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Streszczenie

Rola szlakow metabolicznych grzybow z rodzaju Trichoderma w procesie
degradacji/transformacji mykotoksyn fuzaryjnych i ich znaczenie w aspekcie
bezpieczenstwa zywnosci

Choroby roslin zbozowych wywolane przez grzyby z rodzaju Fusarium stanowia
powazne zagrozenie dla Swiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego. W odpowiedzi na
te wyzwania, badania nad antagonistycznymi wiasciwosciami grzybow z rodzaju
Trichoderma oferuja obiecujace rozwigzania w zakresie biokontroli tych patogenow.

Celem badan bylo wytypowanie potencjalnych ,kandydatow” sposrod grzybow
Trichoderma, izolatow o antagonistycznych wiasciwosciach wzgledem patogenow zbdz
nalezacych do rodzaju Fusarium. Przeprowadzono ocen¢ stopnia inhibicji biosyntezy
mykotoksyn biosyntetyzowanych przez te patogeny a takze oceniono mozliwosé
biotransformacji wybranych mykotoksyn przez grzyby Trichoderma. Badania
obejmowaty ocen¢ wlasciwosci antagonistycznych wybranych izolatéw réznych
gatunkow Trichoderma w testach wspdlnej hodowli, analize¢ stopnia hamowania
biosyntezy mykotoksyn przez Trichoderma, analize grzybowego DNA w podilozu
hodowlanym oraz analiz¢ metabolomiczng podtozy hodowlanych.

Wszystkie testowane izolaty Trichoderma wykazaly zdolno$¢ do hamowania
wzrostu patogendéw. Najsilniejsze dzialanie antagonistyczne wykazaly izolaty
T. atroviride. lzolaty Trichoderma skutecznie zmniejszaly poziom Dbiosyntezy
trichotecendw, fumonizyn, bewerycyny, zearalenonu 1 ich pochodnych. Analiza
metabolomiczna wykazata istotne réznice w liczbie i typie metabolitéw wytwarzanych
w zalezno$ci od specyficznego izolatu Trichoderma 1 izolatu Fusarium. Ponadto
wykazano zdolnos$¢ Trichoderma do biotranformacji toksyny T-2 oraz zearalenonu.

Badania potwierdzity, ze Trichoderma posiada znaczacy potencjal, jako $rodek
biokontroli przeciwko Fusarium, wykazujac zdolno$¢ do hamowania wzrostu patogenow
iredukcji biosyntezy oraz biotransformacji mykotoksyn. Wyniki te sugeruja,
ze zastosowanie Trichoderma moze stanowi¢ efektywna 1 ekologiczng strategie
zarzadzania mykotoksynami w tancuchu zywnos$ciowym przyczyniajacg si¢ do poprawy
bezpieczenstwa zywnosci. Stanowi to wstep do dalszych badan in vivo, ktore pozwola na
potwierdzenie skuteczno$ci i praktycznego zastosowania Trichoderma w rzeczywistych
warunkach rolniczych.

Slowa Kkluczowe: interakcje migdzygrzybowe, antagonizm, analiza metabolomiczna,
biokontrola






Abstract

The role of metabolic pathways in Trichoderma fungi for the
degradation/transformation of Fusarium mycotoxins and their relevance to food
safety

Plant diseases in cereal crops caused by fungi of the genus Fusarium pose
a significant threat to global food security. In response to these challenges, research into
the antagonistic properties of fungi of the genus Trichoderma offers promising solutions
for the biocontrol of these pathogens.

The objective of the study was to identify potential candidates among Trichoderma
isolates with antagonistic properties against cereal pathogens belonging to the genus
Fusarium. The research evaluated the extent of inhibition of mycotoxin biosynthesis
by these pathogens and assessed the potential for biotransformation of selected
mycotoxins by Trichoderma fungi. The study encompassed an evaluation of the
antagonistic properties of selected isolates of various Trichoderma species in co-culture
tests, analysis of the inhibition of mycotoxin biosynthesis by Trichoderma, fungal DNA
analysis in the culture medium, and metabolomic analysis of the culture media.

All tested Trichoderma isolates demonstrated the ability to inhibit the growth
of pathogens, with the strongest antagonistic activity observed in 7. atroviride isolates.
The Trichoderma isolates effectively reduced the levels of biosynthesized trichothecenes,
fumonisins, beauvericin, zearalenone, and their derivatives. Metabolomic analysis
revealed significant differences in the number and types of metabolites produced,
depending on the specific Trichoderma isolate and Fusarium isolate, as well as the ability
of Trichoderma to biotransform T-2 toxin and zearalenone.

The research confirmed that Trichoderma possesses significant potential
as a biocontrol agent against Fusarium, demonstrating the ability to inhibit pathogen
growth, reduce biosynthesis, and biotransform mycotoxins. These findings suggest that
the application of Trichoderma could represent an effective and environmentally friendly
strategy for managing mycotoxins in the food chain, thereby contributing to enhanced
food safety. This research serves as a precursor to further in vivo studies aimed at
confirming the efficacy and practical application of Trichoderma under real agricultural
conditions.

Keywords: interfungal interactions, antagonism, metabolomic analysis, biocontrol
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1. Wykaz skrotow

15-AcDON - 15-acetylodeoksyniwalenol

3-AcDON - 3-acetylodeoksyniwalenol

6PP - 6-pentyl-2H-piran-2-on

AFBI1 - Aflatoksyna B1

ANI1S3 - T atroviride AN153

AN21S - T atroviride AN215

AN3S5S - T. viride AN355

ANSO8 - T. viridescens AN508

ANS523 - T. atroviride AN523

ANG609 - T viridescens AN609

ANG690 - T viride AN690

ANT70S - T. atroviride AN705

BEA - Bewerycyna

DAS - Diacetoksyscirpenol

DNA - Kwas deoksyrybonukleinowy

DON - Deoksyniwalenol

DON-3G - Deoksyniwalenol-3-glukozyd

dPCR - Cyfrowa reakcja tancuchowa polimerazy (Digital PCR)
ER - Receptory estrogenowe (Estrogen Receptors)

FB1 - Fumonizyna B1

FB2 - Fumonizyna B2

FB3 - Fumonizyna B3

FUSX - Fusarenon X

HFB1 — Hydrolizowana fumonizyna B1

HFB2 - Hydrolizowana fumonizyna B2

HFB3 - Hydrolizowana fumonizyna B3

HT-2 - Toksyna HT-2

HT-2-30-G - HT-2 toksyna-3a-D-glukozyd

HT-2-3B-G - HT-2 toksyna-33-D-glukozyd

ISR - Indukcja odpornosci roslin (Induced Systemic Resistance)
KF191 - F. culmorum KF191

KF2006a - F. sporotrichioides KF2006a

KF2563 - F. poea KF2563

KF350 - F. culmorum KF350

KF583 - F. cerealis KF583

KF846 - F. culmorum KF846

MAPK - Szlak kinazy bialkowej aktywowanej mitogenem
NIV - Niwalenol

PEAL1 - F. proliferatum PEA1

PEA2 - F. proliferatum PEA2

PHFBI1 — Czg¢$ciowo hydrolizowana fumonizyna B1

ROS - Reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen Species)
T-2 - Toksyna T-2

T-2-30-G - T-2 toksyna-3a-D-glukozyd

T-2-3B-G - T-2 toksyna-3B-D-glukozyd

UHPLC HRMS - Technika ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezone;j
z wysokorozdzielczym spektrometrem mas

ZEN — Zearalenon
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ZEN-14G - 14-0-glukozyd zearalenonu
ZEN-14S - 14-O-siarczan zearalenonu
0-ZOL - a-zearalenol

B-ZOL - B-zearalenol
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2. Wykaz artykuléw naukowych

Sumaryczny wskaznik Impact Factor: 11,73
Suma punktow MEiIN: 420

Wskaznik Impact Factor i liczba punktéw MEIN zostaly obliczone na podstawie danych
z roku publikacji artykutu lub z ostatniego roku, dla ktérego opublikowano te dane.

2.1. PUBLIKACJA 1 [P1]

Modrzewska, M., Bryla, M., Kanabus, J., Pierzgalski, A. Trichoderma as a biostimulator
and biocontrol agent against Fusarium in the production of cereal crops: Opportunities
and possibilities. Plant Pathology 2022, 71(7), 1471-1485. doi: 10.1111/ppa.13578

Impact Factor: 2,59

Punkty MEIN prezentowanej pracy: 140

Wyrdznienia: Wiley Top Cited Article 2022-2023, Wiley Top Downloaded Paper 2022

Wkiad doktorantki w powstanie publikacji: analiza literatury, przygotowanie tresci
manuskryptu, opracowanie rysunkéw i tabel, odpowiedzi na uwagi recenzentow,
korespondencja z redaktorem naczelnym czasopisma, oraz korekta manuskryptu.

2.2. PUBLIKACJA 2 [P2]

Modrzewska, M., Blaszczyk, L., Stepien, L., Urbaniak, M., Waskiewicz, A., Yoshinari,
T., Bryla, M. Trichoderma versus Fusarium - inhibition of pathogen growth and
mycotoxin biosynthesis. Molecules 2022, 27(23), 8146. doi: 10.3390/molecules27238146

Impact Factor: 4,15

Punkty MEIN prezentowanej pracy: 140

Wktad doktorantki w powstanie publikacji: wspotudziat w koncepcji i metodologii badan,
przeprowadzenie walidacji metod, wykonanie eksperymentow, przeprowadzenie analizy
danych, przygotowanie rysunkéw 1 tabel, opracowanie manuskryptu, korespondencja
z redaktorem naczelnym czasopisma, odpowiedzi na uwagi recenzentéw, oraz korekta
manuskryptu.
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2.3. PUBLIKACJA 3 [P3]

Modrzewska, M., Popowski, D., Blaszczyk, L., Stepien, L., Urbaniak, M., Bryla, M.,
Cramer, B., Humpf, U.H., Twaruzek, M. Antagonistic properties against Fusarium
sporotrichioides and glycosylation of HT-2 and T-2 toxins by selected Trichoderma
strains. Scientific Reports 2024, 14(1), 5865. doi: 10.1038/s41598-024-55920-x

Impact Factor: 4,99

Punkty MEIN prezentowanej pracy: 140

Wktad doktorantki w powstanie publikacji: wspdtudziat w koncepcji i zaprojektowaniu
metodologii badan, walidacja metod analitycznych, wykonanie eksperymentow, analiza
uzyskanych danych, przygotowanie wykresow i tabel, napisanie manuskryptu, udziat
w korespondencji z redaktorem naczelnym czasopisma, odpowiedzi na uwagi
recenzentow, oraz korekta i uzupetnienie manuskryptu.

2.4. PUBLIKACJA 4 [P4]

Publikacja w recenzji - Journal of Agricultural and Food Chemistry

Modrzewska, M., Popowski, D., Blaszczyk, L., Stgpien, L., Waskiewicz, A., Urbaniak,
M., Bryla, M. Impact of selected Trichoderma isolates on metabolomic profiles of two
Fusarium proliferatum strains

Wkiad doktorantki w powstanie publikacji: wspotudziat w opracowaniu koncepcji
1 metodologii badan, walidacja metod analitycznych, wykonanie eksperymentow, analiza

uzyskanych danych, przygotowanie wykresow 1 tabel, napisanie manuskryptu oraz
przygotowanie manuskryptu do publikacji.

3. Wsparcie finansowe

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu OPUS
17, numer grantu 2019/33/B/NZ9/02743.
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4. Wprowadzenie

Zboza sa podstawa produkcji zywnos$ci 1 pasz (FAO 2022). Do najczestszych
chordb tych roslin powodujacych obnizenia ilo$ci i1 jako$ci plonu zaliczana jest fuzarioza
siewek oraz fuzarioza ktosa (Fusarium head blight, FHB). Choroby te wywolywane sa
przez kompleks gatunkow Fusarium (Rozewicz i wsp. 2021). W wyniku spadku plonu
1 jakosSci ziarna straty ekonomiczne z powodu tych infekcji mogg wynosi¢ 15-20%,
a w skrajnych przypadkach sigga¢ nawet 50% (Petronaitis 1 wsp. 2021). Grzyby Fusarium
ograniczaja mas¢ ziarna, a takze biosyntetyzuja toksyczne dla ludzi 1 zwierzat
mykotoksyny (Haque 1 wsp. 2020). Ograniczanie zanieczyszczenia ziarna
mykotoksynami odbywato si¢ dotad najczgsciej przy uzyciu chemicznych $rodkéw
zawierajacych substancje z grupy triazoli (Gab-Allah i wsp. 2023). W ostatnich latach w
krajach UE obserwuje si¢ trend odchodzenia od stosowania chemicznych pestycydow.
Ma to zwigzek z Europejskim Zielonym Ladem, ktéry jako element strategii ,,od pola do
stolu”, zaklada ograniczenie o 50% ilosci stosowanych w rolnictwie pestycydow do
konca 2030 r. (Komisja Europejska 2020). Ma to znaczenie dla zachowania
bioréznorodnosci, zdrowia konsumentow i1 gospodarki. Dziatania Komisji w tym zakresie
majg na celu ograniczenie wpltywu rolnictwa na $rodowisko, a jednocze$nie zapewnienie
ochrony zdrowia obywateli oraz zlagodzenie strat wynikajacych z pogarszajacej si¢
jakosci gleb, czy spadku liczebnosci owadow zapylajacych wskutek stosowania
pestycydow.

Minione lata pokazuja, ze uprawa roslin napotyka na coraz wigcej problemow.
Mamy do czynienia z ociepleniem klimatu, odpowiedzialnym za zmiany w populacjach
mikroorganizméw, a jednoczes$nie ograniczane jest uzycie chemicznych pestycydow
(Ukhurebor 1 wsp. 2021). Naukowcy oszacowali, ze grzyby patogeniczne i szkodniki
migruja w kierunku biegunéw w tempie 3-5 km/rok, a roéznorodno$¢ populacji
szkodnikdéw zmienia si¢ znaczaco (Bebber 1 wsp 2013; Casu 1 wsp. 2024). W przypadku
patogenow toksynotworczych atakujacych rosliny zbozowe, moze dochodzi¢ do przejscia
z fazy ograniczonej aktywnos$ci metabolicznej, okreslanej jako ,stan supresji”’, do
warunkow sprzyjajacych intensywnej biosyntezie mykotoksyn (Dong i wsp. 2023).
Biologiczna ochrona roslin polega na stosowaniu S$rodkow, ktorych substancjami
czynnymi moga by¢ mikroorganizmy (Paganizza 2024). Ich stosowanie powinno
maksymalnie ogranicza¢ stosowanie fungicydéw (Fenta i Mekonnen 2024). Niestety,
skuteczno$¢ preparatow biologicznych jest nizsza m.in. z powodu obecnosci innych
mikroorganizméw w srodowisku mogacych ostabia¢ dziatanie preparatu (Pandit 1 wsp.
2022). Mimo tego Komisja Europejska stoi na stanowisku, ze stosowanie Srodkow
biologicznych w rolnictwie jest istotnym elementem walki z dewastacja srodowiska
naturalnego a takze ma istotne znaczenie dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci
(ograniczenie obecnos$ci pestycydow i mykotoksyn w surowcach roslinnych) (Komisja
Europejska 2020).

