Streszczenie

Polska nalezy do czolowych producentow owocoéw w Unii Europejskiej, odgrywajac
szczegoOlnie istotng rolg w uprawie truskawek oraz innych owocow migkkich. Ze wzgledu
na wysokie walory smakowe, bogactwo sktadnikow odzywczych oraz szerokie zastosowanie
w przetworstwie, owoce te stanowig kluczowy element krajowego sektora rolno-spozywczego.
Jednoczesnie ich znaczna podatno$¢ na zakazenia mikrobiologiczne stanowi powazne wyzwanie
1 zagrozenie zaré6wno dla producentow, jak i konsumentow. Szczegolne ryzyko w tym kontekscie
stwarzajag grzyby =z rodzaju Neosartorya, charakteryzujace si¢ wyjatkowa odpornoscia
na niekorzystne czynniki $§rodowiskowe, w tym wysoka temperatur¢ oraz obecnos¢ Srodkoéw
konserwujacych. Gatunki tego rodzaju, bedace formami teleomorficznymi grzybow z rodzaju
Aspergillus, sa zdolne do przetrwania procesoOw pasteryzacji, co moze prowadzi¢ do wtornego
skazenia produktow spozywczych, skutkujac zarowno stratami ekonomicznymi, jak i zagrozeniem
dla zdrowia konsumentow z powodu wytwarzania niebezpiecznych mykotoksyn.

Badania zawarte w niniejszej rozprawie podejmujg temat charakterystyki wiasciwosci
morfologicznych, metabolicznych i genetycznych grzyboéw Neosartorya spp., ktoére wplywaja
na mechanizmy przetrwania, aktywnosci oraz wrazliwosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe.
W pracy istotna byta takze ocena wplywu tych substancji na mikrobiom i potencjat metaboliczny
truskawek sztucznie zakazonych tymi grzybami w rzeczywistych warunkach przechowywania
produktow roslinnych. W ramach badan w pierwszej kolejnosci oceniono skuteczno$¢ zar6wno
naturalnych ekstraktow ro$linnych, jak i syntetycznych s$rodkéw konserwujacych wobec
20 izolatow, wykorzystujac testy inhibicji wzrostu metoda dyfuzyjno-krazkowa. Nastepnie
dla
10 izolatow, wybranych w ramach pierwszego etapu badan, dokonano oceny wrazliwosci z uzyciem
mikroplytek MT2 systemu Biolog™. Uzyskane wyniki potwierdzity zr6znicowana skutecznosc¢
badanych substancji oraz wykazaty roznice wrazliwosci testowanych izolatow grzybow, wskazujac
na wyodrebnienie 5 grup izolatow o rosngcej podatnosci na substancje o wlasciwosciach
antymikrobiologicznych, pomimo ich bliskiego pokrewienstwa. Wszystkie testowane ekstrakty
naturalne wykazywaty dziatanie hamujace wzrost Neosartorya spp., cho¢ to ekstrakty z lawendy,
drzewa herbacianego 1 nagietka wykazaty najsilniejsze dzialanie przeciwgrzybicze. Pirosiarczyn
sodu, sorbinian potasu, wodorosiarczyn sodu oraz kwas sorbowy rowniez wykazaty dzialanie

hamujace wzrost grzybow, przy czym najbardziej skuteczny okazat si¢ pirosiarczyn sodu.



W ramach badania wrazliwoséci chemicznej Neosartorya spp., przeanalizowano reakcje
metaboliczne na 120 zwigzkow chemicznych dostepnych w mikroptytkach PM  21-25
z wykorzystaniem systemu Biolog™. Wykazano, ze wigkszo$¢ testowanych zwiazkéw
stymulowala wzrost grzybow, przy czym po 96-godzinnej inkubacji wszystkie izolaty wyksztalcily
zdolno$¢ adaptacji do warunkow stresowych. Faza rownowagi wzrostu zostata osiggnieta po okoto
144 godzinach, co wskazuje na efektywna aklimatyzacje do obecnosci zwigzkow toksycznych.
Najwiekszy przyrost biomasy odnotowano w obecnosci antybiotykow, aniondw oraz zwigzkoéw
modyfikujacych funkcjonowanie bton komorkowych. Z kolei wyrazne wiasciwosci hamujace
wykazaly m.in. cyjanian sodu, dwuwodny chlorek miedzi (Il) i cis-platyna. Uzyskane dane
potwierdzaja znaczacy potencjatl adaptacyjny Neosartorya spp. do 6 zréznicowanych stresorow
chemicznych. Zdolno$¢ ta moze stanowi¢ czynnik umozliwiajacy kolonizacje $rodowisk
0 wysokim stopniu przetworzenia i obecnos$ci substancji konserwujacych, co ma istotne implikacje
dla kontroli mikrobiologicznej w przemysle.

