Politechnika Wroctawska
Wydziat Chemiczny

Katedra Chemii Organicznej i Medycznej

ROZPRAWA DOKTORSKA

Ocena skutecznosci atmosferycznej plazmy

niskotemperaturowej przeciwko fitopatogennym grzybom

Mgr inz. Daria Katarzyna Nowinski

Promotor: Dr hab. Irena Maliszewska, prof. PWr

Wroctaw, 2024






Podzi¢kowania

Pragne serdecznie podzigkowa¢ wszystkim osobom, ktore whiosty wktad w realizacj¢ tej

pracy, a w szczegolnosci:

Promotorowi, Dr hab. Irenie Maliszewskiej,
za opieke merytoryczng, cenne uwagi, wszelka pomoc i zaangazowanie, a takze

przekazang wiedze.

Dr inz. Tomaszowi Czapce,

za udostepnienie reaktora plazmy nietermicznej oraz pomoc w jego obstudze.

Dr Milanowi Simek,

za wykonanie charakterystyki plazmy metoda optycznej spektroskopii emisyjne;j.

Dr inz. Andrzejowi Zakowi,

za wykonanie obrazowania grzybni za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego.

Dr hab. inz. [zabeli Polowczyk,
za udostgpnienie aparatury oraz pPOmoc W obrazowaniu grzybni za pomocg mikroskopu

Swietlnego.

Prof. dr hab. inz. Katarzynie Matczyszyn i mgr inz. Dominice Benkowskiej-Biernackiej,
za udostepnienie aparatury oraz pomoc obrazowania grzybni za pomocg mikroskopu

fluorescencyjnego.

Dr hab. inz. Annie Baturo-Cie$niewskiej,

za identyfikacj¢ molekularng szczepow grzybdéw wyizolowanych ze srodowiska.

Mgr inz. Piotrowi Bortnowskiemu,
za pomoc w opracowaniu modeli Weibulla do analizy inaktywacji komorek grzybow za

pomocg atmosferycznej plazmy niskotemperaturowe;.

Rodzicom i mezowi,

za nieustanne wsparcie i motywacje.






Streszczenie

Utrata i marnotrawstwo zywno$ci stanowig powazny problem zaréwno z punktu
widzenia spotecznego, gospodarczego, jak i s$rodowiskowego. Zapobieganie stratom
zywno$ci wymaga dziatan na wszystkich etapach tancucha zywnos$ciowego, szczeg6lnie
w zakresie ograniczenia przenoszenia patogennych mikroorganizméw ze $rodowiska do
produktéw spozywczych.

Plazma niskotemperaturowa jest uwazana za obiecujgcg alternatywa dla
konwencjonalnych metod sterylizacji. Wychodzac naprzeciw rosngcemu zainteresowaniu
plazma niskotemperaturowa, zbadano skuteczno$¢ tej metody w inaktywacji grzybow
nalezacych do rodzajow Fusarium, Alternaria oraz Botrytis na materiatach powszechnie
stosowanych w przemysle rolno-spozywczym.

Badania wykazaly, ze zimna plazma atmosferyczna generuje rozne reaktywne formy
tlenu i azotu, dziatajace biobdjczo na komorki grzybdéw poprzez niszczenie blony
komorkowej oraz zwigkszenie jej przepuszczalno$ci. Efekt inaktywacji komorek grzybow
wzrastal wraz z czasem traktowania plazmg i zalezat od szczepu mikroorganizmu.

Przeprowadzono réwniez oceng bezpieczenstwa tej metody w kontekScie ryzyka
rozwoju tolerancji oraz pojawienia si¢ niekorzystnych zmian morfologicznych
i fizjologicznych po wielokrotnej ekspozycji, potencjalnie prowadzacych do zwigkszonej
patogeniczno$ci wobec roslin, zarbwno w badaniach in vitro, jak i in vivo.

Zaobhserwowano miedzy innymi deformacje struktury $ciany komorkowej oraz zmiany
szybkosci wzrostu 1 produkcji biomasy, a takze zmiany wrazliwosci na S$rodki
przeciwgrzybicze i stres oksydacyjny. Plazma wptyneta rowniez na cechy patogenno$ci
grzybow, w tym na zdolno$¢ komoérek do adhezji i formowania biofilméw, produkcje
enzymoOw rozkladajacych polisacharydy $ciany komorkowej roslin oraz biatka i lipidy,
a takze toksyczno$¢ metabolitow zewnatrzkomorkowych. Zmiany cech patogennosci
zalezaly od szczepu grzyba i liczby ekspozycji na subletalng dawke plazmy
niskotemperaturowe;j.

Eksperymenty in vivo wykazaty, ze wielokrotne traktowanie grzybni plazma
niskotemperaturowa zmniejsza patogenno$¢ wigkszosci badanych szczepow grzybow.
Wyniki sugeruja, ze technologia zimnej plazmy moze poprawi¢ bezpieczenstwo Zywnosci
poprzez redukcj¢ strat wynikajacych z zanieczyszczen krzyzowych, niemniej jednak
zalecane jest dostosowanie warunkow inaktywacji indywidualnie dla kazdego

zastosowania.






Abstract

Food loss and waste are a significant problem from both social, economic and
environmental perspectives. Preventing food loss requires efforts at all stages of the food
supply chain, especially in reducing the transfer of pathogenic microorganisms from the
environment to food products.

Low-temperature plasma is considered a promising alternative to conventional
sterilization methods. In order to meet the growing attention to low-temperature plasma,
the effectiveness of this method in inactivating fungi belonging to the genera Fusarium,
Alternaria and Botrytis on materials commonly used in the agro-food industry was
investigated.

The study showed that cold atmospheric plasma generates various reactive oxygen and
nitrogen species, which have a biocidal effect on fungal cells by damaging the cell
membrane and increasing its permeability. The inactivation effect on fungal cells increased
with plasma treatment time and varied depending on the microorganism strain.

Safety assessments of this method have also been conducted, evaluating the risk of
developing tolerance and adverse morphological and physiological changes after repeated
exposure, potentially leading to increased pathogenicity towards plants in both in vitro and
in vivo studies.

Observations included deformations in cell wall structure, changes in fungal growth
rate and biomass production, altered susceptibility to antifungal agents and oxidative
stress. Plasma also affected fungal pathogenic traits, including cell adhesion, biofilm
formation, production of polysaccharide-degrading enzymes, and extracellular metabolite
toxicity. Changes in pathogenicity were strain-dependent and influenced by the number of
exposures to sublethal doses of low-temperature plasma.

In vivo experiments demonstrated that multiple treatments of fungal hyphae with low-
temperature plasma reduced the pathogenicity of most tested fungal strains. The findings
suggest that cold plasma technology could enhance food safety by reducing losses due to
cross-contamination. However, individual adjustment of inactivation conditions is

recommended for each specific application.
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Wykaz uzytych skrotow i symboli

Wykaz skrotow

ABA kwas abscysynowy

AFU umowne jednostki fluorescenciji

BAL podtoze do oznaczania aktywnosci lipolitycznej
BAP podtoze do oznaczania aktywno$ci proteolitycznej
BBJ podioze Bilay'a i Joffe'a

BDP bulion do oznaczania drozdzy i plesni

BSA albumina surowicy bydlece;j

Ca wapn

ClO2 ditlenek chloru

CMC karboksymetyloceluloza

CMCaza karboksymetylocelulaza

CWDE enzymy rozkladajace Sciang komorkowa roslin
CuSOq4 siarczan(V1) miedzi(ll)

DBD wyladowanie barierowe dielektryczne

DCF 2',7'-dichlorofluoresceina

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

DNS kwas 3,5-dinitrosalicylowy

dsDNA dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy

F fungicyd

FeSO4.7H20 siarczan zelaza (11) siedmiowodny

G kietkowanie

G/mm gestos¢ siatki dyspersyjne;j

h godzina

H.DCF 2", 7T'-dichlorodihydrofluoresceina

H.DCF-DA dioctan 2',7'- dichlorodihydrofluoresceiny

H20 woda

HO2. rodnik hydroksyperoksylowy

H20: nadtlenek wodoru

HCI kwas chlorowodorowy

ICP-OES spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie
ICCD intensyfikowany uktad z przesuni¢ciem tadunku
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1. Wprowadzenie
1.1 Rys historyczny

Problem zapewnienia bezpieczenstwa zywno$ciowego podejmowany byt od lat 30.
ubieglego wieku. Na odbywajacej si¢ w 1943 roku konferencji Organizacji Narodow
Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa w Hot Springs (Wirginia, USA) podj¢to
pierwszego mi¢dzynarodowego zobowigzania do wyeliminowania gtodu. Jako cel obrano
walke z niedostatkiem zywno$ci 1 zapewnienie bezpieczenstwa zywnosciowego, ktore
zgodnie z definicja oznaczato fizycznag dostepnos¢ zywnosci. Jednocze$nie podkreslono, ze
podaz zywnos$ci powinna by¢ gwarantowana (dostepna, ang. secure), adekwatna (ilos¢
zywnosci dostosowana do potrzeb konsumenta, ang. adequate) oraz odpowiednia (zywno$¢
o wilasciwej zawartosci sktadnikow odzywczych, ang. suitable) dla kazdego czlowieka
(Byerlee i Fanzo, 2019; Thompson, 1943). Na konferencji rozpocz¢to takze prace
przygotowawcze do utworzenia Organizacji do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization of the United Nations, FAO). Moment ten zostat uznany za
przelomowy w historii §wiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego (Thompson, 1943).

Od poczatku lat 60. ubieglego wieku liczba ludno$ci na $wiecie wzrosta z trzech do
ponad szesciu miliardow. W tym samym okresie §wiatowa produkcja zywnosci wzrosta
0 145% (Godfray i in., 2010; Pretty, 2008). Znaczny wzrost zapotrzebowania na zywno$¢
zaspokojony zostat dzigki potaczeniu postepu naukowego i technologicznego, polityce
rzadow, interwencji instytucjonalnych i1 inwestycji przedsigbiorstw, innowacji i dostaw.
Globalny problem glodu i niedozywienia zwalczano dzigki wykorzystaniu nadwyzek
produkcyjnych z krajow rozwinigtych w ramach pomocy zywnosciowe], poprzez
tworzenie rezerw zywnoSciowych w krajach rozwijajacych si¢, negocjowanie
mig¢dzynarodowych umoéw handlowych oraz zwigkszenie §wiadomosci spotecznej na temat
glodu i niedozywienia na $wiecie (Cole i in., 2018; Godfray i in., 2010). W wyniku tych
dziatan pod koniec lat 60. XX wieku sytuacja zywno$ciowa na $wiecie zaczeta sie
poprawia¢. Globalna produkcja zywno$ci wzrosta o ponad polowe, a jej ilos¢
w przeliczeniu na osobe zwiekszyla si¢ o 22%. W tym kontekscie wydawato sig, ze
odpowiednia ilo$¢ pozywienia jest warunkiem wystarczajagcym do zapewnienia
bezpieczenstwa zywno$ciowego, dlatego tez pierwsza definicja bezpieczenstwa
zywno$ciowego odnosita si¢ wytacznie do strony podazowej zywnosci w wymiarze

globalnym (Shaw, 2007).
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Na poczatku lat 70. XX wieku doszto do pierwszego $wiatowego kryzysu
zywnosciowego, ktory byt konsekwencja dtugoterminowych probleméw gospodarczych
oraz niekorzystnych warunkoéw pogodowych, prowadzajacych do pierwszego od ponad 20
lat spadku produkcji zywnosci. Wydarzenia te pokazaly, jak nieprzewidywalna
i niestabilna byta sytuacja zywno$ciowa na $wiecie (Shaw, 2007). Z tego powodu podczas
Swiatowego Szczytu Zywnosciowego w 1996 roku przyjeto nowa definicje
bezpieczenstwa zywnosciowego, ktora podkreslata kompleksowo$¢ tego pojecia (FAO,
1996). Oprocz fizycznego dostgpu do zywnosci uwzgledniono dodatkowo aspekty
ekonomiczne, fizyczne i1 spoteczne dostepu do zywnosci. Bezpieczenstwo zywnosciowe
zdefiniowano jako sytuacje, w ktorej ,,wszyscy ludzie przez caly czas maja ciggly dostep
fizyczny, spoleczny i ekonomiczny do wystarczajacej, bezpiecznej i pozywnej Zywnosci,
zaspokajajacej ich potrzeby zywieniowe 1 preferencje dla prowadzenia aktywnego
i zdrowego trybu zycia” (El Bilali i in., 2019; FAO, 1996).

W 1996 roku na Swiatowym Szczycie Ziemi (ang. World Food Summit, WFS)
przyjeto cel, ktory zakladat zmniejszenie liczby oséb niedozywionych o potowe w latach
1990-2015 (Shaw, 2007). Na poczatku XXI wieku produkcja zywnos$ci, szacowana na
podstawie kalorii dla prawidtowej (zdrowej) diety, ponad dwukrotnie przekroczyta
zapotrzebowanie na zywno$¢ dla przecietnego cztowieka (Roser i in., 2013). Pomimo tak
znaczacego postepu w globalnej produkcji Zywno$ci, w tym samym czasie wcigz ponad
800 miliondéw ludzi cierpialo z powodu gltodu lub braku odpowiedniego dostepu do
zywnos$ci. Wynikato to gléwnie z nierownej koncentracji dochoddéw, produkcji oraz
wiedzy, ujawniajac kolejne przyczyny zjawiska gtodu, jako problemu nie tylko produkcji
zywnosci, ale takze jej logistyki i dystrybucji (Dias i in., 2021; FAO i in., 2012; Pretty,
2008).

Istotng role¢ w ponownym zaangazowaniu globalnej spotecznosci w walke z glodem
odegralty Milenijne Cele Rozwoju (ang. Millennium Development Goals, MDG), znane
rowniez jako Milenijne Cele Tysigclecia. Jeden z przyjetych celow zakladatl zmniejszenie
o potowg liczby ludnosci cierpiacej gtdd do 2015 roku w poréwnaniu z rokiem 1990. Cel
ten zostat w duzej mierze osiggnicty na poziomie globalnym, cho¢ dostep do zywnosci byt
nierownomierny w réznych regionach (United Nations, 2014). Odsetek niedozywionych
ludzi zmniejszyt si¢ z 13,1% w latach 2000-2002 do 8,4% w latach 2010-2012, a milenijny
cel rozwoju wydawat si¢ by¢ w zasiggu reki (Cole i in., 2018). W 2015 roku podjgto

kolejne wyzwania realizacji Celow Zrownowazonego Rozwoju (ang. Sustainable
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Development Goals, SDG), ustanowionych przez Organizacj¢ Narodéw Zjednoczonych
w celu wyeliminowania gtodu do 2030 roku (Dora i in., 2021).

Liczba o0s6b glodujacych 1 cierpigcych z powodu braku bezpieczenstwa
zywnos$ciowego stopniowo rosta od 2014 roku do poczatku pandemii COVID-19. Kryzys
zwigzany z pandemia przyspieszyl t¢ tendencj¢, doprowadzajac do wzrostu wskaznikow
niedozywienia, szczegdlnie wsrdd dzieci (Erokhin i Gao, 2020; FAO i in., 2021). W 2021
roku az 828 mln ludzi byto dotknigtych glodem, co oznacza wzrost o okoto 46 milionow
od 2020 roku i 150 milionéw od 2019 roku. Obecnie szacuje si¢, ze okoto 3,1 miliarda
ludzi nie ma dostgpu do zdrowej diety (FAO i in., 2022; FAO i UNEP, 2022).

Znaczacy wzrost produktywnosci upraw 1 zwierzat gospodarskich w ostatnim
polwieczu napedzany byt przez zwigkszone zuzycie nawozéw i pestycydow, wody do
nawadniania, rozwoju technologii rolniczych oraz zwigkszania powierzchni gruntow. Zbyt
optymistyczne byloby zatozenie, ze w przysziosci mozliwe bedzie kontynuowanie tych
strategii (Pretty, 2008). Wzrost liczby ludnosci prowadzi bowiem do zmniejszenia
powierzchni gleb uzytkowanych rolniczo, ze wzgledu na przeznaczenie ich na cele
pozarolnicze, zwigzane z postgpujaca urbanizacja i1 zajmowaniem coraz wigkszych
powierzchni gruntow pod budowe drég, zabudowan mieszkalnych, przemystu 1 innych.
Konkurencja o te grunty sprawia, ze pozyskiwanie nowych obszarow pod uprawe jest
rozwigzaniem coraz mniej prawdopodobnym i kosztownym, zwlaszcza w obliczu ochrony
réznorodnos$ci biologicznej 1 dobr publicznych zapewnianych przez naturalne ekosystemy.
Dodatkowo, cze$¢ gruntow rolnych zostata utracona w wyniku pustynnienia, zasolenia,
erozji gleby 1 innych konsekwencji niezrdwnowazonego gospodarowania gruntami
(Godfray i in., 2010; Pretty, 2008). Najbardziej prawdopodobny staje si¢ wigc scenariusz
koniecznos$ci produkowania wigkszej iloSci Zywnos$ci z tej samej (lub nawet mniejszej)
powierzchni ziemi (Godfray i in., 2010; Pretty, 2008).

Wedlug przewidywan Organizacji Narodéw Zjednoczonych (ONZ), liczba ludnosci na
swiecie bedzie rosng¢ 1 przekroczy 8,5 miliardow w 2030 roku, a w 2050 roku moze
siggng¢ nawet 9,7 miliardow (Godfray i in., 2010; Keating i in., 2014). Najwickszy
przyrost liczby ludnosci w historii wigze si¢ z wieloma wyzwaniami. Ostatnie badania
sugeruja, ze do 2050 roku ogolna produkcja rolna bedzie musiata wrosng¢ o 70% do 100%
w stosunku do lat 2005-2007 (FAO, 2009; Godfray i in., 2010; Royal Society of London,
2009).

Podsumowujac, $wiat stoi obecnie przed potrdjnym wyzwaniem dostosowania szybko

zmieniajacego si¢ popytu na zywnos$¢ ze strony wiekszej 1 zamozniejszej populacji do jej
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podazy, produkcji zywnosci w sposdb zrownowazony pod wzgledem srodowiskowym
1 spotecznym oraz zapewnienia wyzywienia dla najbiedniejszych regionéw na $wiecie.
Te wyzwania wymagaja zmian w sposobie produkcji, przechowywania, przetwarzania,

dystrybucji i dostepu do zywnosci (Godfray i in., 2010).
1.2 Ograniczenie strat ZywnoSci jako szansa poprawy bezpieczenstwa Zywnosciowego

Straty zywnos$ci odnoszg si¢ do zmniejszenia masy lub pogorszenia jako$ci (warto$ci
odzywczej) zywnosci, z wytaczeniem pasz oraz czesSci produktow, ktore sa niejadalne
(Gustavsson i in., 2011; Lipinski i in., 2013).

Ograniczenie strat zywnos$ci jest oczywista szansg na popraw¢ bezpieczenstwa
zywnosciowego, bez konieczno$ci zwickszenia obcigzen S$rodowiskowych zwigzanych
z produkcja (Cole i in., 2018; Godfray i in., 2010; Kumar i Kalita, 2017). Wedtug
szacunkéw FAO zywnos¢, ktora jest tracona 1 marnowana kazdego roku, wystarczylaby do
zaspokojenia potrzeb 1,26 miliarda ludzi (Von Grebmer i in., 2022). Ograniczenie tych
strat prowadzitoby zatem do zwigkszenia ilosci dostgpnej zywnos$ci, ktora moglaby
postuzy¢ do zaspokojenia potrzeb zywieniowych rosnacej populacji oraz redukcji zjawiska
glodu na $wiecie (Cattaneo i in., 2021; Willett i in., 2019).

Do utraty zywnosci dochodzi wzdluz catego tancucha dostaw. tancuch dostaw
zywnosci (ang. food supply chain, FSC) skfada si¢ z kilku etapow, w ktorych zywnos¢
kierowana jest od producentéw do konsumentéw, poczawszy od produkcji i zbiorow
plonéw w gospodarstwie, poprzez transport, przechowywanie, przetwarzanie i pakowanie
oraz dystrybucje, az do miejsca, w ktorym produkt spozywczy trafia do konsumenta
(konsumpcja) (Lindgren i in., 2018; Nicastro i Carillo, 2021; Wunderlich i Martinez,
2018).

Straty zywnosci zarowno w krajach rozwinigtych, jak i1 rozwijajacych si¢ wahaja si¢
od 30% do 40%, natomiast ich udzial na poszczegolnych etapach tancucha zywnosciowego
znacznie si¢ r6zni (rysunek 1). W krajach rozwijajacych si¢ najwicksze straty wystepuja na
poczatkowych etapach tancucha zywnosciowego, w szczegodlno$ci na etapie uprawy
I zbioru (14%), po zbiorze (15%) oraz podczas przetworstwa (2%) (Gustavsson i in., 2011,
Nicastro i Carillo, 2021; Prusky, 2011).

W krajach rozwinigtych i uprzemystowionych krajach azjatyckich podobny udziat
strat (28%) wystepuje na etapie konsumpcji, natomiast straty zywnosci na Srodkowych
etapach fancucha dostaw sa stosunkowo niewielkie, ze wzgledu na dostgpnosé

zaawansowanych technologii oraz wydajne systemy obslugi i przechowywania plonéw

20



(Kumar i Kalita, 2017). Niemniej jednak, ilos¢ zywno$ci marnowanej przez konsumentow
kazdego roku w krajach rozwinigtych (222 mln ton) jest niemal réwna catkowitej
produkcji zywnosci netto w Afryce Subsaharyjskiej (230 mln ton) (Gustavsson i in., 2011;
Nicastro i Carillo, 2021; Prusky, 2011).

7%

28%

14% 15%

7%

10% 9%

2% 0
500 5%

Produkcja Transport i Przetwarzanie i Dystrybucja i Konsumpcja
- przechowywanie pakowame sprzedaz detaliczna
and L o 0 0'0""o" ""‘

Rysunek 1. Udzial strat zywnosci (wyrazony jako procent utraconych kaloru) na poszczegdlnych etapach tancucha
dostaw zywnosci w krajach rozwinigtych (niebieskie stupki) i rozwijajacych si¢ (zielone stupki) Opracowanie wlasne na
podstawie (Gustavsson i in., 2011; Nicastro i Carillo, 2021; Prusky, 2011).

Do utraty zywnosci na poczatkowych etapach tancucha dostaw zywnos$ci dochodzi
gtownie wskutek klesk zywiotowych, niekorzystnych warunkéw klimatycznych, a takze
w wyniku nieefektywnosci, takich jak: staba infrastruktura i logistyka, brak technologii,
niewystarczajace umiejetnosci i zdolnosci zarzadzania uczestnikéw tancucha dostaw oraz
brak dostgpu do rynkéw szybko po zbiorach (Ishangulyyev i in., 2019; Wunderlich
i Martinez, 2018).

Straty zywnos$ci wystepujace na koncowych etapach lancucha zywnosciowego
(sprzedaz detaliczna i konsumpcja) okres§lane sg zazwyczaj ,,marnotrawstwem zywnos$ci”
(ang. food waste) (Gustavsson i in., 2011). Marnotrawstwo zywnosci wynika gtownie
z zaniedbania lub §wiadomej decyzji sprzedawcow i konsumentdéw o jej wyrzuceniu przed
lub po uptywie daty waznosci, a takze wskutek wykluczenia produktow niespetniajacych
rygorystycznych standardow jakos$ci i bezpieczenstwa mimo, ze zywno$¢ ta jest nadal
odpowiednia do spozycia przez ludzi (Lipinski i in., 2013; Wunderlich i Martinez, 2018).

Rozwazajagc utrate¢ zywnosci wedlug kategorii, obejmuje ona 40-50% roslin
okopowych, owocow 1 warzyw; 35% ryb i owocow morza; 30% zbdz oraz 20% migsa,

nasion oleistych i produktow mlecznych (Leyva Salas i in., 2017).
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Straty i marnotrawstwo zywnosci (ang. Food Loss and Waste, FLW) pod wzgledem
jako$ci (wartosci odzywczej) 1 iloSci (masy) staty si¢ problemem zaré6wno z punktu
widzenia spotecznego, gospodarczego, jak i Srodowiskowego. Wplywajg one negatywnie
nie tylko na bezpieczenstwo zywno$ciowe, ale rowniez na gospodarke lokalng i krajowa,
zasoby naturalne, strumien odpadéw oraz srodowisko (Cattaneo i in., 2021; Lindgren i in.,
2018; Scialabba, 2015). Oprocz faktycznej utraty zywnosci, dochodzi réwniez do utraty
wszystkich zasobow, ktore przyczynily si¢ do jej wytworzenia. Marnowana jest ziemia,
ktora zostata wykorzystana do uprawy roslin, woda uzyta do nawadniania, a takze praca
ludzka, nasiona, nawozy i wszelkie inne inwestycje zwigzane z uprawag i obrobka
produktow (Prusky, 2011). Ponadto, ekspansja rolnictwa jest gldwnym motorem emisji
gazOw cieplarnianych i czgsto prowadzi do wylesiania, a tym samym uwalnia
zmagazynowany dwutlenek wegla i zmniejsza zdolno$¢ gruntéw do jego magazynowania
(Raithan i in., 2023; Stevanovi¢ i in., 2017). Niewykorzystana zywno$¢ powoduje
dodatkowe uwalnianie dwutlenku wegla oraz metanu podczas gnicia na polach lub na
wysypiskach. Szacunkowo, okoto 8-10% globalnej emisji gazow cieplarnianych jest
efektem utraty 1 marnotrawienia zywnos$ci, a ich ograniczenie stanowi integralng czg$¢
strategii walki z kryzysem klimatycznym (Goodwin, 2023).

Skala i konsekwencje utraty zywnosci doprowadzita w 2015 roku do wiaczenia przez
ONZ celu dotyczacego redukcji odpadow w poczet 17 $Swiatowych Celow
Zroéwnowazonego Rozwoju. Cel Zrownowazonego Rozwoju 12.3 wzywa do ograniczenia
o potowe globalnej ilosci odpaddéw zywnosciowych na mieszkanca do roku 2030

(Ardra i Barua, 2022).
1.3 Wplyw grzybow fitopatogennych na bezpieczenstwo zywnosciowe

Rosliny dostarczaja ponad 80% zywnosci konsumowanej przez ludzi i sa gléwnym
zrodlem pozywienia dla zwierzat gospodarskich (Rizzo i in., 2021).

Patogeny grzybowe stanowig najwigksze biotyczne zagrozenie dla produkcji waznych
gospodarczo roslin podczas uprawy zardwno w warunkach polowych, jak i szklarniowych,
a takze po zbiorach (Peng i in., 2021). Okoto 8000 gatunkow grzybow wywotuje blisko
100 000 choréb roslin, a jeden gatunek moze powodowac choroby u wielu réznych
gatunkow roslin (Shuping i Eloff, 2017). Zapewnienia bezpieczenstwa zywnoSciowego
wymaga zatem dobrze zorganizowanego zarzadzania chorobami roslin 1 skutecznych

praktyk kontroli w rolnictwie. Badania nad rolg grzyboéw w stratach zZywnos$ci stanowig
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zatem integralng czg¢$¢ staran zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego (Avery i in.,
2019).

Choroby wywotane przez grzyby fitopatogenne powoduja utrat¢ do okoto 20-30%
swiatowych plonow roslin uprawnych, co rocznie wystarczyloby na wyzywienie 600
miliondow ludzi, podczas gdy wytwarzane przez grzyby mikotoksyny dodatkowo
zmniejszaja dostgpnos¢ bezpiecznej zywnosci (Avery i in., 2019; Davies i in., 2021,
Shuping i Eloff, 2017). Problem znaczenia mikotoksyn w stratach zywnosci zostanie
opisany w dalszej czgsci pracy.

Nasilenie i1 skala choréb grzybiczych w uprawach wzrasta od potowy XX wieku
w wyniku intensyfikacji rolnictwa (Fisher i in., 2012; Savary i in., 2006). Uprawy
rozlegtych obszarow genetycznie jednorodnych ro$lin przyczynity si¢ do rozwoju nowych,
bardziej wirulentnych i opornych na fungicydy szczepow (Fisher i in., 2018). Brak rotacji
plonéw sprzyja nagromadzeniu w glebie patogendow, ktore moga przetrwac i atakowac
kolejne uprawy (Strom i in., 2020; Zhou i in., 2017). Ponadto, ochrona monokultur przed
chorobami grzybowymi opiera si¢ na stosowaniu duzych ilosci pestycydow, prowadzacych
do rozwoju oporno$ci u grzybow (Steinberg i Gurr, 2020; Yang i in., 2021).

Zmiany klimatyczne rowniez wptywaja na rozwoj chordb grzybiczych, czgstotliwosé
ich wystepowania oraz nasilenie. Ekstremalne zjawiska pogodowe, takie jak burze,
powodzie, susze itp. wywoluja stres 1 ostabienie odpornosci u rosélin, co sprawia, ze staja
si¢ one bardziej podatne na infekcje grzybicze (Fisher i in., 2012; Pautasso i in., 2012).
Dodatkowo, ocieplenie klimatu sprzyja ekspansji wielu gatunkoéw na nowe szerokosci
geograficzne. Zagrozenie to jest tym wieksze, ze niektore grzyby moga przystosowywacé
si¢ do wyzszej temperatury poprzez selekcje termiczng (Fausto i in., 2019). Wreszcie
globalny handel i transport ro$lin i produktéw rolnych umozliwia dalsze rozprzestrzenienie
patogenow do krajow i regionow, w ktorych wczesniej nie wystepowaty (Dita i in., 2018;
Steinberg i Gurr, 2020).

Wiele grzybow chorobotworczych dla roslin ma krotkie cykle rozwojowe i szybkie
tempo reprodukcji, wytwarzajac duza liczbe propagul (zwykle zarodnikow), ktore moga
by¢ przenoszone na znaczne odlegtosci, a ich duza zmienno$¢ genetyczna, podatno$¢ na
mutacje, poziomy transfer gendéw 1 hybrydyzacje, generuja znaczng réznorodnosé
szczepoOw. Wszystkie te czynniki wywieraja naciski selekcyjne na populacje
drobnoustrojow, a tym samym przyspieszaja tempo adaptacji i ewolucji patogenow (Covo,
2020; Fones i in., 2020; Lucas, 2017).
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Choroby roslin wywolane grzybami fitopatogennymi na poczatkowych etapach
lancucha rolno-spozywczego

Szacuje sig, ze straty spowodowane porazeniem upraw chorobotworczymi grzybami
wynoszg okoto 20% catkowitego plonu (Fisher i in., 2018; Leyva Salas i in., 2017).
Rozprzestrzenianie si¢ w powietrzu zarodnikoOw sprawia, ze grzyby moga szybko
zaatakowac cala uprawe, prowadzac do skazenia, skolonizowania, a w konsekwencji do
utraty plonéw (Alegbeleye i in., 2022; Jain i in., 2019).

Grzyby niszcza podstawowe uprawy kaloryczne, takie jak ryz, pszenica, kukurydza
i soja (Oerke i Dehne, 2004; Steinberg i Gurr, 2020). Zywnoéé pochodzaca z tych upraw
stanowi nie tylko podstawg diety dla $wiatowej populacji, ale jest roéwniez
wykorzystywana jako pasza dla zwierzat, a zatem ma dalszy posredni wktad w diete ludzi
poprzez migso, nabiat i inng zywno$¢ pochodzenia zwierzecego (Davies i in., 2021; Fones
I in., 2020). Magnaporthe oryzae, wywolujacy zaraze ryzu (rysunek 2 a), jest szeroko
rozpowszechnionym patogenem, powodujacym straty wielkosci 10-35% w zalezno$ci od
odmiany upraw 1 warunkow $rodowiskowych. W przypadku cig¢zkich porazen M. oryzae,
moze dochodzi¢ nawet do catkowitej utraty plonéw (Davies i in., 2021; Godfray i in.,
2016). Pszenica jest atakowana przez rdz¢ todygowa Puccinia graminis (i inne gatunki
Puccinia), a w szczegdlnosci forme tritici, ktora moze powodowaé¢ do 70% strat w plonach
(rysunek 2 b). W przypadku kukurydzy najczes$ciej wystepujacym patogenem grzybiczym
jest glownia kukurydziana, Ustilago maydis (rysunek 2 c), ktora rozprzestrzenita si¢ juz na
wigkszosci obszarow upraw i moze prowadzi¢ do 20% strat w plonach (Davies i in., 2021;
Fones i in., 2020). Z kolei choroby wywotywane przez Phakopsora pachyrhizi (rysunek
2 d), moga spowodowac¢ nawet do 80% strat plonow soi (Fones i in., 2020; Godfray i in.,
2016; Savary i in., 2019).

/g Sadhy 9 »

Rysunek 2. Objawy a - zarazy ryzu (zaczerpnigto rdzy
zdzbtowej pszenicy (zaczerpnigto z Zhao i Kang, 2023, publikacja w otwartym systemie dostepu); € - glowni
guzowatej kukurydzy (zaczerpnigto z Djamei i Kahmann, 2012, publikacja w otwartym systemie dostepu);
d - rdzy soi (zaczerpnigto z Kelly i in., 2015; publikacja w otwartym systemie dostepu).
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Stabilnos¢ gospodarcza niektérych krajow jest uzalezniona od zdolno$ci generowania
przychoddw z eksportu towardw narazonych na choroby spowodowane grzybami (Godfray
i in., 2016). Choroby grzybowe dziesigtkujg uprawy towarowe, takie jak maniok i orzechy
nerkowca, bedgce waznymi uprawami w Afryce (Monteiro i in., 2015; Sanginga i Mbabu,
2015); ziarna kawowca i kakaowca w Ameryce Srodkowej i Potudniowej (Avelino i in.,
2015; Delgado-Ospina i in., 2021); ryz i bawelne w Azji (Gupta i in., 2015; Tarazi i in.,
2019); winogrona i pszenice w Europie (Fones i Gurr, 2015; Steel i in., 2013); wilec
ziemniaczany (batat) i pszenice w Oceanii (Chen, 2020; Michael i Peter, 2023) oraz
kukurydzg i ziemniaki w Ameryce Poétnocnej (Guenthner i in., 2001; Wu i in., 2010).
Ochrona przed fitopatogenami oraz efektywne zarzadzanie ryzykiem stanowig wigc
nieodzowne elementy utrzymania stabilno$ci  gospodarczej 1  podtrzymania
zrbwnowazonego rozwoju w tych krajach, z jednoczesnym zapewnieniem bezpieczenstwa

zywnosciowego (Avery i in., 2019; Godfray i in., 2016; Steinberg i Gurr, 2020).

Choroby roslin wywolane grzybami fitopatogennymi na dalszych etapach lancucha
rolno-spozywczego

Kolejne 10% plondéw traconych jest wskutek chordb grzybiczych wystepujacych na
dalszych etapach tancucha zywnosciowego, poczawszy od zbioru, az do ich spozycia przez
konsumentow (Fisher i in., 2018). Do gtéwnych grzybow pozbiorczych naleza Aspergillus
spp., Penicillum spp., Cladosporium spp., Alternaria spp. i Fusarium spp. Wszystkie te
patogeny charakteryzuja si¢ szeroka gama zywicieli i odpowiadaja za znaczne straty
gospodarcze na catym $wiecie (Siddique i in., 2018; Wang i in., 2022).

Do inokulacji zywno$ci grzybami patogennymi dochodzi zwykle jeszcze podczas
uprawy na polu, ale takze w wyniku kontaktu z zanieczyszczonymi narz¢dziami podczas
dalszych etapoéw tancucha dostaw (Alegbeleye i in., 2022; Bano i in., 2023). Zarodniki
grzybow moga unosi¢ si¢ w powietrzu w postaci aerozoli, ktére z czasem osadzaja na
powierzchni produktéw spozywczych, sprzetu oraz urzadzen (Bernardi i in., 2019).

Rozwdj chorob grzybiczych w przechowywanych produktach rolnych zalezy od wielu
czynnikdw, zarowno wewngtrznych, jak i zewnetrznych, do ktorych zaliczamy: zawartos§¢
wody w zanieczyszczonym produkcie (tj. aktywno$¢ wodna), czas przechowywania,
zdrowie i kondycja fizyczna i fizjologiczna produktu przeznaczonego do przechowywania,
obecnos¢ owadow i roztoczy, temperatura 1 wilgotno$¢ podczas przechowywania, a takze
rodzaj struktury magazynowej (Alegbeleye i in., 2022; Mohapatra i in., 2017). Wysoka

wilgotno$¢ w polaczeniu z umiarkowang temperaturg stanowia szczegdlnie sprzyjajace
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srodowisko dla rozwoju grzybow fitopatogennych (Mesterhdzy i in., 2020; Sanzani i in.,
2016).