Grzyby Trichoderma to saprotrofy glebowe, zasiedlajace oportunistycznie
zewnetrzne warstwy korzeni ro$lin (El Enshasy i wsp. 2020). Ich obecno$¢ w ryzosferze
oraz tkankach gospodarza poprawia odpornos¢ roslin, stymuluje ich wzrost i rozwoj
(Contreras-Cornejo 1 wsp. 2024). Dzigki ich wlasciwosciom antagonistycznym wzgledem
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roznych patogenoéw sg wykorzystywane jako $rodek biologiczny przeciwko patogenom
w uprawie ro$lin (Tyskiewicz 1 wsp. 2022). Natomiast nie s3g powszechnie
wykorzystywane w uprawie roslin zbozowych (MRiRW b.d.; EPPO b.d.). Pomimo
wysokiego potencjatlu antagonistycznego, mechanizmy lezace u podstaw tych
wlasciwosci oraz ich rola w regulowaniu biosyntezy mykotoksyn przez Fusarium
pozostaja niepoznane.

W pracy tej podjeto si¢ badan nad rolg szlakéw metabolicznych grzybéw
z rodzaju Trichoderma w procesie degradacji 1 biotransformacji mykotoksyn fuzaryjnych.
Badania te majg charakter interdyscyplinarny, przez co umozliwiajg holistyczne
zrozumienie mechanizmow Trichoderma 1 jej potencjalnego wpltywu na bezpieczenstwo
zywnoS$ci oraz opracowanie nowych strategii biokontroli, ktére mogg sta¢ si¢ istotnym
elementem zintegrowanego zarzadzania mykotoksynami w tancuchu zywno$ciowym.

Niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie mieszanej,
tj. zawiera zbiér opublikowanych i tematycznie powigzanych artykuléw naukowych oraz
dodatkowe wyniki uzupetniajace.
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5. Przeglad piSmiennictwa

5.1. Rola grzyboéw w ekosystemach

Grzyby pelig istotng role we wilasciwym funkcjonowaniu 1 stabilnosci
ekosysteméw. Mogg by¢ saprotrofami, patogenami, jak rowniez wchodzi¢ w relacje
symbiotyczne (Bahram, i Netherway 2022). Jako saprotrofy, grzyby uczestniczg
w rozktadzie materii organicznej, takiej jak martwe ro$liny i drewno (Tunlid i wsp. 2022).
Poprzez rozklad ztozonych zwiazkéw organicznych na prostsze substancje, grzyby
odgrywaja kluczowa role w cyklach biogeochemicznych, zwlaszcza w obiegu wegla,
azotu i fosforu (Tian 1 wsp. 2021). Mikoryzy, symbiotyczne zwigzki mi¢dzy grzybami
a korzeniami ros$lin, zapewniaja zwigkszona dostepnos¢ wody i sktadnikéw odzywczych,
tym samym poprawiaja zdrowie i wzrost roslin (Khaliq 1 wsp. 2022). Z kolei, kontrola
populacji roslin przez grzyby patogeniczne ma znaczacy wplyw na strukturg
1 funkcjonowanie danego ekosystemu (Zhang, J. 1 wsp. 2020).

Powszechnie spotykanym rodzajem grzybow saprotroficznych sa grzyby
Trichoderma. Rodzaj ten znany jest ze swoich zdolno$ci antagonistycznych
i biostymulujacych (Tyskiewicz i wsp. 2022; Modrzewska i wsp. 2022). Konkurujac
o przestrzen i sktadniki odzywcze a takze ze wzglgdu mykopasozytnictwo oraz antybioze
grzyby te sg skutecznymi biokontrolerami (Ferreira i Musumeci 2021). Moga indukowac
systemowa odpornos¢ ro$lin, a przez to zwigksza¢ ich zdolno§¢ do obrony przed
szerokim spektrum stresdw biotycznych 1 abiotycznych (Woo 1 wsp. 2023).

Grzyby Trichoderma biosyntetyzuja roznorodne enzymy hydrolityczne, takie jak
celulazy, hemicelulazy, chitynazy i proteazy (Ghasemi i1 wsp. 2020). Dzigki tym
enzymom, zdolne sa do rozkladu ztozonych biopolimerow, takich jak celuloza, chityna
i biatka. Moga rozktada¢ martwa materi¢ organiczng i inne trudne do rozktadu substancje,
przyczyniajac si¢ do utrzymania rownowagi ekologicznej w glebie (Tothné 1 wsp. 2021).
Ich zdolno$¢ do biosyntezy enzymoé6w czyni je obiektem badan w kontekscie
bioremediacji zanieczyszczen, w tym rozkladu toksycznych zwiazkéw chemicznych,
takich jak mykotoksyny wytwarzane przez inne grzyby (Kumar i Dwivedi 2021).
Zdolno$¢  Trichoderma do  degradacji/biotransformacji  mykotoksyn  grzybow
patogenicznych jest pozadana w kontekScie bezpieczenstwa zywnosci. Z jednej strony
Trichoderma moga dziala¢ ochronnie dla ro$lin przed fitopatogenami, z drugiej za$
zdolnos¢ tych grzybow w ingerencje w szlaki metaboliczne fitopatogenéw moze
przyczyni¢ si¢ nizsze] kumulacji toksyn w roslinach a w konsekwencji w surowcach
rolnych.

5.2. Mykotoksyny grzybow Fusarium

Mykotoksyny to wtdrne metabolity biosyntetyzowane przez niektore gatunki
grzybow plesniowych m. in. Aspergillus, Penicillium 1 Fusarium (Bryla i wsp. 2018).
Metabolity te moga zanieczyszcza¢ zywnosC 1 paszeg, stanowigc powazne zagrozenie dla
zdrowia ludzi oraz zwierzat hodowlanych (Polak-Sliwinska i Paszczyk 2021).

Fusarium to rodzaj grzybow, ktore obejmuja wiele gatunkéw patogennych dla
ro$lin (Perincherry 1 wsp. 2019). Fusarium rozwija si¢ dobrze w glebach, szczeg6lnie
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w tych bogatych w materi¢ organiczng (Todorovi¢ i wsp. 2023). Optymalna temperatura
wzrostu dla wiekszosci gatunkéw Fusarium wynosi od 25°C do 30°C (Nazari 1 wsp.
2014; Lal i wsp. 2024). Fusarium moze rosng¢ w szerokim zakresie temperatury, od
okoto 5°C do 37°C, ale ekstremalne temperatury moga hamowaé ich wzrost (Lahouar
1 wsp. 2017; Peter Mshelia 1 wsp. 2020). Optymalne pH dla wzrostu Fusarium wynosi od
6.0 do 7.0. Grzyby te moga jednak rosnag¢ w zakresie pH od 3.0 do 9.0 (Frans i wsp.
2017). Fusarium wymaga wysokiej wilgotnosci do wzrostu, czgsto powyzej 90%
wzglednej wilgotnosci, a dlugotrwata wilgotno$¢ sprzyja infekcjom i rozwojowi choréb
roslin (Manstretta i Rossi 2016, Blandino 1 wsp. 2017).

Grzyby z rodzaju Fusarium sg odpowiedzialne za wywolywanie wielu powaznych
chorob zbdz. Do najczesciej wystepujacych choréb zbdz wywotanych przez gatunki
Fusarium zalicza si¢ fuzarioze klosow (Fusarium Head Blight), fuzarioz¢ kolb oraz
fuzarioze¢ siewek, todyg i korzeni (Rys. 1; Miedaner 1 wsp. 2017; Vanheule i wsp. 2017,
Wenda-Piesik i wsp. 2017). Choroby te prowadza do uszkodzenia ro$lin, co skutkuje
obnizeniem jakosci i iloéci plondw. Dodatkowo, skazone grzybami Fusarium zboza moga
by¢ zanieczyszczone szkodliwymi mykotoksynami, takimi jak trichoteceny, zearalenon
(ZEN) czy fumonizyny (Miedaner i wsp. 2017).
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Rys. 1. Choroby ro$lin zbozowych wywotane przez wybrane gatunki Fusarium,
opracowanie wilasne na podstawie Miedaner 1 wsp. 2017; Vanheule i wsp. 2017; Wenda-
Piesik 1 wsp. 2017.

Biosynteza mykotoksyn przez Fusarium zalezy od ztozonych interakcji migdzy
warunkami $rodowiskowymi, stresem roslin, dostgpnoscia sktadnikow odzywczych oraz
genotypem patogenu (Perincherry 1 wsp. 2019). Biosyntezie mykotoksyn przez Fusarium
sprzyja temperatura od 20°C do 30°C (Nazari i wsp. 2018; Belizdn 1 wsp. 2019;
Albuquerque 1 wsp. 2021). Wilgotnos¢ wzgledna powyzej 70% 1 obfitos¢ dostepnych
sktadnikow odzywczych, takich jak cukry 1 aminokwasy sprzyja zaré6wno wzrostowi
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Fusarium 1biosyntezie mykotoksyn (Neme i Mohammed 2017). Natomiast czynniki
stresowe, takie jak susza, uszkodzenia mechaniczne, oraz niedobory sktadnikow
odzywczych, moga zwigksza¢ podatnos¢ roslin, szczegélnie te o wysokiej zawartosci
azotu 1 weglowodanow, na infekcje Fusarium (Mielniczuk i Skwarylo-Bednarz 2020).
Na biosynteze mykotoksyn przez Fusarium moze wptywaé réwniez obecno$¢ innych
mikroorganizméw w $rodowisku. Niektore bakterie i grzyby moga stymulowac lub
hamowa¢ biosynteze mykotoksyn poprzez konkurencj¢ o zasoby lub produkcje
antagonistycznych metabolitow (Medina i wsp. 2017). Jednak kluczowsg role w regulacji
syntezy mykotoksyn odgrywa genotyp patogenu (Perincherry i wsp. 2019; Kolawole
1 wsp. 2021).

Trichoteceny

Trichoteceny to zwigzki o strukturze chemicznej charakteryzujacej si¢
czteropierScieniowym szkieletem epoksydowym, ktory jest odpowiedzialny za ich
toksyczno$¢ (Rys. 2; McCormick 1 wsp. 2011). Biorac pod uwagg ich strukturg, mozna je
podzieli¢ na kilka grup, z ktorych najwazniejsze to grupa A: toksyna T-2 (T-2), toksyna
HT-2 (HT-2), diacetoksyscirpenol (DAS) biosynetytozwane przez np. F. langsethiae
i F. sporotrichioides oraz grupa B: deoksyniwalenol (DON), niwalenol (NIV),
biosyntetyzowane gtéwnie przez F. graminearum 1 F. culmorum (Nazari i wsp. 2019;
Winter i wsp. 2019). T-2 hamuje synteze biatek poprzez wigzanie si¢ z rybosomami, co
prowadzi do zatrzymania translacji (Li i wsp. 2022). Moze rowniez indukowac stres
oksydacyjny, co prowadzi do uszkodzen kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) lipidow
ibialek (Dai 1 wsp. 2019). Ekspozycja na T-2 prowadzi do uszkodzen uktadu
pokarmowego 1 krwiono$nego, immunosupresji oraz genotoksycznosci (Guo 1 wsp.
2018).
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Rys 2. Wzory strukturalne wybranych trichotecenow: T-2 oraz DON (od lewej).
Opracowanie wtlasne na podstawie Dai 1 wsp. 2019 i Tian 1 wsp. 2016.

Deoksyniwalenol, znany rowniez jako womiotoksyna, hamuje synteze biatek
poprzez interferencje¢ z funkcjg rybosoméw (Garofalo 1 wsp. 2023). Indukuje takze
reakcje zapalne poprzez aktywacje szlaku kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem
(MAPK) (Lee i wsp. 2019). Obserwowane efekty zdrowotne to wymioty, nudnosci,
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zmniejszenie spozycia pokarmu, biegunka, jak rowniez oslabienie odpowiedzi
immunologicznej 1 potencjalne uszkodzenie DNA, jednak jego toksyczno$¢ jest mniejsza
niz T-2 (Zhang, Y. 1 wsp. 2020). Niwalenol posiada podobne dziatanie do innych
trichotecenow. Hamuje syntezg bialek i indukujac stres oksydacyjny. Moze rowniez
aktywowac szlaki sygnatowe prowadzace do zapalenia (Kumar i wsp. 2022).

Zearalenon

Zearalenon (ZEN) to mykotoksyna biosyntetyzowana gtownie przez gatunki takie
jak F. graminearum i F. culmorum (Tian 1 wsp. 2018). Jest laktonem resorcyklicznym,
ktoéry wykazuje silne dziatanie estrogenowe co pozwala mu na wigzanie si¢ z receptorami
estrogenowymi (ER) w komorkach (Rys. 3; Mahato i wsp. 2021). Istniejg dwa gtowne
typy ER: ERa i ERP. Zwigzek ten moze wigza¢ si¢ z oboma typami receptorow,
aktywujac je podobnie jak naturalne estrogeny (Gajecka i wsp. 2023). Po zwigzaniu si¢
z ER, ZEN moze aktywowac¢ szlaki sygnalowe wewnatrz komorki, ktére prowadza do
transkrypcji gendw regulowanych przez estrogeny (Fruhauf i wsp. 2019). Moze to
prowadzi¢ do nadmiernej ekspresji genow odpowiedzialnych za wzrost 1 r6znicowanie
komorek, co moze skutkowaé nieprawidlowymi reakcjami komorkowymi (Yang 1 wsp.
2018). Nadmierna aktywacja ER przez ZEN moze zaburza¢ naturalng réwnowage
hormonalng w organizmach. U ludzi ekspozycja na ZEN moze prowadzi¢ do zaburzen
hormonalnych, wplywajacych na uktad rozrodczy (Rogowska i wsp. 2019). Dlugotrwata
ekspozycja na ZEN moze by¢ powigzana z problemami zdrowotnymi, takimi jak
nieprawidlowe cykle menstruacyjne i inne zaburzenia hormonalne (Han i wsp. 2022).
Zwiazek ten jest szczegOlnie szkodliwy dla zwierzat powodujac zaburzenia
reprodukcyjne takie jak powigkszenie narzadow rozrodczych, nieprawidlowosci
w cyklach rozrodczych 1 zmniejszenie ptodnosci (Liu 1 Applegate 2020). Ponadto, ZEN
moze indukowac stres oksydacyjny, prowadzac do produkcji reaktywnych form tlenu
(ROS), ktore moga uszkadza¢ komoérki, DNA, biatka 1 lipidy (Tatay 1 wsp. 2017). Stres
oksydacyjny zwigzany z ZEN moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzen komorkowych
1 prowadzi¢ do dlugotrwatych probleméw zdrowotnych, w tym zwigkszonego ryzyka
nowotworow (Lo 1 wsp. 2021).