W kolejnych etapach badan scharakteryzowano potencjat metaboliczny wybranych
izolatow Neosartorya spp. w warunkach optymalnego wzrostu oraz po ekspozycji na wybrane
ekstrakty roslinne i konserwanty zywnosci, wykorzystujac test mikromacierzy fenotypowych
z wykorzystaniem mikroptytek Biolog™ FF. Uzyskane profile metaboliczne wykazaly wysoka
plastycznos¢ metaboliczng badanych izolatdéw oraz zdolno§¢ do wykorzystania réznorodnych
zrodet wegla, w tym zwigzkow charakterystycznych dla substratow owocowych. Reakcja grzybow
na stres w obecnosci ekstraktu z nagietka charakteryzowala si¢ zmniejszonym zuzyciem
aminokwasow 1 weglowodanow oraz zwigkszonym wykorzystaniem kwasow karboksylowych na
ptytkach FF. Po ekspozycji grzybow na konserwanty spozywcze, w poroéwnaniu do kontroli,
odnotowano istotne obnizenie wykorzystania wszystkich badanych grup zwiazkéw organicznych.
W badaniu 10 izolatéw zaobserwowano rowniez réznice w ich odpornos$ci, co pozwolito wyréznic¢
trzy wyrazne grupy wrazliwosci grzybow, w tym izolaty charakteryzujace si¢ wysoka, Srednig
1 niska wrazliwos$cia na testowane ekstrakty i konserwanty.

Badania mikroskopowe, przeprowadzone z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM — Scanning Electron Microscopy) oraz konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej, wykazaty, ze zar6wno kontakt z konserwantem, jak i z ekstraktem ro§linnym
powodowat deformacje powierzchni strzepek. Obserwowane zmiany byly zréznicowane
w zaleznos$ci od izolatu, co wskazuje na istotng role cech fenotypowych w determinowaniu
odpornosci grzybow na czynniki stresowe. Uzupetniajaco, przeprowadzono niecelowang analizg
metabolomiczng metoda LC-QTOF MS w celu charakterystyki profili metabolicznych wybranych
izolatow grzybow pod wplywem dziatania substancji o wlasciwos$ciach antymikrobiologicznych.

Dodatek do podtoza hodowlanego ekstraktu z nagietka lub pirosiarczynu sodu spowodowat



wyrazne zmiany metabolomiczne i podziat widm metabolitow w zalezno$ci od warunkow wzrostu.
Kazdy z izolatéw posiadal unikalny metaboliczny ,,odcisk palca” i rdznit si¢ swoim profilem od
pozostatych probek, wskazujac, ze izolaty grzybow o réznej wrazliwosci na ekstrakty roslinne
i konserwanty posiadaly odmienny profil metabolomiczny.

Analizy genomowe wybranych izolatow Neosartorya spp. przeprowadzono metoda

sekwencjonowania catogenomowego (WGS — Whole Genome Sequencing). Uzyskane dane
umozliwity identyfikacje gendéw potencjalnie zwigzanych z termotolerancja, detoksykacja
zwigzkow chemicznych oraz syntezg metabolitow wtornych. Obecnos¢ licznych gendow kodujacych
m.in. biatka szoku cieplnego oraz enzymy antyoksydacyjne sugeruje zlozone mechanizmy
adaptacyjne tych grzybow o stresu srodowiskowego i chemicznego.
Koncowy etap badan obejmowal eksperyment z wykorzystaniem owocow truskawki
kontaminowanych wybranymi izolatami Neosartorya spp. Owoce poddano dziataniu konserwantu
lub ekstraktu roslinnego, a nastgpnie analizowano zmiany w skladzie mikrobiomu metoda
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS — Next Generation Sequencing) oraz aktywnosci
metabolicznej przy uzyciu mikroptytek EcoPlates (Biolog™). Sekwencjonowanie amplikonow
wykazato, ze rodzaj Pseudomonas byt dominujacy wsrdéd zbiorowisk bakteryjnych,
a rzad Burkholderiales ulegal wzbogaceniu pod wplywem naturalnego ekstraktu, podczas
gdy Microbacteriaceae redukcji w obecnosci $rodka konserwujacego. W zbiorowiskach
grzybowych, w probach kontrolnych dobrze reprezentowane byly zarowno Ascomycota,
jak 1 Basidiomycota. Ekstrakt naturalny sprzyjat rozwojowi Basidiomycota, z kolei $rodek
konserwujacy utrzymywat wyzszy udziat Ascomycota, w tym rodzajow Aspergillus i Botrytis, ktore
sa zwigzane z procesami psucia owocoéw. Oba stosowane zabiegi przeciwgrzybicze, obejmujace
traktowanie owocow ekstraktem roslinnym lub konserwantem, istotnie wplywaly na profil
metaboliczny mikroorganizméw zasiedlajacych owoce, jednak efekty te byly zréznicowane
w czasie 1 zalezne od zastosowanego zabiegu.

Uzyskane wyniki wskazuja na znaczne zréznicowanie odpowiedzi izolatéw Neosartorya
spp. na substancje o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych oraz potwierdzajg ich zdolnos¢ do
przetrwania w niekorzystnych warunkach srodowiskowych. Zgromadzone dane wskazuja na istotng
role wlasciwosci metabolicznych, morfologicznych i genetycznych grzybdéw Neosartorya spp.
w ksztaltowaniu ich odporno$ci na zwigzki konserwujace, chemiczne oraz naturalne ekstrakty
ro$linne i mogg stanowi¢ podstawe do opracowania skutecznych strategii ograniczania obecnosci
tych grzyboéw w tancuchu produkcji zywnos$ci oraz wspiera¢ rozwoj bardziej zréwnowazonych

i selektywnych metod utrwalania owocoéw migkkich.
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