Surowce 1 produkty zywnosciowe cechuje znaczne zrdéznicowanie pod wzgledem
trwalosci. Do najmniej trwalych nalezg te, ktore zachowujg cechy zywych organizmoéw,
takie jak warzywa czy owoce (Dudeja i Singh, 2017). Wszystkie §wieze ro$liny sg
organizmami aktywnymi metabolicznie do czasu ich przetworzenia lub spozycia. PO
odcieciu ich od naturalnego zaopatrzenia w skladniki pokarmowe dochodzi do zmian
fizjologicznych oraz chemicznych w budowie tkanek i metabolizmie. Dojrzewanie,
starzenie si¢ 1 uszkodzenia mechaniczne znacznie zwigkszaja podatno$¢ $wiezych
produktow na ataki drobnoustrojow powodujacych gnicie (Alegbeleye i in., 2022; Ziv
i Fallik, 2021).

Na catym $wiecie w ciagu roku ginie okolo 20-25% wszystkich owocoéw 1 warzyw
w wyniku gnicia wywotanego przez patogeny grzybowe. Produkty te sa szczegdlnie
podatne na infekcje grzybowe podczas przechowywania ze wzglgdu na naturalnie wysoka
zawarto$¢ wody oraz skladnikow pokarmowych, w tym wolnych aminokwaséw
i weglowodanow, ktore tworza korzystne srodowisko dla rozwoju grzyboéw (rysunek 3)
(Petrasch i in., 2019).

Rysunek 3. Objawy szarej plesni po trzech tygodniach przechowywania w temperaturze 7°C (zaczerpnigto
z Krasnow i Ziv, 2022, publikacja w otwartym systemie dostepu).

Do zakazenia surowcow najczeSciej dochodzi w wyniku uszkodzenia mechanicznego
tkanki, spowodowanego czynnikami abiotycznymi lub biotycznymi oraz przez naturalnie
wystepujace otwory w tkankach roslinnych, takie jak aparaty szparkowe i szyputke
(Bano i in., 2023). Grzyby fitopatogenne rozwijajace si¢ w tkankach roslinnych prowadza
do szybkiego pojawienia si¢ objawoOw chorobowych. Wydzielane enzymy rozktadajg
tkanki ro$linne, a powstajace produkty uboczne powoduja zmiany wygladu, konsystencji
1 smaku. Oprécz pogorszenia cech organoleptycznych, infekcja grzybicza zmienia takze

sktad chemiczny i1 warto$¢ odzywcza surowcoOw w wyniku tworzenia kwasow, rozpadu

26



weglowodandéw i kumulacji metabolitow drobnoustrojow (Bano i in., 2023). Zmiany
fizjologiczne wywolane gniciem oraz przyspieszone migknigcie tkanki znacznie obnizaja
warto$¢ rynkowg towarow 1 powoduja skrécenie okresu ich przechowywania.
Wprawdzie najistotniejszym skutkiem chordb grzybiczych sg straty spoteczno-
ekonomiczne, to obecno$¢ tych organizméw moze stanowi¢ rowniez zagrozenie dla
zdrowia konsumentow, poczawszy od wywolywania reakcji alergicznych na zarodniki
przenoszone przez powietrze, po zanieczyszczenia mikotoksynami, ktore przenikajg do
tkanek roslinnych (Alegbeleye i in., 2022; Kustrzeba-Wojcicka i in., 2014; Mohapatra i in.,
2017; Saleh i Al-Thani, 2019).

Utrata zywnoSci w wyniku zanieczyszczenia mikotoksynami

Mikotoksyny to metabolity wtorne o niskiej masie czgsteczkowej, wytwarzane przez
niektdre gatunki grzybow strzgpkowych, ktore zasadniczo nie sa niezbedne grzybom do
zycia. Stanowig chemicznie 1 toksygenicznie zrdéznicowang grupe zwigzkow,
definiowanych poprzez ich zdolnos¢ do wywotywania choréb i $mierci wielu organizmow
(Bennett i Klich, 2003).

Chociaz wszystkie mikotoksyny sg pochodzenia grzybowego, nie wszystkie toksyczne
zwigzki wytwarzane przez grzyby sa nazywane mikotoksynami. Zarowno cel, jak
1 stgzenie metabolitu sg kluczowe w tej kategoryzacji. Dany metabolit moze by¢ wiec
okre$lany jako zootoksyna, je$li wykazuje szkodliwe dziatanie wzglgdem czlowieka
1 zwierzat. Antybiotyki (takie jak penicylina) sa mikotoksynami hamujacymi wzrost
drobnoustrojow. Natomiast substancje toksyczne dla roslin okreslane sg mianem fitotoksyn
(Bennett i Klich, 2003; Przystas i in., 2012). Rola fitotoksyn w patogenezie zostanie
opisana w podrozdziale 1.5.

Mikotoksyny wykazuja toksyczna aktywno$¢ w niskich stgzeniach, natomiast inne
metabolity grzybow o niskiej masie czasteczkowej, takie jak etanol, ktore dziataja
w wysokich stezeniach, nie sg klasyfikowane jako mikotoksyny (Bennett i Klich, 2003).

Okoto 150 gatunkéw grzybow posiada zdolnos¢ biosyntezy ponad 400 mikotoksyn,
takich jak aflatoksyny, ochratoksyny, patulina, fumonizyny, cytrynina, zearalenon
(Alegbeleye i in., 2022; Mohapatra i in., 2017; Saleh i Al-Thani, 2019). Struktury
chemiczne przykladowych mikotoksyn przedstawiono na rysunku nr 4. Do gléwnych
producentow mikotoksyn nalezg drobnoustroje z rodzajow Aspergillus, Fusarium,

Penicillium i Alternaria (Nan i in., 2022).
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Rysunek 4. Struktury chemiczne wybranych mikotoksyn. Opracowanie wiasne na podstawie (Bano i in., 2023;
Ten Bosch i in., 2017).

Wedhug szacunkéw okoto 25-50% $wiatowych produktow rolnych zostaje
zanieczyszczona mikotoksynami na rdéznych etapach tancucha zZywnos$ciowego
(El-Sayed i in., 2022). Ponadto zdecydowana wigkszo$¢ tych zwigzkoéw jest termostabilna,
co oznacza, ze nie ulegaja zniszczeniu podczas przetwarzania przemystowego, a jedynie
niewielka, czgsciowa degradacja zachodzi wskutek gotowania, smazenia lub pasteryzacji
(Kabak, 2009).

Mikotoksyny maja tendencje do gromadzenia si¢ w tkankach roslinnych, a ich
spozycie stanowi zagrozenie dla zdrowia organizmoéw, zwtaszcza ludzi (Perincherry i in.,
2019). Nawet w niskich dawkach moga prowadzi¢ do patologicznych zmian w watrobie,
nerkach 1 przewodzie pokarmowym, a takze wykazywa¢ dziatanie immunosupresyjne,
rakotworcze, teratogenne i mutagenne (Mirza Alizadeh i in., 2021; Nan i in., 2022).
Objawy spozycia zanieczyszczonej mikotoksynami zywno$ci obejmuja wystepowanie
biegunki 1 wymiotow, zmniejszenie apetytu, zapalenie zoladka 1 jelit, zaburzenia wzrostu,
a w ciezkich przypadkach mogg prowadzi¢ nawet do $mierci (Mohapatra i in., 2017).
Ponadto skazenie paszy mikotoksynami moze powodowaé zmniejszenie produkcji mleka
przez bydto o 5-10% (Ahmad i Gholib, 2016; Davies i in., 2021).
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1.4 Grzybowe patogeny roslin

Kroélestwo grzybow (Fungi) obejmuje szacunkowo ponad 1,5 miliona gatunkow,
jednak do tej pory opisano zaledwie okoto 148 tysiecy, do ktorych nalezg miedzy innymi
drozdze, grzyby strzepkowe i grzyby makroskopowe (Haelewaters i in., 2022).

Grzyby strzepkowe, potocznie nazywane plesniami, sg organizmami eukariotycznymi,
zbudowanymi z komoérek zwanych strzepkami o cylindrycznym, wydluzonym
i nitkowatym ksztalcie (Riquelme i in., 2018). Strzepki rosng poprzez wydtuzanie
wierzchotka i okresowe rozgalezienia tworzace ztozong, potaczong sie¢, ktorg uwaza si¢ za
pojedynczy organizm i okre§la mianem kolonii grzybow lub grzybnig (Vidal-Diez de
Ulzurrun i in., 2017). Wszystkie grzyby strzgpkowe sa obligatoryjnymi heterotrofami, tj.
wykorzystuja organiczne zrodta wegla jako substrat, ktory pobierajg ze srodowiska (Ritz,
2005). Bezwzgledna cudzozywno$é grzybow strzepkowych przesadza o tym, ze moga one
naleze¢ do saprofitow, komensali, symbiontéw lub patogenéw (Cairns i in., 2021).

Podstawowymi etapami w cyklu chorobowym grzybow fitopatogennych sa
rozprzestrzenianie si¢, kolonizacja (inwazja), wzrost 1 reprodukcja oraz przetrwanie
patogenu pod nieobecnos¢ zywiciela, to znaczy zimowanie lub przesezonowanie
(Gonzélez-Fernandez i in., 2010). Rysunek nr 5 przedstawia uproszczony schemat infekcji

roslin przez grzyby fitopatogenne.
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Rysunek 5. Schemat infekcji roslin przez grzyby fitopatogenne na przyktadzie Fusarium sp. i pszenicy.
Gleba i resztki pozniwne stanowia rezerwuar inokulum. Zarodniki przenoszone sa przez wiatr, wode¢ lub
wektory owadow na powierzchni¢ ro$liny, gdzie nastgpuje kolonizacja, wzrost i reprodukcja patogenu
(infekcja pierwotna) lub z wczesniej zainfekowanych czesci ro$linnych (infekcja wtérna). Zarodniki
i grzybnia mogg przetrwa¢ w glebie do nastgpnego sezonu, by rozpocza¢ kolejny cykl zyciowy. Opracowanie
wiasne na podstawie (Moonjely i in., 2023; Todorovi¢ i in., 2023). Utworzono za pomoca BioRender.com.
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Patogeny ro$lin (fitopatogeny) sa czesto klasyfikowane na podstawie ich strategii
kolonizacji 1 wywolywania choroby u gospodarza oraz sposobu, w jaki zywig si¢ jego
tkankami (Gonzalez-Fernandez i in., 2010). Grzyby biotroficzne pozyskujg sktadniki
odzywcze z zywych tkanek gospodarza i dlatego muszg utrzymywaé zywotnos¢ zywiciela.
Drobnoustroje te sa zdolne do tworzenia specjalnych struktur, tak zwanych strzepkow
ssawnych (haustoria), ktore wnikaja do komoérek roslinnych, umozliwiajagc im pobieranie
substancji odzywczych bez powodowania $mierci komoérek gospodarza na poczatkowym
etapie infekcji. Biotrofy utrzymujg stalg rownowage pomiedzy zjadliwoscig a unikaniem
wykrycia przez zywiciela, wykorzystujac czasteczki efektorowe do tlumienia $mierci
komorek roslinnych i manipulowania metabolizmem gospodarza (Horbach i in., 2011;
Laluk i Mengiste, 2010; Shao i in., 2021). W przypadku patogendéw biotroficznych
wydzielanie enzymoéw rozktadajacych $ciang komorkowa ros$lin jest zlokalizowane
i kontrolowane, aby utrzymac¢ swojego gospodarza przy zyciu (rysunek 6, lewa strona)
(Lorrai i Ferrari, 2021).

Nekrotrofy natomiast aktywnie zabijaja zainfekowang tkanke zywiciela, w celu
pozyskania skladnikéw odzywczych z martwych lub obumierajacych tkanek (Gonzélez-
Fernandez 1 in., 2010). Zakazenie grzybami nekrotroficznymi obejmuje kolejno etapy
adhezji zarodnikoéw, kietkowania, penetracji tkanek zywiciela, tworzenia pierwotnej
zmiany chorobowej, ekspansji zmiany chorobowej i maceracji tkanki, po ktdrej nastepuje
sporulacja (rysunek 6, prawa strona) (Horbach i in., 2011; Shao i in., 2021).

Zarodniki grzyba przywieraja do powierzchni ro$liny zywicielskiej za pomoca
niewielkich sit adhezyjnych (takich jak oddzialywania hydrofobowe) (Bano i in., 2023).
Penetracja roslinnej Sciany komoérkowej moze by¢ osiagnigta za pomoca aktywnych
mechanizmow (appressoria) oraz degradacji enzymatycznej, lub biernie, poprzez rany
I aparaty szparkowe. Po ustanowieniu infekcji tkanka roslinna jest rozktadana wskutek
dalszego rozktadu sktadnikow komorkowych. Do inicjowanej $mierci komorek dochodzi
w wyniku dzialania enzymoéw hydrolitycznych, toksycznych poziomoéw reaktywnych form
tlenu i toksyn o niskiej masie czasteczkowej (Horbach i in., 2011). Podczas infekcji grzyby
nekrotroficzne aktywnie manipuluja maszyneriag komoérkowa gospodarza w celu thumienia

mechanizmow obronnych (Horbach i in., 2011; Laluk i Mengiste, 2010).
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Rysunek 6. Strategie kolonizacji ro$lin przez grzyby fitopatogenne. Opracowanie wiasne na podstawie
(Pradhan i in., 2021). Utworzono za pomocg BioRender.com

Patogeny, ktore wykazuja poczatkowy tryb zycia biotroficzny, a nastepnie przechodza
do nekrotrofii i zabicia ro$§liny nazywane sg hemibiotrofami. Ponadto, niektore grzyby
mogg by¢ warunkowo biotroficzne lub nekrotroficzne, w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych i interakcji z gospodarzem roslinnym (Horbach i in., 2011; Shao i in.,
2021).

1.5 Czynniki wirulencji grzybow fitopatogennych

Czynniki wirulencji stanowig zestaw cech 1 mechanizméw molekularnych,
strukturalnych i biochemicznych, ktore umozliwiaja organizmom chorobotworczym
skuteczne infekowanie, rozmnazanie i przetrwanie w tkankach zywiciela, prowadzac do
rozwoju choroby (Khaledi i in., 2017). W niniejszej pracy szerzej omdowione zostang
wybrane czynniki wirulencji, do ktérych naleza: zdolno$¢ zarodnikow do adhezji
1 tworzenia biofilméw na powierzchni rosliny zywiciela, enzymy rozkladajace $ciang
komodrkowa roslin, enzymy proteolityczne i lipolityczne oraz czynniki wywotujace $mier¢

komorek gospodarza (fitotoksyny).

Adhezja zarodnikow do powierzchni rosliny zywiciela

Kontakt i adhezja zarodnikéw do powierzchni zywiciela sg pierwszymi etapami
wymaganymi do kietkowania i stuza jako czynnik wirulencji podczas ustanawiania infekcji
ro$lin (Apoga i in., 2001).

Grzyby fitopatogenne sa rzadko opisywane jako organizmy tworzace biofilm,

prawdopodobnie dlatego, ze nie spetniaja doktadnie definicji biofilmu opartej na modelach
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bakteryjnych. Niemniej jednak, zgodnie z zestawem kryteriow przedstawionych przez
Harding i in. (Harding i in., 2009), wzrost grzybow strzgpkowych wykazuje wlasciwosci
podobne do biofilmu. Naleza do nich obecnos¢ zewnatrzkomoérkowych materiatlow
polimerowych (ang. extracellular matrix, ECM) oraz komunikacja miedzypopulacyjna za
pomocag sygnatow zewnatrzkomorkowych, a takze odmienna ekspresja genow
1 zwigkszona oporno$¢ na zwiazki przeciwgrzybicze w poréwnaniu z komorkami
rozproszonymi lub luzno zwigzanymi (planktonowymi).

Inicjacja tworzenia biofilmu u grzybow nitkowatych nastepuje po fazie
planktonicznej, kiedy zarodniki lub fragmenty grzybni przyczepiaja si¢ do powierzchni
i zaczynaja si¢ rozmnaza¢ (Harding i in., 2009). Zarodniki, ktore nie sg w stanie przylgnaé
do powierzchni ro$liny tatwo ulegaja przemieszczeniu pod wplywem warunkoéw
atmosferycznych (Falanga i in., 2022; Whitehead i in., 2021). Rozwijajace si¢ strzepki
tworza monowarstwe lub mikrokolonie, pokryte macierza pozakomoérkowa. Macierz
pozakomorkowa (ECM) sklada si¢ gldwnie z polisacharydéw, biatek, DNA i lipidow,
ktore chronig komorki przed szkodliwymi warunkami zywiciela oraz $rodowiskowymi
(Apoga i in., 2001; Liu i in., 2022). Na pozniejszych etapach rozwoju biofilmu strzgpki
przeplatajg si¢ i zaczynaja tworzy¢ warstwowe i/lub zagregowane skupiska, czgsto pokryte
bardziej obfitym ECM. Dojrzaty biofilm tworzy struktury rozrodcze, umozliwiajace
rozprzestrzenianie si¢ poprzez uwalnianie zarodnikow (Apoga i in., 2001; Harding i in.,
2010). Zdolnos¢ do wytwarzania biofilmu moze zapewni¢ patogenowi grzybowemu
przewage w zakresie przetrwania w niekorzystnych warunkach, a takze zwigkszy¢

oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe (Peigian i in., 2014).

Enzymy rozkladajace Scian¢ komorkowa roslin

Sciana komérkowa roslin stanowi heterogeniczng strukture, ztozong z polisacharydéw,
biatek i polimerow aromatycznych, ktora petni funkcje fizycznej bariery, chroniacej przed
przedostawaniem si¢ patogenow do wnetrza komorek roslinnych (Malinovsky i in., 2014).
Sktad $ciany rézni si¢ w zaleznosci od rodzaju rosliny, tkanki oraz funkcji jaka petni,
zachowujac jednak wspolne podstawowe cechy budowy: mikrofibryle celulozy osadzone
s w matrycy pektyn, hemiceluloz, lignin oraz protein strukturalnych (Houston i in., 2016).

Grzyby fitopatogenne wydzielajg szereg enzymow degradujacych $ciang komorkowa
(ang. cell wall degrading enzymes, CWDE) w celu kolonizacji i pozyskiwania sktadnikow
odzywczych z tkanek ro$linnych. CWDE zmigkczaja ro$linng $ciang komodrkowa,

ulatwiajac penetracj¢ 1 rozprzestrzenianie patogenu w tkankach gospodarza oraz
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zwickszajac dostepnos¢ sktadnikow $ciany komorkowej do dalszej degradacji. Ponadto,
wszystkie grzyby fitopatogenne wymagaja tych enzymow na pdzniejszych etapach inwazji.
Enzymatyczna degradacja sktadnikow $ciany komorkowej zapewnia bowiem dostep do
substancji odzywczych oraz promuje wyciek tych sktadnikéw z protoplastu (Ortega i in.,
2013). Do CWDE zaliczamy enzymy rozkladajace celulozg (celulazy), pektyny
(pektynazy) oraz ksylan (ksylanazy) (Schmitz i in., 2019).

Celuloza jest homopolimerem zbudowanym 2z reszt D-glukozy potaczonych
wigzaniami [-1,4-glikozydowymi. Grupy od 100 do 10 000 czasteczek celulozy
potaczonych wigzaniami wodorowymi tworza mikrofibryle. Pomigdzy mikrofibrylami
celulozy rozmieszczony jest materiat macierzy, sktadajacy si¢ z substancji pektynowych,
hemiceluloz i biatek strukturalnych (Kubicek i in., 2014). Enzymy celulolityczne mozna
podzieli¢ w zalezno$ci od sposobu hydrolizy i specyficznosci substratowej na trzy gléwne
typy: B-1,4-endoglukanazy, egzoglukanazy 1 [-glukozydazg. Pierwsze z nich,
B-1,4-endoglukanazy, losowo hydrolizuja wewnetrze wigzania tancuchéw celulozy,
tworzac oligomery, na ktore z kolei dziataja egzoglukanazy, uwalniajac reszty celobiozy
1 innych oligosacharydow. Wreszcie, B-glukozydaza moze hydrolizowa¢ celobiozg lub
krétkotancuchowe oligosacharydy do glukozy. Synergistyczne dzialanie tych enzyméw
jest zatem odpowiedzialne za catkowity rozktad celulozy (Ma i in., 2019; Sohail i in.,
2011).

Kolejnym waznym sktadnikiem budulcowym roslinnej $ciany komorkowej sa
hemicelulozy, heteropolimery zbudowane gtéwnie z D-glukozy, D-galaktozy, D-mannozy,
D-ksylozy, L-arabinozy oraz kwasow heksauronowych (galakturonowego, glukuronowego
1 metyloglukuronowego). Do najwazniejszych hemiceluloz naleza ksylany, mannany,
galaktany i galaktomannany (Wesotowska-Trojanowska i Targonski, 2015).

Ksylan stanowi gléwny skladnik hemicelulozowy $ciany komoérkowej roslin. Tworzy
ztozong strukture sktadajaca sie ze szkieletu reszt D-ksylozy potaczonych wigzaniami
B-1,4-glikozydowymi, mniej lub bardziej podstawionymi réznymi grupami (acetylows,
arabinofuranozylowa, galaktozylowa, glukuronylowa i metyloglukuronylowa) (Kubicek
I in., 2014, Li i in., 2020). Endo-B-1,4-ksylanazy rozktadaja szkielet ksylanu poprzez
katalizowanie hydrolizy wigzan B-1,4 1 mogg odgrywa¢ wazna role podczas infekcji roslin,
nie tylko w wyniku degradacji $ciany komoérkowej, ale takze poprzez wywolywanie
nekrozy w tkankach gospodarza (Nakajima i Akutsu, 2014; Paccanaro i in., 2017).

Trzecim najobficiej wystepujacym skladnikiem $ciany komodrkowej roslin sa pektyny.

Stanowig one grupe zlozonych i wysoce heterogenicznych polisacharydéw, ktorych
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glownym sktadnikiem szkieletu sa jednostki kwasu D-galakturonowego, potaczone
wigzaniami o-1,4-glikozydowymi z cukrami obojetnymi, takimi jak arabinoza, galaktoza,
ksyloza i L-ramnoza obecnymi w tancuchach bocznych (Kubicek i in., 2014; Kumar i in.,
2012).

Degradacja pektyny wymaga jednoczesnego dziatania wielu enzymow ze wzgledu na
ztozona 1 niejednorodng strukture. Nalezg do nich zarowno enzymy dziatajace na szkielet,
takie jak endo-poligalakturonazy, egzo-poligalakturonazy (jesli rozszczepiajg odpowiednio
wewnatrz lub na koncu tancucha substratu), liazy pektynowe i pektynianowe, a takze
enzymy dzialajagce na tancuchy boczne, takie jak metyloesterazy pektynowe
I endoarabinazy (Schmitz i in., 2019). Uwaza si¢, ze enzymy pektynolityczne przyczyniaja
si¢ do zjadliwosci patogendw roslin. Sa bowiem jednymi z pierwszych enzymow
wydzielanych przez wiele fitopatogendéw, co wskazuje, ze ich aktywno$¢ jest niezbgdna
w degradacji sktadnikow strukturalnych $ciany komorkowej roslin (Kumar i in., 2012;
Lorrai i Ferrari, 2021).

Enzymy lipolityczne

Kutykula pokrywajaca nadziemne organy roslin tworzy skuteczng barier¢ przed
wysuszeniem, a takze zmniejsza podatno$¢ roslin na ataki patogenow, zapewniajac
mechaniczng odporno$¢ na choroby (Feng i in., 2005). Warstwa ta jest zlozong
1 zréznicowang mieszaning dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych, weglowodorow,
aldehydow, alkoholi pierwszorzedowych i drugorzedowych, ketonow i estrow woskow,
natomiast naskorek sklada si¢ z nierozpuszczalnego materiatu polimerowego zwanego
kutyng (Feng i in., 2005; Lasko$ i Czyczyto-Mysza, 2023).

Wiele grzybow fitopatogennych, atakujacych nadziemne czgéci roslin, bezposrednio
przenika przez kutykule zZywiciela, wykorzystujac zestaw zewnatrzkomoérkowych
enzymow hydrolitycznych, w tym lipaz (Subramoni i in., 2010).

Lipazy  (acylohydrolazy triacyloglicerolu)  hydrolizuja  wigzania  estrowe
w triacyloglicerolach na granicy faz oleju 1 wody, uwalniajac kwasy thuszczowe 1 glicerol.
Enzymy te moga przyczynia¢ si¢ do patogenezy poprzez degradacj¢ woskowiny, naskorka
1 $cian komoérkowych, umozliwiajac w ten sposob adhezj¢ patogenu do powierzchni
ro$liny i inwazj¢ tkanek ro$linnych oraz zapewniajgc dostep do substancji odzywczych
(Berto i in., 1999; Subramoni i in., 2010). Dodatkowo, lipazy grzybowe moga odgrywac

role w degradacji lipidow zapasowych, lipidow zawartych w roslinnej btonie komérkowe;j
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oraz w przekazywaniu sygnalow poprzez uwalnianie wtornych przekaznikow (Feng i in.,

2005).

Enzymy proteolityczne

Sciany komoérkowe, oprocz polisacharydow, zawieraja rowniez biatka, takie jak
glikoproteiny i1 ekstensyny oraz wode (Kubicek i in., 2014). Enzymy katalizujace
proteolize, okreslane jako proteazy, stanowig kolejng grupg enzymow istotnych w procesie
patogenezy. Wraz z CWDE dzialajg ha wczesnym etapie infekcji, umozliwiajac adhezje do
komoérek gospodarza, penetracj¢, kolonizacje 1 rozprzestrzenianie si¢ wewnatrz tkanek
roslinnych (Chandrasekaran i in., 2016; Ortega i in., 2013).

Proteazy hydrolizujg wigzania peptydowe i prowadzg do rozktadu biatek do peptydow
lub aminokwaséw. Enzymy te klasyfikowane sa na podstawie miejsca hydrolizy
(endopeptydazy i egzopeptydazy), optymalnego pH (proteazy kwasowe, zasadowe
i oboje¢tne) lub grupy funkcyjnej w miejscu aktywnym (aspartylowe, cysteinowe, metalo-,
serynowe, treoninowe) (Chandrasekaran i in., 2016).

Podczas inwazji gospodarza, enzymy proteolityczne odgrywaja kluczowa role
w degradacji biatek strukturalnych, co prowadzi do ostabienia i zniszczenia struktury
tkanki roslinnej. Uwolnione peptydy 1 aminokwasy moga dziata¢ jako sygnaty stresowe
lub aktywowac reakcje obronne rosliny. Ponadto, enzymy proteolityczne moga by¢
zaangazowane w unikanie lub neutralizowanie odpowiedzi obronnej ro$liny poprzez

degradacje biatek zwigzanych z reakcjami obronnymi (Chandrasekaran i in., 2016).

Fitotoksyny

Toksyny produkowane przez grzyby fitopatogenne, wykazujace szkodliwe dziatanie
wzgledem roslin nazywane s3 fitotoksynami, niezaleznie od ich wplywu na inne
organizmy (Xu i in., 2021). Fitotoksyny to nieenzymatyczne metabolity wtorne o niskiej
masie czasteczkowej, uwalniane przez grzybni¢ w momencie ustanowienia infekcji.
Nalezg do czynnikow wirulencji, a wiec prowadzg do nasilenia objawow chorobowych
w ro$linie (Ortega i in., 2013; Peng i in., 2021).

Mechanizm dziatania fitotoksyn jest bardzo zlozony i obejmuje zaburzenia funkcji
btony komdrkowej, mitochondridow i chloroplastow, ponadto metabolity te hamujg synteze
biatek i kwasow nukleinowych w ros$linie zywicielskiej (Peng i in., 2021).

Inhibicja enzymow uczestniczacych w biosyntezie lipidow i biatek przez fitotoksyny
prowadzi do zaklécenia struktury btony komoérkowej i wzrostu przepuszczalnosci, co

z kolei sprzyja wyciekowi zwigzkow wewnatrzkomérkowych, zaburzeniom réwnowagi
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jonowej oraz utracie funkcji metabolicznych (Karuna i Sashidhar, 2008; MJobius
I Hertweck, 2009; Williams i in., 2007). Uszkodzenia komorek i tkanek maja dalszy
wplyw na zaburzenia procesow fizjologicznych rosliny, takich jak transport wody,
asymilacj¢ fotosyntetyczng oraz oddychanie komoérkowe, prowadzac do wiedniecia,
zahamowania wzrostu, chlorozy, martwicy lub plamistosci lisci (Anjorin i Inje, 2014;
Karuna i Sashidhar, 2008; Shi i in., 2023). Niektore fitotoksyny mogg réwniez wplywaé na
poziom hormondow ro$linnych, takich jak kwas abscysynowy (ABA), etylen czy auksyny.
Zaburzenia w réwnowadze hormonalnej wplywaja na réznicowanie si¢ tkanek, rozwoj
korzeni, kwitnienie czy odpowiedzi na stres abiotyczny i prowadza do zaklocen
w prawidtowym wzroscie i rozwoju rosliny (Chanclud i Morel, 2016).

Wigkszo$¢ toksyn jest nieselektywna lub niespecyficzna wzgledem gospodarza, co
przejawia si¢ szkodliwym dziataniem dla szerokiej gamy roslin. Grzyby fitopatogenne
wytwarzajace toksyny nieselektywne naleza do najbardziej szkodliwych organizmow
w rolnictwie, powodujacych znaczne straty ekonomiczne. Tak zwane toksyny selektywne
lub specyficzne dla gospodarza, naleza do drugiej 1 mniejszej klasy fitotoksyn. Sa one
aktywne tylko w roslinach zywicielskich posiadajacych genetycznie uwarunkowang

wrazliwos$¢ na dang toksyng (Prell i Day, 2001).
1.6 Charakterystyka wybranych grzybéw fitopatogennych

W  niniejszej pracy przedstawiono wpltyw dzialania atmosferycznej plazmy
niskotemperaturowej na grzyby z rodzajow Fusarium, Botrytis i Alternaria, jako
przedstawicieli grzybow o szczegdlnym znaczeniu dla rolnictwa w Polsce (Jedryczka
i Kaczmarek, 2012; Kurzawinska i Machura, 2017; Remlein-Starosta i in., 2012;
Stepniewska-Jarosz i in., 2017). Ich obecno$¢ w uprawach skutkuje bezposrednimi
stratami ekonomicznymi oraz ograniczeniem dostgpnosci zdrowej zywnosci. Poza tym
produkowane toksyny oraz alergeny stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia
publicznego, co dodatkowo zwigksza znaczenie opracowania skutecznych metod ich
eliminacji.

Grzyby z rodzaju Fusarium

Fusarium to rodzaj grzybow nalezacy do workowcow (Ascomycota), klasy
Sordariomycetes, rzedu Hypocreales, rodziny gruzetkowatych (Nectriaceae) (Index
Fungorum). Rodzaj Fusarium obejmuje szacunkowo ponad 1500 gatunkow, do ktorych

naleza pasozyty, endofity oraz patogeny (Arie, 2019).
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Fusarium spp. nalezg do jednych z najczesciej izolowanych patogendéw roslin
uprawnych na $wiecie. Powoduja ogromne straty, wynikajace z wysokiej patogennos$ci
i toksynotworczo$ci, a takze szerokiego spektrum roslin zywicielskich (Sadowska i in.,
2021; Suchorzynska i Misiewicz, 2009). Gatunki patogenne porazajg zboza, takie jak
pszenice, owies, jeczmien, zyto, pszenzyto i kukurydze (Arie, 2019; Rozewicz i in., 2021).
Fuzariozy zb6z wystepuja przede wszystkim podczas uprawy na polu, ale moga rowniez
rozwijac¢ si¢ po zbiorach, jesli mokre ziarno nie zostanie skutecznie i szybko wysuszone
(Perincherry i in., 2019). Przedstawiciele rodzaju Fusarium atakujg takze inne rosliny,
takie jak banany, ananasy, soczewice, pomidory i groch (rysunek 7 a) (Wagacha
I Muthomi, 2007). Chociaz Fusarium spp. wykorzystuja wiele strategii infekcji, grzyby te
uwazane sg za hemibiotrofy zdolne do przejscia w nekrotroficzny tryb zycia w zalezno$ci
od specyficznych warunkow srodowiskowych (Rampersad, 2020).

Wielozywicielowo$¢ tych grzybow oraz zdolno$¢ do infekowania réznych tkanek
i organdow prowadzi do spadku plonowania roslin i obnizenia jako$ci produktow rolnych
(Fonseca-Guerra i in., 2022). Ponadto, niektore gatunki sg zdolne do wytwarzania
mikotoksyn, ktore moga powstawa¢ w porazonych roslinach podczas uprawy na polu lub
w czasie przechowywania (Bottalico, 1998; Gebremariam i in., 2020). Do mikotoksyn
produkowanych przez rodzaj Fusarium naleza fumonizyny, zearalenon i trichoteceny

(rysunek 7 b, na przyktadzie deoksyniwalenolu) (Ekwomadu i in., 2021).

Rysunek 7. a - Objawy fuzariozy w owocu pomidora (zaczerpnicto z Jeewon i in., 2024, publikacja
w otwartym systemie dostepu); b - Struktura chemiczna deoksyniwalenolu (opracowanie wiasne na
podstawie Wu i in., 2017).

Fusarium oxysporum uznawany jest za powszechny patogen, wystepujacy gownie
w glebach uprawnych we wszystkich strefach klimatycznych. Zarodniki moga zosta¢ tatwo
przeniesione za pomoca zakazonych materiatéw sadzeniowych 1 nasion, narzedzi
rolniczych 1 maszyn. Dodatkowo, patogeny te s3 w stanie przetrwa¢ w glebie pod
nieobecnos¢ zywiciela ponad 20 lat, gtdbwnie w postaci grubosciennych przetrwalnikowych

(chlamydospor), ktére sa odporne na wysychanie oraz niesprzyjajace warunki
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srodowiskowe. Dhugoterminowemu przetrwaniu sprzyja réwniez infekcja chwastow
1 innych ro$lin, ktore stanowig rezerwuar inokulum (Dita i in., 2018).

F. oxysporum powoduje zgnilizng¢ korzeni, wig¢dnigecie 1 nekroz¢ u ponad 120
gatunkéw ro$lin zywicielskich 1 zajmuje pigte miejsce sposrod 10 najwazniejszych
patogenow roslin o znaczeniu gospodarczym (Cai i in., 2022; Dean i in., 2012). Patogen
ten infekuje i wywotuje objawy chorobowe migdzy innymi u ro$lin z rodziny
psiankowatych (Solenaceae), obejmujacej pomidory, ziemniaki, papryk¢ i psianke
podtuzna, a takze u roslin strgczkowych, sataty i bananéw (Joshi, 2018).

Mimo, ze F. oxysporum charakteryzuje si¢ szerokim zakresem ros$lin zywicielskich, to
poszczegblne szczepy tego gatunku wykazuja selektywna patogenicznos¢ w stosunku do
mniej lub bardziej waskiego zakresu zywicieli. Szczepy z tym samym zakresem zywicieli
pogrupowane sa w ponad 100 formae speciales (ff. spp.; Ip. forma specialis, f. sp.).
Na przyktad szczepy odpowiedzialne za wigdnigcie pomidora nalezag do F. oxysporum
f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. cubanse jest specyficzny wobec bananow
a F. oxysporum f. sp. cucumerinum wobec ogorkéw (Joshi, 2018).

Patogenne szczepy F. oxysporum wywoluja za dwa rodzaje objawdw. NajczeSciej
prowadza do wigdnigcia naczyniowego lub rzadziej do gnicia (Edel-Hermann i Lecomte,
2019). F. oxysporum powodujacy wigdnigcie przenika do korzeni zywiciela i kolonizuje
tkanke ksylemu. W odpowiedzi zaatakowana ros$lina produkuje kalozg, tylozg lub zele,
ktére zatrzymuja transport wody w ksylemie, w celu ograniczenia rozprzestrzeniania si¢
patogenu w tkankach zywiciela. Prowadzi to do zablokowania naczyh 1 wigdnigcia
zainfekowanych czes$ci rosliny. Wydzielane przez F. oxysporum toksyny dodatkowo
przyspieszaja wigdnigcie tkanek poprzez uszkodzenie blony komoérkowej roslin i wyciek
wody. Objawami infekcji s3a zotkniecie liSci, postepujace wigdnigcie 1 defoliacja,
a w koncu obumieranie ro$liny w wyniku zatykania naczyn oraz toksyczno$ci
ogoblnoustrojowej (Arie, 2019; Michielse i Rep, 2009; Sun i in., 2017).