Rys 3. Wz6r strukturalny ZEN. Opracowanie wiasne na podstawie Tian i wsp. 2018.
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Fumonizyny

Fumonizyny to grupa mykotoksyn biosynetetyzowanych gléwnie przez
F. verticillioides 1 F. proliferatum (Cendoya i wsp. 2021). Najwazniejszymi zwigzkami
z tej grupy sa fumonizyna Bl (FB1), fumonizyna B2 (FB2), fumonizyna B3 (FB3),
jednak FB1 jest z nich najbardziej powszechna i najbardziej toksyczna (Rys. 4; Gao
1 wsp. 2023). Fumonizyny posiadajg unikatowy mechanizm dziatania, ktéry rozni si¢ od
innych mykotoksyn. Hamujg enzymy kluczowe w biosyntezie sfingolipidow, zwtaszcza
ceramidu, co prowadzi do nagromadzenia prekursorow sfingolipidow takich jak
sfinganina i sfingozyna (Chen i wsp. 2020). Sfingolipidy sa waznymi komponentami bton
komoérkowych i petnig kluczowe role w sygnalizacji komoérkowej, a zaburzenia w ich
metabolizmie moga prowadzi¢ do zwickszonego stresu oksydacyjnego, uszkodzenia
komorek i indukcji apoptozy (Iessi i wsp. 2020). U ludzi ekspozycja na wysokie poziomy
fumonizyn zostala powigzana z wyzszym ryzykiem wystapienia nowotworu przetyku,
zwlaszcza w regionach o wysokim spozyciu kukurydzy zanieczyszczonej fumonizynami
(Wangia-Dixon 1 Nishimwe 2020). Badania sugeruja, ze fumonizyny moga byc¢
teratogenne i mogg powodowac defekty cewy nerwowej u ptodow (Goneng i wsp. 2020;
Qu 1 wsp. 2022). Spozycie paszy zanieczyszczonej fumoznizynami prowadzi do chordb
phuc u $win. Ponadto fumonizyny mogg uszkadza¢ watrobe i nerki u réznych gatunkow
zwierzat (Chen i wsp. 2021).

o O /,OHO
Iy
o~ " ™7 “oH OH  OH
HyC S /f“\\//L\\;//"\ N l/f N P \;/./CHi
CHy O CHy O o NH,
" AT .

Rys. 4. Wzér strukturalny FB1. Opracowanie wilasne na podstawie Wangia-Dixon
1 Nishimwe 2020.

Mykotoksyny stanowig powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci. Z tego
wzgledu w Unii Europejskiej (UE), w Stanach Zjednoczonych 1 wielu krajach na §wiecie,
obowigzujg $ciste regulacje dotyczace maksymalnych pozioméw niektorych mykotoksyn
w zywnosci 1paszach. W UE limity te sa okreSlone gltéwnie przez rozporzadzenie
UE 2023/915, UE 2024/1022 1 UE 2024/1038, natomiast w USA s3g ustalane przez FDA
(Komisja Europejska 2023; Komisja Europejska 2024a; Komisja Europejska 2024b; FDA
2015/2016). Skuteczne zarzadzanie tym zagrozeniem wymaga zaawansowanych
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technologii detekcji, $ciSle kontrolowanych proceséw przetwarzania oraz ciagltego
badania nowych metod usuwania tych toksyn z tancucha zywnosciowego.

5.3. Grzyby z rodzaju Trichoderma

Trichoderma jest rodzajem grzybow nalezacych do klasy Sordariomycetes, rzedu
Hypocreales 1 rodziny Hypocreaceae (Kubicek 1 wsp. 2019). Sa to grzyby saprofityczne,
ktére powszechnie wystepuja w glebie i na resztkach organicznych (Tyskiewicz i wsp.
2022). Grzyby z rodzaju Trichoderma charakteryzuja si¢ szybkim wzrostem i wysoka
zdolnoscia do kolonizacji réznych substratow organicznych. Czgsto wystepuje
w ryzosferze ro$lin, gdzie wspomaga wzrost roslin i chroni je przed patogenami
(Tyskiewicz i wsp. 2022). Optymalna temperatura wzrostu dla wigkszosci gatunkow
Trichoderma wynosi od 25°C do 30°C, jednak moga one rosng¢ w szerokim zakresie
temperatury od okoto 0°C do 50°C (Daryaei 1 wsp 2016). Korzystne dla wzrostu
Trichoderma s3 wilgotno$¢ wzgledna powyzej 70% oraz pH od 5.0 do 6.0, jednakze
Trichoderma moze rosnag¢ w zakresie pH od 4.0 do 8.0 (Abeyratne i Deshappriy 2018;
Andrés 1 wsp. 2022). Grzyby te nie potrzebuja $wiatla do wzrostu, ale wiadomo, ze
$wiatlo moze wptywac na sporulacje i biosynteze enzyméw (Bala i wsp. 2023).

Grzyby z rodzaju Trichoderma sa szeroko stosowane w rolnictwie ze wzglgdu na
ich zdolnosci biokontrolne i biostymulacyjne. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci znajduja
zastosowanie w uprawie roslin warzywnych, sadowniczych, zielarskich, straczkowych,
a takze ozdobnych (Martinez i wsp. 2023; Ptaszek 1 wsp. 2023). Dzialajg jako
biopestycydy, ograniczajac wzrost i rozwdj patogennych grzybow, takich jak Fusarium,
Rhizoctonia, Pythium i Sclerotinia (Modrzewska 1 wsp. 2022). Mechanizmy dziatania
Trichoderma przedstawiono na Rysunku 5.
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Rys. 5. Mechanizmy dziatania Trichoderma; opracowanie wlasne na podstawie
Modrzewska i wsp. 2022.
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Mykopasozytnictwo to proces, w ktorym Trichoderma bezposrednio atakuje
patogeny, prowadzac do jego usmiercenia. Ten mechanizm dziatania rozpoczyna si¢ od
adhezji, gdzie Trichoderma przylega do powierzchni strzgpek patogendéw za pomoca
struktur adhezyjnych (Mukherjee 1 wsp. 2022). Nastepnie grzyb wnika w struktury
komorkowe patogendw, biosyntetyzujac enzymy hydrolityczne, takie jak chitynazy
i glukanazy, ktore rozktadaja $ciany komorkowe patogendow (Modrzewska i wsp. 2022).
Hydroliza polisacharydéw $ciany komorkowej, takich jak chityna i glukan, prowadzi do
lizy komorek patogenow (Tyskiewicz 1 wsp. 2022). Konkurencja to kolejny wazny
mechanizm, dzigki ktéremu Trichoderma ogranicza rozwdj patogenow. Trichoderma
szybko kolonizuje ryzosfer¢ oraz powierzchni¢ resztek roslinnych, zajmujac przestrzen,
ktora moglaby by¢ zasiedlona przez patogeny (Woo 1iwsp. 2023). Efektywne
wykorzystanie  dostgpnych skladnikow odzywczych, takich jak azot, fosfor
i weglowodany, ogranicza ich dostgpnos¢ dla patogenow (Tyskiewicz i wsp. 2022).
Ponadto, Trichoderma moze biosyntetyzowaé metabolity, ktore chelatuja sktadniki
odzywcze, czynigc je niedostepnymi dla patogendow, co dodatkowo hamuje ich rozwoj
(Kumar 1 Khurana 2021). Antybioza to proces, w ktorym Trichoderma biosyntetyzuje
1 wydziela zwigzki antybiotyczne oraz metabolity wtorne, ktore hamujg wzrost 1 rozwoj
patogenow (Modrzewska 1 wsp. 2022). Trichoderma syntetyzuje réznorodne zwigzki
antybiotyczne, takie jak gliotoksyna, peptaibole i harzianol, ktére moga bezposrednio
hamowac¢ wzrost patogenoéw lub je zabija¢. Gliotoksyna indukuje apoptoze w komoérkach
patogendw, peptaibole zaburzaja funkcje bton komérkowych, a harzianol wykazuje silne
dziatanie przeciwgrzybicze (Gayathri i wsp. 2020; Hou i wsp. 2022; Ji, H. 1 wsp. 2023).
Natomiast, indukcja odpornosci roslin (ISR) to mechanizm, w ktorym Trichoderma
zwigksza zdolno$¢ roslin do obrony przed infekcjami. Trichoderma wytwarza 1 wydziela
sygnaly chemiczne, ktére s3 rozpoznawane przez rosliny, prowadzac do aktywacji
wewnetrznych szlakow obronnych, takich jak produkcja fitoaleksyn ienzyméw
obronnych (Sood i wsp. 2020). Systemowa odpornos¢ roslin prowadzi do wzmocnienia
mechanicznych barier obronnych, takich jak pogrubienie $cian komodrkowych oraz
produkcji biatek obronnych, ktére mogg degradowa¢ komorki patogendéw (Sood 1 wsp.
2021).

Trichoderma  wspieraja wzrost roslin  poprzez szereg mechanizmow
biologicznych, ktére znaczaco wplywaja na zdrowie 1 produktywno$¢ roslin. Przede
wszystkim, 7Trichoderma produkuje fitohormony, takie jak auksyny, gibereliny
1 cytokininy, ktére stymuluja wzrost i rozwdj roslin (Illescas 1 wsp. 2021; Abdenaceur
1 wsp. 2022). Te hormony roslinne sg kluczowe w regulacji procesOw wzrostowych,
takich jak elongacja komorek, rozwoj korzeni oraz podziat komoérek, co skutkuje
wzmocnieniem struktury ro$lin i poprawag ich zdrowotnosci (Devi 1 wsp. 2020).
Trichoderma wspomaga takze pobieranie sktadnikow odzywczych przez rosliny, co jest
kluczowe dla ich wzrostu 1 plonowania. Grzyby te moga rozpuszcza¢ mineraly w glebie,
takie jak fosfor i1 zelazo, ktore sa czesto niedostepne dla roslin w formie zwigzanej
(Basilio i wsp. 2022). Poprzez zwigkszanie dostgpnosci i efektywnos$ci pobierania tych
sktadnikéw odzywczych, Trichoderma przyczynia si¢ do lepszego odzywienia roslin, co
przeklada si¢ na ich szybszy wzrost i wigksze plony (Basilio i wsp. 2022; Tyskiewicz
1 wsp. 2022). Poprawa struktury gleby jest kolejnym istotnym aspektem dzialania
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Trichoderma jako biostymulatorow. Grzyby te wplywaja na agregacje glebowa, co
poprawia napowietrzenie i1 zdolno$¢ gleby do zatrzymywania wody (Pinto 1 wsp. 2024).
Lepsza struktura gleby umozliwia rozwdj silniejszego systemu korzeniowego, co z kolei
poprawia stabilno$¢ roslin i ich zdolnos$¢ do przetrwania w warunkach stresowych, takich
jak susza (Woo i1 wsp. 2023; Pinto i wsp. 2024). Ponadto, Trichoderma moze zwigkszac
efektywnos$¢ fotosyntezy w roslinach. Wykazano, ze rosliny traktowane Trichoderma
czgsto wykazuja wyzsza aktywnos$¢ fotosyntetyczng, co jest wynikiem lepszego
odzywienia 1 zdrowszego rozwoju lisci (Harman i wsp. 2021). Wyzsza efektywno$¢
fotosyntezy prowadzi do wickszej produkcji biomasy i wyzszych plondéw, co jest
szczegblnie wazne w rolnictwie komercyjnym (Kohli iwsp. 2020). Dzigki tym
zroznicowanym mechanizmom, Trichoderma moze stanowi¢ potezne narzedzie
w poprawie wzrostu roslin 1 zwigkszaniu wydajnosci upraw.

Trichoderma odgrywa réwniez istotng role w bioremediacji, procesie
wykorzystywania mikroorganizméw do przeksztalcania i neutralizowania toksycznych
substancji w $rodowisku (Poveda 2022). Produkujac szeroka game enzymow
hydrolitycznych, takich jak celulazy, chitynazy, glukanazy i1 proteazy, Trichoderma
skutecznie degraduje ztozone zwigzki organiczne, takie jak pestycydy, herbicydy i inne
zanieczyszczenia chemiczne (Saldafa-Mendoza 1 wsp. 2023). Ponadto, grzyby te
wykazuja zdolno$¢ do biotransformacji metali cigzkich, takich jak kadm, olow, rtec¢
i chrom, przeksztalcajac je w mniej toksyczne formy poprzez biosorpcj¢ i bioakumulacje
(Poveda 2022; Kumar i Dwivedi 2019). Trichoderma produkuje takze kwasy organiczne
i metabolity, ktore chelatuja metale ci¢zkie, utatwiajac ich usuwanie z gleby 1 wody
(Sood i wsp. 2020).

Grzyby z rodzaju Trichoderma sa nie tylko kluczowymi mikroorganizmami
w ekosystemach glebowych, ale rowniez cennymi narzedziami w rolnictwie
1 biotechnologii. Ich zdolnosci do biokontroli patogendéw ro$linnych, stymulowania
wzrostu ros$lin oraz degradacji zanieczyszczen chemicznych czynia je niezwykle
wszechstronnymi 1 warto$ciowymi w praktycznych zastosowaniach.

5.4. Szlaki metaboliczne Trichoderma w degradacji mykotoksyn

Jednym z kluczowych aspektow zastosowan grzybow z rodzaju Trichoderma jest
ich zdolno$¢ do wytwarzania réznorodnych enzymow (Tyskiewicz 1 wsp. 2022).
Biosynteza tych metabolitow pozwala na degradacje mykotoksyn w réznych reakcjach
wchodzacych w sktad procesow metabolicznych (Li 1 wsp. 2020). Zrozumienie tych
szlakow jest kluczowe dla opracowania skutecznych metod eliminacji mykotoksyn
1 poprawy bezpieczenstwa zZywnosci.

