejmowalo 6 powtorzen dla kazdego obiektu badawczego, z 2
powtorzeniami biologicznymi i trzema technicznymi. Do opracowania statystycznego
wynikow poshuzono sie programem Statistica (TIBCO Software Inc. V13.3).

« Rodzaj Neosartorva (rodzina Trichocomaceae) jako telemorficzne (plciowe) stadium
rozwojowe erzybow, zdolny jest do wytwarzania zarodnikow opornych na wysokie
temperatury (de Sa et al., 2022).

« Grzyby odporne na cieplo moga przetrwac procesy pasteryzacji, a nastepnie rozwijac sie i
powodowa¢ psucie sie produktow spozywczych, prowadzac do znacznych strat
ekonomicznych dla przemystu spozywczego (Frac et al., 2015; Chen et al., 2022).

« Okolo 25% elobalnej podazy Zywnosci jest marnowane lub tracone z powodu zepsucia
powodowanego zakazeniami drobnoustrojowymi po zbiorach (Snyder & Worobo, 2018).

« Grzyby sa jednymi z najbardziej odpornych mikroorganizmow powodujacych psucie sie
7zywnosci i sa w stanie przezwyciezy¢ strategie kontroli stosowane przez przemyst
spozywczy. Rozne rodzaje, w tym Neosartorva spp., sa szybko przenoszone przez kontakt z
gleba, woda i powietrzem i moga przezy¢ w ekstremalnych warunkach otoczenia.

« Rodzaj Neosartorya jest okreslany mianem ,imponujacego” pod wzeledem roznorodnosci
chemicznej produkowanych metabolitow (de Sa et al., 2022). Istnieja zatem podstawy by
prowadzi¢ badania obejmujace panele wrazliwosci Neosartorya spp. w celu okreslenia ich
odpowiedzi na rozmaite substancje chemiczne, w tym zwiazku azotowe.

« Gloéwna hipoteza badawcza zakladala, ze izolaty wykaza sie odmienna wrazliwoScia na
zwiazki azotowe, a takze iz badane substancje beda charakteryzowaly sie wlasciwosciami
antymikrobiologicznymi.
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Inkubacja przez 144 godziny wraz ze zwiazkami azotowymi
generowala 3 wzorce odpowiedzi mycelium: inhibicje, stymulacje oraz
brak zmian w gestosci optycznej w porownaniu do kontroli (Fig. 2).

Wickszos¢ zwiazkow azotowych (diamidyna, 3-amino-1,2,4-triazol,
nadtlenek mocznika, azydek sodu, azotyn sodu, fiolet tetrazolowy, 4-
aminopirydyna, fluorodeoksyurydyna |znana tez jako floksurydynal) nie
wywierala istotnego wplywu na wzrost Neosartorya spp. Substancje na
bazie azotu, ktore zmniejszaly zdolnos¢ izolatow do rozwoju, to
tiomocznik, cisplatyna 1 hydroksymocznik, natomiast chlorowodorek
hydroksyloaminy, izoniazyd 1 chlorowodorek mechloretaminy
wykazywaly efekt stymulujacy.

Jednym z mozliwych wyjasnien zjawiska hamowania wzrostu
Neosartorya spp. przez zwiazKki azotu jest to, ze te substancje moga
zaburzac¢ przyswajanie skladnikow odzywczych lub metabolizm grzybow
(Davis & Wond, 2010). Wysokie stezenie zwiazkow azotu moze stworzyc
niekorzystne srodowisko dla wzrostu mikroorganizmow (Jeon, 2019).

Warto zauwazyc¢, ze cho¢ z przebadanych tu inhibitorow, tiomocznik
i  hydroksymocznik  posiadaja  udokumentowane  wlasciwosci
antymikrobiologiczne (Rodriguez-Fernandez et al., 2005; Singh et al.,
2017), na ten czas tylko tiomocznik znajduje zastosowanie w rolnictwie i
produkcji zywnosci w postaci nawozow dolistnych, zapraw materialow
siewnych czy dodatkow do podloza (Wahid et al., 2017).

Fig. 2. Srednia
intensywnosc¢
wzrostu  grzybow
na poszczegolnych
zwiazkach
azotowych.
Wartosci uzyskane
po 144 godzinach
inkubacji. Bazowa
wartos¢ kontrolna
oznaczona jest
czarna linia.
Asteryski
oznaczaja istotne
roznice istotne
statystycznie
miedzy OD
kontroli i probek
pod wplywem
zwiazku.

Nitrogen compounds:
Positive control

Diamide
Thiourea

3-Amino-1,2,4- triazole
Urea hydrogen peroxide
Hydroxylamine hydrochloride
Sodium azide

Sodium Nitrite

Cisplatin

Isoniazid
Hydroxyurea
Tetrazolium Violet
4-Aminopyridine
Mechlorethamine hydrochloride
Fluorodeoxyuridine

Fig. 3. Grupowanie
profili
metabolicznych
izolatow Neosartorya
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(A) 490 nm (AFRI) i (B)
750 nm (AFGI) z
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Mikroplytki PM21-25 systemu Biolog™ pozwolily na efektywna ocene wlasciwosci szeregu zwiazkow azotowych na izolaty Neosartorva spp. Ich tendencja do prezentowania odmiennej
wrazliwosci na substancje o charakterze antymikrobiologicznym utrzymala sie, co pozwolilo na obserwacje dwoch gtownych grup wrazliwosci. Cho¢ toksycznosé cisplatyny prawdopodobnie nie
pozwoli na jej wykorzystanie w produkcji i ochronie Zywnosci, inhibicja wywolana przez tiomocznik i hydroksymocznik stanowi obiecujacy wynik, ktory moze postuzy¢ w opracowaniu nowych
formul fungicydow. Wymagane sa jednak dalsze badania, ze szczegolnym ukierunkowaniem na ocene ich bezpieczenstwa w stosunku do zdrowia konsumentow.
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