F. oxysporum wywolujacy gnicie postgpuje w korzeniach 1 tkankach kory
hipokotylowej, nie docierajac do ukladu naczyniowego. Rozwdj choroby skutkuje
pojawieniem si¢ przebarwionych tkanek, ktore przeksztatcaja si¢ w bragzowe lub czarne
nekrotyczne plamy. Choroby z objawami gnicia nazywane s3 fuzaryjng zgorzela lub
zgnilizng, a porazone ro$liny wykazuja zahamowanie wzrostu (Cai i in., 2022; Edel-

Hermann i Lecomte, 2019).
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Podczas procesu infekcji F. oxysporum wytwarza szereg czynnikow zjadliwosci,
obejmujacych enzymy degradujace $ciang komoérkowa (CWDE), biatka efektorowe
i mikotoksyny (Dutta i in., 2018; Michielse i Rep, 2009; Perincherry i in., 2019).

Kolejny przedstawiciel rodzaju Fusarium, F. culmorum, jest wszechobecnym grzybem
glebowym, wystepujacym glownie w  klimacie umiarkowanym, szczegodlnie
w chtodniejszych obszarach, takich jak poéinocna, $rodkowa i zachodnia Europa.
Rozmnaza si¢ bezpiciowo za pomoca zarodnikéw (konidiow), ktore sg gtowng droga
rozprzestrzeniania si¢. F. culmorum ma szeroka game ro$lin zywicielskich, do ktérych
nalezg gléwnie zboza, takie jak pszenica, jeczmien, owies, zyto, kukurydza, sorgo i rézne
trawy. Poraza rowniez inne ros$liny, takie jak burak cukrowy, len, fasola, groch, szparagi,
chmiel, swierk pospolity, truskawke i ziemniaki (Scherm i in., 2013; Schiwek i in., 2022).
Patogen ten jest czynnikiem sprawczym zgnilizny korzeni zb6z, zgnilizny kolb kukurydzy
i suchej zgnilizny bulw ziemniaka. Jest réwniez patogenem pozbiorczym, szczegolnie
w przypadku niewlasciwie wysuszonego i przechowywanego ziarna (Scherm i in., 2013).
Do glownych mikotoksyn wytwarzanych przez F. culmorum nalezg trichoteceny,
niwalenol, 3-acetylodeoksyniwalenol i zearalenon ktore stanowia potencjalne zagrozenie

dla zdrowia ludzi i zwierzat (Wagacha i Muthomi, 2007).

Grzyby z rodzaju Botrytis

Rodzaj Botrytis (gronowiec) nalezy do grzybow workowych (Ascomycota), klasy
patyczniakow  (Leotiomycetes), rzedu  tocznikowcow  (Helotiales),  rodziny
twardnicowatych (Sclerotiniaceae) (Index Fungorum).

Rodzaj Botrytis obejmuje dotychczas 34 uznane gatunki (Schumacher, 2017; Valero-
Jiménez i in., 2019). Sa to przede wszystkim nekrotrofy, ktore moga poraza¢ ponad 1400
réznych gatunkow roslin, powodujac straty w szerokim zakresie upraw o znaczeniu
gospodarczym. Opisano takze ogoélnoustrojowe i bezobjawowe zakazenia Botrytis spp., co
pokazuje, ze mogg rowniez funkcjonowac jako endofity (Shaw i in., 2016; Valero-Jiménez
i in., 2019).

Typowymi objawami prowadzacymi do strat zywno$ci sg rozprzestrzeniajace sie,
szybko rosngce zmiany martwicze z duza iloScig pigmentowanych, hydrofobowych
konidiow (Shaw i in., 2016).

Wiegkszo$¢ Botrytis spp. ma waski zakres zywicieli, w odroznieniu do B. cinerea,
ktéry nie wykazuje wyraznej specyficzno$ci wobec gospodarza i moze infekowa¢ ponad

200 gatunkoéw roslin, prowadzac do powaznych strat przed i po zbiorach w produkcji
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istotnych gospodarczo owocow, warzyw i kwiatow ozdobnych (rysunek 8 a) (Petrasch,
Knapp, 1 in., 2019; Woudenberg i in., 2015). B. cinerea, zwany takze szarg plesnia,
zajmuje drugie miejsce wsrdd dziesigciu grzybow powodujacych najwieksze straty
gospodarcze na $wiecie (Dean i in., 2012).

Patogen wnika do tkanek zywiciela gtownie przez rany lub naturalne otwory.
Niezaleznie od rodzaju infekcji, na poczatku cyklu chorobowego zazwyczaj przechodzi
krotka, bezobjawowg faze biotroficzng. Gdy tkanki roslinne zaczynaja si¢ starze¢ lub
dojrzewaé nastepuje agresywna faza nekrotroficzna, prowadzgca do ich szybkiego
rozktadu (Petrasch, Knapp, i in., 2019). Po zbiorze pozornie zdrowych plonow moze doj$é
do ich zepsucia w czasie przechowywania, transportu, sprzedazy detalicznej Ilub

u konsumenta (Dean i in., 2012).

Rysunek 8. a - Objawy zakazenia B. cinerea w truskawce (zaczerpnigto z Petrasch, Knapp, i in., 2019,
publikacja w otwartym systemie dostepu); b - Struktura chemiczna botrydialu (opracowanie wiasne na
podstawie Huang i in., 2021).

Infekcja, kolonizacja i ttumienie mechanizmow obronnych zywiciela przez B. cinerea
odbywa si¢ za posrednictwem enzymow litycznych, toksyn, wysokich stgzen reaktywnych
form tlenu, czynnikow wywotujacych martwice 1 szeregu metabolitow wtornych. Poza tym
grzyb ten rozwija appressoria, struktury infekcyjne rosngce na powierzchni rosliny,
z ktorych wydzielane sa oksydazy, kutynazy i lipazy w celu aktywnej penetracji warstw
kutyny i wosku roslinnego (Laluk i Mengiste, 2010). B. cinerea moze rowniez wydziela¢
kwas szczawiowy, ktory obniza pH tkanek zywiciela, prowadzac do zwigkszenia
aktywno$ci enzyméw a takze do zaklocenia integralnosci Sciany komorkowej przez
chelatowanie jonéw wapnia w strukturze pektyny. Kwas szczawiowy moze réwniez
wywola¢ zaprogramowang $mier¢ komorki (Williamson i in., 2007). Enzymy degradujace
sciang komodrkowa, takie jak lakazy, proteazy, pektynazy, a zwlaszcza endo-
poligalakturonazy umozliwiaja B. cinerea rozluznianie struktury S$ciany komorkowe;j
i rozktad sktadnikow komorek roslinnych w celu dalszej penetracji tkanek (Petrasch,

Knapp, i in., 2019).
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B. cinerea wytwarza rowniez botrydial, bedacy glownym fitotoksycznym metabolitem
nieselektywnym wzgledem zywiciela. Botrydial zostal powigzany ze zjadliwoscia,
poniewaz jego egzogenne zastosowanie wywotuje chlorozg, zapadanie si¢ komorek
i utatwia grzybom penetracj¢ tkanki roslinnej (rysunek 8 b) (Laluk i Mengiste, 2010).

Szara plesn stanowi zatem powazne zagrozenie dla rolnictwa 1 przemystu
spozywczego ze wzgledu na szeroki zakres roslin zywicielskich, zdolno$¢ adaptacji do
réznorodnych warunkow $rodowiskowych oraz szybkie tempo produkcji grzybni (Dean

i in., 2012; Williamson i in., 2007).

Grzyby z rodzaju Alternaria

Rodzaj Alternaria nalezy do workowcow (Ascomycota), klasy Dothideomycetes, rzgdu
Pleosporales, rodziny Pleosporaceae (Index Fungorum). Niektore gatunki Alternaria sa
bezplciowymi anamorfami workowca Pleospora, podczas gdy inne przypuszcza si¢, ze sg
anamorfami Leptosphaeria (Thomma, 2003).

Rodzaj Alternaria obejmuje okoto 300 gatunkéw, z czego wigkszo$¢ to saprofity,
powszechnie wystepujace w glebie lub rozktadajacych si¢ tkankach roslinnych. Szacuje
si¢, ze gatunki patogenne wywotuja choroby u ponad 400 gatunkéw roslin, obejmujacych
miedzy innymi zboza, pomidory, jabtka, winogrona, ros§liny oleiste, pomarancze, cytryny,
melony, ogorki, ziemniaki, papryke i mandarynki (Lee i in., 2015; Meena i in., 2017;
Thomma, 2003).

Kluczowa cechg taksonomiczng rodzaju Alternaria jest wytwarzanie duzych,
wielokomorkowych, ciemno zabarwionych (melanizowanych) konidiow z podluznymi
1 poprzecznymi przegrodami. Melaniny, oprocz roli w rozwoju konidiow, wydaja si¢ mie¢
posrednia, jak réwniez bezposrednia funkcje w zjadliwosci. Chronig grzyby przed stresem
srodowiskowym oraz niesprzyjajacymi warunkami, takimi jak ekstremalne temperatury,
promieniowanie ultrafioletowe (UV) 1 zwiagzki wydzielane przez antagonistyczne
drobnoustroje (Thomma, 2003).

Zarodniki s3 przenoszone na powierzchnie ro$lin gltownie przez wiatr, gdzie
kolonizujg i porazaja nadziemne czes$ci roslin, zwlaszcza liscie. Powoduja stosunkowo
powolne niszczenie tkanek zywiciela w wyniku zmniejszenia potencjatu fotosyntetycznego
1 powstawania zmian martwiczych. Grzyb znajduje si¢ w centrum zmiany, ktora jest
otoczona niezaatakowang chlorotyczng strefg, powstajaca w wyniku dyfuzji toksycznych

metabolitow (rysunek 9 a). Zazwyczaj oslabienie tkanki, spowodowane stresem,
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starzeniem si¢ lub zranieniem, sg bardziej podatne na infekcje Alternaria spp. niz tkanki
zdrowe (Escriva i in., 2017; Thomma, 2003).

Optymalna temperatura wzrostu grzybow z rodzaju Alternaria miesci si¢ w zakresie
od 22 do 30°C. Jednakze, odnotowano nizsze temperatury wzrostu w zakresie od
2,5 do 6,5°C, a nawet od 0 do -5°C w chlodniejszych regionach (Juan i in., 2016). Ich
wszechobecno$¢ oraz zdolno$¢ do namnazania si¢ 1 wytwarzania toksyn nawet
w niesprzyjajacych warunkach (niska temperatura i mata aktywno$¢ wody) sprawiaja, ze
rodzaj ten jest odpowiedzialny za psucie si¢ wielu towardw podczas transportu

I przechowywania (Escriva i in., 2017).
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Rysunek 9. a - Objawy brazowej plamistosci na lisciach ziemniaka (zaczerpnigto z Park i in., 2024
publikacja w otwartym systemie dostepu); b - struktura chemiczna alternariolu (opracowanie wtasne na
podstawie Sahai in., 2012).

Alternaria alternata jest patogenem prawie 100 gatunkéw roslin, w zwigzku z czym
jest grzybem o istotnym znaczeniu gospodarczym, prowadzacym do utraty
1 zanieczyszczenia zywnosci i paszy (Lee i in., 2015; Thomma, 2003; Wenderoth i in.,
2019). A. alternata poraza glownie liscie, owoce i mtode pedy, powodujac nekroze,
defoliacje, skrocenie cyklu wzrostu oraz rozktad tkanek po zbiorach (Kumar i in., 2022;
Liu i in., 2021). Oprocz utraty plonow w wyniku infekcji roslin, A. alternata powoduje
ogromne szkody w rolnictwie w wyniku skazenia Zywno$ci oraz paszy mikotoksynami
(Thomma, 2003; Wenderoth i in., 2019). Nalezg do nich alternariol (rysunek 9 b), eter
monometylowy alternariolu oraz altertoksyny | i Il. Obok mechanizméw penetracji
1 procesdw enzymatycznych, toksyny te sa uwazane za wazny czynnik zjadliwosci (Meena
iin., 2017). A. alternata jest uwazany rowniez jako jedna z glownych przyczyn alergii na
grzyby u ludzi i zwierzat (Wenderoth i in.,, 2019). Zidentyfikowano 16 alergenow
A. alternata, wywolujacych astme i infekcje gornych dréog oddechowych u ludzi
(Kustrzeba-Wojcicka i in., 2014; Woudenberg i in., 2015).
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1.7 Strategie kontroli grzybow fitopatogennych

Prewencja i zwalczanie choréb grzybowych w uprawach rolnych

Kontrolowanie zanieczyszczenia grzybami na wszystkich etapach tancucha rolno-
spozywczego odgrywa kluczowag role w ograniczaniu strat zywnosci. Do etapow
szczegblnie narazonych na wystgpowanie chordéb grzybiczych roslin uprawnych nalezy
uprawa na polu, gdzie woda, gleba i powietrze stanowig naturalne $rodowiska bytowania
patogenow (Davies i in., 2021; Leyva Salas i in., 2017).

W przypadku upraw polowych zanieczyszczenie grzybami jest zwykle kontrolowane
za pomoca fungicydow, a takze poprzez stosowanie niektoérych praktyk zarzadzania
uprawami, takich jak ptodozmian oraz wyboér odmiany odpornej lub tolerancyjnej na
porazenie przez grzyby (Fernandez-San Millan i in., 2021; Leyva Salas i in., 2017). Istnieje
rowniez duze zainteresowanie wprowadzeniem genetycznie zmodyfikowanych odmian
odpornych na choroby, strategiami zwalczania patogenéw opartymi na RNAi, a takze
stosowaniem $§rodkoéw kontroli biologicznej drobnoustrojow (ang. microbial biological
control agents, MBCA). Jednak fungicydy pozostaja obecnie najpote¢zniejsza bronia
przeciwko patogenom upraw (Kohl i in., 2019; Steinberg i Gurr, 2020).

Fungicydy to syntetyczne lub naturalne zwigzki chemiczne, stosowane w celu
zapobiegania oraz kontroli infekcji grzybiczych w uprawach roslin, a co za tym idzie, do
minimalizacji strat w plonach. Dziataja poprzez ukierunkowane zaburzenie procesow
zachodzacych w komorkach patogenow, takich jak zachowanie integralnosci bion
plazmatycznych, podzial komoérek lub oddychanie mitochondrialne, prowadzac do
zahamowania wzrostu i rozmnazania oraz do $mierci komoérek (Oliver i Hewitt, 2014).

Syntetyczne fungicydy mozna podzieli¢ zgodnie ze strategig dziatania na specyficzne
(inhibitory o pojedynczym miejscu docelowym, ang. single-site) oraz fungicydy o kilku
celach w komorce grzyba (ang. multi-site). Fungicydy specyficzne sg wysoce aktywne
wzgledem okreslonych gatunkéw grzybow, co skutkuje tagodzeniem choroby przy bardzo
niskich dawkach. Natomiast fungicydy typu multi-site mogg by¢ stosowane do
zapobiegania lub zwalczania szerszego zakresu patogenow roslin (Yang i in., 2019).

Dominujacg grupa fungicydow o pojedynczym miejscu docelowym sg azole,
hamujace biosynteze ergosterolu, sktadnika istotnego dla stabilnosci blony komorkowe;j
i organelli, prowadzgce do ostabienia struktury komorkowej i $mierci grzyba (Oliver

I Hewitt, 2014). Z kolei strobiluryny i inhibitory dehydrogenazy bursztynianowej zaktocaja
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fancuch przenoszenia elektrondéw w oddychaniu mitochondrialnym. Wraz z azolami te
fungicydy stanowig okoto 77% rynku (Steinberg i Gurr, 2020).

Chociaz $rodki grzybobojcze o pojedynczym miejscu docelowym sg skuteczne
w zwalczaniu patogenow grzybiczych, ich stosowanie wigze si¢ z duzym ryzykiem
rozwoju opornosci w ciggu kilku lat uzytkowania (Oliver i Hewitt, 2014; Steinberg i Gurr,
2020). W przypadku benzimidazoli zaledwie dwa lata intensywnego stosowania
wystarczyly, aby U parcha jabtoni (Venturia inaequalis) oraz szarej plesni (Botrytis
cinerea) rozwingta si¢ oporno$¢. Podobnie w przypadku innych inhibitoréw
0 pojedynczym miejscu docelowym, takich jak fenyloamidy i strobiluryny, oporne szczepy
pojawity sie juz w ciggu dwoch lat od wprowadzenia na rynek (Deising i in., 2008).

Nabywanie oporno$¢ na S$rodki grzybobdjcze moze wynika¢ z mutacji gendw
kodujacych cel dla $rodkow grzybobodjczych (jakosciowa opornos¢ na $rodki
grzybobojcze). Mutacje w komorkach grzybow powstaja spontanicznie lub pod wplywem
czynnikow zewnetrznych, takich jak §wiatto UV czy substancje chemiczne. Zwigkszenie
stezenia danego $rodka grzybobodjczego nie wplywa na poprawe skutecznosSci
w zwalczaniu opornych osobnikow (Deising i in., 2008).

Rozwdj opornosci na $rodek grzybobdjczy moze roéwniez wynikaé z rdznych
mechanizmow indukowanych przez subletalny stres grzybobodjczy (ilosciowa opornos¢ na
srodki grzybobojcze). Wigkszo$¢ tych mechanizmow opiera si¢ na utrzymywaniu
wewnatrzkomorkowego stezenia Srodka grzybobojczego ponizej progu krytycznego
poprzez: synteze biatkowych transporterdw usuwajacych srodek grzybobojczy z komorki,
modyfikacje bton plazmatycznych w celu zmniejszenia przepuszczalnosci wzgledem
srodka grzybobdjczego oraz syntez¢ enzymow rozktadajacych srodki grzybobdjcze. Wsrod
innych czynnikow mogacych powodowac¢ wzrost tolerancji grzyboéw na fungicydy
wymienia si¢ zwigkszenie ekspresji bialek docelowych dla fungicydow oraz synteze
alternatywnych enzymoéw, zastepujacych funkcje tych, ktore zostaty zablokowane przez
fungicyd. Powtarzanie zabiegdw grzybobdjczych powoduje selekcje tolerancyjnych
osobnikdw, a ponadto subletalny stres grzybobojczy stymuluje dalszy rozwdj tolerancji
wzgledem $rodka, az w koncu cata populacja bedzie sktadaé si¢ z osobnikdéw prawie
calkowicie opornych (Deising i in., 2008).

Opornos¢ moze by¢ dziedziczona i sta¢ si¢ cechg populacji. Oporne mutanty stajg si¢
dominujace w populacji, prowadzac do zmniejszenia skuteczno$ci fungicydow
1 utrudniajac kontrole chorob grzybowych. Moze to skutkowa¢ konieczno$cig stosowania

wyzszych dawek (w przypadku opornosci ilosciowej) lub silniejszych fungicydoéw
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(w przypadku opornosci jakosciowej), zwigkszajac tym samym koszty i potencjalnie
jeszcze bardziej szkodzac srodowisku (Leadbeater, 2014; Sudoma i in., 2021).

Fungicydy moga by¢ szkodliwe dla organizméw niebedacych celem zwalczania,
takich jak pozyteczne owady, organizmy wodne i mikroorganizmy glebowe, poniewaz
wplywaja na podstawowe procesy biologiczne, ktore nie sg specyficzne dla grzybow
(Komarek i in., 2010; Marinho i in., 2020). Niektore fungicydy wykazuja wiasciwosci
dhugotrwatego utrzymywania si¢ w srodowisku poprzez akumulacje w glebie, zbiornikach
wodnych, tkankach roslinnych, a poprzez tancuch pokarmowy mogg przedostawaé sie
nawet do tkanek zwierzat. Bioakumulacja tych zwigzkow moze mie¢ zatem
dlugoterminowy wptyw na ekosystemy i potencjalnie stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
ludzi (Fisher i in., 2021; Oliveira i in., 2015; Sudoma i in., 2021).

Pojawienie si¢ problemow Srodowiskowych zwigzanych z pozostaloSciami
chemicznymi i selekcja opornych na fungicydy patogenéow doprowadzitlo w koncu do
wprowadzenia bardziej restrykcyjnych przepiséw regulujacych ich stosowanie. Ponadto,
koszty 1 ramy czasowe opracowywania i komercjalizacji nowych fungicydéw sa na tyle
wysokie, ze zazwyczaj tylko duze uprawy moga przyciagna¢ niezbedne inwestycje
w przemysle rolno-chemicznym (Davies i in., 2021; Jankowska i in., 2016). W 1995 roku
koszty odkrycia i opracowania nowego srodka ochrony roslin wynosity okoto 152 miliony
dolarow, natomiast w 2016 roku koszty te siggaly juz 286 milionow dolardéw, a $redni czas
opracowywania nowego $rodka grzybobojczego wzrost z 8,3 do 11,3 lat (Villai in., 2017).

W Polsce stosowanie fungicydow 1 innych srodkéw ochrony roslin jest regulowane
przez prawo krajowe oraz unijne. Gtownym aktem prawnym dotyczacym tego problemu
jest Ustawa z dnia 18 grudnia 2003 roku o ochronie roslin (Dz.U. z 2004 r. Nr 11, poz. 94,

z pozn. zm.), ktora zostata dostosowana do przepiséw unijnych.

Metody ochrony plodéw rolnych przed grzybami fitopatogennymi na dalszych
etapach lancucha rolno-spozywczego

Nalezy zauwazy¢, ze stosowanie skutecznych strategii zwalczania grzybow w trakcie
uprawy moze przynie$¢ pozytywne efekty na dalszych etapach tancucha rolno-
zywnosciowego, ograniczajac ryzyko wystepowania choréb pozniwnych (Deshi i in.,
2014). Kolonizacja tkanek roslinnych przez patogenny sprawia bowiem, ze dotarcie do
nich $rodkow odkazajacych lub innych metod oczyszczania jest praktycznie niemozliwe

(Alegbeleye i in., 2022; Rozewicz i in., 2021).
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Przechowywanie w chlodni jest najczgsciej stosowang praktyka w celu zmniejszenia
aktywno$ci metabolicznej patogenow i ograniczenia rozwoju mikroorganizméw. Warunki
przechowywania w  niskiej temperaturze muszag by¢ jednak dostosowane
i zoptymalizowane dla kazdego rodzaju produktu (Ziv i Fallik, 2021). Zalecany zakres
temperatur przechowywania wynosi od 0 do 5°C, chociaz niektére produkty sa wrazliwe
na niskie temperatury i nalezy je przechowywaé¢ w wyzszych temperaturach, zwykle okoto
7°C. Jednakze niektore grzyby psychrotroficzne powoduja psucie si¢ zywnosci nawet
w warunkach niskich temperatur (Alegbeleye i in., 2022). Istotng wadg chlodzenia, jest
konieczno$¢ zapewnienia statego zasilania energetycznego, co prowadzi do wysokich
kosztéw operacyjnych, szczegolnie w duzych chlodniach i podczas dlugotrwalego
przechowywania (Karacan i in., 2023). Dodatkowo, przechowywanie w chtodni wymaga
odpowiedniej infrastruktury logistycznej, w tym specjalistycznych pojazdéw do transportu
chlodniczego, co zwigksza koszty zwigzane z dystrybucja produktow spozywczych. Poza
tym, niektdore produkty spozywcze pod wptywem niskich temperatur mogg zmienia¢ swoje
wlasciwosci, migdzy innymi teksture, smak, a nawet sktad chemiczny (Han i in., 2021).

Stosowanie roznych technik pakowania chroni Zzywno$¢ przed uszkodzeniami
mechanicznymi, ktére s3 najczestsza przyczyna infekcji  mikrobiologicznych.
Zastosowanie prozni, atmosfery modyfikowanej lub srodkow wigzacych tlen dodatkowo
wydluza okres przydatnosci do spozycia $wiezych produktéow (Davies i in., 2021; Leyva
Salas i in., 2017). Wigkszo$¢ technik pakowania generuje odpady, szczegolnie ze cze$é
z nich nie nadaje si¢ do recyklingu, co zwigksza problem zarzadzania odpadami
I dodatkowo obcigza $rodowisko. Materialy opakowaniowe mogag mie¢ rowniez
potencjalnie szkodliwe dziatanie dla zdrowia konsumentéw poprzez reakcje chemiczne
z zywnoscig oraz uwalnianie niebezpiecznych substancji chemicznych i mikroplastiku do
produktow spozywczych (Abdullahi, 2014).

W zalezno$ci od rodzaju surowca moga by¢ wykorzystywane rézne metody utrwalania
zywno$ci obejmujace: obrdbke termiczng, takie jak pasteryzacja oraz sterylizacja
w wysokiej temperaturze (ang. ultra-high temperature, UHT); usuwanie wody poprzez
suszenie, liofilizacj¢, wedzenie; redukcje aktywnosci wody w wyniku wysokich stgzen
cukru i soli; modyfikacje pH przez zanurzenie w occie lub innych kwasach (Leyva Salas
i in., 2017). Mimo, ze utrwalanie zywnoS$ci tymi metodami jest skuteczne w inaktywacji
grzybow odpowiedzialnych za psucie, wptywaja jednak na pogorszenie wilasciwosci
odzywczych oraz cech sensorycznych (zmiany wygladu, smaku, zapachu). Poza tym sg

bardzo kosztowne ze wzgledu na wysokie zuzycie energii (Chiozzi i in., 2022).
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Srodki grzybobojcze, takie jak fungicydy oraz chemiczne $rodki dezynfekujace sa
stosowane w celu zmniejszenia obcigzenia grzybami swiezych owocoéw 1 warzyw rowniez
po zbiorach (Davies i in., 2021; Leyva Salas i in., 2017). Do metod obrobki chemiczne;j
naleza chlorowanie w postaci poptuczyn z rozpuszczonymi solami podchlorynowymi,
stosowanie dwutlenku chloru (ClO>), alkoholi, siarczanu miedzi (CuSOs), kwasow
organicznych, nadtlenku wodoru (H202), ozonu (Oz) i kwasu nadoctowego (PAA).
Czestym wyzwaniem zwigzanym z wigkszo$cig zabiegdéw chemicznych jest zalezno$¢ ich
skutecznosci od dawki i czasu obrébki, przy jednoczesnym zachowaniu jakosci produktu
(Davies i in., 2021).

Pomimo wysokiej skutecznosci $rodkéw chemicznych w hamowaniu aktywnosci
drobnoustrojéw, ich stosowanie w celu sanityzacji $wiezych produktow ma pewne
ograniczenia, takie jak niska stabilno§¢ chemiczna (H202, PAA, Oz), obawy zwigzane
z bezpieczenstwem podczas uzytkowania (ClO2, PAA, Oz) oraz osadzanie szkodliwych
produktow ubocznych i pozostatosci na surowcach (CuSOs, ClO2) (Davies i in., 2021; Ziv
i Fallik, 2021). Kolejng powazna wada metod chemicznych jest powstawanie ptynnych
sciekow, ktorych oczyszczanie stanowi dodatkowy etap przetwarzania, zwigkszajacy
catkowity koszt procesu (Davies i in., 2021; Pankaj i in., 2014).

W celu kontrolowania lub dezaktywacji mikroorganizmow i zarodnikow w zywnosci
przetworzonej stosowane sa chemiczne srodki konserwujace w tym benzoesan, propionian,
sorbinian, azotany, azotyny i siarczyny (Leyva Salas i in., 2017). Rosnace oczekiwania
konsumentéw dotyczace zdrowszej 1 bezpieczniejszej zywnosci spowodowaly wzrost
popytu na produkty pozbawione $rodkéw chemicznych. Eliminacja konserwantéw
z zywnosci moze jednak wigzac si¢ ze zmniejszong stabilnoscig w trakcie przechowywania

I niesie ryzyko jej zepsucia (Alegbeleye i in., 2022; Kora i in., 2005).

Dezynfekcja powierzchni majacych kontakt z zywnoscig

Wykrywanie potencjalnych zanieczyszczen mikrobiologicznych i1 podejmowanie
skutecznych dziatan w celu ich ograniczenia w $rodowisku produkcyjnym jest jednym
z najskuteczniejszych sposobow ograniczenia psucia si¢ zywnosci, a tym samym
wydhuzenia okresu przydatnosci do spozycia (Bernardi i in., 2019). Duze znaczenie ma
higiena $rodowiska (zarowno powietrza, jak 1 powierzchni roboczych), poniewaz
ogranicza ryzyko transferu mikroorganizmow patogennych z powierzchni kontaktowych

na produkty spozywcze (Alegbeleye i in., 2022; Kora i in., 2005).
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Stosowane do przechowywania zywnosci pojemniki mogg by¢ no$nikami szkodliwych
mikroorganizméw, poniewaz czg¢sto sg niewlasciwie zaprojektowane lub wykonane
z materiatow trudnych do czyszczenia. Trudno dost¢pne obszary, w ktorych moga
gromadzi¢ si¢ resztki zywnos$ci, wilgo¢ i brud sprzyjaja wzrostowi i namnazaniu si¢
mikroorganizméw, natomiast porowate lub chropowate powierzchnie sprzyjaja
zatrzymywaniu drobnoustrojow, nawet po doktadnym umyciu (Alegbeleye i in., 2022).

Pojemniki wykonane sg z roznego rodzaju materialdéw, w tym drewna, tektury falistej
i tworzyw sztucznych (Alegbeleye i in., 2022; Giordano i in., 2021). Do zbierania,
przechowywania i handlu szeroka gama produktow, w tym $wiezych owocow 1 warzyw,
wykorzystywane sg najczesciej drewniane skrzynie, palety i pudta. Drewno jest generalnie
uznawane za odpowiednie pod wzgledem higienicznym do stosowania w przemysle
spozywczym. Nalezy jednak unika¢ obecnosci plesni na drewnianych materiatach
opakowaniowych na kazdym etapie lancucha zywnosciowego. Rozwéj grzybow,
obejmujacy kietkowanie zarodnikow i wzrost strzgpek prowadza bowiem do formacji
widocznej grzybni, co sprawia, ze drewno staje si¢ nieakceptowalne pod wzgledem
estetycznym 1 higienicznym do bezposredniego kontaktu z produktami spozywczymi
(Giordano i in., 2021).

Grzyby patogenne odpowiedzialne za choroby przechowywanych towarow
przenoszone s3g z porazonych produktow i ich resztek na powierzchni¢ materiatow
opakowaniowych. Patogenne inokulacje sa zrodtem tzw. zanieczyszczen krzyzowych,
prowadzacych do rozwoju chorob w kontakcie z kolejng partig surowcoOw (Kora i in.,
2005; Pankaj i in., 2014). Dlatego zaleca si¢ odpowiednig dezynfekcje skrzynek jako
wazny Srodek zapobiegawczy, ktory zmniejsza ryzyko wystgpowania skazen podczas
przechowywania surowcow (Kora i in., 2005).

Materialy przeznaczone do przechowywania zywno$ci podlegaja szczegdlnym
przepisom. Obowigzujace w Europie rozporzadzenie nr 1935/2004 (Dz.U. L 338
z 13.11.2004) stanowi, ze materiaty przeznaczone do bezpiecznego kontaktu z zywnos$cig
nie mogg zmienia¢ wiasciwosci zywnos$ci pod wzgledem chemicznym, mikrobiologicznym
I sensorycznym.

Kluczowe znaczenie maja dobre praktyki higieniczne oraz system analizy zagrozen
i krytycznych punktow kontroli (ang. hazard analysis and critical control points, HACCP),
ktory skupiaja si¢ na identyfikowaniu, ocenie i kontrolowaniu zagrozen zwigzanych

z bezpieczenstwem zywnosci (Leyva Salas i in., 2017).
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W zakladach przetworstwa spozywczego stosowane sa odpowiednie procedury
czyszczenia oraz dezynfekcji w celu kontrolowania skazenia mikrobiologicznego
magazynow, obszarow przetwarzania i pakowania oraz uzytkowanego sprzetu (Kora i in.,
2005). Czyszczenie jest pierwszym etapem polegajacym na fizycznym lub mechanicznym
usuwaniu resztek i brudu z powierzchni, w celu wstepnej redukcji obcigzenia
mikrobiologicznego. Dodatkowo, zastosowanie $rodkow chemicznych powoduje
zmniejszenie sity wigzania z powierzchnig i ufatwia ich usuniecie. W kolejnym etapie
uzycie odpowiednich metod dezynfekujagcych zmniejsza zywotno$¢ mikroorganizmow
pozostatych po etapie czyszczenia (Dallagi i in., 2023).

W przemysle spozywczym powszechnie stosowane sg metody dezynfekcji oparte na

dzialaniu wysokiej temperatury, srodkow chemicznych lub promieniowania.

Sterylizacja termiczna

Metody termiczne opierajg si¢ na biobdjczym dziataniu wysokiej temperatury wody,
pary wodnej lub powietrza. Metody te wykazuja wysoka skuteczno$¢ wobec roznych
zanieczyszczen mikrobiologicznych, wymagaja krotkiego czasu ekspozycji 1 nie
pozostawiaja zanieczyszczen chemicznych. Wadami metod termicznych sa natomiast
wysokie zuzycie energii 1 wody oraz konieczno$¢ stosowania materiatow odpornych na

wysoka temperaturg oraz korozj¢ (Katsigiannis i in., 2022).

Chemiczne metody sterylizacji

Aby zmniejszy¢ zuzycie energii i wody, preferowane sa nietermiczne metody
dezynfekcji i sterylizacji, zazwyczaj z uzyciem $rodkoéw chemicznych, takich jak kwasy
1 zasady organiczne (np. kwas nadoctowy), alkohole, tlenek etylenu, czwartorzedowe
zwigzki amoniowe, zwigzki chloru, ozon i nadtlenek wodoru (Jildeh i in., 2021;
Katsigiannis i in., 2022).

Podchloryn sodu (NaClO) jest powszechnie stosowany jako tani $rodek o szerokim
spektrum dzialania w przemysle spozywczym do dezynfekcji urzadzen i1 przyborow
sanitarnych oraz obiektow. Zwigzek ten musi by¢ jednak przechowywany w ciemnosci
i w umiarkowanej temperaturze, aby unikng¢ utraty wtasciwosci (Bernardi i in., 2019).

Ozon (O3) dziata jako bardzo silny $rodek utleniajacy, ktory przenika przez btong
komorkows, dzigki czemu moze atakowaé rozne struktury komorkowe, prowadzac do
$mierci komoérki (Hojnik i in., 2019). W wyniku dysocjacji ozonu powstaje czgsteczka

tlenu i rodnik tlenowy, charakteryzujace si¢ duza reaktywnosciag 1 potencjatem
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utleniajagcym. Ozon jest jednak wysoce niestabilny i nie mozna go przechowywac ani
transportowac (Jildeh i in., 2021).

Roztwory nadtlenku wodoru (H202) o réznym stezeniu sg szeroko stosowane do
sterylizacji powierzchni w sektorze spozywczym. Mechanizm dziatania opiera si¢ na
uwalnianiu wolnych rodnikéw tlenowych (rodnikéw hydroksylowych), ktére uszkadzaja
struktury komoérkowe, prowadzac do inaktywacji mikroorganizmow. Zaletami tego $rodka
jest fatwo$¢ stosowania oraz nietoksyczne, bezwonne i przyjazne dla srodowiska produkty
koncowe w postaci wody i tlenu (Jildeh i in., 2021).

Niektore chemiczne $rodki czyszczace 1 odkazajace charakteryzuja si¢ toksycznos$cia,
z tego wzgledu konieczne jest zachowanie szczegolnej ostroznosci podczas ich stosowania.
Poza tym istnieje ryzyko przeniesienia szkodliwych pozostato$ci na zywnos¢ w wyniku
kontaktu z dezynfekowang powierzchnig. Innym aspektem sg uszkodzenia, jakie dany
srodek odkazajacy moze spowodowac na traktowanej powierzchni, poniewaz sprzyjaja one
gromadzeniu si¢ materii organicznej 1 formowaniu biofilmu mikrobiologicznego
(Katsigiannis i in., 2022). Ponadto stosowanie $rodkéw chemicznych generuje ogromne
ilo$ci $ciekdw, co stanowi dodatkowe obcigzenie ekonomiczne oraz Srodowiskowe (Hojnik

i in., 2019).

Techniki radiacyjne

Oprécz powyzszych, znane sg rowniez techniki radiacyjne, do ktorych zaliczamy
napromieniowanie UV i $§wiatlem pulsacyjnym, napromieniowanie gamma i X (Hojnik
i in., 2019). Dziatanie tych metod opiera si¢ na posrednim oddzialywaniu elektronow (e°),
rodnikéw hydroksylowych (OHe¢), rodnikéw hydroksyperoksylowych (HO2¢), nadtlenku
wodoru (H202) i innych reaktywnych form powstajacych w wyniku radiolizy wody
komorkowej, prowadzacych do uszkodzenia struktur komorkowych, takich jak pekniecie
nici DNA, rozerwanie btony komodrkowej czy mechaniczne uszkodzenia S$cian
komorkowych, co skutkuje $miercig komorek grzybow (Hojnik i in., 2019). Im promienie
majg krotsze fale, tym sg bardziej przenikliwe, gdyz majgq wigkszg energi¢. Promienie UV
sg zatrzymywane przez cienka warstwe szkta, natomiast promienie gamma i X przechodza
przez szkto 1 inne materiaty opakowaniowe (Szczawinska i Ignatowicz, 1998).