Obecnie jest niewiele badan dotyczacych biotransformacji toksyn przez grzyby
z rodzaju Trichoderma, szczegdlnie w konteks§cie mykotoksyn biosyntetyzowanych przez
Fusarium. Szczepy Trichoderma biosyntetyzuja peroksydazy, lakkazy, chitynazy
1 proteazy, ktore katalizuja reakcje hydrolizy i utleniania (Dini i wsp. 2022; Tyskiewicz
1 wsp. 2022). Te reakcje prowadzg do modyfikacji struktury chemicznej mykotoksyn,
przeksztalcajac je w mniej toksyczne metabolity. Pomimo potencjatu, réznorodnosé
szczepdw Trichoderma badanych w kontekScie biotransformacji mykotoksyn jest

28



stosunkowo mata. Dotychczasowe badania koncentruja si¢ gldéwnie na kilku wybranych
szczepach. Badania Dini 1 wsp. (2022) wykazaty, ze peroksydazy produkowane przez
T. afroharzianum sa szczegoOlnie skuteczne w degradacji aflatoksyny B1 (AFBI1)
1 ochratoksyny (OTA), przeksztatcajac AFB1 do prostszych zwigzkow, takich jak kwas
octowy 1 octan n-propylu, oraz redukujac toksyczno$¢ OTA poprzez podobne
mechanizmy. Wiadomo tez, ze T. harzianum wykazuje zdolno$¢ do degradacji AFB1, co
jest wspierane przez dziatanie peroksydaz (Madbouly i wsp. 2023). Peroksydazy pelnia
role enzymdéw oksydacyjnych, ktore wprowadzaja czasteczke tlenu do struktury
chemicznej mykotoksyn (Lyagin 1 Efremenko 2019). W przypadku aflatoksyn, ten proces
oksydacji prowadzi do ich przeksztalcenia w formy o wyzszej polarnosci 1 nizszej
toksycznosci, co utatwia ich neutralizacje¢ oraz eliminacj¢ z organizmu lub Srodowiska
(De Oliveira i wsp. 2021). Nieliczne prace wskazuja, ze transferazy z T. harzianum
przeksztalcaja DON w mniej toksyczny deoksyniwalenol-3-glukozyd (D3G). Natomiast
ZEN przeksztalcany byt w formy zredukowane, takie jak a-zearalenol (a-ZOL)
i P-zearalenol (B-ZOL) (Tian i wsp. 2016; Tian i wsp. 2018). Tian i wsp. 2020
zaobserwowali, ze Trichoderma atroviride wykazata zdolno$¢ do biotransformacji kwasu
fusarynowego do mniej toksycznego metabolitu fusarinolu. Co istotne sposrod wielu
gatunkow Trichoderma byt to jedyny szczep wykazujacy t¢ zdolnoscé.

Aktualny stan wiedzy wskazuje, ze grzyby z rodzaju Trichoderma posiadaja
zdolno$¢ do degradacji roéznorodnych mykotoksyn poprzez enzymatyczne procesy
metaboliczne. Mechanizmy te prowadza do detoksykacji i neutralizacji toksycznych
zwigzkoéw, co moze czyni¢ Trichoderma cennym narzedziem w bioremediacji i poprawie
bezpieczenstwa zywnosci. Zrozumienie szlakow metabolicznych  Trichoderma
w degradacji mykotoksyn ma kluczowe znaczenie dla przysziych zastosowan
1 opracowan skutecznych metod ich eliminacji.

5.5. Znaczenie Trichoderma w kontekscie bezpieczenstwa zywnosci

Grzyby z rodzaju Trichoderma odgrywaja kluczowa role¢ w zapewnieniu
bezpieczenstwa zywnosci dzigki swoim wiasciwosciom antagonistycznym i potencjatem
zwigzanym z degradacja mykotoksyn, prewencji infekcji rodlin oraz wspomagania
zdrowia ich zdrowia. Zastosowanie tych mikroorganizmdéw w uprawach przynosi wiele
korzysci, ktore przyczyniaja si¢ do zwigkszenia jako$ci 1 bezpieczenstwa zywnosci.
Trichoderma majg zdolno$¢ do bezposredniej degradacji mykotoksyn, co minimalizuje
ich toksycznos¢ 1 ryzyko zdrowotne zwigzane z ich obecno$cig w zywnosci (NeSi¢ 1 wsp.
2021). Enzymy pozyskiwane od Trichoderma moga by¢ wykorzystane w roznych
procesach przemystowych, co poprawia efektywnos$¢ 1 bezpieczenstwo produktow
spozywczych (Paloheimo 1 wsp. 2016). Na przyklad, zastosowanie lakkaz
w przetwarzaniu maki moze pomdc w degradacji DON i1 ZEN, co prowadzi do
otrzymania bezpieczniejszych produktow zbozowych (Ji, J. 1 wsp. 2023; Liu 1 wsp. 2024).
Ponadto, zdolno$¢ Trichoderma do wspomagania pobierania sktadnikéw odzywczych
przez ro$liny przyczynia si¢ do wyzszych plonow 1 lepszej jakoSci surowcow rolnych
(Zin 1 Badaluddin 2020). Stosowanie Trichoderma jako biopestycydow i biostymulatoréw
moga wspomoc proces odchodzenia od stosowaniachemicznych §rodkéw ochrony roslin,
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minimalizujagc potencjalne pozostalosci pestycydow w zZywno$ci 1 zmniejszajac
negatywny wptyw na S$rodowisko (Saldana-Mendoza i1 wsp. 2023). Badania nad
Trichoderma moga prowadzi¢ do rozwoju innowacyjnych technologii, ktére moga by¢
szeroko stosowane w rolnictwie i przemys$le spozywczym. Przyktadem jest rozwoj
biopreparatow opartych na Trichoderma, ktdére moga by¢ stosowane w ochronie upraw
przed patogenami oraz w degradacji mykotoksyn w produktach spozywczych. Takie
biopreparaty moga by¢ wykorzystywane na réznych etapach produkcji zywnosci, od
zaprawiania nasion po przetwarzanie surowcoOw rolnych. Zdolno$¢ Trichoderma do
degradacji mykotoksyn oraz wspomagania zdrowia roslin ma bezposrednie przetozenie
na ochron¢ zdrowia konsumentow. Redukcja mykotoksyn w zywno$ci zmniejsza ryzyko
powaznych choréb u ludzi 1 zwierzat, w tym nowotwordw, zaburzen hormonalnych
1 uszkodzen uktadu odpornosciowego (Omotayo i wsp. 2019). Wspieranie zdrowia roslin
poprzez biostymulacje i biokontrole prowadzi do produkcji bezpieczniejszej zywnosci.
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6. Hipotezy badawcze, cel i zakres pracy

W obliczu globalnych wyzwan, takich jak zmiany klimatyczne bezposrednio
wplywajace na produkcj¢ rolniczg i rosngce zapotrzebowanie na zywno$¢, konieczne
staje si¢ poszukiwanie nowych metod wspierajacych zréwnowazong produkcje rolng oraz
ochron¢ zdrowia publicznego. Mykotoksyny, wytwarzane przez patogeniczne grzyby
z rodzaju Fusarium, stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat, a takze
przyczyniaja si¢ do znacznych strat ekonomicznych w rolnictwie.

Celem badan bylo znalezienie potencjalnych kandydatow sposréd gatunkow
Trichoderma do biokontroli fitopatogenicznych gatunkéw z rodzaju Fusarium w uprawie
roslin zbozowych. Badania miaty na celu rowniez zrozumienie ztozonych mechanizmow
lezacych  upodstaw  antagonizmu tych mikroorganizméw ze  szczegdlnym
uwzglednieniem mechanizmu biotransformacji mykotoksyn i ich roli procesie
ograniczania wzrostu Fusarium.

Do celow szczegotowych nalezato przeprowadzenie:
e oceny wlasciwosci antagonistycznych wybranych grzybow Trichoderma
wzgledem patogendw z rodzaju Fusarium, poprzez ocen¢ zdolno$ci szczepow
Trichoderma do hamowania wzrostu patogenu,

e analizy zdolno$ci hamowania i ograniczania biosyntezy toksyn grzybow Fusarium
przez wybrane gatunki Trichoderma;

e analize metabolomiczng powstatych w wyniku biotransformacji toksyn grzybow
Fusarium przez gatunki grzybow Trichoderma.

Sformutowano i weryfikowano trzy hipotezy badawcze:

HIPOTEZA 1 [H1] Wybrane gatunki grzybow Trichoderma wykazuja wlasciwosci
antagonistyczne wobec patogendw Fusarium, skutecznie hamujac ich rozwd;.

Istnieja publikacje naukowe, w ktorych opisywano wysoka skuteczno$¢ grzybow
z rodzaju Trichoderma w biokontroli réznych fitopatogendéw pochodzenia grzybowego.
Grzyby te posiadaly wysoki potencjat do ograniczania wzrostu fitopatogenow w uprawie
roslin warzywnych 1 owocdéw jagodowych. Istnieje niewiele dowoddéw naukowych
sugerujacych mozliwo$¢ wykorzystania grzybow z rodzaju Trichoderma do ograniczania
rozwoju fuzariozy klosa 1 siewek zbdz. Przypuszcza sig, zZe gatunki 1 szczepy
przystosowane do polskich warunkéw klimatycznych, moga by¢ wykorzystane jako
srodek biologiczny w uprawie roslin zbozowych.

HIPOTEZA 2 [H2] Grzyby Trichoderma maja zdolno§¢ do hamowania lub ograniczania
biosyntezy toksyn przez Fusarium.

Nieliczne prace naukowe sugeruja, ze poprzez ograniczenie rozwoju wzrostu
fitopatogenu, grzyby Trichoderma inhibituja biosynteze toksyn wytwarzanych przez
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Fusarium. Biorac pod uwage, ze toksyny grzybow Fusarium na ogot sa wytwarzane
w warunkach stresowych, podejrzewa si¢ ze w przypadku niektérych mykotoksyn moze
zachodzi¢ ich wzmozona biosynteza.

HIPOTEZA 3 [H3] Gatunki grzyboéw Trichoderma sa zdolne do degradacji lub
biotransformacji toksyn wytwarzanych przez Fusarium.

Istnieja pojedyncze doniesienia naukowe sugerujgce zdolno$¢ grzybow
Trichoderma do biotransformacji toksyn grzyboéw Fusarium (np. deoksyniwalenolu
(DON)) do 3-O-glukozydu deoksyniwalenolu (DON-3G). Zaktada si¢, ze grzyby te
poprzez bogata zdolno$¢ biosyntezy enzymow, zdolne sa do degradacji/biotransformacji
innych mykotoksyn (np. toksyn HT-2 i T-2). Potwierdzenie tej hipotezy bedzie
przyczynkiem do stawiania nowych pytan i hipotez w zakresie roli szlakow
metabolicznych Trichoderma w mozliwym lagodzeniu infekcji roslin zbozowych
wywolywanym przez fitopatogeny Fusarium.
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7. Material i metody badawcze

7.1. Material badawczy i odczynniki

Eksperymenty zaplanowano z wykorzystaniem o$miu szczepow Trichoderma:
T. atroviride AN153 (AN153), T. atroviride AN215 (AN215), T. atroviride AN523
(ANS523), T. atroviride AN705 (AN705), T. viride AN355 (AN355), T. viride AN690
(AN690), T. viridescens ANS508 (ANS508) oraz T. viridescens AN609 (AN609).
Na potrzeby badan opisanych w [P2] 1 [P3] wykorzystano F. culmorum KF191 (KF191),
F. culmorum KF350 (KF350), F. culmorum KF846 (KF846), F. cerealis KF583 (KF583)
oraz F. sporotrichioides KF2006a (KF2006a). Szczepy F. proliferatum PEA1 (PEA1)
i F. proliferatum PEA2 (PEA2) stanowily materiat badawczy dla pozostatych
eksperymentéw opisanych w [P4]. Wszystkie szczepy zostaly wyizolowane ze
srodowiska i zdeponowane w Kolekcji Mikroorganizmow Instytutu Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Stosowane odczynniki opisano w [P2], [P3] oraz
[P4].

7.2. Metody badan

Inhibicja wzrostu patogenu przez Trichoderma

Inhibicje wzrostu Fusarium przez Trichoderma metoda wizualng a takze poprzez
analize genomowego DNA grzybéw w mono- i ko-kulturach na ziarnach ryzu. Po
inkubacji kultury wysuszono 1 zmielono.

Metoda wizualna

Oceny inhibicji wzrostu patogendw przez grzyby Trichoderma przeprowadzono
na podtozu agarowym (PDA). Grzyby hodowano na szalkach Petriego, gdzie
antagonistyczny szczep Trichoderma umieszczano naprzeciw patogennego Szczepu
grzyba, przy zachowaniu odpowiedniej odlegto$ci. Monokultury 7richoderma lub
Fusarium na podlozu PDA stuzyly jako probki kontrolne. Kultury inkubowano
w warunkach kontrolowanej temperatury i cyklu dnia/nocy [P2, P3, P4]. Wzrost grzyboéw
mierzono co 24 godziny, az do momentu, w ktorym doszto do kontaktu miedzy grzybnig
patogenu a grzybnig antagonisty. Skuteczno$¢ hamowania wzrostu patogendw oceniano
na podstawie procentowej redukcji wzrostu patogenu w obecnosci Trichoderma. Wyniki
przedstawiono jako procent redukcji wzrostu [P2, P3, P4].

Metoda oparta na ocenie ilosciowej grzybowego DNA

Procentowy poziom zahamowania wzrostu Fusarium przez szczepy Trichoderma
oceniono za pomoca cyfrowej PCR (dPCR) przy uzyciu zestawu QIAcuity EG PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy) oraz barwnika wigzacego dsDNA EvaGreen® w reakcji
jednoparametrowej na urzadzeniu do cyfrowej PCR (dPCR) QIAGEN QIAcuity-02411
(Qiagen, Hilden, Niemcy). W badaniu analizowano probki DNA wyizolowane z hodowli
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na stalym podtozu ryzowym, ktére nastepnie oceniono ilosciowo i jakosciowo przy
uzyciu urzadzenia Nanodrop. Zastosowano startery specyficzne dla danego gatunku
Fusarium. Sktad mieszaniny reakcyjnej, warunkow dPCR oraz analizy danych
przedstawiono w [P3] i [P4].

Hamowanie biosyntezy mykotoksyn Fusarium przez Trichoderma

Przygotowanie prob do analizy opieralo si¢ na podejsciu ,,dilute and shoot”.
Probki ekstrahowano, ekstrakt rozcienczano i analizowano przy zastosowaniu techniki
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometria mas przy uzyciu ultra-
wysokosprawnego chromatografu cieczowego sprzgzonego z wysokorozdzielczym
spektrometrem mas z analizatorem typu Orbitrap (UHPLC HRMS Q Exactive Orbitrap
Focus MS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Analizowano nastepujace
mykotoksyny: DON, DON-3G, 3-acetylodeoksyniwalenol (3-AcDON),
15-acetylodeoksyniwalenol (15-AcDON), NIV, fusarenon X (FUSX), ZEN, a-ZOL,
B-ZOL, 14-O-glukozyd zearalenonu (ZEN-14G) oraz 14-O-siarczan zearalenonu (ZEN-
14S), zearalenon-14-glukozyd, HT-2, T-2, T-2 toksyna-3a-D-glukozyd (T-2-30-G),
T-2 toksyna-3B-D-glukozyd (T-2-3B-G), HT-2 toksyna-3a-D-glukozyd (HT-2-30-G),
HT-2 toksyna-3p-D-glukozyd (HT-2-38-G), FB1, FB2, FB3 oraz beauwerycyna (BEA).
Metode poddano walidacji [P2, P3, P4|. Zakres analityczny, wspotczynnik determinacji
(R2) dla krzywej kalibracyjnej, granica wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ),
odzysk (R) i wzgledne odchylenie standardowe dla odzysku (RSD) zostaty okreslone dla
kazdego analitu [P2, P3, P4].