Nowoczesnym technologiom stawiane sg coraz wyzsze kryteria, takie jak poprawa
wydajnosci, wydhluzenie okresu przydatnosci zywnosci do spozycia, zachowanie
sktadnikéw odzywczych, cech organoleptycznych oraz $wiezosci produktow, a takze

poprawa jako$ci i bezpieczenstwa zywnos$ci. Coraz wigcej uwagi poswigca sie zatem
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nowym technologiom nietermicznym, W tym napromieniowaniu jonizujagcemu
1 niejonizujacemu, przetwarzaniu wysokocisnieniowemu (HPP), pulsacyjnemu polu
elektrycznemu (PEF), pulsacyjnemu s$wiattu (PL), zimnej plazmie (CP) lub myciu
wspomaganym ultradzwickami (US) (Mirza Alizadeh i in., 2021; Misra i in., 2014).

1.8 Zimna plazma atmosferyczna

Plazma jest powszechnie okreslana jako czwarty stan materii obok ciata stalego,
cieczy 1 gazu. Jako granice oddzielajacg faze gazowa od plazmy uznaje si¢ moment zmiany
wlasciwos$ci fizycznych gazu, w ktorym wskutek jonizacji pojawia si¢ przewodnictwo
elektryczne wraz z towarzyszaca temu utrata zdolnosci izolacyjnych. Zjawisko to jest
odwracalne (Skryplonek, 2016; Stryczewska, 2009).

Stopien  jonizacji 1 skltad plazmy sa bardzo zroéznicowane. Plazma
wysokotemperaturowa sktada si¢ wylacznie z jonow 1 swobodnych elektronow
powstajacych w wyniku catkowitej jonizacji gazu (rysunek 10). Natomiast plazma
uzywana do sterylizacji jest cze$ciowo zjonizowana i stanowi kwasi-neutralng mieszaning
jonow dodatnich 1 elektronéw oraz niezjonizowanych czasteczek, w ktorej wypadkowy
fadunek jest rowny zeru. Jonizacja pewnych zwigzkoéw chemicznych w zakresie niskich
temperatur moze dodatkowo prowadzi¢ do wytworzenia jonow o ladunku ujemnym

(Bourke i in., 2017; Moisan i in., 2001; Stryczewska, 2009).

cialo stale ciecz gaz plazma
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Rysunek 10. Opracowanie wlasne na podstawie (Hojnik i in., 2019). Utworzono za pomocg BioRender.com

Plazma nietermiczna zwana jest réwniez niskotemperaturowa lub zimng plazma,
w odniesieniu do temperatury gazu, ktora jest doktadnie taka sama lub zblizona do
temperatury pokojowej (Ehlbeck i in., 2011). Plazma nietermiczna wytwarzana jest przez
poddanie gazu lub mieszaniny gazoéw dziataniu pola elektrycznego o stalej albo zmiennej
amplitudzie (Moisan i in., 2001). Dostarczenie energii do gazu prowadzi do oderwania
elektronow od atoméw lub czasteczek, w wyniku czego powstaja jony dodatnie 1 ujemne

oraz swobodne elektrony. Te ostatnie rozbijaja czasteczki i pobudzajg lub jonizujg atomy
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oraz czasteczki gazu wytadowczego, tworzac mieszaning czastek natadowanych
1 niezjonizowanych. Wigkszo§¢ sprzgzonej energii przekazywana jest do elektronow,
w rezultacie jony i atomy gazu oboje¢tnego zyskujg tylko niewielka ilo$¢ energii i pozostaja
zimne (Ehlbeck i in., 2011; Moisan i in., 2001; Mravlje i in., 2021).

Istnieje kilka metod wytwarzania zimnej plazmy atmosferycznej, do ktérych
zaliczamy wytadowania z barierg dielektryczng (ang. dielectric barrier discharge, DBD),
wytadowania bariery powierzchniowej (ang. surface barrier discharge, SBD), wytadowania
tluku $lizgowego (ang. gliding arc, GA), strumien plazmy (ang. plasma jet, PJ),
wyladowania koronowe (ang. corona discharge, CD), wyladowania czgstotliwosci
radiowej (ang. radio frequency, RF) i wyladowania mikrofalowe (ang. microwave,
MW). Plazm¢ mozna wytworzy¢ w dowolnym gazie obojetnym. Powszechnie
stosowanymi gazami roboczymi sg powietrze, tlen, azot, hel, argon lub ich mieszaniny
(Ehlbeck i in., 2011; Hojnik i in., 2019; Moisan i in., 2001).

Gaz (lub gazy) zasilajacy nie ma dziatania biobojczego, dopdki nie zostanie
aktywowany przez wytadowanie elektryczne (Moisan i in., 2001). W wyniku ztoZzonych
procesow fizycznych 1 chemicznych w plazmie niskotemperaturowej dochodzi do
generacji szerokiego zakresu czynnikow biologicznie aktywnych, w tym elektronéw oraz
jondéw dodatnich 1 ujemnych, wolnych rodnikéw, wzbudzonych atoméw i czasteczek,
a takze promieniowania ultrafioletowego i zmiennego pola elektrycznego (Bourke i in.,
2017; Ehlbeck i in., 2011). Reaktywne formy majg bardzo krotkg zywotnos¢ i nie sg juz
obecne w ciggu kilku nano- do milisekund po wytaczeniu pola elektrycznego (Moisan i in.,
2001; Siddique i in., 2018). Reaktywne formy wytwarzane przez powszechnie stosowane
zrodia plazmy obejmuja reaktywne formy tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species, ROS),
takie jak tlen atomowy (O), tlen singletowy (*O2), anionorodnik ponadtlenkowy (O2)
I ozon (O3), a takze reaktywne formy azotu (RFA, ang. reactive nitrogen species, RNS),
takie jak azot atomowy (N), wzbudzony azot (N2), tlenek azotu (1) (NO) i pieciotlenek
azotu (N20s). Jesli w srodowisku obecna jest woda, generowane sg dodatkowo wzbudzone
czasteczki wody (H20"), jon wodorotlenkowy (OH"), rodnik hydroksylowy (OHs) lub
nadtlenek wodoru (H20.) (Bourke i in., 2017; Gorbanev i in., 2018).

Doktadne mechanizmy inaktywacji mikroorganizmow za pomoca zimnej plazmy sg
nadal dyskutowane (Pankaj i Keener, 2017). Liczne badania dostarczajg natomiast
dowodow na biobdjcze whasciwosci poszczegdlnych sktadnikow plazmy (Ehlbeck i in.,

2011; Hoppanova i Krystofova, 2022; Niedzwiedz i in., 2019; Scarlett i in., 2009; Sreedevi
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I Suresh, 2023). Uproszczony schemat dziatania zimnej plazmy na komorki grzybow
strzepkowych przedstawiono na rysunku nr 11.

Reaktywne formy tlenu oraz azotu indukujg stres oksydacyjny, prowadzac do
uszkodzenia bton komorkowych mikroorganizméw, destabilizacji struktury DNA
1 enzymoOw, a takze inaktywacji bialek kluczowych dla przetrwania komorek, co prowadzi
do ich zniszczenia lub $mierci (rysunek 11 a) (Ehlbeck i in., 2011; Hoppanova
1 Krystofova, 2022).

Jednoczes$nie, powstajagce w plazmie jony, elektrony i rodniki gromadza si¢ przy
powierzchni komorek, wytwarzajac lokalne naprezenia elektrostatyczne (rysunek 11 b).
Kiedy naprezenia elektrostatyczne przekrocza wytrzymato$¢ btony komorkowej na
rozcigganie, dochodzi do jej perforacjii wycieku skladnikow cytoplazmatycznych
z komorek, umozliwiajac takze wejscie toksyn do wnetrza komorek (Niedzwiedz i in.,

2019; Scarlett i in., 2009; Sreedevi i Suresh, 2023).

Plazma niskotemperaturowa
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Rysunek 11. Mechanizm dziatania sktadnikow plazmy niskotemperaturowej na komorki grzybow
strzgpkowych. a - stres oksydacyjny wywolywany przez reaktywne formy tlenu (RFT) i azotu (RFA),
b - elektroporacja btony wskutek nagromadzenia jonow, elektronéw i rodnikéw, € - uszkodzenia wywotanie
promieniowaniem UV. Opracowanie wlasne na podstawie (Ehlbeck i in., 2011; Hoppanova i Krystofova,
2022). Utworzono za pomocg BioRender.com

Dodatkowo, fotony UV emitowane przez plazme¢ niskotemperaturowa posiadaja
wlasciwosci fotokatalityczne, ktore wplywaja na uszkodzenie struktur komoérkowych
1 materialu genetycznego (rysunek 11 c). Niemniej jednak fotony UV pochodzace
z plazmy odgrywaja jedynie niewielkg role w procesie inaktywacji komorek, ze wzgledu

na ograniczong penetracj¢ do wnetrza komorki. Ponadto, wiele mikroorganizméw zawiera
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w $cianie komorkowej pigmenty ochronne, takie jak melaniny, ktére w pewnym stopniu
mogg chroni¢ przed uszkodzeniami wywolanymi promieniowaniem UV. Synergistyczne
dziatanie wszystkich sktadnikéw plazmy prowadzi do wzmocnienia ich wihasciwosci,
zapewniajac efekt biobojczy (Hoppanova i Krystofova, 2022).

Na skuteczno$¢ zimnej plazmy wptywaja konstrukcja urzadzenia i parametry pracy
systemu, takie jak sklad gazu, nat¢zenie przeplywu gazu, wilgotno§¢ i temperatura
otoczenia, napi¢cie i1 czestotliwos¢ oraz odleglo$¢ pomiedzy celem a emiterem plazmy,
a takze cechy materialu poddawanego obrdbce, miedzy innymi rodzaj produktu,
charakterystyka powierzchni oraz rodzaj, st¢zenie i stan fizjologiczny mikroorganizméw
(Bourke i in., 2017; Ehlbeck i in., 2011; Siddique i in., 2018).

Rézne mikroorganizmy wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na dziatanie plazmy.
Przyktadami cech drobnoustrojéw, ktére wpltywaja na wrazliwo$¢ wzgledem zimnej
plazmy sa grubos¢ i sktad chemiczny $ciany komorkowej, struktura btony komorkowej,
ochrona DNA przez struktury rdzeniowe, produkcja form przetrwalnikowych oraz
zdolno$¢ do oddychania tlenowego lub beztlenowego (Ehlbeck i in., 2011; Klampfl i in.,
2012; Ma i in., 2008).

Skuteczno$¢ dziatania plazmy niskotemperaturowej na material biologiczny zalezna
jest od dawki, przy czym "dawka" nie jest pojeciem precyzyjnie zdefiniowanym i moze
by¢ wyrazona w jednostkach mocy plazmy, czasu ekspozycji materialu biologicznego lub

odleglosci materiatu wzgledem Zrdédia plazmy (Hoppanova i KryStofova, 2022).

Zastosowania zimnej plazmy atmosferycznej

Technologia zimnej plazmy znalazta szerokie zastosowanie w wielu galeziach
przemystu produkcyjnego, medycynie oraz ochronie $rodowiska (Chen i in., 2022;
Gorbanev i in., 2018; Jarrige i Vervisch, 2006; Kumar i in., 2021; Pankaj i Keener, 2017;
Skryplonek, 2016). Istotnymi obszarami zastosowan zimnej plazmy sg rolnictwo
1 produkcja zywnosci, obejmujace zarowno aspekty ochrony roslin (poprawa kietkowania
nasion, dekontaminacja powierzchni roslin) jak i poprawy jakosci zywnosci (Bourke i in.,
2018; Skryplonek, 2016).

Uwaza si¢, ze atmosferyczna plazma niskotemperaturowa moze przezwyciezy¢ wiele
ograniczen tradycyjnych technik biobdjczych 1 uwazana jest za jedng z najbardziej
obiecujacych metod sterylizacji (Chang i Chen, 2016; Sakudo i in., 2019). Metoda ta
oferuje wyrazne korzysci dla $rodowiska i1 zrownowazonej kontroli choréb roslin,

z ktérych najwazniejsze to: wysoka skuteczno$¢ inaktywacji patogendw w warunkach
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niskich temperatur; wytwarzanie substancji czynnych wylacznie w czasie obrobki;
,»Zasobooszczednos¢”, wynikajaca z braku zuzycia wody oraz innych rozpuszczalnikow,
z jednoczesnym brakiem pozostatosci lub szkodliwych produktow ubocznych oraz
$ciekow po obrobee; mozliwos¢ wykorzystania powietrza, jako gazu roboczego (Siddique
I in., 2018).

Badania wykazaly, ze plazma moze skutecznie zmniejsza¢ liczb¢ mikroorganizméw
patogennych, takich jak bakterie, grzyby i wirusy, a takze rozktada¢ toksyny, alergeny oraz
pestycydy w produktach spozywczych (Gorbanev i in., 2018; Hoppanova i Krystofova,
2022; Sakudo i in., 2019).

Wigkszo$¢ przeprowadzonych badan skupia si¢ jednak na wykorzystaniu plazmy do
zwalczania bakteryjnych patogenéw zwigzanych z bezpieczenstwem zywnosci, takich jak
Escherichia coli, Staphylococcus aureus oraz Salmonella enterica, ograniczajac si¢ do
skali laboratoryjnej (Fernandez i in., 2012; Kim i in., 2021; Niemira i in., 2014).

Bakterie w formie wegetatywnej (np. Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
E. coli) sg bardziej wrazliwe na plazm¢ niz formy przetrwalne bakterii (np. Bacillus
subtilis, Geobacillus stearothermophilus) (Klampfl i in., 2012). Z kolei biofilmy (np.
Salmonella) wykazujg umiarkowang wrazliwos¢ na plazme (Niemira i in., 2014).

Istniejg réwniez doniesienia, ktore wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania zimnej
plazmy do zwalczania patogendéw grzybowych, w tym drozdzy i1 wielokomérkowych
ple$ni, ktore charakteryzuja si¢ mniejsza wrazliwoscia wzgledem tej metody
w porownaniu do bakterii (Niedzwiedz i in., 2019).

Skuteczng inaktywacje zarodnikOw przez zimng plazme wykazano dla kilku rodzajow
fitopatogennych grzybow, takich jak Aspergillus, Alternaria, Botrytis, Cladosporium,
Fusarium i Penicillium (Ambrico i in., 2020; Hojnik i in., 2019; Lu i in., 2014; Wang i in.,
2022; Ye i in., 2012). W badaniach tych zastosowano rozne zrédta plazmy oraz
kombinacje gazow w celu wyeliminowania zarodnikéw grzybdéw zawieszonych w ptynnej
pozywce hodowlanej lub wodzie oraz z powierzchni podioza stalego w warunkach
laboratoryjnych. Eliminacja zarodnikow grzybow za posrednictwem zimnej plazmy moze
przyczyni¢ si¢ do ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ chordb roslin po zbiorach. Oprocz
zarodnikow, celem dziatania plazmy byty takze strzepki grzybow (Avramidis i in., 2010;
Molina-Hernandez i in., 2022).
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Tabela 1. Skuteczno$¢ inaktywacji mikroorganizméw na powierzchni réznych materiatéw za pomoca zimnej plazmy.

Typ urzadzenia

Gaz

Redukcja

i parametry pracy zasilajacy Material Mikroorganizm (log jtk/czas traktowania) Zrodio
Bakterie
DBD Bacillus cereus 5,4 log jtk. /30 s
Nabiccie 10 kV Podloze state ~ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 5,4 log jtk. /30 s
o a]i’l%fle 1 Miillera- Staphylococcus aureus (MRSA) 5,2 log jtk. /30 s
Z@(S} Ostcl)‘g?rsgoc z Hintona Escherichia coli K12 4,8 log jtk./30s (Klampfl i
NI Powietrze E. coli ATCC 9637 4.4 log jtk./30's , 201’12)
Y 2 Spory B. subtilis DSM 13019 3,7 log jtk. / 1 min B
35 mW/cm Stal : i
. Spory B. atrophaeus ATCC 9372 2,6 log jtk. / 1 min
Dystans 8 mm nierdzewna, . )
PTEE PV/C Spory Geobacillus stearothermophilus 1,0 log jtk. / 1 min
’ ATCC 7953 ’ '
MW S. aureus DSM 799 6,0 log jtk. / 15 min
Czestotliwos¢ 2,45 GHz Powietrze Szkdo E. coli K12 DSM 11250 6,0 log jtk. / 15 min (Schnabel i
Moc 1,1 kW Spory B. atrophaeus Nakamura 1989 3.3 log itk / 15 min in., 2014)
Dystans 25 cm DSM 675 2 100 JH.
DBD .
Napiecie 20 KV _ S. aureus ATCC6538 6,0 log jtk./ 8s (Maiin,
Czestotliwosé 60 kHz T owietrze - Szklo 2008)
¢ E. coli ATCC8099 6,0 log jtk./ 7's
Dystans 3-5 mm
GA _— .
biofilm Salmonella Anatum F4317, 161logjtk./5s .
23-48 kHz, Powietrze Szkto S. Stanley H0558, 1,82 log jtk./ 10 s (_Nlemlra !
Moc 522 W N : in., 2014)
S. Enteritidis PT30 2,1logjtk./15s
Dystans 5-7,5 cm
DBD E. coli ATCC 11229, KCCM 11234, . .
Napiccic 1,1 kV Aot C}%‘“&":&f’ve KCCM 12181 1.6 log jtk. /.60 min (Kim i in.,
Czgstotliwos¢ 43 kHz Hinoki Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, 1,3 log jtk. / 60 min 2021)

Dystans 3 mm

ATCC 27969, NCCP 33844
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Grzyby

DBD
Napiecie 230 V
Czestotliwos¢ 50 Hz
Dystans 20 mm

Powietrze

Podtoze stale
Sabourauda

Cladosporium sphaerospermum
DBM 4282
Zarodniki Alternarnia sp.
DBM 4002

Zarodniki A. oryzae DBM 4002

5,0 log jtk. / 40 min

3,0 log jtk. / 40 min
3,0 log jtk. / 40 min

(Juldk 1 in.,
2018)

DBD
Napigcie 10 kVyp
Czestotliwos¢ 1 kHz
Gestos¢ mocy wyladowania
35 mW/cm?
Dystans 8 mm

Powietrze

Podtoze stale
Miillera-Hintona

Candida albicans ATCC 90028

4,0logjtk./30s

(Klampfl i
in., 2012)

SBD
Napigcie 15 kV
Czestotliwos¢ 40 kHz
Gestos¢ mocy wyladowania
0,79 W/cm?
Dystans 5 mm

Powietrze

Szkto

Zarodniki A. flavus EXF-532

> 5,0 log jtk. / 8 min

(Hojnik i in.,
2019)

SBD
Napigcie 10 kV
Czestotliwos¢ 15 kHz
Moc 400 W

Powietrze

Membrana
celofanowa

A. flavus CCM F-171

7,3 log jtk. /30 s

(Simon¢icova
iin., 2018)

DBD
Predko$¢ liniowa 100 mm/s
Czestotliwos¢ 68 kHz
Moc 90 W (Ar)
Moc 500 W (powietrze/N,)

Argon
Powietrze

Azot

Drewno dgbu
amerykanskiego

Brettanomyces bruxellensis CECT
11045

2,89 log CFU / g drewna
5,46 log CFU / g drewna
5,46 log CFU / g drewna

(Gonzalez-
Arenzana i
in., 2021)
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Z oceny dostepnej literatury jasno wynika (tabela 1), ze zimna plazma ma ogromny
potencjat jako metoda dekontaminacji, ktéra mozna z powodzeniem wykorzystaé na
roznych etapach tancucha produkcji zywnosci w celu ograniczenia rozprzestrzeniania
chorob ro$lin, a tym samym zwigkszenia bezpieczenstwa zywno$ciowego. Badania
pokazuja, ze odpowiednie ustawienie parametréw urzadzenia, takich jak napigcie,
czestotliwos$¢ 1 dystans, a takze wybor gazu zasilajacego, maja kluczowe znaczenie dla
efektywnosci eliminacji mikroorganizmow z r6znych powierzchni.

Pomimo zachgcajacych wynikéw dotyczacych inaktywacji grzybow fitopatogennych,
nadal istnieje niewiele badan dotyczacych wplywu zimnej plazmy na patogenicznos$c
grzybow w uprawach (Wang i in., 2022). Istnieja bowiem doniesienia, iz stres
srodowiskowy moze wptywaé na zwigkszenie tolerancji lub nabycie opornosci grzybow
strzgpkowych wobec danego czynnika stresowego (Branco i in., 2022). Strategie
adaptacyjne grzybow fitopatogennych prowadza do zmian w morfologii i fizjologii,
umozliwiajacych im utrzymanie zywotnosci w niesprzyjajacych warunkach (Singh i in.,
2021). Zrozumienie tych mechanizméw jest kluczowe dla projektowania skutecznych

procedur plazmy nietermicznej, zwalczajacych mikroorganizmy patogenne.
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2. Celizakres pracy

Celem niniejszej pracy byla ocena skuteczno$ci plazmy niskotemperaturowej
generowanej za pomocg reaktora z wytadowaniami z barierg dielektryczng pod ci$nieniem
atmosferycznym z powietrzem jako gazem roboczym w inaktywacji patogendw
grzybowych na powierzchni materiatow powszechnie stosowanych w przechowalnictwie,
na przyktadzie tektury i drewna. Jako przedstawicieli patogenéw pozbiorczych uzyto
szczepoéw Fusarium oxysporum DSM 12646, Fusarium culmorum DSM 1094, Alternaria
alternata DSM 62010, Botrytis cinerea DSM 877 oraz dwodch szczepow wyizolowanych
ze $rodowiska, ktorych przynalezno$¢ systematyczna zostala okreslona za pomocg metod
molekularnych jako Fusarium tricinctum Ft11S-23 oraz Aalternaria alternata Aal0S-23.

Cel ten realizowano poprzez przeprowadzenie badan nad mechanizmem dziatania
plazmy niskotemperaturowej na komorki grzybow fitopatogennych, ktore obejmowaty:

- oceng integralnosci blony komoérkowej grzybow fitopatogennych,

- analiz¢ kinetyki inaktywacji grzybow fitopatogennych na powierzchni tektury
i drewna,

- ocen¢ skutecznos$ci inaktywacji mikroorganizméw zasiedlajacych powierzchnig
drewnianych skrzyn wykorzystywanych do przechowywania ziemniakow.
Skutecznos¢ plazmy niskotemperaturowej oceniono takze w konteks$cie zmian cech

morfologicznych i fizjologicznych po wielokrotnej ekspozycji badajac:

—  szybkos$¢ wzrostu kolonii i produkcje biomasy grzybni,

—  zmiany w strukturach morfologicznych,

— zmiany  wrazliwosci  komorek  grzybow  wobec  wybranych  $rodkéw
przeciwgrzybiczych oraz nadtlenku wodoru.

Wazng czg$¢ pracy stanowi ocena wptywu wielokrotnego traktowania komorek
grzybow plazma niskotemperaturowa na zmiany patogeniczno$ci W badaniach in vitro i in
Vvivo, ktore obejmowaty:

— pomiar aktywno$ci enzyméw rozkladajagcych $ciang komorkowa oraz enzymow
proteolitycznych i lipolitycznych,

— oceng toksycznosci filtratéw pohodowlanych wzgledem nasion ogorka,

— ocen¢ zdolnos$ci grzybow fitopatogennych do wzrostu w zywej tkance roslinnej,

— oceng zdolno$ci grzybow fitopatogennych do infekcji nasion,

— ocen¢ wplywu grzybow fitopatogennych na wzrost i rozwoj roslin uprawianych

w inokulowanej glebie.
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3.  Materialy i metody
3.1 Podloza hodowlane oraz bufory

Chemikalia i odczynniki uzyte w badaniach pochodzity od Sigma-Aldrich (Poznan,
Polska), chyba ze wskazano inaczej. Skiad pozywek stalych i plynnych oraz buforow
uzytych w badaniach podano w tabeli nr 2.

Pozywki hodowlane zakupione w postaci gotowych proszkéw przygotowano zgodnie
z instrukcja podang przez producenta 1 uzupetniono agar-agar do koncowego stgzenia 2%
(w/v). W przypadku podiozy sporzadzanych samodzielnie z pojedynczych sktadnikéw
postgpowano zgodnie z procedurami podanymi przez autorow zrodla literaturowego.
Odpowiednie nawazki gotowych proszkéw Iub skladnikow wymieszano z woda
dejonizowang w odpowiednich proporcjach i skorygowano odczyn w razie potrzeby za
pomocg 0,5 M HCI lub 0,1 M NaOH. Podloza sterylizowano w autoklawie w temperaturze
121°C przez 15 min, po czym pozostawiano do wystygniecia w temperaturze pokojowe;.
Przygotowane podloza przechowywano do dalszych badan zgodnie z zaleceniami
producenta lub (jesli nie podano) w temperaturze 4°C nie dluzej niz 28 dni. Przed uzyciem

podtoza inkubowano przez 24 h w temperaturze 25°C w celu kontroli sterylnosci.
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Tabela 2. Sktad podtozy mikrobiologicznych oraz buforéw wykorzystywanych w badaniach.

Nazwa (oznaczenie) Skiad [g 1] Producent/zrédlo
Sdl fizjologiczna NaCl 8,00
buforowana fosforanami KCl 0.20 L
Na2HPO4 1,44 (Xieiin., 2023)
0,1 M)
(PBS) KH2PO4 0,24
pH 7,4+0,1
octan sodu (0,07 M) 577
Bufor octanowy (0,1 M) kwas octowy (0,03 M) 1,78 (Perincherryiin., 2021)
pH 5,0+0,1
NH4NOs3 1,00
(NH4)2S04 1,00
Bulion do oznaczania KoHPO, 4,00 Na podstawie sktadu
e e KH2PO4 2,00
drozdzy i ple$ni DPA (BTL Sp.zo. 0.,
(BDP) NaCl 1.9 E6dz, Polska)
ekstrakt drozdzowy 1,00 ’
glukoza 10,0
pH 5,0+0,1
KH2PO4 1,00
KNO3 1,00
et . MgS047H20 0,50
Podioze Bélga Poffea ey 050  (Changi in., 2020)
(BB)) sacharoza 0,20
glukoza 0,20
pH 5,5+0,1
NH4NOs 1,00
K2HPO4 1,00
KCI 0,50
Podloze do oznaczania ’
akiywnosci ,ti%%?%ljéo gzg(l) (Rodarte i in., 2011)
proteolitycznej i z modyfikacjami
(BAP) pepton SOJOV.VX 0,50
ekstrakt drozdzowy 0,50
sacharoza 30,0
pH 7,0+0,1
NH4CI 5,00
NaHPO4 1,00
Podtoze do oznaczania :\:/Izcéliz 818
aktywnos(E:E;)htycznej ekstrakt drozdzowy 3.60 (Dhiman i in., 2022)
glukoza 1,00
oliwa 28,5
pH 7,0+0,1
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Ciag dalszy tabeli 2.

Nazwa (oznaczenie) Skiad [g 1] Producent/zrédlo
Agar wodny agar-agar 20,0 (Ambrico i in., 2020)
NHsNO3 1,00
(NH4)2S04 1,00
Podtoze syntetyczne do  KoHPOg4 4,00
oznacz‘ama’ d'rozdzy KH2PO4 2,00 BTL Sp. z 0. 0., Lodz,
i plesni NaCl 1,00 Polska
(DPA) ekstrakt drozdzowy 1,00
glukoza 10,0
agar-agar 15,0
pH 3,5+0,1
ekstrakt wotowy 2,00
Miiller-Hinton Agar :il;jorg:;zat kazeiny 1752 Pol-Aura Chemical
(MHA) agar-agar 17.0 Reagents, Zabrze, Polska
pH 7,3+0,1
hydrolizat kazeiny 5,00
hydrolizat tkanki zwierzecej 5,00
Sabouraud Dex_t rose glukoza 40,0 GRASO Biotech, Owidz,
Agar chloramfenikolem .
chloramfenikol 0,05 Polska
(SDACh)
agar-agar 15,0
pH 5,6+0,2
glukoza 20,0
Potato Dextrose Agar  ekstrakt ziemniaczany 4,00 BTL Sp.zo.o.,Lodz,
(PDA) agar-agar 15,0 Polska
pH 6,9+0,2

3.2 Szczepy grzybéw i warunki hodowli

Szczepy grzybow pozyskano z niemieckiej kolekcji mikroorganizmow Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
I przechowywano w postaci zliofilizowanej w temperaturze -70°C (Fusarium
culmorum DSM 1094, Botrytis cinerea DSM 877, Alternaria alternata DSM 62010) lub
jako aktywna hodowla (Fusarium oxysporum DSM 12646) w temperaturze 4°C. Do fiolki
z szczepami liofilizowanymi wprowadzono kilka kropel sterylnej wody dejonizowane;.
Zawarto$¢ fiolki przeniesiono do probowki z 5 ml sterylnej wody dejonizowanej w celu
rehydratacji szczepow. Hodowle wyjsciowe otrzymano poprzez zaszczepienie 100 ml
1

ptynnego podloza BDP, a nast¢pnie inkubacje na wytrzasarce przy 120 obr min’

w temperaturze 25°C przez 7 dni. Z hodowli wyjsciowych pobrano po 100 pl i wykonano
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posiew dywanowy na podtoze stale DPA za pomoca glaszczki. Ptytki pozostawiono do
inkubacji w temperaturze 25°C przez 7 dni, a nastgpnie przechowywano w temperaturze

4°C, nie dtuzej niz 28 dni. Szczepy regularnie przesiewano na podtoze state.
3.3 Materialy opakowaniowe przeznaczone do kontaktu z Zzywnoscia

Jako przyklad materialdw powszechnie wykorzystywanych do przechowywania
zywnosci uzyto drewna sosnowego oraz tektury falistej. Drewno pozyskano z lokalnego
przedsigbiorstwa przetworstwa drzewnego (Tartacznictwo W. Kocek, Polska), z kolei
tekture dostarczyl producent opakowan (Makart-Box, Polska). Krazki drewniane oraz
tekturowe o $rednicy 8 mm i grubosci 1 mm sterylizowano w autoklawie w temperaturze
121°C przez 15 min w zamknigtym naczyniu.

Drewno ze skrzyn wykorzystywanych do przechowywania ziemniakéw pozyskano
z magazynu w okolicach Srody Wielkopolskiej. Probki drewna pobrano do sterylnych
woreczkOw 1 przetransportowano do laboratorium, gdzie zostaly pocigte na kawatki
o rozmiarach 10x10 mm. Kawalki drewnianych skrzyn przechowywano w sterylnych

woreczkach w temperaturze 4°C do kolejnych badan.
3.4 Reaktor plazmowy z wyladowaniami dielektrycznymi barierowymi

Dielektryczne wyladowania barierowe generowane sg w szczelinie migdzy dwiema
elektrodami wysokonapigciowymi poprzez przylozenie pragdu o wysokim napigciu,
podczas gdy co najmniej jeden dielektryk ogranicza prad wytadowania, zapobiega
przejsciu wyladowania plazmowego w tuk elektryczny i utrzymuje wyladowanie w stanie
rozproszenia (Ehlbeck i in., 2011). Obrobke plazmowg badanych probek prowadzono przy
uzyciu skonstruowanego przez dr inz. Tomasza Czapke (Politechnika Wroctawska) ptasko-
réwnoleglego reaktora plazmowego z wyladowaniami w barierze dielektrycznej,
pracujacego pod ci$nieniem atmosferycznym z powietrzem jako gazem roboczym. Uktad
wytadowczy sktadat sie¢ z dwoch elektrod aluminiowych, oddzielonych od siebie warstwa
dielektryka w postaci ptyty z tlenku glinu (Al203) o grubosci 1 mm. Warstwe dielektryczng
umieszczono na uziemionej elektrodzie. Pole powierzchni kazdej elektrody wynosito

w przyblizeniu 120 cm?

. Reaktor plazmowy =zasilany byl z wysokonapigciowego
generatora impulsow o modulowanej czgstotliwosci (Dora PS, Wroctaw, Polska).
Amplituda impulsu, czgstotliwos¢ 1 moc wyladowania wynosity odpowiednio 5,5 kV, 38

kHz i 12 W. Srednia gesto$¢ mocy rozpraszanej na badanych probkach wyniosta 75 mW
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cm2. Wysokos¢ szczeliny wyladowczej wynosita 4 mm. Schemat reaktora plazmowego

DBD stosowanego w inaktywacji patogendéw grzybowych przedstawiono na rysunku nr 12.

a

—— | ——
: L —F
’ | L ——
f l d

Rysunek 12. Schemat reaktora plazmowego DBD, wykorzystywanego w badaniach: a - obudowa izolacyjna,
b - szczelina wytadowcza, ¢ - dielektryk, d - elektrody, e - probka, f - zasilacz. Opracowanie wiasne.

3.5 Nasiona ogorka gruntowego (Cucumis sativus)

Nasiona ogoérka gruntowego (Cucumis sativus, odmiana Sremski F1) pozyskano
z lokalnego sklepu ogrodniczego. Nasiona zdezynfekowano powierzchniowo poprzez
wytrzasanie w roztworze 15% H20, przez 30 min, a nast¢pnie trzykrotnie przeptukano
10 ml sterylnej wody dejonizowanej (Gammoudi i in., 2022). Nasiona nastepnie
umieszczono w ptytkach Petriego wylozonych sterylnym recznikiem papierowym
i suszono przez 1 godzing w temperaturze pokojowej pod komora laminarna. Skuteczno$é
sterylizacji nasion ogorka potwierdzono poprzez pobranie 100 pl wody z ostatniej partii
uzytej do ptukania nasion i posiew na state podtoze DPA oraz MHA. Ptytki z podtozem
DPA inkubowano przez 48 h w 25°C, natomiast ptytki z podtozem MH inkubowano przez
24 h w temperaturze 30°C, w celu obserwacji wzrostu odpowiednio grzybow i bakterii. Do
dalszych badan przeznaczono wytacznie nasiona, dla ktorych potwierdzono skuteczno$é

sterylizacji (brak kolonii na podtozach po okresie inkubacji).
3.6 Owoce pomidora koktajlowego (Solanum lycopersicum)

Owoce pomidora koktajlowego (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) zostaty
pozyskane z lokalnego sklepu i wybrane na podstawie dojrzatosci, wielko$ci, koloru oraz
braku uszkodzen fizycznych Iub widocznej infekcji (Xue i in., 2018). Nastepnie
powierzchni¢ owocoéw wysterylizowano kolejno poprzez przemycie duza iloscig biezacej
wody wodociggowej, zanurzenie w 70% alkoholu etylowym na 15 min, trzykrotne
przemycie 10 ml sterylnej wody dejonizowanej oraz osuszenie na sterylnym reczniku
papierowym. Skuteczno$¢ sterylizacji owocoéw pomidora zweryfikowano przez pobranie
po 100 ul wody z ostatniej partii uzytej do ptukania i posiew na state podtoze DPA oraz

MHA zgodnie z procedura opisang powyzej. Do dalszych badan wykorzystano owoce, dla
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ktorych potwierdzono skutecznos$¢ sterylizacji powierzchni (brak kolonii na podiozach

statych po okresie inkubacji).
3.7 Charakterystyka plazmy generowanej w reaktorze DBD

Analize wzbudzonych form (RFT, RFA) generowanych w reaktorze DBD
przeprowadzono za pomoca optycznej spektroskopii emisyjnej (ang. optical emission
spectroscopy, OES). Badania te zostaly wykonane przez zesp6t pod kierownictwem
dr Milana Simek w Katedrze Pulsacyjnych Systeméw Plazmowych (Instytut Fizyki
Plazmy Czeskiej Akademii Nauk). Emisj¢ indukowang plazma rzutowano za pomocag
kwarcowego $wiattowodu na szczeling wejsciowa spektrometru iHR320 wyposazonego
w detektor ICCD (Andor iStar ICCD DH740i-18U-03). Widma emisyjne wykonano bez
rozdzielczo$ci przestrzenno-czasowej przy uzyciu siatek dyspersyjnych 300, 1200 i 3600
G/mm.

Stezenie ozonu powstajacego w reaktorze plazmowym DBD zbadano za pomoca
analizatora ozonu BMT 965 C (BMT Messtechnik GmbH, Niemcy). Z uwagi na otwartg
konstrukcje reaktora plazmowego, umieszczono go w komorze z ustalonym przeptywem

powietrza wynoszacym 500 ml min?

, zachowujac state ci$nienie powietrza (tj.
atmosferyczne) w komorze podczas przeprowadzania badan. Stgzenie ozonu mierzono
w ciggu 10 minut pracy reaktora plazmowego. Monitorowano takze temperature
powierzchni elektrody wysokiego napigcia oraz warstwy ceramicznej tworzacej barierg
dielektryczng. Do pomiaru temperatury wykorzystano termopare¢ typu K. Doswiadczenie

przeprowadzone zostato przez dr inz. Tomasza Czapk¢ w trzech powtorzeniach.
3.8 lzolacja i identyfikacja grzybow strzepkowych ze §rodowiska

Probki pobrano z powierzchni drewnianych skrzyn, wykorzystywanych do
przechowywania warzyw (ziemniakéw) w gospodarstwach rolnych w okolicach Srody
Wielkopolskiej. Wykonano odciski z wewnetrznej powierzchni skrzyn z widoczng inwazja
grzybni za pomocg plytek kontaktowych, zawierajacych podloze SDACh. Plytki
inkubowano w temperaturze 25°C w cieplarce laboratoryjnej przez 7 do 10 dni. Po okresie
inkubacji wyizolowano czyste kolonie metoda izolacji pojedynczych zarodnikéw Ilub
poprzez wyciecie koncowki strzepek z marginesu kolonii, jak opisali Chang i in. (2018).
Izolaty grzybow przesiano na podioze PDA 1 inkubowano w temperaturze 25°C przez

7 dni. Do dalszych badan wybrano dwa szczepy wyizolowane z powierzchni skrzyn.
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Wybrane izolaty wstepnie sklasyfikowano na podstawie cech morfologicznych, takich
jak pigmentacja, ksztalt, wzniesienie oraz brzegi kolonii, a takze charakterystyki
zarodnikow 1 konidioforéw, zgodnie ze standardowym systemem taksonomicznym.
Identyfikacja gatunkowa wybranych izolatow zostala przeprowadzona metodg
molekularng oparta na tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction,
PCR) przez dr hab. inz. Ann¢ Baturo-Ciesniewska (Politechnika Bydgoska).

Procedure identyfikacji szczepéw pobranych ze srodowiska przeprowadzono poprzez
pobranie grzybni z dziesieciodniowej hodowli na podtozu PDB, przeptukanie sterylng
woda, zliofilizowanie i homogenizacj¢. DNA izolowano wykorzystujac metode opisana
przez Doyle i Doyle (1991), z modyfikacjami. DNA zawieszono w wodzie i rozcienczano
do 10 ng puLt.

Wstepnej identyfikacji izolatow Alternaria sp. i Fusarium sp. dokonano na podstawie
sekwencji regionéow ITS z uzyciem starterow ITS1 i ITS4. Produkty weryfikowano
elektroforetycznie na zelu agarozowym i sekwencjonowano. Dalsze analizy specyficzne
gatunkowo przeprowadzono starterami ITS5 i MR dla Alternaria sp., natomiast dla
Fusarium sp. starterami JIAF i JIAR oraz tril i tri2. Wielko$ci produktéw wynosity
odpowiednio 505 pz, 660 pz i 215 pz. Wyniki odczytywano elektroforetycznie na
podstawie obecnosci lub braku oczekiwanych produktow.

Hodowle wyjsciowe szczepéw Wwyizolowanych ze $rodowiska otrzymano poprzez
zaszczepienie 100 ml plynnego podtoza BDP grzybnig zebrang z krawedzi kolonii czystej
kultury na podtozu PDA za pomocg sterylnej ezy, a nastepnie inkubacj¢ na wytrzasarce
przy 120 obr min? w temperaturze 25°C przez 7 dni. Po tym czasie pobrano 100 pl
hodowli wyjsciowej 1 wykonano posiew dywanowy na podloze state DPA. Plytki
inkubowano w temperaturze 25°C przez 7 dni, a nastepnie przechowywano w temperaturze
4°C, nie dluzej niz 28 dni. Szczepy regularnie przesiewano na podloze DPA

1 przechowywano w temperaturze 4°C.

3.9 Ocena skutecznoS$ci inaktywacji komérek grzybéw przez atmosferyczng plazme

niskotemperaturowa

3.9.1 Przygotowanie zawiesin grzybow i sztuczne zanieczyszczanie powierzchni

materialow opakowaniowych

Zawiesing grzybni otrzymano poprzez pokrycie powierzchni siedmiodniowych

czystych kultur grzybow fitopatogennych na stalym podtozu DPA 10 ml sterylnej wody
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dejonizowanej z dodatkiem 0,1% Tween 80 i delikatne zeskrobanie grzybni wraz
z zarodnikami za pomocg sterylnej ezy. Zawiesing doktadnie wymieszano na wytrzasarce
laboratoryjnej przez 5 min, a nastepnie przefiltrowano przez podwojng warstwe sterylnej
gazy w celu usunig¢cia duzych fragmentéw grzybni. Zawiesing komorek wirowano przy
7500 obr min przez 5 min i rozcienczono sterylng woda dejonizowana do kofcowego
stezenia 10°-10° jtk ml? stosujac komore do zliczania Howarda. Stezenie kazdego
inokulum potwierdzano metoda szeregu dziesi¢ciokrotnych rozcienczen i posiewu na
podtoze state DPA (Los i in., 2020).

Sterylne krazki drewniane lub tekturowe umieszczono pojedynczo w szalce Petriego
a nastepnie sztucznie zanieczyszczano poprzez nakropienie na powierzchnig 20 ul (10°-10°
jtk mIt) zawiesiny grzybow. Krazki pozostawiono do wyschniecia przez 24 h pod komora

laminarng W temperaturze pokojowej.

3.9.2 Traktowanie plazma niskotemperaturowa materialow sztucznie

inokulowanych zawiesing grzybéw fitopatogennych

Wigkszos$¢ doswiadczen, w ktorych badano skutecznos¢ dziatania zimnej plazmy na
inaktywacj¢ grzybow strzepkowych opiera si¢ na wykorzystaniu zarodnikow lub
uspionych reprodukcyjnych komorek, ze wzgledu na tatwiejsza procedura przygotowania
i operowania probka (Dasan i in., 2017; Mravlje i in., 2021). W niniejszych badaniach
wykorzystano metabolicznie aktywna grzybni¢, w celu okreslenia ztozonosci odpowiedzi
komorek grzyboéw fitopatogennych na obrobke zimng plazmga. Zbadano wpltyw plazmy
nietermicznej, generowane] przez DBD pod ci$nieniem atmosferycznym z powietrzem
jako gazem roboczym na inaktywacj¢ grzybow fitopatogennych z powierzchni drewna lub
tektury, jako materialu modelowego stosowanego w przechowalnictwie Zywnosci.

Krazki drewniane oraz tekturowe sztucznie inokulowane zawiesing grzybow
umieszczano pojedynczo w centralnej czesci reaktora pomigdzy elektrodami, a nastepnie
poddawano dziataniu plazmy. Tylko zanieczyszczona strona probki miata bezposredni
kontakt z plazma. Kontrole stanowily krazki zanieczyszczone zawiesing grzybow, ktore
nie zostaly poddawane dzialaniu plazmy (t=0). Skutecznos$¢ inaktywacji komorek grzybow
fitopatogennych okreslono przez posiew na podioze state. Krazki przeniesiono do
probowek zawierajacych 1 ml sterylnej wody dejonizowanej i starannie wymieszano za
pomoca wytrzasarki laboratoryjnej.  Nastgpnie  wykonano szereg kolejnych

dziesieciokrotnych rozcienczen. Z kazdego rozcienczenia pobrano po 100 pl i wykonano
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posiew dywanowy za pomoca glaszczki na state podloze DPA w dwdch powtorzeniach.
Plytki inkubowano przez 24-72 h w ciemnos$ci w temperaturze 25°C do wyro$nigcia
grzybni. Po tym czasie wybrano ptytki, na ktorych liczba kolonii miescita si¢ w zakresie od
10 do 150, a nastepnie obliczono $rednig liczbe jednostek tworzacych kolonie (jtk)
w jednym mililitrze z obu powtoérzen (co odpowiada $redniej liczbie jednostek tworzacych
kolonie znajdujacych sie na powierzchni krazka). Wyniki podano w jednostce jtk cm™
powierzchni krazka. Kazde doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtorzeniach.
Inaktywacja mikroorganizmoéw plazmg opisywana jest zazwyczaj za pomocg modelu
Weibulla (Ma i in., 2019). Dane opisujace wplyw inaktywacji drobnoustrojow dopasowano

za pomocg wzoru nr 1:

ot () = ~2) 8

gdzie: N, — poczatkowa liczba mikroorganizméw [jtk cm™?];

N — liczba zywych mikroorganizméw [jtk cm™] pozostajacych po danym czasie

traktowania plazma nietermiczna;

t — czas traktowania zimng plazma [min];

0 — parametr czasu [min], jest to czas odpowiadajacy pierwszej redukcji dziesigtnej,

czyli czas niezbedny do zredukowania populacji poczatkowej N, do N,/10,

d odpowiada czasowi, w ktorym log1oS(t)=-1 (Buzrul, 2022);

p — wspolezynniki ksztattu krzywej przezycia, opisuje stopien krzywoliniowosci.

Rozktad Weibulla jest wklesty, jesli p<1 i wypukly, jesli p>1. Model liniowy jest

szczegblnym przypadkiem modelu Weibulla, w ktorym p=1 (Mecha i in., 2020).

Skuteczno$¢ inaktywacji komorek grzybow za pomoca zimnej plazmy oceniono na

podstawie wartosci dziesigtnego czasu redukcji (5).
3.9.3 Traktowanie drewna skrzyn plazma niskotemperaturowg

Probki skrzynek wykorzystywanych do przechowywania ziemniakow (10x10 mm)
umieszczono w centralnej czeéci reaktora i wystawiano na dziatanie plazmy. Tylko
zanieczyszczona strona probki miata bezposredni kontakt z plazma. Nastepnie wykonano
odcisk potraktowanej powierzchni na ptytce kontaktowej zawierajacej podtoze SDACh.
Dla okreslenia poczatkowej liczby komorek grzybow zanieczyszczajacych powierzchnie

skrzyni wykonano odcisk nietraktowanej powierzchni na ptytce kontaktowej. Plytki
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inkubowano przez 24-72 h w temperaturze 25°C. Kazde doswiadczenie przeprowadzono
w trzech powtorzeniach.
Skutecznos¢ biobdjcza zimnej plazmy zdefiniowano jako redukcje liczby zywotnych

komoérek grzybow (jtk) zanieczyszczajacych powierzchnie 1 cm? drewnianej skrzynki.

3.10 Badanie mechanizmu dzialania plazmy niskotemperaturowej na komérki

grzybow fitopatogennych

3.10.1 Przygotowanie  grzybni traktowanej subletalna  dawka  plazmy

niskotemperaturowej

Na szkietko mikroskopowe nakrywkowe naniesiono 100 ul zawiesiny grzybow
fitopatogennych o stezeniu 10°-10° jtk ml? przygotowanej zgodnie z procedura opisana
w podrozdziale 3.9.1, a nastgpnie pozostawiono do wyschnigcia w sterylnej szalce Petriego
pod komorg laminarng w temperaturze pokojowej przez 24 h. Szkietko umieszczono
w reaktorze DBD i traktowano subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej (termin
,,dawki subletalnej” zostanie wyjasniony w podrozdziale 4.3, wartosci dawek subletalnych
dla kazdego szczepu podano w tabeli nr 5). Kontrolg stanowila grzybnia nietraktowana

zimng plazmg (0znaczana w dalszej cze$ci pracy jako PO).

3.10.2 Testy zywotnosci i integralnosci blony komorkowej grzybow fitopatogennych

oparte na fluorescencji

Do oceny zywotno$ci komorek grzybow i integralnosci btony komorkowej po
traktowaniu plazmg nietermiczng wykorzystano SYTO 9 1 jodek propidyny (PI),
dostarczone przez LIVE/DEAD BackLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes,
USA), zgodnie z instrukcjg producenta z niewielkimi modyfikacjami (Ott i in., 2021).

SYTO 9 (zielono-fluorescencyjny barwnik kwasu nukleinowego) znakuje wszystkie
komorki, podczas gdy PI (czerwona fluorescencja) znakuje tylko komorki z uszkodzona
btong komorkowa, powodujac zmniejszenie fluorescencji barwnika SYTO 9 w przypadku
obecnosci obu barwnikow. Komorki martwe barwig si¢ zatem na czerwono (SYTO 9—,
PI+), komorki z uszkodzong blong moga przyjmowac kolor zétty (SYTO 9+, PI+),
natomiast zywe komorki z nienaruszong btong komoérkowsa barwiag si¢ na kolor zielony
(SYTO 9+, PI-).

Grzybni¢ potraktowang subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej (oznaczang
dalej jako P1l) oraz grzybni¢ nietraktowang plazmg (P0) przygotowano zgodnie

z procedurg opisang w podrozdziale 3.10.1. Grzybni¢ przemyto sterylng woda
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dejonizowang 1 przeniesiono do czarnych probowek typu Eppendorf, a nastgpnie
uzupetniono sterylng woda dejonizowang do koncowej objetosci 1 ml. Rowne czgsci
SYTO 9 i jodku propidyny zawartego w zestawie Live/Dead zmieszano w czarnej
probowce typu Eppendorf. Do kazdej zawiesiny grzybéw dodano 3 ul mieszaniny
barwnikéw. Probki inkubowano w ciemnosci przez 15 min w temperaturze 25°C. Grzybni¢
odwirowano przy 7500 obr min? i przeptukano woda dejonizowana. Pobrano 10 ul
zawiesiny grzybow 1 umieszczono pomiedzy szkielkiem podstawowym a szkietkiem
nakrywkowym. Komorki wizualizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego
OLYMPUS BX60. Fotografie wykonano za pomocg aparatu Panasonic DMC-G2.

3.10.3 Testy integralnosci blony komoérkowej oparte na wyplywie skladnikow

wewnatrzkomorkowych

Wyciek zawartosci komorek drobnoustrojow moze wskazywaé na uszkodzenie blony
komorkowej podczas obrobki plazma niskotemperaturowg (Los i in., 2020).

Grzybni¢ traktowano plazmg niskotemperaturowa zgodnie z metodyka opisang
w podrozdziale 3.10.1. Kontrole stanowita grzybnia nietraktowana zimng plazmg (PO).
Grzybni¢ przemyto sterylna woda dejonizowana i przeniesiono do probowek typu
Eppendorf. Objetos¢ koncowa kazdej probki uzupelniono do 1 ml. Probki wirowano przy
7500 obr min? przez 15 minut w temperaturze 4°C. Otrzymane ciecze znad osadow
(zwane dalej ,supernatantami”) skierowano do dalszych analiz. Eksperyment

przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach.

Pomiar stezenia DNA i bialek uwolnionych z komorek grzybow fitopatogennych

Do ilosciowego okreSlenia stezenia DNA 1 biatka, uwolnionych w wyniku utraty
integralno$ci blony komoérkowej wykorzystano metode opisang przez Los i in. (2020).

Supernatanty przeniesiono do kuwety kwarcowej i zmierzono warto$¢ absorbancji za
pomocg spektrofotometru Cary UV-Vis (Agilent Technologies, USA) przy dtugosci fali
A=260 nm w dwoch powtorzeniach wobec wody dejonizowanej. Przyjmuje sie, ze
absorbancja promieniowania ultrafioletowego o dtugosci fali A=260 nm dla roztworu
wodnego dwuniciowego DNA o stezeniu 50 pg/ml wynosi 1,0 (przy dlugosci drogi

optycznej rownej 1 cm).
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Stezenie dwuniciowego DNA (dsDNA, ang. double stranded), obliczono przy uzyciu
wzoru nr 2 (Los i in., 2020):
dsDNA [ugml™!] =50 - A-df )
gdzie: 50 — stezenie dwuniciowego DNA, dla ktorego warto$¢ absorbancji przy dtugosci
fali =260 nm wynosi 1,0 [ug ml~1];
A — $rednia warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali A=260 nm dla dwéch powtdrzen;

df — wspotczynnik rozcienczenia (ang. dilution factor).

Stezenie biatek oznaczono metodg spektrofotometryczng opisang przez Bradforda
(Bradford, 1976; Kruger, 2009) z uzyciem big¢kitu Coomassie (Coomassie Blue G250,
Cepham Life Sciences, Inc., USA). Metoda ta wykorzystuje zjawisko tworzenia
kompleksu barwnik-biatko, ktorego natgzenie barwy mierzy si¢ spektrofotometrycznie
przy dtugos$ci fali A=595 nm. Warto§¢ absorbancji jest proporcjonalna do stgzenia biatka
w badanej probce.

Na 96-dotkowa mikroptytke przeniesiono po 90 ul badanej probki i dodano 90 pl
bigkitu Coomasie. Po 15 min inkubacji w temperaturze pokojowej odczytano wartos¢
absorbancji przy A= 595 nm, uzywajac spektrofotometru mikroptytkowego (Multiskan FC,
Thermo Scientific, Polska). Pomiar absorbancji wykonano w dwoch powtdrzeniach.
Stezenie biatka oceniano w odniesieniu do krzywej wzorcowej przygotowanej przy uzyciu
albuminy surowicy bydlecej (BSA, Sigma) o réznych stezeniach 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20; 40
pg/ml w buforze PBS (pH 7,4).

Analiza skladu chemicznego metodg spektrometrii mas z jonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie

Sktad chemiczny supernatantow otrzymanych zgodnie z procedura opisang
w podrozdziale 3.10.3 okreslono za pomoca spektrometrii mas z jonizacja w plazmie
sprz¢zonej indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma - optical emission spectrometry,
ICP-OES). Technika ta wykorzystuje indukcyjnie sprezong plazme do wzbudzenia atomow
w probce. Zjonizowane atomy emitujg promieniowanie o dlugosci fali charakterystycznej
dla danego pierwiastka, ktore sa rejestrowane przez spektrometr. Intensywno$¢ emisji
Swiatla jest proporcjonalna do stezen pierwiastka w probce.

Supernatanty stanowity jednorodny 1 klarowny roztwoér, ktory nie wymagatl
mineralizacji (roztworzenia w obecnosci kwasOw nieorganicznych, najczesciej

wspomaganego mikrofalami). Do 0,5 g probki dodano 4 ml wody dejonizowanej oraz
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0,5 ml HNO3 (Suprapur) o stezeniu 65% (Merck Life Science Sp. z 0. 0., Polska).
Przygotowane probki analizowano za pomoca spektrometru Agilent 5800 ICP-OES.
Otrzymane wyniki (ppm) skorygowano o wspotczynnik rozcienczenia oraz gestosc¢
analizowanego roztworu, otrzymujac stezenie pierwiastka w jednostkach mg na 1 | probki

(supernatantu). Analiz¢ wykonano w dwoch powtorzeniach.

3.11 Badanie wplywu wielokrotnej ekspozycji grzybéw fitopatogennych na

subletalng dawke atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej

3.11.1 Przygotowanie zawiesin grzybow fitoparogennych po wielokrotnym

traktowaniu subletalna dawkg atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej

Procedur¢  wielokrotnego  traktowania  grzybow  fitopatogennych  plazma
niskotemperaturowa przeprowadzono stosujac dawke subletalng, odpowiadajacg wartosci &
dla grzybow fitopatogennych inaktywowanych na powierzchni drewna (termin ,,dawki
subletalnej” zostanie wyjasniony W podrozdziale 4.3, wartosci dawek subletalnych dla
kazdego szczepu podano w tabeli nr 5).

Procedure wykonania eksperymentu przedstawiono na rysunku nr 13. Przygotowano
zawiesine grzybow o stezeniu komorek 10°-10° jtk ml? (a), a nastepnie sztucznie
zanieczyszczono powierzchnig drewnianego krazka, zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 3.9.1 (b). Zanieczyszczony zawiesing grzybow krazek poddawano
dziataniu subletalnej dawki plazmy nietermicznej (c). Krazek przeniesiono do kolby
Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml zawierajacej 50 ml podtoza ptynnego BDP
i inkubowano na wytrzasarce laboratoryjnej w temperaturze 25°C przy 120 obr min™ (d).
Po 48 h inkubacji pobrano 2 ml hodowli i wirowano przy 7500 obr min™ przez 5 min (g).
Supernatant usunigto a pozostala grzybni¢ zawieszono w sterylnej wodzie dejonizowanej
do koncowego stezenia komorek 10%-10° jtk mlI*? stosujac komore do zliczania Howarda
(f). Tak przygotowang zawiesing wykorzystywano do inokulacji kolejnego krazka, ktory
pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze pokojowej przez 24 h (g). Zanieczyszczony
krazek poddawano dziataniu kolejnej subletalnej dawki plazmy (h). Procedure te
powtdrzono do wuzyskania tacznie 15 cykli. Grzybni¢ nietraktowang plazma
niskotemperaturowa przygotowano w ten sam sposob, z pominigciem etapu zaznaczonego

jako (c).
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Rysunek 13. Schemat procedury wielokrotnego traktowania komodrek grzybow fitopatogennych subletalng
dawka plazmy niskotemperaturowej (zaczerpnigto z Nowinski i in., 2024, publikacja w otwartym systemie
dostepu). Opis poszczegdlnych etapéw umieszczono w tekscie.

Plynne hodowle badanych grzybow fitopatogennych przygotowano poprzez
zaszczepienie 100 ml pozywki BDP krazkami sztucznie zanieczyszczonymi zawiesing
grzybow (10°-10° jtk mIt) nietraktowanych plazmg (PO) oraz po pierwszym (P1), pigtym
(P5), dziesigtym (P10) oraz pigtnastym (P15) traktowaniu plazma. Hodowle inkubowano
na wytrzasarce laboratoryjnej w temperaturze 25°C przy 120 obr min™* przez 7 dni.

Do dalszych badan wykorzystano zawiesiny grzybow o ustalonym st¢zeniu komorek,
ktére przygotowano poprzez odwirowanie ptynnych hodowli przy 7500 obr min? za
pomocg wirowki laboratoryjnej (Rotina 420R, Hettich, Niemcy), zawieszenie w sterylnej
wodzie dejonizowanej 1 ponowne odwirowanie w celu usunigcia pozostalosci pozywki
hodowlanej. Komorki grzybow nastepnie zawieszono w sterylnej wodzie dejonizowanej do
uzyskania koficowego stezenia komoérek 10°-10° jtk ml?. Przygotowane zawiesiny

przechowywano w temperaturze 4°C do kolejnych badaf, nie dtuzej niz 7 dni.

3.11.2 Ocena szybkosci wzrostu grzybéw fitopatogennych poddawanych wielokrotnej

ekspozycji na plazme¢ niskotemperaturowa

Na srodek plytki ze stalym podtozem DPA naniesiono 10 pl zawiesiny grzybow
(10°-10° jtk ml?Y) nietraktowanych plazma nietermiczng (P0O) oraz po piatym (P5),
dziesigtym (P10) i pietnastym (P15) traktowaniu otrzymanych zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 3.11.1. Plytki inkubowano w temperaturze 25°C w ciemnos$ci. Srednice

kolonii grzybow mierzono metoda krzyzowa po 3, 5, 7 i 14 dniach inkubacji. Badanie
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przeprowadzono dwukrotnie z dwoma powtdrzeniami dla kazdej probki (Wang i in.,
2022).

3.11.3 Mikroskopia optyczna i skaningowa mikroskopia elektronowa

Do wizualizacji zmian strukturalnych zachodzacych w komorkach grzybow w wyniku
wielokrotnej ekspozycji na zimng plazm¢ (PS5, P10, P15) zastosowano technike
mikroskopii optycznej. Kontrole stanowita grzybnia nietraktowana plazma (P0). Na
szkietka podstawowe naniesiono 10 pl zawiesiny grzybow (10°-10° jtk mlI™) otrzymanych
zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1 i przykryto szkietkiem nakrywkowym.
Komorki grzyboéw obserwowano przy uzyciu mikroskopu optycznego Axio Imager M1m
(Zeiss, Niemcy) pod obiektywem %20 i x40 (catkowite powiekszenie %200 i x400).

Wplyw  wielokrotnego  traktowania  grzyboéw  subletalng  dawkg  plazmy
niskotemperaturowej na $ciang¢ komorkowa zbadano réwniez za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego (ang. scanning electron microscope, SEM) zgodnie z metoda
opisang przez Zhou i in. (2019). Komorki grzyboéw nietraktowane plazma (PO) oraz po
wielokrotnej ekspozycji na plazmg¢ (P5, P10, P15) utrwalano przy uzyciu 2,5% aldehydu
glutarowego w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Grzybni¢ odwirowano, utrwalacz
usunig¢to, a komodrki trzykrotnie przeptukano 0,1 M buforem PBS o pH 7,4. Nastepnie
materiat odwadniano w rosngcych stezeniach etanolu (25, 50, 70 1 95%) kolejno przez 15
minut. Po odwodnieniu usuni¢to nadmiar ptynu, probke wysuszono na powietrzu i pokryto
ztotem (25 nm) za pomoca napylarki prozniowej Leica EM ACE200 Vacuum Coater
(Leica Microsystems, Niemcy). Obrazowanie grzybni za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego JSM-6610LV (JEOL Ltd., Japonia) zostalo wykonane przez
dr hab. Andrzeja Zaka (Politechnika Wroctawska).

3.11.4 Oznaczanie zywotno$ci komodrek grzybow fitopatogennych po wielokrotnej

ekspozycji plazme niskotemperaturowa

Do kolb o pojemnosci 250 ml zawierajagcych 100 ml BDP zaszczepiono po 100 ul
zawiesiny grzybow (10°-10° jtk mI?) nietraktowanych plazma nietermiczna (P0) oraz po
piatym (P5), dziesigtym (P10) lub pigtnastym (P15) traktowaniu, ktére przygotowano
zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1. Kolby inkubowano na wytrzasarce
obrotowej (120 obr min't) w temperaturze 25°C przez 7 dni. Biomase grzybéw zebrano na
uprzednio zwazonym filtrze Whatmana nr 1 (Whatman, Wielka Brytania) z uzyciem lejka

Biichnera i pompy prozniowej, a nastepnie przemyto 50 ml wody destylowanej 1 suszono
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w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 80°C przez 24 h do uzyskania stalej masy. Po
tym czasie probki pozostawiono do wystudzenia w temperaturze pokojowej. Biomase
zwazono wraz z sgczkiem na wadze analitycznej, aby unikna¢ strat podczas przenoszenia
biomasy. Badanie wykonano w dwoch powtdrzeniach (Simonéicova i in., 2018). Sucha

mas¢ grzybni (mg) obliczono korzystajac ze wzoru nr 3 (Kumar i in., 2012):

Mcatkowita ™ Msaczka (3)

mg [mgml™1] = v

gdzie: mgakowita — Sucha masa grzybni z sgczkiem [mg];

Mg, c,ka — Masa sgczka przed filtracjg [mg];

V — objetos¢ pozywki hodowlanej [ml].

3.11.5 Oznaczenie poziomu stresu oksydacyjnego w komérkach grzybow

fitopatogennych po wielokrotnej ekspozycji na plazme niskotemperaturowg

Generowanie i gromadzenie wewnatrzkomérkowych RFT w grzybni wielokrotnie
poddawanej dziataniu plazmy nietermicznej (PS5, P10, P15) zbadano przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej dioctanu 2',7’-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA; Sigma, Niemcy)
zgodnie z protokotem/instrukcja producenta (Simon¢icova i in., 2018).

Do eksperymentéw przygotowano roztwor podstawowy 2 mM DCFH-DA w DMSO
I przechowywano w temperaturze -20°C w ciemnosci do dalszego uzycia. Zawiesing
grzybni nietraktowanej plazmg (P0) oraz po pigtym (PS5), dziesigtym (P10) 1 pietnastym
(P15) traktowaniu plazmg nietermiczna o stezeniu 10°-10° jtk mI™ przygotowano zgodnie
z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1, a nast¢pnie inkubowano z DCFH-DA
w koncowym stezeniu 10 uM przez 60 minut w ciemnosci w temperaturze 25°C. Z kazdej
probki pobrano po 100 pl 1 przeniesiono na ptytke 96-dotkowa, po czym mierzono
intensywno$¢ fluorescencji na wielomodowym czytniku mikroptytek Gemini XPS
(Molecular Devices, USA) przy dlugosci fali wzbudzenia i emisji odpowiednio 485 nm
1 525 nm. Wygenerowane dane, wyrazone jako umowne jednostki fluorescencji (ang.
arbitrary fluorescence units, AFU), reprezentujg stezenia RFT po potraktowaniu komorek
grzybow zimng plazma (Patange i in., 2019; Rhee i in., 2010). Grzybnia nietraktowana
plazma (PO) zostala wykorzystana do  okredlenia  pierwotnego  poziomu

wewnatrzkomorkowych RFT.

76



3.11.6 Wraizliwos¢ grzybow fitopatogennych wielokrotnie traktowanych plazma

niskotemperaturowa na nadtlenek wodoru

Minimalne stezenia hamujgce (MIC) nadtlenku wodoru (H202) okre$lono technika
mikrorozcienczen w pozywce hodowlanej opisang przez Cobrado i in. (2023),
z niewielkimi modyfikacjami. Zawiesiny grzybow nietraktowanych plazma (P0O) oraz po
wielokrotnym traktowaniu plazma (P35, P10, P15) o koncowym stezeniu 10°-10° jtk ml*
przygotowano zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1, a nast¢pnie
odwirowano i ponownie zawieszono w tej samej objetosci §wiezej pozywki hodowlane;.
Sporzadzono wyjsciowy roztwdr nadtlenku wodoru o stezeniu 6540 mM w pozywce
hodowlanej. Do dotkow w plytce 96-dotkowej (F.L. Medical, Wtochy) wprowadzono po
100 pl pozywki hodowlanej (z wyjatkiem kolumny numer 1). Do kolumny oznaczonej
jako 1 1 2 wprowadzono po 100 pl roztworu nadtlenku wodoru o stezeniu 6540 mM,
a nastgpnie wykonano szereg dwukrotnych rozcienczen nadtlenku wodoru w kolumnach
od 2 do 11. Z kolumny 11 usuni¢to 100 ul roztworu (objetos¢ koncowa we wszystkich
dotkach wyniosta 100 pl). Kolumna numer 12 stanowita kontrole, w ktorej znajdowata si¢
wylacznie pozywka. Nastgpnie do wszystkich dotkéw zaszczepiono po 100 pl
odpowiedniej zawiesiny grzybow, uzyskujac koncowa objetos¢ 200 ul, w zakresie stezen
nadtlenku wodoru od 3270 do 3,19 mM. Plytki inkubowano w temperaturze 25°C przez
48-72 h. MIC zdefiniowano jako najnizsze st¢zenie nadtlenku wodoru, ktore powodowato
brak widocznego wzrostu grzybow w dotku. Kazde doswiadczenie przeprowadzono
dwukrotnie.

Minimalne stezenia grzybobdjcze (MFC) nadtlenku wodoru okreslono dla grzybow
nietraktowanych (P0) i1 wielokrotnie traktowanych plazma nietermiczng (P5, P10, P15). Po
24 h inkubacji pobrano po 10 pl zawiesiny grzybow z kazdego dotka plytki 96-dotkowe;j
1 wysiano na state podtoze DPA, a nast¢pnie inkubowano w temperaturze 25°C az do
zaobserwowania wzrostu grzybni w grupie kontrolnej (zwykle 24-48 godzin). MFC
oznaczalo najnizsze stezenie nadtlenku wodoru, ktére powodowato catkowite
zahamowanie wzrostu grzybow na podlozu stalym. Kazde doswiadczenie przeprowadzono

w dwoch powtdrzeniach.
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3.11.7 Badanie rozwoju tolerancji grzybow fitopatogennych wielokrotnie

traktowanych plazma niskotemperaturowa na Srodki grzybobodjcze

Oznaczono minimalne stezenia hamujace (MIC) dostepnych w handlu $rodkow
grzybobojczych przeciwko grzybom fitopatogennym nietraktowanych plazmga (P0) oraz po
piatym (P5), dziesigtym (P10) lub pigtnastym (P15) traktowaniu plazma. Przygotowano
zawiesiny grzybéw o stezeniu 10°-10° jtk ml' w pozywce hodowlanej, zgodnie
z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1.

Minimalne st¢zenia hamujace (MIC) dostgpnych na rynku $rodkow grzybobojczych
okreslono metoda mikrorozcienczen na plytce 96-dotkowej. Do dolkow w plytce
96-dotkowej (F.L. Medical, Wtochy) wprowadzono po 100 pl pozywni hodowlanej
(z wyjatkiem kolumny H). Do kolumny zaznaczonej jako H i G wprowadzono po 100 pl
roztworu wyjsciowego fungicydu, a nastgpnie wykonano szereg dwukrotnych rozcienczen
od kolumny G do B. Kolumna S stanowita kontrolg (bez $rodka grzybobojczego).
Z kolumny B usunigto 100 ul cieczy/zawiesiny, tak, aby objetos¢ we wszystkich dotkach
wynosita 100 pl. Nastepnie do wszystkich dotkow zaszczepiono po 100 pl odpowiedniej
zawiesiny grzybow, otrzymujac koncowa objetos¢ 200 ul. Plytki inkubowano
w temperaturze 25°C przez 48-72 h. MIC zdefiniowano jako najnizsze st¢zenie fungicydu,
ktore powodowalo catkowite zahamowanie wzrostu grzybow w dotku.

Zakres badanych stezen ustalono na podstawie maksymalnych dawek preparatu
podanych na etykiecie przez producenta oraz zalecen dla danej choroby roslin.

Fungicydy (F) oznaczone jako F1-F3 stanowily ptynne koncentraty substancji
aktywnych. Roztwory wyjsciowe tych $rodkow przygotowano poprzez rozcienczenie
w sterylnej wodzie dejonizowanej. Natomiast fungicydy opisane jako F4-F6 miaty posta¢
proszkéw. Roztwory wyjéciowe tych $rodkéw sporzadzono poprzez zwazenie
odpowiedniej ilosci proszku i rozpuszczenie w sterylnej wodzie dejonizowanej lub
zawieszenie w sterylnej wodzie dejonizowanej z dodatkiem 1% agar-agaru, w celu
utrzymania réwnomiernego stezenia substancji aktywnych w calej objetosci poprzez
zapobieganie opadania na dno studzienki. Kazde doswiadczenie przeprowadzono w dwdch
powtdrzeniach.

Zawarto$¢ substancji aktywnych (podana przez producenta) oraz testowany zakres

stezen srodkow przeciwgrzybiczych podano w tabeli nr 3.
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Tabela 3. Badany zakres stezen srodkow grzybobdjczych wzgledem grzybéw fitopatogennych.

, , Magnicur - opias-prozso SCORPION  \EDZIANBO  SWITCH 625  SYLLIT 65 WP
Nazwa i producent sSrodka Energy (Protect EW (Procam) 325S.C. WP (Target) WG (Agrecol) (Agrecol)

Garden) (Agrecol) g g g

fosetyl glinowy .
310 g/l tebukonazol 2%28 kjly“ztlrg g:;? Trihydroksy- cyprodynil

Substancje czynne chlorowodorek . g =7 chlorek dimiedzi 37,5%, dodyna 65%
250g/1 (27,0%) difenokonazol : .

propamokarbu 125 g/l (11,4) 87,5% fludioksonil 25%

530 g/l gt
Oznaczenie fungicydu F1 F2 F3 F4 F5 F6

Badany zakres stezen (% m/v)

Szczep Badany zakres stezen (% v/v)
F. DSM 1264
Foézlsr‘;zrr‘:r; Dzm 10246 4,0-101 313101 — 4,0-101— 4,0-10— 4,0-101— 3.13-101 -
' 101 103 101 101 101 103
e e03 6.25-10 4.88-10 6.25-10 6.25-10 6.25-10 4.88-10
A. alternata DSM 62010
; ;:;?ez oM o7 4,0-104— 313101 — 313101 — 4,0-101— 313101 — 313101 —
' 6,25-10 488102 4881072 6,25-10 4881072 4881072

A. alternata Aal0S-23
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3.11.8 Badanie rozwoju tolerancji na dzialanie plazmy niskotemperaturowe;j

u grzybow fitopatogennych

Wykonano posiew 100 pl zawiesiny grzybow fitopatogennych wielokrotnie
traktowanych plazma (PS5, P10, P15) oraz nietraktowanych plazma (PO0) o stezeniu 10°-10°
jtk mI?t (przygotowanych zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1) na state
podtoze DPA za pomoca jalowej glaszczki. Ptytki inkubowano w temperaturze 25°C przez
7 dni.