Biotransformacja mykotoksyn Fusarium przez Trichoderma

Zdolnos¢ Trichoderma do biotransformacji T-2 [P3], DON, NIV, ZEN, FBI1
oceniono poprzez hodowle wybranych szczepdw Trichoderma (AN153, AN609, AN690)
na podtozu ptynnym, do ktérego dodano mykotoksyng¢ w stezeniu 5 mg/L. Eksperyment
polegat na monitorowaniu stezenia dodanej mykotoksyny oraz identyfikacji
1 pohilosSciowym oznaczeniu metabolitow powstatych w procesie biotransformacji.
Ilosciowe oznaczenie wykonano jedynie dla wybranych metabolitéw, w przypadku
ktorych zastosowano odpowiednie metody analityczne. Przebieg badan obejmowat
systematyczne pobieranie probek ptynu hodowlanego w okre§lonych odstepach
czasowych, zgodnie z metodologia opisang w [P3]. Probki analizowano przy
zastosowaniu techniki UPLC-HRMS/MS. Zastosowanie analizy metabolomicznej
umozliwito precyzyjne okreslenie stgzenia zarowno wyjsciowe] toksyny, jak 1 jej
przeksztalconych metabolitow. Pozyskane dane pozwolily oceni¢ efektywnosé
biotransformacji 1 dostarczyty szczegdtowych informacji o iloSciowych zmianach
metabolitow w czasie, umozliwiajac obserwacj¢ dynamiki procesOw metabolicznych
w hodowlach z Trichoderma oraz w prébach kontrolnych.
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Analiza metabolomiczna

Analizie poddano hodowle ptynne oraz mono- i ko-kultury na ziarnie ryzu. Profile
metabolomiczne analizowano przy uzyciu programu Compound Discoverer™ (wersja
3.3; Thermo Scientific), w tym celu wykorzystano chromatogramy i wysokorozdzielcze
widma mas [P3]. Obrobka danych obejmowata: importowanie i wybor widm,
identyfikacj¢ oczekiwanych zwigzkdéw na podstawie literatury naukowej i wezesniejszych
eksperymentow, generowanie listy oczekiwanych zwigzkow, grupowanie wykrytych
zwigzkoéw, przeszukiwanie baz danych (Search mzCloud, Search ChemSpider, Search
mzVault), zastosowanie algorytmu mzLogic, detekcje 1 grupowanie zwigzkéw oraz
analiz¢ klasy zwigzkow.

Analiza statystyczna

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej, ktora przeprowadzono za pomoca
oprogramowania Statistica 13.1 (StatSoft, Poland). Do oceny istotno$ci hamowania
wzrostu patogendw przez Trichoderma oraz stopnia inhibicji biosyntezy toksyn
zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (one-way ANOVA). Homogenicznos$¢
grup badano za pomoca testu Tukey HSD. Przy filtrowaniu cech molekularnych wzigto
pod uwage stosunek $rednich powierzchni pikéw (ratio) i istotnosci réznicy $rednich pol
powierzchni (p-value) miedzy danymi grupami eksperymentalnymi. W przypadku,
eksperymentow opisanych w [P4] oraz rozdziale ,Materialty uzupehiajace”
przeprowadzono normalizacj¢ danych intensywnosci sygnaldow dla identyfikowanych
zwigzkdw chemicznych w odniesieniu do stezenia DNA patogenu wyizolowanego
z probek. Dzieki temu uzyskano wartosci wzgledne, ktére eliminowaty wpltyw rdznic
w ilo$ci DNA patogenu w poszczegdlnych probkach.
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8. Omowienie publikacji

8.1. PUBLIKACJA 1 [P1]

Trichoderma as a biostimulator and biocontrol agent against Fusarium in the
production of cereal crops: Opportunities and possibilities

Modrzewska, M., Bryta, M., Kanabus, J., Pierzgalski, A.
Plant Pathology 2022, 71(7), 1471-1485. doi: 10.1111/ppa.13578

Artykut [P1] szczegbélowo omawia potencjat grzybow z rodzaju Trichoderma jako
biostymulatorow 1 srodkow biokontroli w ochronie zb6z przed patogenami z rodzaju
Fusarium, ktore powodujg istotne choroby, takie jak Fusarium head blight (FHB)
1 Fusarium ear rot (FER) [H1]. Opisano w nim mechanizmy antagonistyczne
Trichoderma, w tym mykopasozytnictwo, antybioze oraz konkurencj¢ o przestrzen
i sktadniki odzywcze, a takze wlasciwosci biostymulujace, takie jak poprawa absorpcji
sktadnikow odzywczych i zwigkszenie odpornosci roslin na stresy abiotyczne i biotyczne.
W artykule przedstawiono przeglad badan in vitro 1 in vivo dotyczacych skutecznosci
Trichoderma w ochronie zbdz oraz omowiono dostepne na rynku komercyjne produkty
biofungicydowe oparte na tych grzybach.

Stwierdzono, ze Trichoderma moze stanowi¢ skuteczng alternatywe dla
chemicznych $rodkéw ochrony roélin, jednak wskazuja na potrzebe dalszych badan nad
mechanizmami biokontroli 1 biostymulacji oraz nad ich praktycznym zastosowaniem
w warunkach polowych. Skoncentrowano si¢ réwniez na zdolno$ci Trichoderma do
hamowania biosyntezy mykotoksyn fuzaryjnych oraz ich biotransformacji. Przedstawiono
whnioski perspektywy przysztych badan, podkreslajac znaczenie grzybow Trichoderma w
konteks$cie zrownowazonego rolnictwa i poprawy bezpieczenstwa zywnosci.

Przeglad literatury [P1] dostarczyt solidnych podstaw teoretycznych
1 praktycznych wskazowek dotyczacych metodologii badan, odegrat kluczowa role
w ksztattowaniu eksperymentow przeprowadzonych w artykutach badawczych [P2], [P3]
i [P4]. Szczepy Trichoderma zostaly zebrane z réznych biotopéw w Polsce, w tym z
gnijacego drewna, ryzosfery, ziaren zbdz oraz kompostu uzywanego do uprawy grzybow.
Wybor szczepdw T. atroviride (cztery izolaty), T. viride (dwa izolaty) oraz T. viridescens
(dwa 1izolaty) zostal podyktowany ich udokumentowang skuteczno$cig w biokontroli
roznych gatunkéw Fusarium. Nalezy podkresli¢, ze stosowane w badaniach izolaty nie
byty wczesniej badane [P1].

W przypadku Fusarium wybrano szczepy F. culmorum (trzy izolaty),
F. proliferatum (dwa izolaty), F. sporotrichioides, F. cerealis oraz F. poea, ze wzgledu
na ich czeste wystgpowanie jako patogenow roslinnych oraz potencjal do biosyntezy
mykotoksyn (Gorczyca i wsp. 2018). Badania in vitro byly kluczowym etapem
weryfikacji skutecznosci szczepdw Trichoderma w interakcji z patogenami Fusarium, co
bylo uzasadnione na podstawie [P1]. Zrealizowane badania wlasciwosci
antagonistycznych w warunkach in vitro umozliwily szybkie przesiewanie wielu
szczepoOw pod wzgledem wlasciwosci antagonistycznych, co bylo kluczowe dla
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identyfikacji najbardziej obiecujacych kandydatow do dalszych badan. Takie podejscie
pozwolito na szybkie uzyskanie wstepnych wynikéw dotyczacych potencjatu
antagonistycznego lub kandydatéw do biokontroli fitopatogenéw oraz optymalizacje
warunkéw eksperymentalnych. Testy in vitro umozliwily precyzyjne monitorowanie
interakcji miedzy Trichoderma a Fusarium, doktadng ocen¢ stref zahamowania wzrostu
oraz zmian w biosyntezie mykotoksyn.
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8.2. PUBLIKACIJA 2 [P2]

Trichoderma versus Fusarium—inhibition of pathogen growth
and mycotoxin biosynthesis

Modrzewska, M., Btaszczyk, L., Stepien, L., Urbaniak, M., Waskiewicz, A., Yoshinari,
T., Bryta, M. Molecules 2022, 27(23), 8146. doi: 10.3390/molecules27238146

Przeglad literatury ujawnil istotne luki badawcze dotyczace specyficznych
szczepow Trichoderma oraz ich efektywnosci w konfrontacji z ré6znymi gatunkami
Fusarium, co wskazuje na potrzebe poglebionych badan nad mechanizmami dziatania
i praktycznymi zastosowaniami tych grzybéw. Chociaz dotychczasowe publikacje
sugerowaty wysoka skuteczno$¢ Trichoderma, brakowalo empirycznych dowodow
potwierdzajacych te wyniki.

Celem badan przedstawionych w publikacji [P2] bylo zbadanie zdolnosci
wybranych szczepow grzybow Trichoderma (T. viride, T. viridescens, T. atroviride) do
hamowania wzrostu grzybow patogennych Fusarium (F. culmorum 1 F. cerealis) oraz ich
zdolno$ci do ograniczania biosyntezy wytwarzanych przez nie mykotoksyn, takich jak
DON, NIV, ZEN oraz ich pochodnych. Szczegdélowe badania interakcji migdzy
wybranymi szczepami Trichoderma a roéznymi gatunkami Fusarium pozwolity na
identyfikacj¢ najbardziej efektywnych kombinacji antagonistow i patogendw.
Przeprowadzono hodowle na poditozach agarowych, gdzie szczepy Trichoderma
umieszczano naprzeciw patogendw Fusarium, a nastgpnie mierzono strefy inhibicji
wzrostu oraz hodowle ko-kultur na ziarnach ryzu, gdzie oceniano zawarto$¢ mykotoksyn
w mono- 1 ko-kulturach przy uzyciu chromatografii cieczowej sprzgzonej ze
spektrometrig mas (UHPLC HRMS).

Wszystkie badane szczepy Trichoderma wykazaly zdolno$¢ do hamowania
wzrostu grzybni Fusarium. Stopien inhibicji wzrostu patogendow wahat si¢ od 24% do
66%, w zaleznoSci od szczepu Trichoderma 1 Fusarium. Najwyzszy stopien inhibicji
zaobserwowano dla szczepu AN705, ktéry wykazat najwigkszg efektywnos¢
w hamowaniu wzrostu dla KF350 1 KF846, natomiast dla KF191 najbardziej skuteczny
okazat si¢ szczep AN355. Szczep ANS523 najskuteczniej hamowatl wzrost grzybni KF523.
Wyniki badan wykazaty, ze Trichoderma znaczaco hamowaty zdolno$¢ biosyntezy
mykotoksyn przez Fusarium w ko-kulturach na ziarnach ryzu. Stopien inhibicji
biosyntezy DON wyniést od 12% do 100%, w zaleznos$ci od kombinacji szczepu
Trichoderma 1 Fusarium. Najbardziej efektywny w redukcji DON okazat si¢ szczep
AN705. Biosynteza NIV rowniez ulegta zahamowaniu, cho¢ w mniejszym stopniu, tj. od
15% do 80%. Redukcja biosyntezy ZEN byta znaczaca, tj. od 20% do 85%.
Zaobserwowano takze, ze Trichoderma maja zdolno$¢ do biotransformacji mykotoksyn
Fusarium. DON byt przeksztalcany do jego glukozydowanej (DON-3G) pochodnej. ZEN
byt przeksztalcany do hydroksylowanej pochodnej (-ZOL. Potwierdzono, ze
Trichoderma posiada zdolno$§¢ do modyfikacji mykotoksyn Fusarium. Wykazuja
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potencjat jako naturalne $rodki biokontroli patogenow Fusarium, poprzez skuteczne
hamowanie wzrostu Fusarium oraz inhibicj¢ biosyntezy mykotoksyn. Wyniki badan
potwierdzajg hipotezy dotyczace antagonistycznych witasciwosci Trichoderma oraz ich
zdolno$ci do hamowania biosyntezy i biotransformacji mykotoksyn [H2, H3].
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8.3. PUBLIKACJA 3 [P3]

Antagonistic properties against Fusarium sporotrichioides and glycosylation of HT-2
and T-2 toxins by selected Trichoderma strains

Modrzewska, M., Popowski, D., Btaszczyk, L., Stepien, L., Urbaniak, M., Bryta, M.,
Cramer, B., Humpf, U.H., Twaruzek, M.
Scientific Reports 2024, 14(1), 5865. doi: 10.1038/s41598-024-55920-x

Wyniki uzyskane we wczesniejszych publikacjach [P1] i [P2] stanowity podstawe
do kontynuacji badan, w tym testowania skutecznosci 7Trichoderma przeciwko innym
gatunkom Fusarium oraz zdolno$ci tych grzybow do biotransformacji innych
mykotoksyn. F. sporotrichioides jest czestym patogenem ros$lin uprawnych, zwlaszcza
zboz, takich jak pszenica, kukurydza i jeczmien, ktore moga zawieraé wysokie stezenia
mykotoksyn, przenikajacych do tancucha pokarmowego i stanowigcych zagrozenie dla
zdrowia konsumentow. Trichoteceny, takie jak T-2 1 HT-2, wytwarzane przez
F. sporotrichioides, s3 jednymi z najbardziej toksycznych mykotoksyn. Wykazuja silne
dzialanie cytotoksyczne, immunosupresyjne i kancerogenne. W przeciwienstwie do
innych gatunkow  Fusarium, takich jak F. culmorum i F. graminearum,
F. sporotrichioides byl relatywnie mniej poznany pod wzgledem interakcji
Z antagonistycznymi grzybami, takimi jak Trichoderma, co wskazuje na potrzebe
lepszego zrozumienia w jaki sposob Trichoderma moze hamowaé wzrost
F. sporotrichioides 1 jego zdolno$¢ do biosyntezy toksyn. Ponadto, badania nad
biotransformacja T-2 1 HT-2 przez Trichoderma s3 istotne, poniewaz te toksyny sag trudne
do usunigcia za pomoca konwencjonalnych metod przetwarzania Zywnos$ci, a zdolno$§¢
Trichoderma do przeksztalcania tych toksyn w mniej toksyczne formy, takie jak
glukozydy, moze otworzy¢ nowe mozliwosci dla praktyk biokontroli i detoksykacji w
rolnictwie.

Kolejny artykut badawczy [P3] koncentruje si¢ na badaniu antagonistycznych
wlasciwosci wybranych szczepow Trichoderma wobec F. sporotrichioides oraz na
zdolnoséci tych szczepéw do glukozylacji toksyn T-2 1 HT-2. Celem badah bylo
zrozumienie interakcji mi¢dzy Trichoderma a F. sporotrichioides oraz ocena zdolnosci
Trichoderma do hamowania wzrostu patogenu, ograniczania biosyntezy mykotoksyn
1 biotransformacji tych toksyn. Badania obejmowatly hodowle na podtozu agarowym oraz
ko-kultury na ziarnach ryzu, gdzie analizowano wptyw Trichoderma na wzrost grzybni
F. sporotrichioides 1 zawartos¢ mykotoksyn. Do analizy metabolitow wykorzystano
technike UHPLC-HRMS.

Wszystkie badane szczepy Trichoderma wykazaly zdolno§¢ do hamowania
wzrostu F. sporotrichioides. Najwyzszy stopien inhibicji (32-49%) zaobserwowano dla
szczepow T. atroviride (AN153, AN215, AN523, AN705). W ko-kulturach na ziarnach
ryzu, Trichoderma niemal calkowicie zredukowaty biosyntez¢ toksyn T-2 1 HT-2 przez
F. sporotrichioides. W medium hodowlanym wykryto glukozydy toksyn T-2 1 HT-2
(T-2-30-G, HT-2-30-G 1 HT-2-3B-G), ktore nie byly obecne w kontrolnych probkach.
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Zdolnos¢ do biotransformacji T-2 potwierdzono w hodowlach ptynnych zawierajacych
te toksyng. Zawartos¢ HT-2 1 T-2 w ko-kulturach byta znacznie nizsza w poroéwnaniu do
kontroli. W przeprowadzonym eksperymencie zidentyfikowano tgcznie 276 metabolitow
obecnych w hodowlach kontrolnych oraz ko-kulturach. Sposréd nich 160 metabolitow
przypisano Trichoderma, a 115 Fusarium. Analizy wykazaly, ze 49 metabolitow
przypisanych do Trichoderma wykazywato wigksza obfito§¢ w ko-kulturach niz
w kontrolach. Badania potwierdzity, ze Trichoderma ma zdolno$¢ do hamowania wzrostu
F. sporotrichioides 1 ograniczania biosyntezy toksyn. Wyniki badan przedstawione
w publikacji [P3] potwierdzaja wszystkie trzy hipotezy badawcze. Trichoderma wykazaty
zdolnos¢ do hamowania wzrostu Fusarium, ograniczania biosyntezy mykotoksyn oraz
biotransformacji toksycznych zwigzkoéw do mniej szkodliwych form [H1, H2, H3].
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8.4. PUBLIKACJA 4 [P4]

Impact of selected Trichoderma isolates on metabolomic profiles of two Fusarium
proliferatum strains

Modrzewska, M., Popowski, D., Btaszczyk, L., Stepien, L., Waskiewicz, A., Urbaniak,
M., Bryta, M.
(publikacja w recenzji/ nieopublikowana)

Rozszerzenie badan opisanych w [P2] i [P3] o interakcje Trichoderma
z F. proliferatum ma istotne znaczenie. Patogen ten infekujac ro$liny kukurydzy
przyczynia si¢ do istotnych strat w plonowaniu ziarna a takze ma wplyw na
bezpieczenstwo zywnosci 1 pasz. Gatunek ten wraz z F. verticilloides biosyntetyzuje
mykotoksyny m.in. fumonizyny, ktore zostaly sklasyfikowane przez Miedzynarodowa
Agencje Badan nad Rakiem (IARC) jako potencjalne czynniki rakotwoércze (grupa 2B).
Zrozumienie wplywu Trichoderma na rozwdj tego patogenu oraz jego zdolnos$¢ do
biosyntezy mykotoksyn moze przyczyni¢ si¢ do optymalizacji strategii biokontroli, co
w konsekwencji pozwoli na zminimalizowanie ryzyka skazenia produktow rolnych
mykotoksynami.

Celem badan opisanych w [P4] byla ocena wlasciwosci antagonistycznych
wybranych szczepow Trichoderma, ich zdolno$ci do hamowania biosyntezy mykotoksyn
oraz wpltywu na profil metabolomiczny F. proliferatum (PEA1 1 PEA2). Uzyskane
wyniki moga przyczyni¢ si¢ do poglebienia wiedzy na temat mechanizméw regulujacych
oraz procesOw degradacji mykotoksyn, co ma kluczowe znaczenie dla opracowania
skutecznych  strategii  monitorowania 1  kontroli  bezpieczenstwa  Zywnosci.
W konsekwencji, badania te moga stanowi¢ podstawe do wdrazania innowacyjnych
metod ochrony upraw oraz przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia globalnego bezpieczenstwa
zywnos$ciowego. W badaniu wykorzystano UHPLC-HRMS do analizy mykotoksyn oraz
cyfrowa PCR (dPCR) do oceny inhibicji wzrostu F. proliferatum w obecnosci szczepow
Trichoderma. Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ profili metabolomicznych, aby
okresli¢ zmiany w metabolizmie grzybow pod wplywem wzajemnych interakcji.
Uzyskane wyniki pozwolity na kompleksowa ocene wplywu Trichoderma na wzrost,
biosyntez¢ mykotoksyn i procesy biotransformacyjne F. proliferatum.

Przeprowadzone badania umozliwity identyfikacj¢ potencjalnych szczepoéw
Trichoderma (AN609, AN153, AN215, ANS523), ktére moga pethic¢ role czynnikow
biokontroli wobec patogenicznych szczepow F. proliferatum. Wyniki uzyskane w ramach
wszystkich  przeprowadzonych eksperymentow, obejmujacych wizualng ocene
antagonizmu, analiz¢ zdolno$ci do redukeji biosyntezy mykotoksyn oraz ilo§ciowg ocene
DNA komorek Fusarium w podtozach hodowlanych, wskazuja na wysoka efektywnos¢
konkurencyjng wytypowanych szczepdw Trichoderma w stosunku do patogenu, co
wspiera hipoteze [H1] dotyczacg ich wlasciwosci antagonistycznych.

Zaobserwowano jednak obnizong skuteczno$¢ badanych antagonistow
w przypadku szczepow Fusarium charakteryzujacych si¢ wyzszym potencjatem
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toksynotworczym. Ponadto, w  ko-kulturach stwierdzono wzrost zawarto$ci
zhydrolizowanych i cze$ciowo zhydrolizowanych fumonizyn w poréwnaniu do probek
kontrolnych zawierajacych jedynie Fusarium, co moze sugerowaé zdolnos$¢ szczepow
Trichoderma do degradacji fumonizyn, zgodnie z hipoteza [H3]. Jednakze wyniki
niezaleznego eksperymentu, w ktorym Trichoderma hodowano na ptynnym podiozu
z dodatkiem FBI, nie potwierdzity tej zalezno$ci, co wskazuje na potrzebg dalszych
badan w tym zakresie.

Dodatkowo, w ko-kulturach wykryto obecno$¢ koprogenu B, zwigzkow
fenolowych oraz 6-pentyl-2H-piran-2-on (6PP), co sugeruje udziat tych substancji
w mechanizmach antagonizmu 7Trichoderma wobec F. proliferatum. Analiza ekstraktow
pohodowlanych wykazata obecnos¢ zwigzkéw o silnym dziataniu przeciwgrzybiczym,
takich jak 6PP 1 zwiazki fenolowe, ktére moga destabilizowaé $ciane komorkowa
Fusarium. Czg¢éciowo potwierdzono réwniez hipoteze [H2], poniewaz Trichoderma moze
wptywaé na biosynteze mykotoksyn, jednak w przypadku szczepéw o wysokim
potencjale toksynotworczym zaobserwowano wzrost zawarto$ci zhydrolizowanych
fumonizyn. Konieczne sa dodatkowe analizy w celu identyfikacji kluczowych enzymow
oraz okreslenia warunkow sprzyjajacych skutecznej biotransformacji mykotoksyn przez
Trichoderma.
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9. Materialy uzupekniajace

9.1. Cel i powigzanie z publikacjami

Przeprowadzone badania stanowig kontynuacje¢ i uzupelnienie eksperymentow
przeprowadzonych w [P2], [P3] i [P4], w ktorych zbadano antagonistyczne wlasciwosci
wybranych szczepow Trichoderma wobec patogendw z rodzaju Fusarium, takich jak
F. culmorum, F. cerealis, F. sporotrichioides 1 F. proliferatum. Badania
z wykorzystaniem analizy ilosciowej DNA patogenu umozliwity precyzyjne okreslenie
wptywu Trichoderma na dynamik¢ populacji patogendéw, co stanowi istotne uzupetnienie
wczesniejszych obserwacji, koncentrujacych si¢ gtownie na ocenie makroskopowej stref
inhibicji wzrostu. Ponadto, analiza metaboliczna przeprowadzona w tych badaniach
dostarczyta nowych danych na temat szlakoéw biochemicznych zaangazowanych
w hamowanie wzrostu patogenu oraz biotransformacj¢ mykotoksyn.

9.2. Omodwienie i dyskusja wynikow
Wplyw Trichoderma na proliferacje¢ Fusarium w ko-kulturach

Badania przeprowadzone dla szczepow Fusarium KF191, KF350, KF846
1 KF583, stanowiace uzupelnienie wczesniejszych eksperymentdw opisanych w [P2],
potwierdzaja istotny wptyw Trichoderma na ograniczenie proliferacji patogenu na
ziarnach ryzu (Tab.1).

Tab. 1. Stezenia DNA patogenu [kopie/uL] w mono- i ko-kulturach na ziarnach ryzu oraz
procent redukcji zawartosci DNA patogenu [%] oszacowane na podstawie dPCR.

KF191 KF350 KF846 KF583
C [kopie C [kopie C [kopie C [kopie

Probka | DNA/uL] R[%] | DNA/uL] R[%] | DNA/uL] R[%] | DNA/uL] R [%]
Kontrola 547,5 - 2764,5 - 4587,3 - 2622,3 -
AN355 0 100 4,934 99.8 2,312 99,9 0,752 100
AN690 3,83 99,1 5,224 99.8 0,38 100 0,384 100
ANS508 6,035 99 16,5 99,4 6,474 99,8 0,38 100
AN609 0 100 15,29 99,4 1,898 99,9 1,139 99,9
AN153 5,904 98,9 0,706 100 0,359 100 0,371 100
AN215 0 100 1,01 99,9 0,693 100 0,716 100
ANS523 0,347 99,8 0,707 100 2,536 99,9 0,372 100
AN705 2301,8 (-) 312 33504 (-)21,2 3949,7 13,9 799.3 69,5
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Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje przedstawione w [P2], wskazujace, ze
redukcja stezenia toksyn biosyntetyzowanych przez Fusarium w ko-kulturach
z Trichoderma wynika przede wszystkim z zahamowania wzrostu i proliferacji patogenu.
Mechanizm dzialania szczepdw Trichoderma moze opierac si¢ na konkurencji o sktadniki
odzywcze, syntezie zwigzkOw przeciwdrobnoustrojowych, takich jak metabolity wtdrne,
oraz modyfikacji warunkow mikrosrodowiskowych, ktore skutecznie ograniczaja rozwoj
Fusarium 1 jego aktywno$¢ metaboliczng.

W  przypadku wszystkich analizowanych szczepdéw Fusarium, szczepy
Trichoderma AN153 1 AN215 wykazaty zblizony 1 silny wplyw na profil metaboliczny
w uktadach patogen-antagonista, co znajduje odzwierciedlenie w ich pozycjonowaniu na
wykresach PCA w oddaleniu od kontroli Fusarium (Rys. 6). Wyniki te znajduja
odzwierciedlenie z wynikami analizy dPCR (Tab. 1), ktore potwierdzaja ich wysoka
skuteczno$¢ w redukcji proliferacji patogendow, sugerujac ich wysoce efektywna role
w kontrolowaniu wzrostu Fusarium. Hewedy 1 wsp. (2020) wykazali, ze réznorodno$¢
genetyczna izolatdow Trichoderma miata kluczowe znaczenie dla ich skuteczno$ci
przeciwko F. oxysporum. Podobnie jak w tych badaniach, uzyskane wyniki potwierdzity,
ze wybor odpowiedniego szczepu Trichoderma miat fundamentalne znaczenie dla
efektywnego zarzadzania chorobami ro$lin spowodowanymi przez Fusarium. Szczepy
AN705 w przeprowadzonych badaniach okazaty si¢ mniej skuteczne lub wrecz sprzyjaly
wzrostowi patogendw. Podkresla to jak wazne jest dokladne zrozumienie specyficznych
mechanizmow dziatania kazdego szczepu. Poréwnujac uzyskane wyniki z badaniami
przeprowadzonymi przez Mironenka i wsp. (2021), mozna zauwazy¢ analogi¢
w mechanizmach dziatania metabolitéw Trichoderma. Autorzy wykazali, ze metabolity
wytwarzane przez T. harzianum moga prowadzi¢ do zaktocen w szlakach metabolicznych
F. culmorum, skutkujac zahamowaniem wzrostu, sporulacji oraz syntezy kluczowych
mykotoksyn,  takich jak = ZEN. Podobne mechanizmy  zaobserwowano
w przeprowadzonych badaniach, co sugeruje, ze wybrane szczepy Trichoderma maja
zdolno$¢ do modulowania metabolizmu patogendow w sposob skutecznie ograniczajacy
biosyntezg toksyn. Z kolei, Braun 1 wsp. (2018) wykazali, Zze biosynteza mykotoksyn
przez patogeny w warunkach konkurencji z Trichoderma byta hamowana na poziomie
transkrypcji. Oznacza to, ze Trichoderma moze oddziatywa¢ na szlaki regulacyjne
kontrolujace klastry genéw odpowiedzialnych za biosyntezg mykotoksyn, co prowadzi do
zmniejszenia lub catkowitego zahamowania wytwarzania tych zwigzkow w trakcie
interakcji miedzy mikroorganizmami.
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Rys. 6. Analiza skladowych gléwnych pokazujaca grupowanie i separacje profili
metabolicznych Fusarium i Trichoderma w ko-kulturach na ziarnach ryzu. Kolejno od
gory KF 191, KF 350, KF 846, KF 583; patogen (monokultura) oraz ko-kultury patogen-
antagonista: AN153, AN215, AN523, AN705, AN355, AN690, AN508, AN609.

Wyniki doswiadczenia wskazujace na wzrost proliferacji DNA patogenu
w obecnosci szczepu AN705 moga by¢ efektem ztozonych interakcji migdzy
mikroorganizmami. Jednym z mozliwych wyjasnien wzrostu ilosci DNA patogenu
w obecnosci AN705 jest produkcja metabolitow wtoérnych lub bioaktywnych zwigzkow
przez AN705, ktére niezamierzenie wspieraly rozwoj patogenu. Jak wskazuja badania
Serrano 1 wsp. (2017), interakcje mikroorganizmow w ko-kulturach mogg aktywowac
ukryte szlaki biosyntetyczne, prowadzac do produkcji metabolitow modulujacych
warunki srodowiskowe w podtozu. Zmiany te, takie jak modyfikacja pH czy dostarczanie
dodatkowych sktadnikow odzywczych, mogly sprzyja¢ namnazaniu patogenu. Dalsze
badania s3 konieczne do zidentyfikowania tych mechanizméw. Jednak w warunkach
polowych skuteczno$¢ AN705 moze by¢ jednak inna ze wzgledu na wigksza ztozonos¢
ekosystemu (Zhang, Y. 1 wsp. 2020). Pola uprawne stanowig dynamiczne $rodowisko
zasiedlane przez liczne mikroorganizmy, ktore moga konkurowa¢ z patogenem
o przestrzen 1 skladniki odzywcze (Coban 1 wsp. 2022). Dlatego przyszte badania
w rzeczywistych warunkach $rodowiskowych sa niezbedne, aby oceni¢ potencjat
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szczepdéw w praktyce rolnicze] oraz rzeczywisty wplyw na mikrobiom gleby
1 zdrowotno$¢ roslin.