Tolerancje grzybow fitopatogennych na dziatanie plazmy nietermicznej oceniono
analogicznie z procedurg opisang w podrozdziale 3.9. W tym celu siedmiodniowe hodowle
grzybow fitopatogennych zalano 10 ml sterylnej wody dejonizowanej z dodatkiem Tween
80 i sporzadzono zawiesiny komorek grzybow o stezeniu 10°-10° jtk ml. Drewniane
krazki sztucznie inokulowano 20 pl zawiesiny grzybow i pozostawiono do wyschnigcia
w temperaturze pokojowej przez 24 h. Krazki umieszczono w reaktorze DBD a nast¢pnie
traktowano plazma przez odpowiedni czas.

Rozwoj tolerancji komoérek grzyboéw fitopatogennych na dziatanie zimnej plazmy
okreslono na podstawie porownania warto$ci & (wzor nr 1) otrzymanych dla grzybni
nietraktowanych uprzednio plazma oraz grzybni po wielokrotnej ekspozycji na plazme

(P5, P10, P15). Wszystkie testy wykonano w trzech powtorzeniach.

3.12 Ocena zmian patogennosci grzybow po wielokrotnej ekspozycji na plazme

niskotemperaturowa
3.12.1 Ocena zdolnos$ci zarodnikéw grzybow do adhezji i formowania biofilmu

Zmiany zdolno$ci do tworzenia biofilmu przez zarodniki grzybow fitopatogennych
poddawanych wielokrotnemu dziataniu plazmy nietermicznej oceniono w odniesieniu do
grzybow nietraktowanych plazmg (P0), zgodnie z procedura opisang przez Siqueira i Lima
(2013). Na szalke Petriego ze stalym podlozem DPA posiano po 100 pl zawiesiny
grzyboéw wielokrotnie traktowanych plazma (P5, P10, P15) lub nietraktowanych plazma
(P0), otrzymanych zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale 3.11.1. Zarodniki kazdego
szczepu zebrano poprzez zalanie plytki 10 ml soli fizjologicznej z dodatkiem 0,1% Tween
1 zeskrobanie zarodnikow z powierzchni podtoza za pomocy sterylnej ezy. Zawiesing
wyjsciowg doktadnie wymieszano na wytrzasarce laboratoryjnej, a nastepnie
przefiltrowano przez podwojng warstwe sterylnej gazy w celu usunigcia fragmentow

grzybni. Zawiesing komérek odwirowano przy 7500 obr min™ przez 5 min i rozciefczono
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ptynng pozywka BDP do stezenia 10°-10° jtk mI? stosujac komore do zliczania Howarda.
Stezenie kazdej zawiesiny potwierdzano metodg szeregu dziesigciokrotnych rozcienczen

1 posiewu na podtoze stale.

Formowanie biofilmu

Do studzienck w ptytach 24-dotkowych (Biologix, Niemcy) z ptaskim dnem
wprowadzono 250 pl zawiesiny grzybow oraz 250 pl ptynnej pozywki BDP. Plytki
pozostawiono do inkubacji w temperaturze 25°C przez 24 h do utworzenia biofilmu. Po
tym czasie usuni¢to pozywke hodowlang wraz z komoérkami nieprzytwierdzonymi do dna
studzienek za pomoca pipety automatycznej. Komoérki przytwierdzone do dna/$cianek
studzienki przemyto trzykrotnie sterylng wodg dejonizowang i pozostawiono do
wyschniecia w komorze laminarnej przez 5 h w temperaturze pokojowe;.

Zdolnos$¢ szczepoéw do tworzenia biofilméw (na powierzchni polistyrenu) zostata
okreslona za pomoca metody barwienia fioletem krystalicznym, natomiast aktywno$¢
metaboliczng utworzonych biofilméw zbadano testem MTT zgodnie z procedurg opisang

przez Siqueira i Lima (2013), z niewielkimi modyfikacjami.

Barwienie filetem krystalicznym

Do studzienek z uformowanym i1 przemytym biofilmem wprowadzono po 500 pl
wodnego roztworu fioletu krystalicznego o stezeniu 0,05% (w/v) 1 inkubowano przez 30
min w temperaturze 25°C. Po tym czasie usuni¢to barwnik i przemyto biofilm sterylng
woda dejonizowang. Do kazdej studzienki wprowadzono po 500 pl etanolu (96%)
a nastgpnie zmierzono wartos¢ absorbancji rozpuszczonego fioletu krystalicznego przy
dhugosci fali A=570 nm za pomoca spektrofotometru Cary UV-Vis (Agilent Technologies,
USA), wobec proby slepej (roztwor etanolu bez komorek). Warto§¢ absorbancji jest
proporcjonalna do biomasy biofilmu, sktadajgcego si¢ ze strzgpek i pozakomoérkowego

materiatu polimerowego. Wyniki skorygowano o wspotczynnik rozcienczenia.

Oznaczanie aktywnoS$ci metabolicznej za pomocag testu MTT

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy) to zblta
rozpuszczalna soOl tetrazoliowa, ktora jest tatwo pobierana przez zywe komorki
1 redukowana w wyniku aktywnosci enzymdéw mitochondrialnych (gtownie dehydrogenazy
bursztynianowej) do nierozpuszczalnego w wodzie fioletowego formazanu. Krysztaty
formazanu nalezy rozpusci¢ w celu pomiaru kolorymetrycznego, a itensywno$é
zabarwienia roztworu (warto$¢ absorbancji) $wiadczy o liczbie zywotnych, aktywnych

metabolicznie komorek.
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Roztwor MTT o stezeniu 0,5 mg ml! przygotowano zgodnie z zaleceniami
producenta, poprzez rozpuszczenie proszku w sterylnym buforze PBS o pH 7,4. Odczynnik
przechowywano w temperaturze 4°C w butelce z ciemnego szkta.

Do studzienek z uformowanym i1 przemytym biofilmem dodano 500 ul roztworu
MTT. Plytki inkubowano w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 25°C przez 24 h. Po
tym czasie do kazdej studzienki dodano 500 ul zakwaszonego izopropanolu (0,04 M
kwasu solnego 36% w propan-2-olu) w celu rozpuszczenia krysztatow formazanu (D. M.
Morgan, 1998). Aktywno$¢ metaboliczna grzybow tworzacych biofilm zostata oceniona na
podstawie pomiaru absorbancji roztworu formazanu przy dlugosci fali A=570 nm za
pomoca spektrofotometru Cary UV-Vis (Agilent Technologies, USA), wobec proby $lepej
(roztwér MTT bez komorek). Wszystkie testy wykonano dwukrotnie. Pomiary absorbancji
wykonano w dwoch powtorzeniach dla  kazdej probki. Wyniki  skorygowano

o wspolczynnik rozcienczenia.
3.12.2 Oznaczenie aktywnoS$ci enzymow rozkladajacych $ciane komorkowa roslin

Produkcja enzymoéw rozktadajacych $ciane komoérkowa roslin (CWDE) umozliwia
patogenowi penetracj¢ 1 zakazanie tkanek zywiciela, prowadzac do martwicy i postepu
choroby (Kikot i in., 2009). Aktywno$s¢ CWDE oznaczono zgodnie z metodami opisanymi
przez Chang i in. (2020) oraz King i in. (2009), z niewielkimi modyfikacjami.

Do kolb o pojemnosci 250 ml zawierajacych 100 ml pozywki BBJ z dodatkiem 0,15%
jednego z trzech polisacharydéw: karboksymetylocelulozy, ksylanu lub pektyny,
zaszczepiono po 100 ul zawiesiny grzybow (10°-10° jtk mI) nietraktowanych plazma (PO)
oraz po pierwszym (P1), piatym (P5), dziesigtym (P10) lub pig¢tnastym (P15) traktowaniu
plazmg (przygotowanych zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 3.11.1). Hodowle
prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej w temperaturze 25°C przez 10 dni przy 120 obr
min. Po tym czasie biomase grzybow oddzielono od podtoza hodowlanego na filtrze
Whatmana nr 1 (Whatman, Wielka Brytania) z uzyciem pompy proézniowej i lejka
Biichnera. Suchg mas¢ grzybni oznaczono zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale
3.11.4. Filtrat pohodowlany przeznaczono jako surowy roztwdr enzymatyczny do analizy
aktywnosci odpowiednio karboksymetylocelulaz, ksylanaz i pektynaz. Wszystkie hodowle
prowadzono w dwoch powtdrzeniach.

Aktywno$¢ CWDE okreslono na podstawie oznaczenia cukréw redukujacych
uwolnionych w wyniku reakcji enzymatycznej z odpowiednim substratem. Stezenie

cukrow redukujacych oznaczono za pomoca metody Bernfelda (1955) opartej na tescie
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kolorymetrycznym z wykorzystaniem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (ang. dinitro salicylic
acid, DNS). Reakcja z DNS nie jest specyficzna wzgledem cukrow redukujacych,
w zwigzku z czym nie pozwala na rozrdznienie poszczegdlnych weglowodanow. Jednak ze
wzgledu na mozliwos¢ wykrywania ogo6lnej hydrolizy polisacharydéw, test ten
wykorzystywany jest w badaniach aktywnos$ci enzymatycznej zwigzanej z degradacja
réznych rodzajow substratow polisacharydowych (King i in., 2009).

Metoda polega na redukcji  grupy nitrowej soli  sodowej  kwasu
3,5-dinitrosalicylowego w s$rodowisku zasadowym przez cukry redukujace uwolnione
w wyniku hydrolizy enzymatycznej, zgodnie z schematem przedstawionym ponizej.
Podgrzanie stuzy katalizie reakcji, a powstajacy barwny zwigzek (kwas 3-amino-5-
nitrosalicylowy) silnie absorbuje §witato przy dlugosci fali w zakresie od 450-540 nm

(Wood i in., 2012).

95°C, NaOH . . .
kwas 3,5-dinitrosalicylowy + cukier redukujacy ——— kwas 3-amino-nitrosalicylowy

+ cukier utleniony

DNS przygotowano poprzez rozpuszczenie 30 g tetrahydratu winianu sodowo-
potasowego i 1 g kwasu 3,5-dinitrosalicylowego w 50 ml wody destylowanej na mieszadle
magnetycznym z pltyta grzejng w temperaturze 90-95°C. Nastgpnie dodano 20 ml 2 N
NaOH. Po wystygnigciu do temperatury pokojowej uzupelniono koncowa objetos¢ woda
destylowang do 100 ml.  Roztwor przeniesiono do butelki z ciemnego szkla
I przechowywano w temperaturze pokojowej (Dhiman i in., 2022).

Do pomiaru aktywnos$ci karboksymetylocelulaz, ksylanaz i pektynaz wykorzystano
1% (w/v) roztwor substratu odpowiednio karboksymetylocelulozy, ksylanu oraz pektyny
w 0,1 M buforze octanowym (pH 5,0) (Chang i in., 2020).

Do 0,25 ml surowego roztworu enzymu dodano 0,25 ml 1% (w/v) roztworu substratu.
Reakcje¢ prowadzono przez 60 min w tazni wodnej w temperaturze 40°C. Po tym czasie do
mieszaniny reakcyjnej dodano 1 ml DNS i inkubowano w tazni wodnej przez 15 min
w temperaturze 95°C. Probki schladzano w kapieli lodowej przez 5 minut a nast¢pnie
pozostawiono do uzyskania temperatury pokojowej. Wykonano roéwniez kontrole
negatywne aktywno$ci kazdego enzymu (bez substratu) i substratu w buforze (bez
enzymu), zastepujac odpowiednio substrat lub enzym ta sama objetoscig buforu
octanowego (pH 5,5), postepujac dalej zgodnie z procedurg opisang dla préb badawczych.
Absorbancj¢ prob badawczych oraz kontrolnych zmierzono przy dtugosci fali A=540 nm

wobec proby slepej (0,5 ml buforu + 1 ml DNS) za pomocg spektrofotometru Cary UV-Vis
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(Agilent Technologies, USA). Pomiar absorbancji wykonano w dwoch powtorzeniach dla
kazdej probki. Jesli poczatkowa analiza wykazala wyzsze stezenie cukrow redukujacych
w badanej probce niz zakres liniowy krzywej standardowej, probke ta ponownie zbadano
poprzez odpowiednie rozcienczenie buforem octanowym (pH 5,0) przed dodaniem
odczynnika DNS, postepujac dalej zgodnie z opisang procedura. Przyrost absorbancji prob
badawczych skorygowano o warto$¢ absorbancji odpowiednich prob kontrolnych (Dhiman
i in., 2022; Miller, 1959).

Stezenie cukréw redukujacych powstajacych w  wyniku reakcji  enzymoéw
celulolitycznych oraz ksylanolitycznych oszacowano odnoszac si¢ do krzywej
standardowej glukozy, natomiast aktywno$¢ pektynaz oszacowano na podstawie krzywej
standardowej dla kwasu D-galakturonowego. Krzywa standardowa dla réznych stezen
0,1, 0,2; 0,3; 04; 05; 08; 1,0; 15; 2,0 oraz 3,0 mg/ml) glukozy oraz kwasu
D-galakturonowego przygotowano w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,0 w dwoéch
powtorzeniach, postepujac analogicznie do prob badawczych (Bernfeld, 1955).

Jedna jednostke enzymatyczna (U) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu, ktéra uwalnia
1 pmol reszt redukujacych na minut¢ w ustalonych warunkach reakcji. Aktywno$é

calkowitg enzymu obliczono korzystajac ze wzoru nr 4 (Dhiman i in., 2022):

Cg* V+1000
t-Ve'Mcr

(4)

gdzie: Cg — $rednie stezenie cukrow redukujacych uwolnionych w reakcji enzymatycznej

Aktywno$¢ catkowita enzymu [U ml~1] =

z dwdéch powtdrzen [mg ml™];

V. — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej [ml];

1000 — wspotczynnik konwersji miliekwiwalentu na mikroekwiwalent;

t — czas reakcji [min];

V. — objetos¢ enzymu [ml];

M. — masa molowa cukru redukujgcego (glukozy lub kwasu D-galakturonowego)

[g mol ™).
3.12.3 Oznaczenie aktywnosci proteolitycznej

Oznaczenie aktywno$ci proteolitycznej grzybow poddawanych wielokrotnemu

dziataniu plazmy niskotemperaturowej przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez
Ortega i in. (2013) oraz Rodarte i in.(2011), z niewielkimi modyfikacjami.

Do kolb o pojemnosci 250 ml zawierajacych 100 ml pozywki BAP przeniesiono po

100 pl zawiesiny grzybow (10°-10° jtk ml?) nietraktowanych plazma (PO) oraz po
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pierwszym (P1), piatym (P5), dziesiagtym (P10) lub pi¢tnastym (P15) traktowaniu plazma,
przygotowanych zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.11.1. Inkubacje
prowadzono na wytrzasarce przy 120 obr min w temperaturze 25°C przez 7 dni. Po tym
czasie zawartosci kazdej kolby przesaczono, oznaczono suchg mase grzybni (zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 3.11.4), a filtrat pohodowlany przeznaczono do badan
zewnatrzkomoérkowej aktywnosci proteolitycznej. Kazde doswiadczenie przeprowadzono
w dwoch powtorzeniach.

Aktywno$¢ proteolityczng okreslano poprzez inkubacje 0,25 ml filtratu
pohodowlanego z 0,5 ml substratu przez 2 h na wytrzagsarce laboratoryjnej przy
120 obr min™t w temperaturze 30°C. Substrat stanowil roztwor kazeiny o stezeniu 1% (w/v)
w buforze PBS o pH 7.4. Reakcj¢ zatrzymano przez dodanie 0,4 ml 20% (w/v) kwasu
trichlorooctowego (TCA). Probki umieszczono w tazni lodowej na 30 minut.
Niezhydrolizowane biatka, ktore ulegly wytraceniu usunigto poprzez wirowanie przy 7500
obr mint przez 15 min w 4°C. Supernatant przeniesiono do kuwety kwarcowej
1 zmierzono absorbancje przy dtugosci fali A=280 nm za pomocg spektrofotometru Cary
UV-Vis (Agilent Technologies, USA). Aktywno$¢ proteolityczng okreslano na podstawie
odczytu warto$ci absorbancji prob badawczych przy dlugosci fali A=280 nm w stosunku do
odpowiedniej proby kontrolnej. Probe kontrolng przygotowano poprzez dodanie 0,4 ml
20% (w/v) TCA do 0,25 ml odpowiedniego filtratu pohodowlanego w celu zdenaturowania
bialek enzymatycznych, po czym dodano roztwor kazeiny. Proby kontrolne inkubowano
w tych samych warunkach jak proby badawcze. Pomiar absorbancji wykonano w dwoch
powtorzeniach.

Jedna jednostke aktywnosci enzymu (U) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu, ktora
w warunkach eksperymentu powoduje wzrost absorbancji (A=280 nm) o 0,1 jednostki
w ciggu 60 min. Aktywno$¢ catkowita enzymdw proteolitycznych obliczono korzystajac

ze wzoru nr 5 (Benmebarek i in., 2020):

Aktywno$¢ proteolityczna [Uml™1] = % (5)

gdzie: A — $rednia warto$é absorbancji z dwoch powtorzen dla proby badawczej;
A, — $rednia warto$¢ absorbancji z dwoch powtorzen dla proby kontrolnej;
V. — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej [ml];
V. — objetos¢ surowego roztworu enzymatycznego [ml];

t — czas trwania reakcji [h].
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3.12.4 Oznaczenie aktywnosci lipolitycznej

Aktywnos¢ enzymow lipolitycznych oznaczono zgodnie z procedurg opisang przez
Dhiman i in. (2022), z niewielkimi modyfikacjami. Do kolb o pojemnosci 250 ml
zawierajacych 100 ml pozywki BAL wprowadzono po 100 ul zawiesiny grzybow (10°-10°
jtk mlt) nietraktowanych plazmg (P0) oraz po pierwszym (P1), pigtym (P5), dziesigtym
(P10) i pietnastym (P15) traktowaniu plazma (przygotowanych zgodnie z procedura
opisang w podrozdziale 3.11.1). Hodowle prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej przez

10 dni w temperaturze 25°C przy 120 obr min*

. Po tym czasie zawartos¢ kolb
przesaczono, po czym okreslono suchg mas¢ grzybni (procedura opisana w podrozdziale
3.11.4). Przesacz stanowil surowy roztwor enzymatyczny, ktory przeznaczono do badan
aktywno$ci enzymoOw lipolitycznych. Wszystkie hodowle prowadzono w dwodch
powtorzeniach.

Zewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ lipolityczng w uzyskanych filtratach oznaczono
wzgledem tych samych substratow, ktore dodano do pozywki hodowlanej (Nabrdalik
i Grata, 2011). Substratem reakcji byta 10% emulsja oliwy w buforze Tris-HCI (pH 8,0)
z dodatkiem 1% Tween 80, przygotowana w homogenizatorze przez 5 min.

Do 1 ml filtratu pohodowlanego dodano 5 ml substratu i 4 ml buforu Tris-HCI (pH
8,0). Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 2 h na wytrzgsarce laboratoryjnej

w temperaturze 30°C przy 120 obr min?

. Reakcja hydrolizy zostala natychmiast
zatrzymana po okresie inkubacji przez dodanie 20 ml mieszaniny aceton:etanol (1:1 v/v).
Proby kontrolne przygotowano poprzez dodanie 20 ml mieszaniny acetonu i etanolu (1:1)
do 1 ml przesaczu, w celu denaturacji bialek (w tym enzymdw lipolitycznych). Nastepnie
do mieszaniny dodano 4 ml buforu Tris-HCI (pH 8,0) oraz 5 ml emulsji oliwy. Proby
kontrolne inkubowano w tych samych warunkach jak préby badawcze.

Ilos¢ wolnych kwasow ttuszczowych, powstajacych w wyniku hydrolizy oliwy
katalizowanej przez lipazy, oceniano poprzez miareczkowanie 0,1 N roztworem NaOH
w obecnosci 0,1% fenoloftaleiny jako wskaznika, do momentu uzyskania jasnor6zowej
barwy, utrzymujacej si¢ przez co najmniej 1 min. Oznaczenie wykonano w dwoéch
powtorzeniach dla kazdej probki.

Jedng jednostke (U) aktywnosci lipazy zdefiniowano jako ilo§¢ enzymu, ktora uwalnia
1 umol kwasu tluszczowego na minute w danych warunkach analitycznych zaktadajac, ze

na zmiareczkowanie 1 pmol kwasu tluszczowego zuzywa si¢ 1 pmol NaOH. Aktywno$¢
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lipolityczng filtratow z hodowli grzybow fitopatogennych obliczono ze wzoru nr 6

(Dhiman i in., 2022):

_ (V-Vp) -CNaoH V1000
- t-Ve

(6)

gdzie: V — érednia objeto$é roztworu wodorotlenku sodu zuzyta do zmiareczkowania

Aktywno$¢ lipolityczna [U ml™1]

proby badawczej w dwoch powtorzeniach [ml];

V, — $rednia objetoéé roztworu wodorotlenku sodu zuzyta do zmiareczkowania
proby kontrolnej w dwoch powtdrzeniach [ml];

Cnaon — Stezenie molowe wodorotlenku sodu [g mol™];

V, — objetos$¢ mieszaniny reakcyjnej [ml];

t — czas reakcji [min];

V. — objetos¢ enzymu [ml].

3.12.5 Okreslenie toksycznosci filtratéw po hodowli grzybéw fitopatogennych

wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowg

Zbadano wptyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych subletalng
dawka plazmy niskotemperaturowa na syntez¢ metabolitow zewnatrzkomdrkowych
w obecnosci nasion gospodarza oraz wptyw tych metabolitow na wzrost 1 wezesne stadia
rozwoju nasion, zgodnie z metodyka opisang przez Garuba i in. (2014), z niewielkimi
modyfikacjami.

Do kolb o pojemnosci 250 ml zawierajacych 100 ml sterylnej pozywki BBIJ
wprowadzono 1 g (£ 0,01 g) sterylnych nasion ogorka, a nastgpnie zaszczepiono 100 pl
zawiesiny grzybow nietraktowanych plazmg (P0) oraz po piatym (P5), dziesiatym (P10)
i pigtnastym (P15) traktowaniu plazmg (przygotowanych zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 3.11.1). Hodowle prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej przy 120 obr
min! w temperaturze 25°C przez 25 dni. Po tym czasie podtoze potencjalnie zawierajace
toksyczne metabolity zewnatrzkomoérkowe oddzielono od biomasy poprzez filtracje na
filtrze Whatmanna nr 1 z uzyciem lejka Biichnera i pompy prozniowej. Przesacz
wysterylizowano poprzez filtracje przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um
(Bionovo, Polska).

W sterylnych probowkach wiréwkowych o pojemnosci 50 ml (Bionovo, Polska)
umieszczono 30 sterylnych nasion ogérka gruntowego (Cucumis sativus, odniana Sremski
F1), przygotowanych zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.5, a nastepnie dodano

25 ml nierozcienczonego (100%) filtratu po hodowli grzybow fitopatogennych. Kontrole
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negatywna (K) stanowily nasiona inkubowane w sterylnej pozywce BBJ. Inkubacj¢ nasion
prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej przy 50 obr min w temperaturze 25°C przez
24 h. Na szalkach Petriego (120x120x17 mm) zawierajacych agar wodny ulozono
w rownych odstepach po 30 nasion uprzednio inkubowanych w filtratach pohodowlanych
(. PO, P5, P10, P15) lub w czystej pozywce hodowlanej (K).

Nasiona pozostawiono do wzrostu w ciemno$ci w temperaturze 25°C przez 7 dni.
Liczbe wykietkowanych nasion ogérka oceniono po 3 dniach trwania testu. Nasiona
uznawano za wykielkowane, jezeli pojawit si¢ korzen o dlugosci co najmniej 1 mm
(Swiecimska i in., 2020). Kietkowanie nasion (G) obliczono wedlug wzoru nr 7
(Hoppanova i Krystofova, 2022):

G [%] = =* - 100 O

0

gdzie: ny — liczba nasion wykietkowanych;

n, — liczba wszystkich nasion.

Po 7 dniach trwania eksperymentu, siewki usunig¢to z podloza i zwazono pojedynczo
na wadze analitycznej w celu wyznaczenia §wiezej masy, a nastepnie pozostawiono do
wysuszenia w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 80°C przez 24 h do wyznaczenia

suchej masy roslin.

3.12.6 Wzrost grzybéw fitopatogennych wielokrotnie poddanych dzialaniu

subletalnej dawki plazmy niskotemperaturowej w zywej tkance roslinnej

Dokonano oceny wzrostu badanych grzybow fitopatogennych w zywej tkance
roslinnej zgodnie z metoda opisang przez Brito i in. (2021) oraz Palmieri i in. (2020),
z pewnymi modyfikacjami.

Owoce pomidora koktajlowego (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)
zdezynfekowano powierzchniowo zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.6,
a nastgpnie umieszczono osobno w sterylnych pojemnikach z tworzywa sztucznego
z korkiem wykonanym z pianki o wysokiej gestosci, umozliwiajgcym wymiang gazow3a
z jednoczesng ochrong przed kontaminacja. W skdérce owocoOw pomidora wykonano
pojedyncze naktucie koncowka pipety i wprowadzono 10 pl zawiesiny grzybéow (10°-10°
jtk mIY) nietraktowanych plazma (P0) oraz po pierwszym (P1), pigtym (P5), dziesigtym
(P10) 1 pietnastym (P15) traktowaniu plazma, przygotowanych zgodnie z procedura
opisang w podrozdziale 3.11.1. Kontrole negatywna (K) stanowily owoce, do ktorych

wprowadzono 10 ul sterylnej wody dejonizowanej. Pojemniki z owocami zamknigto
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korkiem i umieszczono w plastikowym pojemniku z pokrywa, zapobiegajacym utracie
wilgotno$ci. Owoce inkubowano w temperaturze 25°C w ciemno$ci, a miejsca infekcji
obserwowano przez 7 dni. Eksperymenty przeprowadzono w dwoéch powtdrzeniach,
z trzema owocami w kazdym powtorzeniu.

Po 7 dniach trwania eksperymentu oceniono wielko$¢ porazenia powierzchni owocow,
a objawy sklasyfikowano w pigciostopniowej skali, wedlug kryteriow opisanych w tabeli

nr 4.

Tabela 4. Wizualna ocena (skala) objawdéw choroby grzybiczej owocoéw pomidora (Solanum lycopersicum)
do oceny nasilenia infekcji, na podstawie (Brito i in., 2021).

Stopien . .
Obja Whiosek
porazenia Jawy
0 brak widocznych objawow brak infekcji
1 1-25% powierzchni jest pokryte grzybnia tagodna infekcja
26-50° ierzchni j k k . . .
5 6-50% powierzchni jest PO ryte nekrotyczng umiarkowana infekcja
grzybnia
c0 . - .
3 51-75% pow.ler‘zcl}n.l jest pok‘ryt’e grzybnia silna infekeja
z duzg ilo$cig zarodnikow
76-100° rtwiczej tkanki, ktora utracit
4 % martwiczej tkanki, ktora utracila bardzo ciezka infekcja

jedrno$¢ rozpada si¢ wraz z masg grzybicza

Wskaznik nasilenia choroby (ang. disease severity index, DSI) obliczono za pomoca

réwnania Townsenda-Heubergera (Brito i in., 2021):

DSI [%] = =22 - 100 @)

gdzie: n — liczba przypadkow mieszczacych si¢ w danym stopniu porazenia;
V — stopien porazenia wedtug skali (0-4);
N — catkowita liczba badanych przypadkow;
X —najwyzszy stopien porazenia.
3.12.7 Zdolnos¢ grzybow fitopatogennych poddanych wielokrotnemu dzialaniu

plazmy do infekcji nasion ogorka

W  badaniu tym sprawdzono wplyw wielokrotnego traktowania grzybow
fitopatogennych plazmg niskotemperaturowg na ich zdolno$¢ do infekcji nasion

i wywolywanie objawéw choroby w oparciu o metody opisane przez Swiecimska i in.
(2020).
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Sterylne nasiona ogoérka (Cucumis sativus, odniama Sremski F1) przeniesiono do
sterylnych probowek wirowkowych o pojemnosci 50 ml, do ktérych dodano po 25 ml
zawiesiny grzybow (10°-10° jtk ml?) nietraktowanych plazma (P0) oraz po pierwszym
(P1), piatym (P5), dziesigtym (P10) lub pietnastym (P15) traktowaniu plazma,
przygotowanych zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.11.1. Kontrolg negatywna
(K) stanowitly nasiona inkubowane w tej samej objetosci sterylnej wody dejonizowane;j.
Inkubacje prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej przy 50 obr min® w temperaturze
25°C przez 1 h. Drugg porcj¢ nasion pozostawiono do inkubacji przez 24 h w tych samych
warunkach. Po okreSlonym czasie inkubacji (I h lub 24 h) nasiona oddzielono od
zawiesiny grzybow, przeptukano trzykrotnie 10 ml sterylnej wody dejonizowanej w celu
usunigcia grzybni nieprzytwierdzonej do powierzchni nasion i1 pozostawiono do
wyschniecia w sterylnych ptytkach Petriego w temperaturze pokojowej przez 1 h pod
komorg laminarng.

Trzydzie$ci nasion inkubowanych z zawiesing grzybéw (tj. PO, P5, P10, P15) lub
w wodzie (K) umieszczono aseptycznie w réwnych odstgpach na szalkach Petriego
(120x120x17 mm) z zestalonym agarem wodnym. W badaniu tym celowo zastosowano
podtoze pozbawione sktadnikéw odzywczych, tak, aby to nasiona stanowity jedyne zrodto
sktadnikow odzywczych dla patogendw grzybowych. Takie podejscie umozliwito
obserwacj¢ zmian chorobowych zachodzacych w nasionach podczas ataku patogenow.
Eksperyment byl prowadzony przez 14 dni w statych warunkach wzrostu w temperaturze
25°C.

Kietkowanie nasion ogérka oceniono po 3 dniach trwania testu (wzor nr 7). Nasiona
uznawano za wykietkowane, jezeli pojawil si¢ korzenh o dlugosci co najmniej
1 mm. Oceniono réwniez liczbe zywotnych siewek, ktére rozwinely si¢ po 7 i 14 dniach
trwania testu. Zywotno$¢ siewek podano w procentach (Zhou i in., 2018). Rosliny ze

zmigkczonymi, pozotktymi tkankami uznawano za zdegradowane 1 niezywe (martwe)

(Liiin., 2019).

3.12.8 Zdolnos¢ grzybow fitopatogennych poddanych wielokrotnemu dzialaniu
plazmy do infekcji roslin ogorka

W celu oceny zmian zjadliwosci oraz patogenicznosci grzybow poddawanych
wielokrotnemu traktowaniu subletalng dawka plazmy nietermicznej zastosowano metode
uprawy roslin w podtozu sztucznie inokulowanym zawiesing badanych grzybow, opisana

przez Chang i in. (2015), z niewielkimi modyfikacjami.
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Ziemi¢ ogrodnicza pozyskano z lokalnego sklepu ogrodniczego i wysuszono na
powietrzu, a nastepnie przesiano przez sito laboratoryjne (Retsch, Niemcy) o $rednicy
oczek ¥=2 mm w celu usuni¢cia duzych fragmentow roslinnych oraz kamieni. Piasek
wysterylizowano w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 180°C przez 1 h i zmieszano
z ziemig ogrodnicza w stosunku wagowym 1:2. Porcje tak przygotowanego podioza
zostaly nastepnie  sztucznie inokulowane zawiesing grzyboéw  fitopatogennych
niepoddanych dziataniu plazmy (PO0), oraz po piatym (P5), dziesigtym (P10) 1 pigtnastym
(P15) traktowaniu plazma w koficowym stezeniu komorek 103-10% jtk na 1 g podtoza,
poprzez dodanie odpowiedniej objetosci zawiesiny (przygotowanej analogicznie
z procedura opisang w podrozdziale 3.11.1) i doktadne wymieszanie.

Przygotowane podloze umieszczono w dotkach na 66-dotkowej palecie dla wzrostu
sadzonek. W kazdym dotku umieszczono po jednym nasieniu ogérka 1 delikatnie przykryto
warstwg odpowiedniego podtoza. Grupg kontrolng stanowily nasiona ogoérka uprawiane
w podtozu nie inokulowanym zawiesing grzybow (K).

Eksperyment prowadzono przez 14 dni w temperaturze pokojowej (22+2°C) w trybie
dzien-noc (16h:8h). Ro$liny regularnie nawadniano woda wodociggowa. Po dwoch
tygodniach wzrostu rosliny zostaly zebrane i oczyszczone z pozostalosci gleby, poprzez
ptukanie pod biezaca wodg 1 osuszenie na reczniku papierowym.

Przeanalizowano kietkowanie nasion (wzor nr 7), dlugo$¢ pedow i korzeni oraz $wieza
masg roslin. Rosliny z kazdej grupy testowej suszono w temperaturze 80°C przez 24 h do
wyznaczenia suchej masy. Obliczono wskaznik wigoru masy siewek (ang. seedling weight

vigour index, SWVI) korzystajac ze wzoru nr 9 (Hassani i in., 2019):

SWVI=SM - G 9)
gdzie: SM — sucha masa roslin z danej grupy [mg];

G — kietkowanie nasion (wzor nr 7) [%].
3.12.9 Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie Statistica wersja 13.3 (StatSoft
Inc. Krakow, Polska). W celu okres$lenia istotno$ci rdznic pomigdzy grupami badawczymi
uzyskane wyniki badan poddano wstepnej analizie statystyk opisowych. Oceniono
jednorodnos¢ wariancji  testem Browna-Forsytha, natomiast normalnos$¢ rozktadu
zmiennych zaleznych zbadano za pomocg testu Shapiro-Wilka. Dla zbioréw spetniajacych
warunek normalno$ci rozktadu oraz jednorodno$ci wariancji wykonano analiz¢ istotno$ci

réznic przy uzyciu testu Tukey’a, natomiast dla danych niespetniajacych przynajmniej
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jeden z podanych warunkéw wykonano test nieparametryczny ANOVA (ang. analysis of
variance) Kruskala-Wallisa. Za poziom istotnos$ci statystycznej przyjeto p<0,05.
W  rozktadzie normalnym podstawowymi parametrami sg S$rednia 1 odchylenie
standardowe, natomiast parametrami opisujgcymi rozktad skosny jest mediana, jako miara
warto$ci przecigtnej oraz kwartyle, jako miara rozrzutu wynikow. Wykonano analizg
korelacji, gdzie warto$¢ -1 wspotczynnika korelacji reprezentuje doskonata korelacje
ujemna, a wartos¢ +1 doskonatg korelacj¢ dodatnig, natomiast wartos¢ 0 wyraza brak

korelacji.
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4. Wyniki i dyskusja
4.1 Charakterystyka plazmy generowane w reaktorze DBD

We wszystkich badaniach opisanych w niniejszej pracy uzyto reaktora plazmowego
z wyladowaniami dielektrycznymi barierowymi (DBD). Do zbadania gléwnych
wzbudzonych form generowanych w reaktorze DBD wykorzystano metod¢ spektroskopii
OES, ktora ujawnita generowanie RFT oraz RFA. Wyniki analizy wraz z ich doktadnym
opisem zostaty opublikowane w artykule naukowym (Maliszewska i in., 2024).

Ujawniono réwniez generowanie ozonu w zastosowanym uktadzie badawczym.
Powstawanie tego gazu w plazmie zachodzi w dwoch etapach. Pierwszym z nich jest
dysocjacja czasteczek tlenu (0,) w wyniku zderzen z wysokoenergetycznymi elektronami
(e*) wytwarzanymi podczas mikrowyladowan plazmy. Powstajacy tlen atomowy (O)
reaguje dalej z czgsteczkg tlenu oraz trzecim partnerem zderzenia (M), np. Oz, Oz lub N,
dzialajacym jako katalizator, ktory uczestniczy w absorpcji energii, ale nie reaguje
chemicznie. W efekcie atomowy tlen taczy si¢ z czasteczkowym tlenem tworzac ozon (03)
(Malik i in., 2016; Mastanaiah i in., 2013). Schemat opisanej reakcji przedstawiono
ponizej.

O,+e* - 20+e
O0+0,+M—-0;+M

Podczas 10 minutowego dziatania reaktora DBD maksymalny zarejestrowany poziom
ozonu wynidst 10 ppm, gdzie 1 ppm ozonu odpowiada 1 mg It (Mastanaiah i in., 2013).
Jednoczesnie zaobserwowano wzrost temperatury elementow reaktora plazmowego z 22°C
do 28°C, co réwniez negatywnie wplywa na stabilno§¢ 1 stezenie ozonu
w urzadzeniu, wykluczajac jednoczesnie wplyw termiczny na inaktywacje grzybow
fitopatogennych.

Wedlug Jodzis i Baran (2022) wzrost temperatury gazu w szczelinie wytadowczej
utrudnia odprowadzanie ciepta z kanatow mikrowyladowan, w ktéorych dochodzi do
rozktadu ozonu w wyniku chwilowego wzrostu temperatury (energii), posrednio
wplywajac na obnizenie st¢zenia ozonu.