W badaniach metabolomicznych, analiza jakos$ciowa ko-kultur Trichoderma
1 Fusarium ujawnita obecno$¢ kwasow fenolowych, kwaséw karboksylowych, pochodnej
laktonu oraz sideroforéw (Tab. 2; Rys. 7). Zawarto$¢ niektorych z tych zwigzkow
w ko-kulturach byla wyzsza niz w przypadku probek kontrolnych (monokultura
Fusarium), co moze $wiadczy¢ o ich szczegdlnej roli w procesie ograniczania wzrostu
patogenu.

Tab. 2. Wykaz metabolitow obecnych w ko-kulturach patogen-antagonista na staltym
podtozu ryzowym. m/z — stosunek masy do tadunku

Analit Jon prﬁl:;:]s orowy Jony fragmentacyjne [m/z] Literatura
. Kwas 193.0498 [M-H] 149.0592; 134.0359 Shu i wsp. 2025
izoferulowy
Kwas kawowy 179.0692 [M-H]J 135.0801; 78.8546 Zhang i wsp. 2018
| Kwas 209.1165 [M-H]- 165.1272 Enomoto 2022
jasmonowy
Kwas cytrynowy 191.0181 [M-H] 111.0079; 85.0288; 87.0084 Bylund i wsp. 2007
Koprogen B 727.3871 [M-H]* 243.1338; 355.1808; 615.3328 Antelo i wsp. 2006
n 121.101; 149.096; 131.0855 Torres-Ortega i wsp.
6PP 167.1060 [M-H] 95 085 2022

Wiele z tych metabolitéw moze petni¢ funkcje regulacyjne i komunikacyjne, co
czyni je kluczowymi elementami w interakcjach antagonistycznych miedzy tymi
mikroorganizmami. Metabolity sygnalowe moga odgrywac istotng role zardwno
w modulowaniu wzrostu Fusarium, jak 1 we wspieraniu mechanizmow obronnych
Trichoderma (Alfiky 1 Weisskopf 2021). Ich obecno$¢ moze wskazywa¢ na zdolno$¢
Trichoderma do adaptacji w warunkach konkurencyjnych poprzez indukcje odpowiedzi
stresowych oraz komunikacje¢ antagonistyczng (Pandey 1 wsp. 2016).

Wyniki badan wykazujace obecno$¢ kwaséw fenolowych, w tym kwasu
izoferulowego 1 kwasu kawowego, s3 zgodne z obserwacjami innych autoréw.
Tchameni 1 wsp. (2020) wykazali, ze fenole oraz flawonoidy obecne w ko-kulturach
Trichoderma 1 Pythium myriotylum odgrywaja kluczowa rol¢ w zahamowaniu wzrostu
grzybni patogenu. Natomiast badania Garcia 1 wsp. (2024) potwierdzily, ze kwas
izoferulowy posiada silne wlasciwosci przeciwgrzybicze i skutecznie hamuje rozwoj
patogendéw takich jak F. oxysporum oraz F. graminearum (Yan 1iwsp. 2023;
Garcia 1 wsp. 2024). Yan 1 wsp. (2023) zaobserwowali, ze kwas ferulowy prowadzi do
zaburzen w morfologii powierzchni komorkowej oraz struktur wewnatrzkomoérkowych
grzyboéw, co skutkuje uszkodzeniem integralnosci btony komoérkowej 1 wyciekiem jej
zawartos$ci, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki patogenu.
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Kwas izoferulowy Kwas kawowy

KF191 KF350 KF846 KF583 KF191 KF350 KF846 KF583
AN153 - - n.w. - AN153 - - n.w. -
AN215 1 T n.w. 1 AN215 i - n.w. -
ANS523 1 T n.w. 1 ANS523 - - n.w. 1
AN705 1 1 n.w. l AN705 - - n.w. -
AN355 T i n.w. 1 AN355 - - n.w. 1
AN690 - - n.w. 1 AN690 - - n.w. -
ANS508 - i n.w. - ANS508 - - n.w. -
AN609 - - n.w. - AN609 - - n.w. -

Kwas jasmonowy Kwas cytrynowy

KF191 KF350 KF846 KF583 KF191 KF350 KF846 KF583
AN153 - - - - AN153 - l - -
AN215 1 1 1 1 AN215 1 T i 1
ANS523 1 i 1 1 ANS523 1 - - -
AN705 T i 1 - ANT705 - l - 1
AN355 T i 1 1 AN3S55 1 l T 1
AN690 - - - - AN690 - - - l
ANS08 - - - 1 ANS508 1 1 T 1
AN609 1 - - - AN609 1 1 1 1

Koprogen B 6PP

KF191 KF350 KF846 KF583 KF191 KF350 KF846 KF583
AN153 - - - 1 AN153 - - - l
AN215 T i 1 1 AN215 1 T i 1
ANS523 T - 1 1 AN523 1 T i l
ANT705 - 1 - - AN705 1 T i -
AN355 T - l T AN355 1 T i -
AN690 - - 1 l AN690 1 - - 1
ANS508 T i 1 T ANS508 T T T 1
AN609 1 1 1 1 AN609 1 - - 1

Rys. 7. Metabolity obecne w ko-kulturach patogen-antagonista. (1) - wzrost odpowiedzi
(mierzonej intensywnoscig jonu) metabolitu w ko-kulturze w stosunku do kontroli;
(]) - spadek odpowiedzi (mierzonej intensywno$cig jonu) metabolitu w ko-kulturze
w stosunku do kontroli; (—) - brak zmiany odpowiedzi metabolitu w ko-kulturze
w stosunku do kontroli; (n.w.) — metabolit nie wykryty.

W ko-kulturach  Trichoderma 1 Fusarium wykazano obecno$¢ kwasu
cytrynowego, co stanowito istotny element zwigzany z rozwojem Trichoderma. Jak
wskazujg badania Aishwarya 1 wsp. (2020), produkcja tego kwasu prowadzi do
zakwaszenia S$rodowiska, co z kolei zwigksza biodostepnos¢ dla Trichoderma
kluczowych mineraléw, takich jak fosfor, zelazo, cynk, mangan oraz miedz, tworzac
zarazem niekorzystne warunki dla wzrostu patogenu. Podobne spostrzezenia odnotowali
Waghunde 1 wsp. (2016) oraz Kumar i Ashraf (2017), ktorzy podkreslili znaczenie
konkurencji o sktadniki odzywcze jako mechanizmu antagonistycznego Trichoderma.
Takie dziatanie Trichoderma mogto tworzy¢ warunki niekorzystne dla wzrostu Fusarium,
ograniczajac rozwoj grzybni patogenu oraz jego zdolno$¢ do biosyntezy mykotoksyn, co
istotnie wptywato na efektywnos$¢ biokontroli tego patogenu.
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Biorac pod uwage obecnos¢ kwasu jasmonowego w ko-kulturach Trichoderma
1 Fusarium, mozna postawi¢ hipoteze, ze Trichoderma moze biosyntetyzowaé kwas
jasmonowy jako cz¢$¢ swojej reakcji obronnej, podobnie jak w przypadku produkcji
dihydrojasmonianu metylu obserwowanego w badaniach Verma i wsp. (2024). Autorzy
wykazali, ze w ko-kulturze F. chlamydosporum z T. harzianum, doszto do biosyntezy
nowych zwigzkéw bioaktywnych. Wzmacnia to hipoteze¢, ze obecno$¢ Fusarium moze
indukowac Trichoderma do produkcji kwasu jasmonowego lub pokrewnych metabolitéw,
ktore moga odgrywac kluczowa role w aktywnos$ci antagonistyczne;.

Z kolei, obecnos¢ koprogenu B w ko-kulturach wskazuje na aktywne mechanizmy
adaptacyjne Trichoderma, ktore odgrywajg kluczowa rolg w hamowaniu rozwoju
Fusarium poprzez skuteczng konkurencje o zelazo. Jak wykazali Sood i1 wsp. (2020),
w warunkach deficytu zelaza Trichoderma syntetyzuje siderofory, takie jak koprogen B,
ktore chelatuja zelazo z otoczenia, tworzac stabilne kompleksy zdolne do efektywnego
transportu do wnetrza komorek grzyba. Biosynteza koprogenu B nie tylko wspiera wzrost
i rozw0j Trichoderma, ale takze znaczaco ogranicza dostepnos¢ zelaza dla Fusarium, co
moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu tego patogenu oraz redukcji zdolnosci do
infekcji. Ponadto, Palmieri 1 wsp. (2023) potwierdzaja, ze niska dostepnos¢ zelaza,
zwlaszcza w polaczeniu z innymi stresujagcymi warunkami $rodowiskowymi, moze
znaczaco ogranicza¢ wzrost Fusarium oraz zmniejsza¢ jego zdolno$¢ do biosyntezy
mykotoksyn. Te obserwacje podkreslaja kluczowa rolg sideroforéw u Trichoderma
w Dbiokontroli, ktore chelatujac zelazo z podloza, efektywnie ograniczaja rozwoj
patogenow.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze ko-kultury Fusarium
i Trichoderma prowadza do zwigkszonej biosyntezy 6PP, co moglo skutkowaé
zahamowaniem proliferacji DNA patogenu oraz obnizeniem jego zdolnosci do biosyntezy
mykotoksyn. Wyniki te sugeruja, ze 6PP odgrywa kluczowa role w interakcjach
antagonistycznych miedzy tymi grzybami. Zgodnie z wcze$niejszymi badaniami Jin
1 wsp. (2020), 6PP wykazuje silne dziatanie przeciwgrzybicze wobec Cylindrocarpon
destructans, zaburzajac jego metabolizm, zwlaszcza metabolizm aminokwasoéw. Ponadto
autorzy wykazali, ze 6PP wptywa na ekspresj¢ genu ECHSI, ktory pelni istotng funkcje
w odpowiedzi komoérkowej na stres, a jego inhibicja prowadzi do autofagii i $mierci
komorek patogenu (Jin 1 wsp. 2020). Podobny mechanizm moze zachodzi¢ w przypadku
Fusarium, co wskazuje na potencjalng funkcj¢ 6PP jako naturalnego czynnika
biokontroli, ograniczajacego wzrost tego patogenu 1 redukujacego biosynteze
mykotoksyn. Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu sa réwniez zgodne z obserwacjami
Liu 1 wsp. 2023, ktorzy wykazali, ze 6PP skutecznie hamuje rozw¢j Clarireedia spp. Liu
1 wsp. (2023) zaobserwowali, ze 6PP nie tylko ogranicza wzrost grzybni, ale takze
wplywa na strukture strzepek, zwigksza przepuszczalno$¢ bton komodrkowych oraz
moduluje aktywno$¢ enzymow odpornosciowych patogenu. Podobny efekt moze miec
miejsce w przypadku Fusarium, co sugeruje, ze stres oksydacyjny oraz zaburzenia
metaboliczne indukowane przez 6PP moga stanowi¢ mechanizm jego dzialania
przeciwgrzybiczego. Zdolno$¢ Trichoderma do syntezy wymienionych zwigzkéw
stanowi wazny element ich mechanizmu antagonistycznego.
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Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze hamowanie proliferacji Fusarium
przez Trichoderma wynika z wieloaspektowych mechanizméw antagonistycznych.
Zidentyfikowane metabolity wykazuja zdolno$¢ do modulowania warunkéw
srodowiskowych, ograniczania dostepnosci kluczowych skladnikow odzywczych oraz
destabilizacji struktur komodrkowych patogenu. Produkcja tych metabolitow przez
Trichoderma wspiera adaptacje tego organizmu do konkurencyjnych warunkéw oraz
umozliwia skuteczng biokontrole Fusarium.

Biotransformacja mykotoksyn Fusarium przez Trichoderma

W celu uzupehienia badan metabolomicznych prowadzonych w warunkach
ko-kultur oraz identyfikacji mozliwych kierunkdéw biotransformacji toksyn Fusarium
przez grzyby Trichoderma przeprowadzono plynng hodowle wybranych szczepow
Trichoderma zawierajaca w podlozu badane toksyny. W przeprowadzonych badaniach
oceniono zdolno$¢ wybranych szczepow Trichoderma do biotransformacji mykotoksyn
syntetyzowanych przez Fusarium, wtym ZEN, DON, NIV oraz FBI. Szczegélnie
interesujagca byla zdolno$¢ tych szczepow do przeksztalcania ZEN w jego mniej
toksyczny metabolit, B-ZOL (Rys. 8). Nie zaobserwowano obecnosci a-ZOL,
14-0O-glukozydu zearalenonu oraz 14-O-siarczanu zearalenonu w probkach, co moze
sugerowaé, ze te nmetabolity nie sg istotnymi produktami biotransformacji
w analizowanych warunkach. Natomiast degradacja ZEN moze polega¢ na bardziej
skomplikowanych reakcjach, takich jak rozerwanie wigzania laktonowego w czasteczce
kwasu rezorcyklicznego, co moze prowadzi¢ do powstania réznorodnych prostszych
zwiazkow.

W przypadku szczepu AN609, stezenie ZEN w ptynie pohodowlanym spadio
z poczatkowego poziomu 5 pg/mL do 3,4 pg/mL po 72 godzinach, co odpowiada 32%
redukcji. Jednocze$nie zaobserwowano wzrost stezenia B-ZOL do 0,09 pg/mL, co
wskazuje na aktywng biotransformacj¢ ZEN do B-ZOL przez ten szczep. Szczep AN690
wykazat nieco nizsza skutecznos$¢, obnizajac stgzenie ZEN do 3 pg/mL (30% redukcji)
oraz zwigkszajac stezenie B-ZOL w podiozu do 0,08 pg/mL. Najwigksza skutecznosé
w redukcji ZEN wykazat szczep AN153, redukujac stezenie toksyny do 2,9 pg/mL (42%
redukcji), cho¢ stezenie B-ZOL wzrosto jedynie do 0,03 pg/mL. Obserwacja ta moze
wynika¢ z roznic w ekspresji enzymdéw miedzy szczepami lub szybkosci przeksztatcania
ZEN do B-ZOL. W kontekscie wczesniejszych badan przedstawionych w publikacji [P2]
ktore pokazaly, ze Trichoderma moze ogranicza¢ biosyntez¢ mykotoksyn Fusarium,
wyniki te s3 zgodne z hipoteza, ze Trichoderma nie tylko hamuje wzrost patogenu, ale
takze aktywnie przeksztalca mykotoksyny [H3]. Wyniki badan Tian i wsp. (2018),
bedace jednymi z niewielu dostepnych doniesien wskazuja, ze niektore szczepy
Trichoderma, takie jak T. harzianum, T. atroviride, T. asperellum i T. virens, moga
przeksztalca¢ ZEN do jego zredukowanych form a-ZOL i -ZOL. Analogicznie, badane
szczepy w realizowanym eksperymencie przeksztatcaty ZEN do B-ZOL. Taki mechanizm
degradacji moze wplywa¢ na stabilno$¢ 1 toksyczno$¢ ZEN dla mikroorganizmu
w $rodowisku hodowlanym. Enzymy wytwarzane przez Trichoderma, moga wykazywac
selektywna aktywnos$¢ katalityczng wobec grup funkcyjnych w pozycji B, co sugeruje, ze
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proces biotransformacji moze by¢ wynikiem selektywnej aktywno$ci tych enzymow.
Dodatkowo, B-ZOL moze by¢ bardziej stabilnym produktem w warunkach hodowlanych,
co ogranicza jego dalszg konwersje do a-ZOL. Z uwagi na ograniczong liczbe¢ badan
w tym zakresie, nalezy podkresli¢ potrzebe kontynuacji podjetych prac.
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Rys. 8. A - Zmiany stezen ZEN i B-ZOL w hodowlach ptynnych, kolejno od géry AN609,
AN690, AN153. Punkty oznaczone tg sama litera nie rdznig si¢ istotnie przy a=0,01.
B - Biotransformacja ZEN do B-ZOL. Opracowanie wlasne na podstawie Tian 1 wsp.
2018.
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Réwnolegle przeprowadzono ocene zdolnosci szczepow Trichoderma do
biotransformacji mykotoksyn, takich jak DON, NIV oraz FBI1. Analiza wynikow
wykazata, ze w hodowlach Trichoderma z dodatkiem tych mykotoksyn o stezeniu 5 mg/L
nie obserwowano ani obecnos$ci produktow biotransformacji, ani istotnej redukcji stezen
toksyn w ocenianych warunkach doswiadczenia. Sugeruje to, ze badane szczepy
Trichoderma nie wykazywaty zdolnosci do przeksztatcania i detoksykacji tych zwiazkéw
lub warunki hodowli nie byly wystarczajaco sprzyjajace reakcji biotransformacji (np.
czas hodowli, temperatura hodowli, brak obecnos$ci konkurenta w podtozu).

Nalezy jednak nadmieni¢, ze w ko-kulturach Trichoderma z KF846,
zaobserwowano powstawanie produktow biotransformacji DON, takich jak 3-O-glukozyd
deoksyniwalenolu (DON-3G) [P2], podczas gdy tej substancji nie identyfikowano w
probkach kontrolnych. Obserwacja ta moze by¢ uwarunkowana ztozonymi interakcjami
pomigdzy konkurentami. Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi badaniami
przeprowadzonymi przez Tian i wsp. (2016), ktore sugeruja, ze Trichoderma moze
inicjowa¢ glukozylacje mykotoksyn, jak w przypadku DON, w odpowiedzi na obecno$¢
Fusarium. W badaniach tych DON-3G byl wykrywany jedynie w ko-kulturach
Trichoderma z Fusarium. Moze to $§wiadczy¢ o tym, ze interakcje migdzy tymi
mikroorganizmami mogg indukowa¢ lub wspomagac¢ procesy biotransformacji niektérych
mykotoksyn (Tian i wsp. 2016). Nie nalezy rowniez wyklucza¢ hipotezy, ze w warunkach
stresowych (np. obecnos¢ konkurenta), Fusarium moze inicjowac biosynteze DON-3G.
Swiadczy¢ moze o tym brak metabolitow DON w podtozu hodowlanym z Trichoderma
zawierajacym DON. Co wiecej, warto zauwazy¢, ze Ni i wsp. 2019 wykazali, ze profile
metabolomiczne 7. asperellum zmieniaja si¢ istotnie w zaleznos$ci od czasu inkubacji, co
swiadczy o ztozono$ci procesow zyciowych. W zacytowanych badaniach 72-godzinna
hodowla, w poréwnaniu do 24-godzinnej, charakteryzowala si¢ spadkiem metabolizmu
aminokwasOw oraz wzrostem metabolizmu cukrow 1 lipidow, a takze zmianami
w produkcji flawanoli, alkaloidow 1 innych zwigzkoéw polifenolowych (Ni 1 wsp. 2019).
Te obserwacje podkreslaja, ze warunki hodowli i1 stadium rozwoju Trichoderma
determinowany czasem hodowli moga mie¢ istotny wptyw na zdolnos¢ Trichoderma do
skutecznej detoksykacji mykotoksyn.

Obserwacje dotyczace interakcji migdzy Fusarium a Trichoderma wskazuja na
ztozone 1 wieloaspektowe mechanizmy, ktéore moga prowadzi¢ do biotransformacji
mykotoksyn w ko-kulturach tych grzybow. Knowles i wsp. (2022) potwierdza, ze
ko-kultura grzybow moze indukowa¢ powstawanie nowych szlakow metabolicznych
1 biosyntez¢ nieznanych wczesniej metabolitow. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi,
interakcje miedzy roéznymi gatunkami grzybow moga aktywowac ukryte szlaki
metaboliczne,  ktére  pozostajg  nieaktywne w  warunkach  monokultury
(Wang, G. 1 wsp. 2022; Selegato 1 Casto-Gamboa 2023). Produkty biotransformacji
(DON-3G) w ko-kulturach sugeruja, ze obecno$¢ Fusarium moze stymulowac
Trichoderma do aktywacji specyficznych szlakow metabolicznych, ktore umozliwiajg
biotransformacje mykotoksyn. Jest to zgodne z teoria Wu 1 wsp. (2019), ze fizyczne
1 chemiczne interakcje migdzy grzybami moga odgrywaé kluczowa role w aktywacji
mechanizmow, ktore w warunkach monokultury nie bylyby obserwowane. Mozliwe, ze
sygnaty chemiczne indukowane przez Fusarium, takie jak metabolity wtorne lub
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produkty rozktadu komodrkowego, indukuja w Trichoderma synteze enzymow
odpowiedzialnych za detoksykacj¢ toksyn. Ponadto, Trichoderma jest znana ze swoich
zdolnosci mykopasozytniczych, co umozliwia jej atakowanie Fusarium i degradacj¢ jego
scian komodrkowych. Proces ten moze uwalnia¢ molekuly sygnatowe, ktore inicjuja
odpowiedzi metaboliczne w Trichoderma. Swain i Mukherjee (2020) opisali, ze fizyczne
interakcje miedzy grzybami, takie jak konkurencja o zasoby, moga prowadzi¢ do
zwigkszonej produkcji metabolitow wtornych. Natomiast Sharma i Sharma (2020)
wskazali, ze Trichoderma biosyntetyzuje metabolity wtorne, takie jak 6PP, co wspiera
uzyskane przez nas obserwacje dotyczace biosyntezy zwigzkow przez Trichoderma, ktore
moga odgrywaé istotng role w ograniczaniu aktywnosci patogenu i detoksykacji
mykotoksyn.
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10. Podsumowanie

10.1. WhniosKki

Na podstawie zrealizowanych badan i uzyskanych wynikéw, sformutowano

nastepujace wnioski:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Badane grzyby Trichoderma wyizolowane ze §rodowiska w polskich warunkach
klimatycznych: T. viride, T. viridescens, T. atroviride moga by¢ potencjalnymi
kandydatami w biokontroli ro$lin zbozowych przeciwko patogenom z rodzaju
Fusarium. W badaniach in vitro okazaly si¢ skuteczne w hamowaniu wzrostu
F. culmorum, F. cerealis, F. sporotrichioides, F. proliferatum i F. poae.

Skuteczno$¢ Trichoderma w inhibicji wzrostu patogenu byla nie tylko wysoka,
ale rowniez zrdéznicowana. Zalezata ona rowniez od szczepdw Trichoderma oraz
Fusarium. Skuteczno$¢ preparatow  Trichoderma przeciwko  Fusarium
uzalezniona byta réwniez od potencjatu toksynotworczego patogenu.

Analiza genomowego DNA patogenu w ko-kulturach wykazata, Zze zdolnos¢
Trichoderma do hamowania biosyntezy mykotoksyn przez Fusarium wynikala
z potencjalu Trichoderma do ograniczenia namnazania si¢ grzybni patogenu.

Wspdlne hodowle prowadza do biosyntezy specyficznych wtornych metabolitéw,
nieobecnych w monokulturach, unikatowych dla danej kombinacji szczepow
Trichoderma 1 Fusarium. Interakcja Trichoderma i F. culmorum prowadzita do
biotransformacji DON poprzez glukozylacj¢ (DON-3G). Natomiast interakcja
Trichoderma i F. proliferatum prowadzita do hydrolizy badz czg¢sciowej hydrolizy
FBi, FB; oraz FBs.

Trichoderma wykazuje silne wilasciwosci antagonistyczne wobec patogenow
z rodzaju Fusarium, zaroOwno poprzez bezposrednie dziatanie grzybobdjcze, takie
jak biosynteza 6PP, jak i posrednie mechanizmy, w tym konkurencje o zasoby,
zakwaszanie S$rodowiska oraz produkcje sideroforow, ktore ograniczaja
dostepnos¢ zelaza dla Fusarium.

Po raz pierwszy zaobserwowano w hodowli Trichoderma z F. sporotrichoides
obecno$¢ produktow biotransformacji toksyn HT-2 i T-2 (pochodne glukozydowe
jako anomery a i/lub B, tj. T-2-3a-G, HT-2-3a-G 1 HT-2-3B3-G). Obserwacje te
potwierdzity si¢ podczas hodowli ptynnej Trichoderma zawierajacej w podtozu
toksyne T-2, w czasie ktorej toksyna T-2 byla wydajnie przeksztatcana do
T-2-30-G. Natomiast Trichoderma nie miata potencjatu biotransformacji toksyny
T-2 do T-2-3B-G co zwigzane bylo zbrakiem zdolnosci tych grzybéw do
glukozylacji toksyny T-2 w pozycji 3f.
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7) Analogiczne badania przeprowadzone dla ZEN wykazaly, ze Trichoderma
biotransformuje w niewielkim stopniu ZEN do B-ZOL, natomiast odpowiedzialna
byta za czesciowy rozktad ZEN do blizej nieokreslonych metabolitow.

10.2. Trichoderma w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci

Uzyskane wyniki badan majg istotne znaczenie dla zapewnienie bezpieczenstwa
zywno$ci z dwoch powodow. Po pierwsze, jako $rodek biokontroli Fusarium,
Trichoderma w uprawach roslin zbozowych moze utatwia¢ wdrazanie zrownowazonych
praktyki rolniczych, zmniejszajac zalezno$¢ od chemicznych $rodkéw ochrony roslin oraz
poprawiajac strukture gleby oraz zapewniajac jej bior6znorodnos¢. Po drugie, infekcjom
grzybowym ro$lin zbozowych, bardzo czesto towarzyszy biosynteza toksycznych
mykotoksyn. Ich rola w patogenezie roslin zwigzana jest z wirulencjg do rosliny w celu
tatwiejszego skolonizowania jej przez patogen. Zrealizowane badania w warunkach in
vitro moga sugerowaé, ze mechanizm biotransformacji mykotoksyn (widoczny
szczegOlnie
w przypadku toksyn HT-2 i T-2) moze petni¢ istotng rol¢ w fagodzeniu przebiegu infekcji
w warunkach in vivo (procesy biotransformacji przyczyniaja si¢ do powstania
metabolitow I fazy, ktorych toksycznos¢ zardwno dla ludzi i ro$lin jest na ogét nizsza).
Stosowanie zatem Trichoderma jako $rodka biokontroli moze réwniez znaczaco
zmniejszy¢ poziom toksyn Fusarium w ziarnie zboz. Perspektywiczne wydaje sie
rowniez wykorzystanie Trichoderma w procesach biotechnologicznych, takich jak
fermentacja tlenowa. Fermentacja z wykorzystaniem tych mikroorganizmow moze byc¢
pomocna w detoksykacji surowcow paszowych, w czasie ktorej moze zachodzi¢
biokonwersja mykotoksyn do mniej toksycznych form. Preparaty oparte na grzybach
Trichoderma z jednej strony wykazuja zdolno$¢ do biosyntezy enzymow, ktore moga
poprawia¢ strawno$¢ paszy, z drugiej zas moga pomoc zmniejsza¢ ryzyko akumulacji
mykotoksyn, a przez to ograniczy¢ ich obecnos¢ w tancuchu zywnosciowym.

10.3. Kierunki przyszlych badan

Dalsze badania nad szlakami metabolicznymi grzybow z rodzaju Trichoderma
w procesie degradacji 1 transformacji mykotoksyn fuzaryjnych powinny koncentrowac si¢
na kilku kluczowych obszarach, aby w pelni wykorzysta¢c potencjat tych
mikroorganizmow w biokontroli mykotoksyn 1 poprawie bezpieczefistwa Zywnosci.
Przede wszystkim, niezbedne jest przeprowadzenie badan majacych na celu izolacje
1 szczegbtowa charakterystyke enzymow Trichoderma odpowiedzialnych za
biotransformacj¢ mykotoksyn, ze szczegdlnym naciskiem na enzymy takie jak
glukozylotransferazy, oksydoreduktazy 1 hydrolazy. Réwnoczesnie, analiza ekspres;ji
genow kodujacych te enzymy w rdéznych warunkach s$rodowiskowych, przy uzyciu
technik transkryptomicznych i proteomicznych, umozliwi zidentyfikowanie kluczowych
czynnikow transkrypcyjnych 1 regulatorowych. Przeprowadzenie kontrolowanych
eksperymentow polowych w roznych warunkach klimatycznych i glebowych jest
kluczowe dla oceny skutecznosci szczepow Trichoderma w biokontroli Fusarium
w warunkach in vivo istopnia zanieczyszczenia ziarna zb6z mykotoksynami zaraz po
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zbiorach. Ponadto wazne jest zrozumienie dtugoterminowego wpltywu stosowania tych
preparatow na zdrowie ros$lin idynamike populacji patogenow w glebie. Badania
powinny réwniez uwzglednia¢ wplyw Trichoderma na mikrobiom glebowy 1 jego
interakcje z innymi mikroorganizmami, co moze dostarczy¢ waznych informacji na temat
ekologicznych konsekwencji tego dzialania.

Podsumowujac, wdrozenie Trichoderma w systemy produkcji zywnos$ci oraz
rozw0j nowych strategii biokontroli fitopatogenicznych gatunkéw Fusarium moga
znaczgco przyczyni¢ si¢ do poprawy jakosci 1 bezpieczenstwa zywnosci, co ma kluczowe
znaczenie dla zdrowia publicznego 1 zrownowazonego rolnictwa.
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