Ozon ma silne wiasciwosci utleniajagce (Epelle i in., 2023). Natomiast opinie
dotyczace znaczenia ozonu w inaktywacji mikroorganizmow przez plazme
niskotemperaturowg sa podzielone.

Park i in. (2022) opracowali technologi¢ wytwarzania zimnej plazmy o niskiej

zawarto$ci ozonu do zastosowan stomatologicznych (ang. no-ozone cold plasma, NCP),
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ograniczajaca szkodliwe dziatanie ozonu na tkanki ludzkie oraz uktad oddechowy. Autorzy
wykazali wysoka skuteczno$¢ plazmy niskotemperaturowej przeciwko czterem patogenom
jamy ustnej, pomimo nieznacznych stezen ozonu (0,011 1 0,002 ppm, w zaleznosci od
konfiguracji aparatury). Dziatanie biobojcze za posrednictwem NCP w pozywce pltynnej
przypisano przede wszystkim formowaniu H202. Z kolei w bezposrednim dziataniu NCP
wzgledem bakterii na podtozu stalym uczestniczg natadowane czastki.

Z kolei Rangel i in. (2022) stwierdzili, ze niskie dawki ozonu (5-10 ppm) wprawdzie
nie powodujg zahamowania wzrostu mikroorganizmow, ale wptywaja na obnizenie
zywotnosci komorek poprzez wywotywanie zmian morfologicznych oraz wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu wewnatrz komorek, bez niszczenia btony komérkowe;.

Z drugiej strony niektorzy autorzy twierdza, ze ozon wydaje si¢ by¢ najbardziej
destrukcyjnym sposrod reaktywnych form generowanych w plazmie atmosferyczne;.

Epelle i in. (2022) zaobserwowali wzrost efektywnosci usuwania E. coli,
Staphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus i Candida albicans wraz ze wzrostem czasu
ekspozycji 1 stezenia ozonu generowanego w komorze sterylizacyjnej. Badania wykazaty,
ze komorki bakterii charakteryzuja si¢ znacznie wyzsza wrazliwoscia na ozon
w poréwnaniu do grzybow. Ekspozycja na 2 ppm ozonu przez 16 min doprowadzita do
inaktywacji ponad 99% komorek S. aureus oraz 94% E. coli. Natomiast dla C. albicans
I A. fumigatus redukcja liczby komorek wyniosta odpowiednio 54% oraz 30%. Ekspozycja
wszystkich badanych mikroorganizmow na 20 ppm ozonu przez 4 minuty doprowadzita do
catkowitej inaktywacji komorek. Przypuszcza si¢, ze przyczyng rdznic wrazliwosci
mikroorganizmow na ozon moze by¢ odmienna struktura §ciany komérkowej (Epelle i in.,

2023; Napp i in., 2016).
4.2 Identyfikacja grzybow izolowanych ze Srodowiska

Reakcje niespecyficzne wykazaty zgodnos$¢ izolatow Alternaria sp. z A. alternata,
A. arborescens, A. longipes i A. brassicae, oraz izolatoéw Fusarium sp. z F. acuminatum,
F. tricinctum i F. avenaceum. Natomiast reakcje ze starterami specyficznymi wykazaty, ze
izolat Alternaria sp. nalezy do gatunku A. alternata, a izolat Fusarium sp. do gatunku
F. tricinctum (rysunek 14). Sekwencje A. alternata (GenBank: PP869429.1) i F. tricinctum
(GenBank: PP869455.1) zostaly zdeponowane w GenBank NCBI.
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Rysunek 14. Kolonie grzybow wyizolowanych ze $rodowiska po 11 dniach inkubaci na podtozu PDA.

4.3 Kinetyka inaktywacji grzybow fitopatogennych przez plazme nietermiczng oraz

wyznaczenie dawek subletalnych

Kinetyke inaktywacji komorek grzybow fitopatogennych na powierzchni tektury
I drewna za pomoca nietermicznej plazmy atmosferycznej przedstawiono na wykresie nr 1.

Efekt inaktywacji komorek grzyboéw pod wpltywem dziatania plazmy stopniowo
wzrastal w sposob zalezny od czasu traktowania. Eksperymentalne badanie kinetyki
inaktywacji komorek ma ogromne znaczenie dla okreslenia czasowej miary niszczenia
drobnoustrojow oraz jej przebiegu w czasie (Dasan i in., 2017). W tym celu wyznaczono
wartosci parametrow kinetyki (8 1 p) dla grzybow fitopatogennych usuwanych
na powierzchni tektury i drewna.

Warto§¢ 0 okresla minimalny czas wymagany do dziesigciokrotnej redukcji
poczatkowe] populacji mikroorganizméw w okre§lonych warunkach, co odpowiada
redukcji poczatkowej liczby drobnoustrojéw (obciazenia biologicznego) o jedng jednostke
logarytmiczng, czyli inaktywacji 90% drobnoustrojow (Dasan i in., 2017; Mazzola i in.,
2006).

Wspotczynnik ksztattu krzywej przezycia (p) z kolei opisuje, w jaki sposob
przezywalno$¢ populacji zmienia si¢ w czasie. Gdy p<1 krzywa przezycia jest wklesta, co
swiadczy o szybkiej inaktywacji komorek mikroorganizméw na poczatku procesu,
a z czasem tempo inaktywacji maleje. Gdy p=1 krzywa przezycia jest liniowa, co
odpowiada modelowi pierwszorzedowej kinetyki inaktywacji, w ktorej mikroorganizmy
ging w statym tempie niezaleznie od czasu traktowania. Natomiast p>1 (wypukta krzywa

przezycia) oznacza, ze tempo inaktywacji mikroorganizmow ro$nie z czasem.
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Wykres 1. Zalezno$¢ redukcji zywotnych komoérek na powierzchni tektury (pomaranczowy) i drewna
(niebieski) od dhugosci czasu obrobki plazma. Linie ciggle wskazuja na dopasowanie modelu Weibulla.
Stupki bledéw wskazuja odchylenia standardowe dla 3 powtorzen.

Warto$ci parametréw kinetyki (6 1 p) dla grzybow fitopatogennych usuwanych

z powierzchni tektury i drewna przedstawiono w tabeli nr 5.
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Tabela 5. Parametry kinetyczne modelu Weibulla wyznaczone dla grzybdéw fitopatogennych poddawanych
dziataniu plazmy niskotemperaturowej na powierzchni tektury i drewna. & - dziesietny czas redukcji,
p - wspotczynniki ksztattu krzywej przezycia.

Tektura Drewno
Szczep
0 14 0 p

F. oxysporum DSM 12646 3min10s 1,68 3min27s 1,80
F. culmorum DSM 1094 2min22s 1,12 2min 39s 0,85
F. tricinctum Ft11S-23 3min25s 1,84 3minlls 1,53
B cinerea DSM 877 10min0s 1,16 9min53s 1,60

A. alternata DSM 62010 5min49s 1,90 5min32s 1,81
A. alternata Aal0S-23 3min 27 s 0,54 4min 26 s 0,98

Wyznaczenie warto$ci 6 ujawnito rdznice wrazliwosci badanych mikroorganizmow na
zimng plazmg, zarowno w zalezno$ci od szczepu jak i od rodzaju powierzchni. Najwieksza
wrazliwo$¢ wykazywat F. culmorum DSM 1094, nastepnie F. oxysporum DSM 12646,
F. tricinctum Ft11S-23, A. alternata Aal0S-23, A. alternata DSM 62010. Najbardziej
oporny na dziatanie plazmy okazat si¢ B cinerea DSM 877, dla ktorego & wynosito okoto
10 min niezaleznie od rodzaju powierzchni.

Do dalszych badan przyjeto dawke subletalng plazmy nietermicznej, odpowiadajaca
wartos$ci 0 dla grzybow fitopatogennych inaktywowanych na powierzchni drewna.

Warto$¢ p wskazuje na charakter krzywej przezycia. Dla F. oxysporum DSM 12646,
F. tricinctum Ft11S-23, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 obserwujemy, Ze
zardwno na tekturze, jak i na drewnie p>1, wskazujac na wypukly charakter krzywe;j
przezycia, co oznacza, ze inaktywacja jest szybsza na poczatku traktowania plazma,
a nastgpnie zwalnia.

Z kolei dla F. culmorum DSM 1094 na drewnie p<l wskazujac na wklesty charakter
krzywej. Oznacza to, ze inaktywacja przyspiesza z czasem. Natomiast na tekturze p>1, co
wskazuje na wypukly charakter krzywe;.

Dla A. alternata Aal0S-23 zaobserwowano, ze na drewnie wspotczynnik p jest bliski
1, co sugeruje, ze krzywa jest prawie liniowa. Z kolei na tekturze p<1 wskazuje na wklesty
charakter krzywej.

Odejscie od liniowosci przypisuje si¢ glownie kombinacji réznych sktadnikow
0 dzialaniu biobdjczym w plazmie nietermicznej, rozkladowi odpornosci na stres
generowany przez te czynniki w populacji drobnoustrojow oraz zmieniajacemu si¢

stezeniu czynnikodw biobojczych podczas dziatania plazmy (Corradini, 2020).
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4.4 Skuteczno$¢ inaktywacji drobnoustrojow z powierzchni drewnianych skrzynek

Zbadano skuteczno$¢ atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej W inaktywacji
drobnoustrojow z powierzchni  skrzynek wykorzystywanych do przechowywania
ziemniakow, ktore byly naturalnie zasiedlone przez drobnoustroje, w tym komorki
grzybow. Drewniane materialy opakowaniowe, takie jak skrzynki, palety i pudta,
odgrywaja kluczowa role w globalnym transporcie i przechowywaniu towardow. Ze
wzgledu na ich powszechne uzycie, obejmujace 85% wszystkich transportowanych
towarOw, stanowig nieodlaczny element w logistyce i handlu mig¢dzynarodowym
(Giordano i in., 2021).

Skuteczno$¢ biobodjcza zimnej plazmy przedstawiono jako redukcje liczby zywotnych
komorek mikroorganizméw (jtk) zanieczyszczajacych powierzchnie 1 cm? drewniangj

skrzynki (wykres 2).
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Wykres 2. Zalezno$¢ redukcji liczby mikroorganizméw od czasu traktowania plazmg niskotemperaturowa
dla trzech powtorzen.

Z wykresu nr 2 wynika, ze liczba mikroorganizméw malata wraz z czasem
traktowania powierzchni drewnianych skrzynek zimng plazma atmosferyczna.
Traktowanie plazmg przez co najmniej 20 minut zapewnilo pelng inaktywacje
mikroorganizmoéw w kazdym powtorzeniu, co potwierdza wysoka skutecznos$¢ tego
procesu.

Zachowanie niskiej wilgotnosci srodowiska ma kluczowe znaczenie w zapobieganiu
rozwojowi plesni na opakowaniach oraz ich przenoszeniu na zywno$¢ podczas
przechowywania (Montibus i in., 2016). Zimna plazma, jako metoda niewymagajgca

uzycia wody 1 S$rodkdw chemicznych, moze ogranicza¢ zatem dalszy rozwdj
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1 rozprzestrzenianie si¢ patogendow. Poza tym, nie przyczynia si¢ do powstawania ptynnych
sciekéw, a produkty plazmy charakteryzujg si¢ krotka zywotnosciag 1 nie pozostaja
w $rodowisku ani na powierzchniach opakowan, eliminujgc zagrozenie przeniesienia na
przechowywang zywnos$ci (zgodnie z rozporzadzeniem nr 1935/2004, Dz.U. L 338 z
13.11.2004).

Wigkszo$¢ badan nad skuteczno$cig inaktywacji mikroorganizmow za pomocg zimnej
plazmy dotyczy powierzchni drewnianych sztucznie inokulowanych zawiesing bakterii
(Gonzalez-Arenzana i in., 2021; Kim i in., 2021). Niewiele wiadomo natomiast na temat
usuwania zanieczyszczen mikrobiologicznych, w tym grzybow plesniowych, szczegdlnie
tych naturalnie wyst¢pujacych na powierzchni drewna. Ze wzgledu na brak danych
literaturowych, wyniki badan wtasnych nie moga by¢ poréwnane do wynikow uzyskanych

przez innych autorow.

45 Mechanizm dzialania plazmy niskotemperaturowej na komorki grzybow

fitopatogennych

Dla sprawdzenia wptywu niskotemperaturowej plazmy na integralno$¢ bton
komodrkowych badanych grzybow zastosowano obrazowanie fluorescencyjne z uzyciem
SYTO 9 i jodku propidyny (PI). Uzyskane wyniki umozliwity jakosciowa ocene efektu
subletalnej dawki plazmy nietermicznej na zywotno$¢ komorek oraz przepuszczalnos$é
bton grzybow fitopatogennych. Jodek propidyny, bedacy kationowym barwnikiem kwasow
nukleinowych, nie przenika do zywych komoérek o nienaruszonych btonach. Uszkodzenie
komorek lub apoptoza zwigkszaja przepuszczalno$¢ blon, umozliwiajagc Pl penetracje
1 wigzanie si¢ z kwasami nukleinowymi, co skutkuje powstaniem kompleksu PI-DNA
emitujgcego czerwong fluorescencj¢. Badanie wykazato podobne obrazy fluorescencji dla
wszystkich badanych szczepow grzybow, dlatego na rysunku nr 15 przedstawiono wyniki
uzyskane dla trzech szczepoéw kolekcyjnych (F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM
877 i A. alternata DSM 62010).

Grzybnia kontrolna (PO) nietraktowana plazmg wykazywata niewielka fluorescencje
Pl z powodu naturalnej $mierci czgSci komorek w hodowli. Zgodnie z oczekiwaniami,
intensywno$¢ czerwonej fluorescencji wzrosta wskutek ekspozycji na plazme, przy
jednoczesnym spadku intensywnosci zielonej fluorescencji, co wskazuje na wzrost
przepuszczalnosci blony komorkowej. Wyniki obrazowania fluorescencyjnego (rysunek
15) sugeruja, ze mechanizm dziatania zimnej plazmy przeciwko patogenom grzybowym

(tutaj F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010)
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prawdopodobnie oparty jest na niszczeniu struktury oslon komodrkowych prowadzac do

zmniejszenia zywotno$ci komorek grzybow.

Liczba ekspozycji na zimng plazme

PO P1

£ o L i
Rysunek 15. Barwienie fluorescencyjne grzybni szczepoéw kolekcyjnych przed (PO) i po (P1) traktowaniu
subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej. Powigkszenie catkowite 200x%.

Podobnych obserwacji dokonali Handorf i in. (2018), ktorzy badali wptyw plazmy
niskotemperaturowej na biofilm utworzony przez C. albicans SC5314. Barwienie jodkiem
propidyny oraz analiza morfologiczna biofilméw przy uzyciu mikroskopii sit atomowych

potwierdzity $mier¢ komoérek wskutek rozerwania struktury blon i wycieku zawartosci
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wewnatrzkomoérkowej po traktowaniu zimng plazma, przy czym najbardziej efektywna
inaktywacja komorek byta obserwowana w glebszych warstwach biofilméw. Autorzy
twierdzg, ze w miar¢ przedluzania czasu obrobki plazmag komorki odiaczaja sie od
struktury biofilmu, odstaniajgc kolejne warstwy zywych komorek.

Zniszczenie struktury bton komorkowych przez plazm¢ potwierdzono rowniez
w oparciu o badania st¢zenia bialek, DNA oraz zwigzkéw chemicznych wyciekajacych
z komorek.

Na wykresie nr 3 przedstawiono wyniki sktadu pierwiastkowego supernatantow
otrzymanych po odwirowaniu grzybni F. oxysporum DSM 12646, A. alternata DSM
62010 i B. cinerea DSM 877 traktowanych plazma niskotemperaturowg. Kontrolg
stanowily supernatanty grzybni nietraktowanych plazma (t=0). Jak wida¢ na ponizszym
wykresie stezenia wigkszos$ci pierwiastkbw oznaczanych w supernatantach wzrosty
wskutek wydtuzania czasu ekspozycji na zimng plazme.

Stezenie Mg, K, Ca oraz Na po traktowaniu grzybni F. oxysporum DSM 12646 zimng
plazma przez 4 min byto o 115%-173% wyzsze w porownaniu do kontroli nietraktowane;j
plazma, natomiast stezenia P i S wzrosty odpowiednio o 80% i 37%. Dla B. cinerea DSM
877 rowniez widoczny jest wzrost zawarto$ci pierwiastkbw w supernatantach
w miar¢ przedluzania czasu traktowania grzybni plazma, szczeg6lnie w przypadku Mg, K,
Ca 1 Na, ktorych stezenie po 12 min ekspozycji bylo o 260% do 402% wyzsze
w porownaniu do kontroli (t=0). Natomiast st¢zenia P 1 S w tych samych warunkach
wzrosty odpowiednio o 27% i 92%. W przypadku A. alternata DSM 62010
zaobserwowano  stopniowy wzrost st¢zenia oznaczanych pierwiastkow  wraz
z przedtuzaniem czasu traktowania grzybni zimng plazma do 8 min, przy czym najwigksza
roznice wykryto dla Ca i Na, ktérych stezenia byly odpowiednio 97% 1 80% wyzsze
w porownaniu do kontroli nietraktowanej plazma, natomiast stezenia S i Mg byly o 61%
1 56% wyzsze. Najmniejsze rdznice zaobserwowano dla P 1 Mg, dla ktorych doszto
poczatkowo do spadku stezenia w wyniku dziatania plazmy, natomiast po 8 min
ekspozycji grzybni A. alternata DSM 62010 na plazmg stgzenia obu pierwiastkow wzrosty

odpowiednio o 21% oraz 56% w poréwnaniu do kontroli (PO).
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Wykres 3. Stgzenia pierwiastkbw w supernatantach uzyskanych po traktowaniu grzybni plazma
niskotemperaturowa, wyrazone jako stosunek wzgledem kontroli. Stezenie pierwiastkoéw w kontroli przyjeto
jako 100%.

W celu okreslenia stezenia biatka w supernatantach wykre§lono krzywa standardowa

(y=0,005x+0,176; R?>=0,9941) wartosci absorbancji (y) w funkcji stezenia BSA (X).
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Na wykresie nr 4 przedstawiono wyniki zmian st¢zenia dsDNA 1 bialka
w supernatantach otrzymanych po wirowaniu grzybni traktowanej zimng plazma. Kontrole

stanowity supernatanty grzybni nietraktowanej plazma (t=0).
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Wykres 4. Stgzenia biatka (niebieskie znaczniki, lewa 0§ y) i dSDNA (pomaranczowe znaczniki, prawa oS y)
uwolnionych z komérek grzybow w wyniku dzialania plazmy niskotemperaturowe;.
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We wszystkich przypadkach traktowanie grzybni zimng plazma spowodowato wyptyw
materialu genetycznego i biatek z komorek, prowadzac do wzrostu stezenia tych molekut
W supernatantach.

Stezenie biatka w supernatantach uzyskanych po traktowaniu grzybni F. oxysporum
DSM 12646 zimng plazma byto od 72% do 80% wyzsze w poréwnaniu do kontroli (21,9+
3,84 pug ml?), przy czym najwyzsza warto$é wynoszaca 39,4+4,8 ug ml?t osiagnieto po
3 min traktowania komorek plazmg. Z kolei stezenie DNA w supernatantach wzrosto
0 20,7%-35,0% w poréwnaniu do kontroli, uzyskujagc najwyzsza warto$¢
(8,04+0,38 pg ml™t) po 2 min traktowania plazma.

Traktowanie grzybni B. cinerea DSM 877 zimng plazmg przez 3 min spowodowato
najwigkszy wzrost stezenia DNA oraz biatka w supernatancie (odpowiednio o 28% oraz
76%) w porownaniu do kontroli.

Najwyzsze stezenie biatka po traktowaniu grzybni A. alternata DSM 62010 (45,3+4,6
ug mlt) byto obserwowane po 4 min traktowania plazmga (stezenie bialka byto ponad 82%
wyzsze w poréwnaniu do kontroli). Natomiast traktowanie grzybni plazma
niskotemperaturowa przez 2 min spowodowalo wzrost stezenia DNA w supernatancie
0 31% w porownaniu do kontroli.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze stezenie bialtka w supernatantach poczatkowo rosto do
osiaggniecia najwyzszych wartosci po 3 min dla F. oxysporum DSM 12646 i B. cinerea
DSM 877 oraz po 4 min dla A. alternata DSM 62010, po czym nastgpowal stopniowy
spadek stgzenia. Podobnie w przypadku dsDNA uwolnionego z komoérek, najwyzsze
stezenia wykryto w supernatantach otrzymanych po 2 min ekspozycji grzybni
F. oxysporum DSM 12646 oraz A. alternata DSM 62010, a w przypadku B. cinerea DSM
877 po 3 min.

Podobne zjawisko zaobserwowali Lu i in. (2014), ktérzy badali mechanizm
inaktywacji komorek Cladosporium fulvum podczas traktowania plazmg zasilang
mieszaning gazow Oz/Ar w stosunku objetosciowym 1:99. Stezenie biatka gwattownie
rosto wraz z czasem ekspozycji zarodnikow C. fulvum na plazme¢ do 60 s. Wedtug autorow
wyciek biatka z komodrek spowodowany byt przerwaniem blony komoérkowej. Natomiast
po przedluzeniu czasu traktowania plazmg od 120 s do 240 s stezenie biatka wyraznie
spadlo, co zinterpretowano jako niszczenie uwolnionych czasteczek przez rodniki
generowane w plazmie lub wyciekajace z komodrek C. fulvum podczas stosunkowo

dlugiego czasu traktowania.
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Z kolei Los i in. (2020) zbadali wptyw obrobki plazma na integralno$¢ oston
komodrkowych u A. flavus w postaci wodnej zawiesiny zarodnikow lub biofilmu. Autorzy
doszli do wniosku, iz wplyw obrobki plazma na biofilmy grzybow byt podobny do efektu
wodnych zawiesin zarodnikoOw i obejmowat uwolnienie materialu wewnatrzkomoérkowego,
co wskazuje na czeSciowe lub catkowite rozerwanie btony komoérkowej prowadzace
do wycieku skladnikow. W  przypadku zawiesiny zarodnikéw, stezenia

zewnatrzkomorkowego DNA 1 biatka zalezaty od dawki i czasu ekspozycji na plazme.

4.6 Wplyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych plazma

niskotemperaturowa na zmiany morfologiczne i fizjologiczne

Zastosowanie dawki subletalnej pozwala na przezycie odpowiednio duzej liczby
mikroorganizméw 1 umozliwia obserwacje¢ zmian zachodzacych pod wptywem ekspozycji
na czynnik biobdjczy. Poza tym, stosowanie dawki subletalnej pozwala na zrozumienie
procesdOw rozwoju tolerancji oraz identyfikacje sposobdw przeciwdziatania temu zjawisku.
Zastosowanie dawki $miertelnej uniemozliwia badanie skutkow wielokrotnej ekspozycji
organizméw na zimnag plazme, poniewaz wszystkie komodrki sg zabijane i1 nie tworza

kolejnych pokolen.

4.6.1 Ocena zmian morfologii kolonii (makroskopowa) po wielokrotnej ekspozycji

grzybni na plazme niskotemperaturowg

Przeprowadzono ocen¢ wzrostu grzybow fitopatogennych zaréwno niepoddawanych
dziataniu plazmy (PO), jak i po wielokrotnej ekspozycji na subletalng dawke plazmy (P5,
P10, P15) na podtozu staltym, poprzez pomiar $rednicy kolonii oraz obserwacje zmian
morfologii kolonii w trakcie czternastodniowej inkubacji. Obraz kolonii dokumentowano

za pomocg fotografii (rysunek 16-21).
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Kolonie grzybow F. oxysporum DSM 12646 (rysunek 16) nietraktowanych plazma
(PO) oraz po wielokrotnym traktowaniu (P5, P10, P15) tworzyty bialg grzybni¢ powietrzna
z 16zowo-zOttym zabarwieniem widocznym od spodu szalki. Kolonie PO oraz P10

charakteryzowaty si¢ falistym brzegiem, w odroznieniu do gladkich brzegéow kolonii P5

I P15.

Liczba ekspozycji na zimna plazme

PO P5 P10 P15

Czas inkubacji [dni]

Rysunek 16. Kolonie grzybow F. oxysporum DSM 12646 nietraktowanych plazmg (PO) oraz po
wielokrotnym traktowaniu plazmg (P5, P10, P15) podczas hodowli na podtozu statym. Gérna potowa szalki-
widok z gory (awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 1 14
dniach inkubacji.
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Widoczna jest znaczna rdznica wielkosci kolonii tworzonych przez grzybnig
F. culmorum DSM 1094 nictraktowang plazmg niskotemperaturowg (PO) oraz po
wielokrotnym traktowaniu plazmg (P5, P10, P15). Kolonie tworzone przez F. culmorum
DSM 1094 charakteryzowaly si¢ biatg grzybnia, przyjmujaca barwe jasnor6zowa w miare

wydtuzania czasu inkubacji na podtozu statym (rysunek 17).

Liczba ekspozycji na zimna plazme
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Rysunek 17. Kolonie grzybow F. culmorum DSM 1094 nietraktowanych plazma (P0) oraz po wielokrotnym
traktowaniu plazma (P5, P10, P15) podczas hodowli na podtozu statym. Goérna potowa szalki- widok z gory
(awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 1 14 dniach inkubacji.
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F. tricinctum Ft11S-23 PO tworzy poczatkowo bialg grzybni¢, przyjmujaca
jasnor6zowe zabarwienie wraz z czasem inkubacji na podtozu statym. Kolonie utworzone
po wielokrotnym traktowaniu F. tricinctum Ft11S-23 zimng plazmg (P5, P10, P15)
charakteryzowaly si¢ znacznie mniejszymi rozmiarami w poréwnaniu do kontroli (P0),
nieregularnym ksztaltem i zwartg grzybnia powietrzng. Widoczne jest réwniez zolte

zabarwienie od spodu szalki (rysunek 18).

Liczba ekspozycji na zimng plazme
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Rysunek 18. Kolonie grzybow F. tricinctum Ft11S-23 nietraktowanych plazmg (P0) oraz po wielokrotnym
traktowaniu plazma (P5, P10, P15) podczas hodowli na podtozu statym. Gérna potowa szalki- widok z gory
(awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 i 14 dniach inkubacji.
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Kolonie B. cinerea DSM 877 (rysunek 19) charakteryzowaty si¢ szybkim wzrostem
(po 7 dniach inkubacji pokrywaty cala powierzchnie szalki), szarg lub szarobragzowa barwa

oraz watowatg strukturg z licznymi zarodnikami.

Liczba ekspozycji na zimng plazme
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Rysunek 19. Kolonie grzybow B. cinerea DSM 877 nietraktowanych plazma (P0) oraz po wielokrotnym
traktowaniu plazma (P5, P10, P15) podczas hodowli na podtozu statym. Gérna potowa szalki- widok z gory
(awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 1 14 dniach inkubacji.
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Kolonie A. alternata DSM 62010 (rysunek 20) wykazywaty staby wzrost podczas
inkubacji na podtozu statym przez 14 dni. Ksztatt kolonii byl nieregularny ze strz¢piastymi
brzegami. Widoczna jest roznica pigmentacji kolonii tworzonych przez grzybnie PO, P5
1 P10 oraz P15, przy czym kolonie tworzone przez grzybni¢ P15 mialy barwe brazowo-

pomaranczowa, a pozostate brunatng.

Liczba ekspozycji na zimna plazme

PO PS P10 P15

Czas inkubacji [dni]

Rysunek 20. Kolonie grzybow A. alternata DSM 62010 nietraktowanych plazma (P0) oraz po wielokrotnym
traktowaniu plazma (P5, P10, P15) podczas hodowli na podtozu statym. Gorna potowa szalki- widok z gory
(awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 i 14 dniach inkubacji.
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A. alternata Aal0S-23 (rysunek 21) tworzyly kolonie o falistym brzegu
1 nieréwnomiernej pigmentacji. Grzybnia powietrzna miata barwe bezowo-bragzowas,
natomiast od spodu szalki widoczne bylo brazowe (PO) lub bragzowo-pomaranczowe

zabarwienie (P5, P10, P15).

Liczba ekspozycji na zimng plazme
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Rysunek 21. Kolonie grzybow A. alternata Aal0S-23 nietraktowanych plazma (P0) oraz po wielokrotnym
traktowaniu plazma (PS5, P10, P15) w czasie hodowli na podtozu statym. Gorna potowa szalki- widok z gory
(awers), dolna potowa szalki- widok od spodu (rewers). Zdjecia wykonano po 3, 5, 7 1 14 dniach inkubacji.

Zaobserwowane zmiany pigmentacji kolonii moga stuzy¢ jako strategia adaptacyjna
w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz promieniowanie UV wywotane dzialaniem zimne;j
plazmy (Lin i Xu, 2023).

Donoszono, ze $wiatto stymuluje produkcje karotenoidéw u Fusarium spp., a ze
wzgledu na przeciwutleniajace wiasciwosci tych zwigzkow ich produkcja stuzy réwniez

jako naturalny mechanizm chronigcy grzyby strzepkowe przed uszkodzeniami
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fotooksydacyjnymi w siedliskach o duzym natezeniu $wiatta (Avalos i Carmen Limon,
2015; Lin i Xu, 2023).

Z kolei melaniny odgrywajg wazng role w odpowiedzi grzyboéw A. alternata na stres
(miedzy innymi stres oksydacyjny wywotany H20), a takze wpltywaja na stabilnos¢
komorek w ekstremalnych temperaturach, prawdopodobnie ze wzgledu na zmniejszanie
wielko$ci poréw w $cianie komorkowej. Ponadto udowodniono, ze barwniki te sa
niezb¢dne dla rozwoju i patogeniczno$ci A. alternata (Li i in., 2023).

Yang i in. (2013) stwierdzili, ze zwigkszenie biosyntezy melaniny przez
B cinerea niec wplywa na poprawe tolerancji na stres $rodowiskowy (w tym stres
osmotyczny, promieniowanie UV i $rodki uszkadzajace sciane komorkowa), natomiast
powoduje zwigkszanie wrazliwo$ci konidiow na HO;, prowadzac jednocze$nie do
obnizenia zjadliwo$ci szczepéw wobec roslin zywicielskich.

Podczas hodowli grzybéw na podtozu statym wykonano rowniez pomiary Srednicy
kolonii. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 6.

Kolonie tworzone przez grzyby F. oxysporum DSM 12646, A. alternata DSM 62010
oraz B. cinerea DSM 877 poddawane wielokrotnej ekspozycji na zimng plazme nie
wykazywatly znacznych r6znic wielkosci podczas hodowli na podlozu statym
w porownaniu do kontroli (PO).

Z Kkolei grzybnia F. tricinctum Ft11S-23 po wielokrotnej ekspozycji na plazme
niskotemperaturowa (P5, P10, P15) wykazywata znacznie wolniejsze tempo wzrostu na
podiozu statym w poréwnaniu do kontroli (PO). Po 3 dniach inkubacji $rednice kolonii
tworzonych przez grzybnie oznaczone jako PS5, P10 1 PI5 byly o 25,3% mniejsze
w poréwnaniu do PO (2,7 cm £0,1). Po 5 oraz 7 dniach inkubacji r6znica ta wynosita okoto
48,0%, natomiast po 14 dniach $rednice kolonii P5, P10 i P15 byly odpowiednio o 32,9%,
22,4% i 25,2% mniejsze od kontroli (P0).

Odwrotny skutek wielokrotnego traktowania plazma zaobserwowano w przypadku
F. culmorum DSM 1094, ktorego grzybnia po pigtym (P5), dziesiatym (P10) i pigtnastym
(P15) traktowaniu plazma charakteryzowata si¢ znacznie szybszym wzrostem
w poréwnaniu do grzybni nietraktowanej plazma (P0). Srednice kolonii P5, P10 i P15 byty
odpowiednio o 179%, 187% 1 205% wigksze od PO (1,0+0,1 cm) po 3 dniach inkubacji,
po 5 i 7 dniach inkubacji réznice pomigdzy wielkosciami kolonii P5, P10, P15 oraz PO
wyniosly $rednio 228%, a pod koniec trwania testu $rednice kolonii tworzonych przez
F. culmorum DSM 1094 po wielokrotnej ekspozycji na plazme byly o 80,9%-85,4%
wicksze od kontroli (PO).
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Stymulujacy wptyw plazmy na wzrost grzybni na podlozu stalym zaobserwowano
réwniez dla A. alternata Aal0S-23. Natomiast roznice wielkosci kolonii tworzonych przez
grzybnie po wielokrotnej ekspozycji na plazm¢ a kontrolg byly znacznie mniejsze
w porownaniu do F. culmorum DSM 1094 i nie przekraczaty 10,0% po 3, 5 i 7 dniach
inkubacji. Pod koniec trwania testu S$rednice kolonii tworzonych przez grzybnie
A. alternata Aal0S-23 P5, P10 i P15 byly odpowiednio o 11,3%, 23,4% i 27,0% wigksze

w porownaniu do PO (6,2+1,7 cm).

Tabela 6. Srednice kolonii grzybow nietraktowanych (P0O) oraz po pigcio- (P5), dziesiecio- (P10)
i pigtnastokrotnym (P15) traktowaniu subletalng dawka plazmy nietermicznej po 3, 5, 7 i 14 dniach inkubacji

na podtozu stalym. Srednie wartoéci $rednic kolonii wraz z bledem standardowym dla czterech powtorzen
(n=4).

Czas Srednica kolonii [cm]
Szczep inkubacji
[dni] PO P5 P10 P15

3 3,020,1 3,020,1 2,840,1 2,9+0,1

F. oxysporum 5 4,5+0,2 4,7+0,1 4,5+0,1 4,5+0,1
DSM 12646 7 5,940,1 6,5+0,0 5,9+0,2 6,4+0,1
14 7,9+0,2 7,8+0,1 7,710,1 7,8+0,1

3 1,0+0,1 2,7+0,1 2,7+0,0 2,9+0,1

F. culmorum 5 1,6+0,1 5,1£0,1 5,1+0,1 5,4+0,2
DSM 1094 7 2,2+0,1 7,120,1 7,0£0,0 7,240,1
14 4,540,1 8,1+0,1 8,3+0,2 8,1+0,1

3 2,740,1 2,040, 1 2,040,1 2,00,1

E tricinctum 5 6,1+0,1 3,0+0,1 3,3+0,3 3,3+0,1
Ft11S-23 7 7,440,2 3,640,1 4,0+0,3 4,0+0,1
14 8,1+0,1 5,4+0,2 6,3+0,8 6,0+0,1

3 2,5+0,1 3,0+0,1 2,6£0,2 2,6+0,1

B. cinerea 5 7,1£0,3 7,5+0,1 7,1£0,2 7,3£0,1
DSM 877 7 8,8+0,1 8,8+0,1 8,8+0,1 8,7+0,1
14 8,9+0,1 8,9+0,1 8,8+0,0 8,8+0,0

3 1,1+0,1 1,0£0,0 1,0+0,1 1,1+0,1

A. alternata 5 1,620,1 1,6+0,1 1,6+0,1 2,0£0,1
DSM 62010 7 2,0+0,1 1,9+0,2 2,0+0,1 2,4+0,1
14 3,3+0,1 3,1+0,1 3,3+0,1 3,5+0,1

3 2,24+0,1 2,24+0,1 2,4+0,1 2,1+0,1

A. alternata 5 3,9+0,7 3,620,2 4,3+0,4 4,1+0,1
Aal0S-23 7 5,0+0,8 4,7+0,4 5,1+0,1 5,1+0,1
14 6,2+1,7 6,9+0,3 7,7+0,2 7,9+0,1
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Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych wplywu wielokrotnej
ekspozycji grzybow strzgpkowych na plazme¢ niskotemperaturowa nie ma mozliwosci
odniesienia si¢ lub porownania do wynikow innych autorow. Istniejg natomiast badania
polegajace na ocenie wzrostu grzybow na podlozu stalym bezposrednio po traktowania
plazma, ktére mogg by¢ pomocne w interpretacji wynikéw badan wiasnych.

Julak i in. (2018) zbadali wzrost Aspergillus oryzae i A. alternata na podtozu stalym
po ekspozycji konidiow na dzialanie plazmy. Autorzy sugerujg, ze opdznienie wzrostu
kolonii zwigzane jest z mechanizmem dzialania zimnej plazmy na komorki i wskazuja
jednoczes$nie na uszkodzenie $ciany komodrkowej jako przyczyne tego zjawiska. Komorki
potraktowane subletalng dawka plazmy aktywuja zestaw mechanizméw naprawczych,
przywracajacych uszkodzone elementy 1 funkcje, opozniajac tym samym wzrost
1 namnazanie uszkodzonych komorek wzgledem nienaruszonych, proporcjonalnie do
rodzaju i stopnia szkody.

Zachodzenie procesow naprawczych moglyby zatem tlumaczy¢ brak znaczacych
réznic w szybkosci wzrostu grzybow F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877,
A. alternata DSM 62010 oraz A. alternata Aal0S-23 po wielokrotnej ekspozycji na
plazme w poréwnaniu do grzybow nietraktowanych.

Natomiast stymulujacy efekt dziatania plazmy na szybko$¢ wzrostu F. culmorum
DSM 1094 jest zaskakujacy 1 nie znajduje wyjasnienia w literaturze naukowej
w przypadku komorek grzyboéw strzgpkowych.

Istnieja jednak doniesienia, iz rozne skutki dzialania zimnej plazmy na komorki
zwigzane s3 z poziomem generowanych RFT w zaleznosci od warunkéw 1 czasu
traktowania. Jak donosza Kalghatgi i in. (2010) niskie stezenia RFT wytwarzanych
podczas obrobki sprzyjaja proliferacji komorek, podczas gdy wysokie stezenia RFT
wytwarzanych w wyniku obrobki zimng plazma z duza intensywnos$cia lub przez dlugi
okres hamujg proliferacj¢ komorek poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego lub apoptoze
(Kalghatgi i in., 2010; Wu i in., 2023). Badania te byly jednak prowadzone na komoérkach
ludzkich, dlatego nie mozna zaklada¢ takiego samego mechanizmu regulacji aktywnosci

w komorkach grzybow.
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4.6.2 Ocena zmian morfologii strzepek (mikroskopowa) grzyboéw po wielokrotnej

ekspozycji na plazme niskotemperaturowa

Zmiany morfologiczne strzepek formowanych przez badane fitopatogeny po pigtej
(P5), dziesigtej (P10) i pietnastej (P15) subletalnej dawce plazmy, wyznaczonej
indywidualnie dla kazdego testowanego mikroorganizmu, zostaty zbadane za pomoca
mikroskopii optycznej oraz skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM).

Obrazy otrzymane z mikroskopu optycznego (rysunek 22) wykazaly, ze strzepki
badanych fitopatogenow niepoddawanych dziataniu plazmy (oznaczone jako PO) byly
regularne i prawidlowo rozwinigte, a powierzchnia gladka bez pgknig¢ i uszkodzen.
W grzybni po wielokrotnym traktowaniu subletalng dawkg plazmy (P5, P10, P15)
zaobserwowano znaczne zmiany morfologiczne, migdzy innymi pofaldowania
1 wypuklenia oraz liczne pgknigcia w S$cianie komorkowej, ktore prowadzity do
sptaszczenia fragmentow strzgpek w  wyniku wycieku zawartosci  komorek.

Zaobserwowano rdwniez znaczne zroznicowanie grubosci strzgpek w probkach.
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Liczba ekspozycji na plazme niskotemperaturowa
PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646

o~ . — g i

A. alternata DSM 62010

/ >
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A. alternata Aal0S-23
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Rysunek 22. Zdjecia mikroskopowe grzybni nietraktowanej plazma niskotemperaturowa (P0) oraz po pigcio-
(P5), dziesiecio- (P10) i pietnastokrotnym (P15) taktowaniu subletalng dawka plazmy niskotemperaturowe;j.
Powickszenie catkowite 400x%, pasek skali = 100 pm.
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Obrazowanie za pomocg mikroskopii SEM dla szczepow F. oxysporum DSM 12646,
B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 potwierdzito obecno$¢ zmian w strukturze
grzybni po wielokrotnej ekspozycji badanych patogenéw na plazme nietermiczng (rysunek
23). Grzybnia nietraktowana plazma (PO) miata gltadka powierzchnie, bez fatd i peknie¢,
co jest zgodne z obserwacjami pod mikroskopem $wietlnym. Srednica strzepek grzybni
nietraktowanej plazma wynosita $rednio 2,2+0,5 pum, 2,540,2 pum 1 11,6£2,5 um
odpowiednio dla F. oxysporum DSM 12646, A. alternata DSM 62010 i B. cinerea DSM
877.

Liczba ekspozycji na plazme¢ niskotemperaturowa

PO P5 P10 P15

F. oxysporum DSM 12646

(P5), dziesigcio- (P10) i pigtnastokrotnym (P15) taktowaniu subletalng dawka plazmy niskotemperaturowe;.
Zaczerpnigto z Nowinski i in. (2024), publikacja w otwartym systemie dostepu.

Strzepki grzybni po pigciokrotnym traktowaniu plazma (P5) byly bardzo nieregularne,
a ich powierzchnia charakteryzowala si¢ licznymi fatdami i wglebieniami u wszystkich
badanych grzybow. Stwierdzono, ze $rednice strzepek P5 utworzonych przez B. cinerea
DSM 877 i A. alternata DSM 62010 byty zblizone do PO, w odrdéznieniu od F. oxysporum
DSM 12646, dla ktorego strzgpki P5 byly grubsze w poréwnaniu do PO, a ich $rednica
wynosita 3,4+0,4 um.
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Grzybnia utworzona przez F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877
I A. alternata DSM 62010 po dziesigtym traktowaniu plazmg (P10) nie wykazywata tak
duzych uszkodzen, jakie byly widoczne w przypadku grzybni po pieciokrotnej ekspozycji
na plazme¢, niemniej jednak powierzchnia strzgpek byta szorstka 1 niejednolita,
z wyraznymi wgtebieniami i pgknigciami.

Obrazowanie SEM wykazalo réwniez zmiany w strukturze grzybni poddawanej
pietnastokrotnemu traktowaniu plazmg (P15) u wszystkich badanych grzybow.
Zaobserwowano znaczne uszkodzenia B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010.
Powierzchnia komorek byta niejednorodna i szorstka, z licznymi peknigciami. Strzgpki
grzybni P10 i P15 utworzone przez A. alternata DSM 62010 byly grubsze w poréwnaniu
do kontroli (P0), a ich $rednice wynosity odpowiednio 5,0+1,3 um i 3,8+0,8 um. Podobne
zjawisko zaobserwowano w przypadku grzybni P10 i P15 tworzonych przez B. cinerea
DSM 877, ktorych srednice strzgpek wynosity odpowiednio 14,3+3,8 pm i 13,5+2,3 pm.

Opisane powyzej obserwacje byly zgodne z wynikami uzyskanymi przez Ebrahimi-
Shaghaghi i in. (2021), ktorzy zbadali wplyw plazmy na zmiany morfologii i struktury
komorek C. albicans po 72 h inkubacji. Skaningowa mikroskopia elektronowa oraz
transmisyjna mikroskopia elektronowa ujawnity wzrost grubosci btony komorkowej po 90
s traktowania plazmg oraz wzrost grubosci $ciany komorkowej po 150 s. Natomiast
komorki poddawane dziataniu plazmy przez 180 s i 210 s wykazywaty obecno$¢ licznych
wakuoli, obrzegk, obkurczenie zewngtrznej btony komoérkowej, uszkodzenia mitochondriow
1 deformacje $ciany komodrkowe;.

Liczne badania dowodza (Avramidis i in., 2010; Dasan i in., 2017; Wu i in., 2022), ze
ekspozycja strzepek lub zarodnikbw na zimng plazma atmosferyczna prowadzi do
uszkodzenia $ciany komodrkowej, a nasilenie objawow rosnie wraz z wydtuzaniem czasu
ekspozycji na plazmeg, prowadzac do dezintegracji komodrek i wycieku cytoplazmy,

a ostatecznie do ich inaktywacji.

4.6.3 Wplyw wielokrotnego traktowania plazmg niskotemperaturowgq na produkcje

biomasy przez grzyby fitopatogenne

Produkcja biomasy jest waznym wskaznikiem aktywnos$ci grzybow (Guo i in., 2023).
Wpltyw wielokrotnego traktowania (PS5, P10, P15) subletalng dawka plazmy nietermicznej
na produkcje biomasy przez grzyby fitopatogenne oceniono po 7 dniach hodowli na

podlozu plynnym. Kontrol¢ stanowila grzybnia nietraktowana plazma (P0). Produkcje
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biomasy, wyrazonej jako sucha masa grzybni (g) w jednym litrze ptynnej hodowli
podsumowano na wykresie nr 5.
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Wykres 5. Sucha masa grzybow fitopatogennych przed (P0) oraz po wielokrotnej ekspozycji (P5, P10, P15)
na subletalng dawke plazmy niskotemperaturowej po 7 dniach hodowli na podlozu plynnym. Shupki
przedstawiaja $rednie warto$ci suchej masy wraz z btedem standardowym dla dwoch powtdrzen (n=2).

Wielokrotne traktowanie grzybni F. oxysporum DSM 12646 oraz B. cinerea DSM 877
subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej spowodowato spadek produkcji biomasy po
7 dniach hodowli na podtozu ptynnym. Sucha biomasa F. oxysporum DSM 12646 po
piecio- (P5), dziesiecio- (P10) 1 pietnastokrotnym (P15) traktowaniu plazma byta nizsza
0 odpowiednio 9,8%, 5,8% i 0,5% w poréwnaniu do kontroli (P0). Podobnie w przypadku
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B. cinerea DSM 877 zaobserwowano spadek produkcji biomasy grzybni oznaczonej jako
P5, P10 i P15 odpowiednio o0 4,8%, 16,5% i 2,2% w poréwnaniu do kontroli (PO).

Z kolei wzrost produkcji biomasy wskutek wielokrotnej ekspozycji na subletalng
dawke plazmy zaobserwowano dla F. culmorum DSM 1094 oraz A. alternata Aal0S-23.
Sucha masa F. culmorum DSM 1094 stopniowo rosta wraz z liczba ekspozycji na zimna
plazme, osiggajac warto$¢ 3,27+0,23 g Il po pietnastokrotnym traktowaniu plazmg (sucha
masa grzybni P15 byta 0 26,2% wyzsza od masy P0). W przypadku A. alternata Aal0S-23
wzrost produkcji biomasy po wielokrotnym traktowaniu plazmg (P5, P10, P15) wyniost od
7,3% do 13,8%. Z kolei dla F. tricinctum Ft11S-23 oraz A. alternata DSM 62010
zaobserwowano poczatkowy spadek produkcji biomasy w wyniku pigcio- (P5)
1 dziesigciokrotnej (P10) ekspozycji grzybni na zimna plazme, po czym produkcja biomasy
wzrosta w poréwnaniu do kontroli o 1,8% dla F. tricinctum Ft11S-23 i 13,8% dla
A. alternata DSM 62010 po pigtnastokrotnym traktowaniu plazma, osiggajac najwyzsza
warto$¢ (odpowiednio 3,23+0,20 g 1" oraz 2,2440,30 g 1').

Pieciokrotne traktowanie plazma (P5) grzybni F. oxysporum DSM 12646 indukowato
wzrost $rednicy strzepek o 57,3% (podrozdziat 4.6.2) przy spadku suchej masy o 9,8%
w poréwnaniu do kontroli (P0). Podobny efekt zaobserwowano dla grzybni A. alternata
DSM 62010 po dziesigciokrotnym (P10) traktowaniu plazma, gdzie Srednica strzepek
wzrosta o 96,8%, a sucha masa spadta o 11,9%. W przypadku B. cinerea DSM 877
dziesigcio- (P10) i pietnastokrotne (P15) traktowanie plazma zwiekszylo §rednice strzgpek
odpowiednio 0 23,4% i 16,8%, przy jednoczesnym spadku produkcji biomasy o 16,5%
I 2,2% po 7 dniach hodowli na podtozu ptynnym.

Opisane zjawisko zwigkszania $rednicy strzgpek oraz spadku suchej masy moze
wynika¢ ze zmian w strukturze oston komorkowych, prowadzacych do zwigkszenia
akumulacji wody oraz pegcznienia strzgpek w $rodowisku wodnym. Wysokie catkowite
stezenie substancji rozpuszczonej wewnagtrz komorek grzyboéw powoduje osmotyczny
naptyw wody i docisk blony komdrkowej do $ciany (Wu i in., 2022). Woda jest nastgpnie
usuwana z grzybni podczas suszenia, powodujac spadek otrzymanej suchej masy.

Wplyw traktowania grzybow strzepkowych plazmg nietermiczng na produkcje
biomasy (wyrazonej jako sucha masa) byt wczeséniej badany przez Simondicova i in.
(2018). Autorzy donosza, ze poddawanie grzybni A. flavus dziataniu plazmy przez 5 s
doprowadzito do redukcji produkcji biomasy o okoto 45% w poréwnaniu do probek
nietraktowanych. Po 15 s traktowania plazmg spadek zywotnosci wynidst 90%, natomiast

przedluzenie czasu traktowania do 30 sekund doprowadzito do catkowitej lub prawie
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catkowitej utraty zywotnosci komorek (produkcji biomasy). Nalezy jednak wzig¢ pod
uwage fakt, ze badania te byly przeprowadzane bezposrednio po ekspozycji komorek
grzybéw na plazme¢ i nie uwzglednialy réznic w stezeniu inokulum, wynikajacych ze
$mierci czesci komorek wraz z przedtuzaniem czasu dziatania plazmy. Spadek produkcji
biomasy moze zatem wynika¢ z redukcji liczby zywych komorek (stezenia inokulum)

podczas obrobki plazma.

4.6.4 Poziom stresu oksydacyjnego w grzybni wielokrotnie traktowanej plazma

niskotemperaturowa

Poziom stresu oksydacyjnego (wynikajacego z generowania i akumulacji RFT)
w komorkach grzybow wielokrotnie traktowanych subletalng dawka plazmy nietermiczne;j
zbadano na podstawie pomiaru fluorescencji DCF z wykorzystaniem sondy
fluorescencyjnej. HoDCF-DA (dioctan 2’-7’- dichlorodihydrofluoresceiny) jest stabilng
czasteczky dyfundujaca do komorek, gdzie ulega deacetylacji przez wewnatrzkomorkowe
esterazy, tworzac niefluorescencyjng 2’°,7’-dichlorodihydrofluoresceing (H.DCF). H.DCF
jest nastgpnie utleniana i przeksztalcana przez wewnatrzkomorkowe RFT w wysoce
fluorescencyjny produkt 2',7'-dichlorofluoresceing (DCF). Uwaza si¢, ze fluorescencja
DCF jest proporcjonalna do st¢zenia RFT w komorkach (Rhee i in., 2010).

Wartosci intensywnosci fluorescencji DCF wykryte w grzybni poddawanej
wielokrotnej ekspozycji na subletalng dawke plazmy niskotemperaturowej przedstawiono
na wykresie nr 6. Kontrolg stanowita grzybnia nietraktowana plazma (P0), ktora stuzyta do
okreslenia pierwotnego poziomu Stresu oksydacyjnego, zwigzanego z prawidlowym
metabolizmem tlenowym 1 stymulacja oksydacyjng wywolang przez zewnetrzne operacje
doswiadczalne (Wu i in., 2022).

Wysoka warto$¢ fluorescencji DCF w komorkach nietraktowanych (P0) plazma
niskotemperaturowa wykryto u A. alternata Aal0S-23 (3993+193 j. u.), F. culmorum
DSM 1094 (3868+263 j. u.), F. oxysporum DSM 12646 (3562+ 460 j. u.) oraz
F. tricinctum Ft11S-23 (33894303 j. u.). Z kolei w grzybni B. cinerea DSM 877
I A. alternata DSM 62010 poziom ten byt znacznie nizszy i wynidst odpowiednio
15244230 j. u. oraz 949+£85 j. u.

Fluorescencja DFC w grzybni F. oxysporum DSM 12646 wielokrotnie traktowanej
plazma (P5, P10 1 P15) byla nizsza w poréwnaniu do grzybni nietraktowanej (PO)
odpowiednio o 13,7%, 51,6% i 37,8%. W przypadku F. culmorum DSM 1094

zaobserwowano spadek poziomu RFT w grzybni po wielokrotnym traktowaniu plazma
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(P5, P10 1 P15) $rednio o 31,6% w poréownaniu do kontroli (P0). Z kolei w komorkach
F. tricinctum Ft11S-23 po piatym (P5) traktowaniu plazma poziom RFT byt nizszy

w porownaniu do kontroli o 5,3%, natomiast dla grzybni P10 1 P15 réznica ta wyniosta

odpowiednio 35,1% i 29,4%.

F. oxysporum DSM 12646 B. cinerea DSM 877
6000 6000
E E
T 4500 4500
(@] (@]
o @)
2, 3000 1 5 3000
c c
2 . 3 1
€ 1500 € 1500 T ]
> >
T T
0 0
PO P5 P10 P15 PO P5 P10 P15
F. culmorum DSM 1094 A. alternata DSM 62010
6000 6000
e E
= 4500 = 4500
LL LL
I
2 S S
.S, 3000 T S 3000
e — T 2
£ 1500 £ 1500
> >
: 2 L
0 0
PO P5 P10 P15 PO P5 P10 P15
F. tricinctum Ft11S-23 A. alternata Aal10S-23
6000 10000
— — 1
3 3
= 4500 = 7500 —
3 3
3000 1 2. 5000 e -
I
£ 1500 € 2500 -
> >
T T
0 0
PO P5 P10 P15 PO P5 P10 P15

Wykres 6. Poziom wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego u grzybdw fitopatogennych po pigcio- (P5),
dziesigcio- (P10) i pietnastokrotnej (P15) ekspozycji na subletalng dawke plazmy niskotemperaturowej.
Kontrole stanowila grzybnia nietraktowana plazma (P0). Shupki btedow wskazuja odchylenia standardowe
dla 4 powtorzen (n=4).

Wzrost poziomu fluorescencji DCF w wyniku wielokrotnej ekspozycji grzybni na
subletalng dawke plazmy niskotemperaturowej wykryto dla A. alternata DSM 62010,

A. alternata Aal0S-23 oraz B. cinerea DSM 877. Grzybnie A. alternata DSM 62010 po
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piatej (P5) i dziesigtej (P10) dawce plazmy wykazaly wyzszy poziom fluorescencji DCF
o okoto 321% w pordéwnaniu do kontroli (P0), natomiast po pigtnastokrotnym traktowaniu
plazmg (P15) wartos$¢ fluorescencji byta o 259% wyzsza w poréwnaniu do kontroli (P0)
i wyniosta 3406102 j. u.

Dla grzybni A. alternata Aal0S-23 poziom fluorescencji RFT rost stopniowo wraz
z liczba ekspozycji na plazme o 13,0% (P5), 37,3% (P10) oraz 134% (P15) w poréwnaniu
do kontroli (P0). Podobnie w przypadku B. cinerea DSM 877, poziom fluorescencji DCF
wzrést 0 5,7%-42,7% w wyniku wielokrotnej ekspozycji na zimng plazme (P5, P10, P15).

Poziom wewnatrzkomérkowych RFT moze wzrosng¢ w odpowiedzi na stresory
zewngtrzne, takie jak Srodki przeciwgrzybicze lub niekorzystne warunki $rodowiskowe
(Gonzalez-Jimenez i in., 2023). Badania potwierdzaja wptyw dziatania zimnej plazmy na
wzrost poziomu RFT w grzybni bezposrednio po ekspozycji, w sposob zalezny od czasu
traktowania (Simonéicova i in., 2018; Wu i in., 2022). Yu i in. (2022) odkryli jednak, ze
podwyzszony poziom wewnatrzkomoérkowych RFT utrzymuje si¢ do 48 h po ekspozycji
strzgpek grzyboéw na plazme.

Akumulacja wewnatrzkomorkowych RFT moze wynika¢ z kilku zjawisk. Generowane
przez zimng plazme¢ RFT prowadza do uszkodzenia oksydacyjnego btony komorkowej,
umozliwiajac przedostawanie si¢ egzogennych RFT do wnegtrza komorki przez kanaty
blonowe, pasywny proces dyfuzji lub pory powstale w wyniku utleniania lipidow,
zwigkszajac w ten sposob poziom wewngtrzkomorkowych RET (Ji i in., 2019; Wang i in.,
2022; Wu i in., 2023). Dodatkowo, stres oksydacyjny generowany przez zimng plazme
uposledza normalny tancuch oddechowy w mitochondriach (Wang i in., 2022).
Akumulacja RFT powyzej normalnego poziomu moze prowadzi¢ do $mierci komorki lub
apoptozy (Gonzalez-Jimenez i in., 2023; Zhang i in., 2020).

Co ciekawe, nadmierng akumulacje RFT w komorkach powigzano z hamowaniem
zjadliwos$ci U patogendéw. Przykladem takich czynnikow sg borany, ktore spowodowaly
uposledzenie systemu obrony antyoksydacyjnej u Penicillium expansum, prowadzac do
szybkiej akumulacji RFT i karbonylacji biatek (Qin i in., 2007). Podobnie w przypadku
Colletotrichum gloeosporioides wywotujacego antraktoze w owocach mango. Traktowanie
boranami doprowadzito do oksydacyjnego uszkodzenia mitochondriéw poprzez
akumulacje RFT w zarodnikach grzybow, hamujac w konsekwencji kietkowanie
zarodnikow (Shi i in., 2012). Niektore $rodki przeciwdrobnoustrojowe, takie jak kwas
cynamonowy, mogg roéwniez obniza¢ zjadliwo$¢ grzybow fitopatogennych poprzez

indukcje¢ nadmiernej akumulacji RFT i zaburzenie rownowagi redoks (Zhang i in., 2015).
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4.6.5 Tolerancja stresu oksydacyjnego przez grzyby fitopatogenne poddawane

wielokrotnej ekspozycji na plazme niskotemperaturowsa

Zbadano wplyw wielokrotnego traktowania subletalng dawkg plazmy nietermicznej na
tolerancje stresu oksydacyjnego u grzybow fitopatogennych. Jako induktor stresu
oksydacyjnego zastosowano nadtlenek wodoru (H202). Wartosci MIC (minimalne st¢gzenie
hamujace) i MFC (minimalne stezenie grzybobdjcze) dla nadtlenku wodoru wobec
grzybow fitopatogennych podsumowano w tabeli nr 7. Wartosci MIC wyznaczono na
podstawie wizualnej oceny wzrostu grzybow fitopatogennych na podtozu ptynnym
w obecnosci H20,. Natomiast wartosci MFC wyznaczono opierajacC si¢ na ocenie wzrostu
kolonii po 24 h inkubacji w obecno$ci H2Oz i przesianiu na podloze state bez czynnika

stresowego. Badanie wykonano w dwoch powtorzeniach (n =2).

Tabela 7. Minimalne stezenie hamujace (MIC) i minimalne st¢zenie grzybobdjcze (MFC) nadtlenku wodoru
wobec grzybow fitopatogennych wielokrotnie traktowanych subletalng dawka plazmy niskotemperaturowe;j
(P5, P10, PI15). Pierwotna wrazliwo§¢ na H»0O, oceniono dla grzybni nietraktowanej plazma
niskotemperaturowg (P0).

Liczba ekspozycji na zimna plazme

H202[MM] PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646
MIC 12,8 12,8 12,8 12,8
MFC 51,0 51,0 51,0 25,5
F. culmorum DSM 1094
MIC 51,0 12,8 12,8 12,8
MFC 100 51,0 51,0 51,0
F. tricinctum Ft11S-23
MIC 6,38 6,38 6,38 12,8
MFC 25,5 51,0 51,0 102
B. cinerea DSM 877
MIC 102 102 51,0 51,0
MFC 204 204 204 204
A. alternata DSM 62010
MIC 25,5 25,5 12,8 12,8
MFC 102 102 51,0 51,0
A. alternata Aal10S-23
MIC 12,8 12,8 6,38 6,38
MFC 51,0 51,0 51,0 25,5
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Wielokrotne traktowanie grzybow fitopatogennych plazma niskotemperaturowg
zwigkszyto wrazliwo$¢ wigkszosci badanych grzybow wobec H202. Wyjatkiem byt szczep
F. tricinctum Ft11S-23, dla ktorego wartos¢ MIC wzrosta dwukrotnie po pi¢tnastokrotnym
traktowaniu plazmg (P15), natomiast MFC rosto stopniowo wraz z zwigkszaniem liczby
ekspozycji na plazme z 25,5 mM dla PO do 102 mM dla P15.

Warto§¢ MIC nadtlenku wodoru wobec F. oxysporum DSM 12646 nie zmienita si¢
pod wplywem wielokrotnej ekspozycji na plazme (12,8 mM), natomiast warto§¢ MFC
zmalata dwukrotnie wzgledem PO (do 25,5 mM) po pietnastokrotnym traktowaniu plazmag
(P15). Zaobserwowano takze dwukrotny spadek wartosci MIC oraz czterokrotny spadek
wartosci MFC nadtlenku wodoru wobec F. culmorum DSM 1094, jako efekt wielokrotnej
ekspozycji na plazme (P5, P10, P15). Z kolei dla B. cinerea DSM 877, A. alternata DSM
62010 i A. alternata Aal0S-23 doszto do dwukrotnej redukcji MIC po dziesiatej (P10)
i pigtnastej (P15) dawce plazmy. Wartos¢ MFC dla B. cinerea DSM 877 pozostata
niezmieniona (204 mM). W przypadku grzybni A. alternata DSM 62010, zaréwno po
dziesigtej (P10) jak i pietnastej (P15) dawce plazmy, oraz dla szczepu A. alternata
Aal10S-23 po pigtnastokrotnym traktowaniu plazma (P15), zaobserwowano dwukrotne
zmniejszenie wartosci MIC w porownaniu z kontrolg (P0).

W oparciu o przeprowadzone eksperymenty wydaje sie, ze slusznym jest powigzanie
tempa wzrostu grzybow (wyniki podane w tabeli nr 6) z ich wrazliwoscia na cytotoksyczne
dziatanie nadtlenku wodoru. Potwierdzaja to wyniki uzyskane dla grzybéw F. culmorum
DSM 1094, dla ktérych grzybnia nietraktowana zimng plazmg (P0) charakteryzowata sig¢
znacznie wolniejszym wzrostem na podtozu stalym (Srednica kolonii po 14 dniach
inkubacji wynosita 4,5+0,1 cm) w poréwnaniu do grzybni wielokrotnie traktowanej
(Srednica kolonii P5, P10 i P15 wynosita od 8,1 cm do 8,3 cm), jednoczesnie wykazujac
najmniejszg wrazliwos¢ na H20,. Podobnie w przypadku F. tricinctum Ft11S-23
zaobserwowano najwigksza srednice kolonii (8,1+0,1 cm) oraz najwyzsza wrazliwo$¢ na
stres oksydacyjny dla grzybni nietraktowanej plazmg (P0). Po wielokrotnym traktowaniu
grzybni F. tricinctum Ft11S-23 plazmg zaobserwowano spadek tempa wzrostu kolonii
(Srednica kolonii P5, P10 i P15 wynosita od 5,4 cm do 6,3 cm) oraz wzrost tolerancji
wzgledem H20,. Z kolei dla A. alternata Aal0S-23 po dziesiecio- (P10)
1 pigtnastokrotnym (P15) traktowaniu plazmg niskotemperaturowa zaobserwowano
najszybszy wzrost na podlozu statym (Srednice kolonii po 14 dniach inkubacji byty
odpowiednio o 23,4% i 27,0% wyzsze w porownaniu do P0) z jednoczesnym wzrostem

wrazliwosci wzgledem H20..

125



Uzyskane wyniki sa zgodne z obserwacjami prowadzonymi przez Zhong i in. (2021).
Autorzy udowodnili, ze szczepy Zymoseptoria tritici, ktore rosty najszybciej w srodowisku
kontrolnym (podloze PDA) byly najbardziej wrazliwe na stres oksydacyjny (H20>).
Jednoczes$nie badacze stwierdzili brak wyraznych dowodow na zwigzek melanizacji ze

zwickszong tolerancja grzybow Z. tritici na stres oksydacyjny.

4.6.6 Wrazliwos¢ grzybow fitopatogennych poddawanych wielokrotnej ekspozycji

na plazme¢ niskotemperaturowa wobec Srodkow grzybobéjczych

Grzyby fitopatogenne poddawane wielokrotnemu traktowaniu plazma nietermiczng
oceniano pod wzgledem wrazliwosci na sze$¢ roznych $rodkdéw grzybobdjczych
dostepnych w handlu (tabele 8 i 9). Kontrole stanowity komorki niepoddawane dziataniu
plazmy (PO).

Wrazliwos¢ wszystkich badanych grzybéw na F1 (Magnicur Energy) oceniono
w zakresie od 6,25-107 do 40 pl ml?, natomiast na F4 (Miedzian 50 WP) od 6,25-10" do
40 mg mlt. Wszystkie badane grzyby charakteryzowaly sie wysoka wrazliwosciag na F2
(Tobias-Pro 250 EW) oraz F6 (Syllit 65 WP), wobec ktérych badano stezenia
w zakresie od 4,88:10° do 3,13-10" odpowiednio pl ml? oraz mg mlt. Z kolei dla F3
(Scorpion 325 S.C.) i F5 (Switch 62,5 WG) zaobserwowano znaczne réznice wrazliwosci
pomigdzy szczepami badanych grzybow. Grzyby z rodzaju Fusarium charakteryzowaly sig
wyzsza tolerancja w poroéwnaniu do pozostatych. Wyznaczone wartosci MIC (minimalne
stezenie hamujace) i MFC (minimalne st¢zenie grzybobdjcze) Srodkow grzybobojczych
wzgledem F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM 1094 i F. tricinctum Ft11S-23
podano w tabeli nr 8, natomiast dla grzybow A. alternata DSM 62010, B. cinerea DSM
877 1 A. alternata Aal0S-23 dane podsumowano w tabeli nr 9.

Wyniki opierajg si¢ na wizualnej ocenie wzrostu grzybni w obecnos$ci réznych stezen
srodka grzybobojczego na podtozu ptynnym (MIC) lub na podiozu statym (MFC) na

podstawie dwoch powtorzen (n =2).
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Tabela 8. Wartosci MIC i MFC wybranych $rodkow grzybobojczych wzgledem grzybow fitopatogennych nietraktowanych plazmg (PO) oraz po pigcio- (P5), dziesigcio-
(P10) i pietnastokrotnym (P15) traktowaniu subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej. Symbol > oznacza st¢zenie réwne podanej wartosci lub wyzsze od
oznaczanego zakresu stgzef,, symbol < oznacza stgzenie rowne lub nizsze od oznaczanego zakresu stezen.

B o Magnicur Tobias-Pro  SCORPION | MIEDZIAN SWITCH SYLLIT

Szczep  Krotnosé fi‘;‘;ﬁj};‘;ﬁ ;ﬁzl"c")“* Energy 250 EW 325S.C. 50 WP 62,5 WG 65 WP

traktowania iminimalne stezenie F1 F2 F3 F4 F5 F6
grzybobéjcze (MFC)
nl ml? mg mi-!

PO MIC 4,0-10* 3,13-10% 1,0-10* 2,5-10° 4,0-10* 3,91-107
MFC >4,0-10* >3,13-107 2,0-10t >4,0-10* 4,0-10* 3,91-107
5 3 PE MIC 1,0-10* 3,13-10™ 1,0-10* 2,5:10° 4,0-10* 7,81-1072
SN MFC >4,0-10* >3,13-101 2,0-10* 1,0-10* 4,0-10* 7,81-102
>s MIC 1,0-10% 3,13-101 1,0-10! 2,5-10° 4,0-10* 7,81:1072
owm PlO 1 -1 1 1 1 -1

= MFC >4,0-10 3,13-10 2,0-10 1,0-10 4,0-10 1,56:10
P15 MIC 1,0-10* 3,13-10% 1,0-10* 2,5-10° 4,0-10* 7,81-107
MFC >4,0-10* 3,13-10" 2,0-10* 1,0-10* 4,0-10* 3,13-10"
o0 MIC >4,0-10* <4,88-10°° <6,25-101 <6,25-101 4,0-10* 3,13-10"
MFC >4,0-10* 1,56-10" <6,25-10* 4,0-10* >4,0-10* 3,13-10"
g S o5 MIC >4,0-10* 1,56-101 2,0-10* <6,25-101 2,0-10* 1,95:10
S = MFC >4,0-10* 3,13-101 >4,0-10* 1,0-10* 4,0-10* 3,91-102
3 g P10 MIC >4,0-10* 3,13-101 2,0-10* <6,25-101 <6,25-101 3,91-102
Kila) MFC >4,0-10* 3,13-101 >4,0-10* 1,0-10* 5,0-10° 3,91-102
P15 MIC >4,0-10* 3,13-101 2,0-10* <6,25-101 <6,25-101 3,91-102
MFC >4,0-10* 3,13-1071 >4,0-10* 1,0-10* 2,5:10° 3,91-107
PO MIC >4.0-10! 1,56:10" 2,5-10° <6,25-10 2,5-10° 3,91-107
MFC >4,0-10* 3,13-1071 1,0-10* 5,0-10° 2,0-10! 7,81-107
5 - P5 MIC >4,0-10* 7,81:1072 2,5-10° <6,25-10 2,5-10° 1,95-102
g4 MFC >4,0-10*" 3,13-10 1,0-10" 5,0-10° 2,0-10" 1,95-10°
g MIC >4,0-10* 7,81-102 2,5:10° <6,25-101 2,5:10° 3,91:102
=N P10 1 1 1 0 1 2

o MFC >4,0-10 1,56:10 1,0-10 5,0-10 1,0-10 3,91-10
P1E MIC >4,0-10* 7,81:1072 2,5:10° <6,25-10* 2,5:10° 3,91-107
MFC >4,0-10* 1,56-10 1,0-10* 2,5:10° 1,25-10° 3,91-107
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Stwierdzono, ze wielokrotne traktowanie F. oxysporum DSM 12646 plazma spowodowato
wzrost wrazliwosci wzgledem $rodkow oznaczonych jako F1, F2 oraz F4. Warto§¢ MIC wobec
F1 zmalata z 40 pl ml? dla grzybni nietraktowanej plazma (P0O) do 10 ul ml? dla grzybni
wielokrotnie traktowanej plazmg (P5, P15, P15). Nie wykryto natomiast zmiany wartosci MFC
(>40 pl ml?t). Z kolei dla F4 stwierdzono spadek wartosci MFC z >40 mg ml? (P0) do
10 mg ml? po wielokrotnym traktowaniu plazma, bez zmiany wartosci MIC (2,5 mg ml?).
Stwierdzono takze wzrost wrazliwosci grzybni P10 i P15 wzgledem F2. Z kolei zwi¢kszenie
tolerancji wystapito wzgledem $rodka F6, dla ktorego wartosci MIC i MFC grzybni
nietraktowanej plazmg wyniosty 3,91:102 mg ml?, natomiast po wielokrotnym traktowaniu
plazma wartosci te stopniowo rosty do 7,81-102 mg mlt (MIC) i 3,13-10"2 mg mI* (MFC) dla
P15. Natomiast wzgledem F3 i F5 nie zaobserwowano zmian wrazliwosci F. oxysporum DSM
12646.

Wielokrotne traktowanie grzybni F. culmorum DSM 1094 subletalng dawka plazmy
niskotemperaturowej wplynelo na wrazliwos¢ wzgledem wickszosci badanych fungicydéw
z wyjatkiem F1, przy czym dla F2 i F3 doszto do wzrostu tolerancji, natomiast spadek tolerancji
wystapit wobec F4, F5 1 F6. Wartosci MIC 1 MFC dla F2 stopniowo rosty odpowiednio
7 <4.88:10° ul m1i 1,56:10" pl m1™ dla grzybni nietraktowanej plazmg (P0) do 3,13-10 ul ml*
(MIC i MFC) dla grzybni po pigtnastokrotnym (P15) traktowaniu. W przypadku F3
zaobserwowano znaczne zmiany wrazliwosci. Grzybnia PO charakteryzowala si¢ wysoka
wrazliwoécig na badany $rodek grzybobdjczy (MIC i MFC wynosity <6,25-107% ul ml?),
natomiast dla grzybni wielokrotnie traktowanej plazma (PS5, P10, P15) wartosci MIC 1 MFC
wzrosty odpowiednio do 20 pl mI™ti >40 pl ml™,

Z kolei wielokrotne traktowanie grzybni F. culmorum DSM 1094 spowodowato spadek
warto$ci MIC 1 MFC wzgledem F4, F5 i F6, co $wiadczy o wzroscie wrazliwosci grzybni po
wielokrotnym traktowaniu plazma (P5, P10 i P15) w poréwnaniu do kontroli (P0). Dla F4
wartosci MIC znajdowaly sie ponizej oznaczanego zakresu (<6,25-107 mg ml™) natomiast
wartosci MFC zmalaly czterokrotnie w wyniku ekspozycji grzybni na subletalng dawke¢ plazmy
niskotemperaturowej. W przypadku F5 wartosci MIC i MFC stopniowo malaty wraz z liczba
ekspozycji grzybni F. culmorum DSM 1094 na plazme z 40 mg ml* oraz >40 mg ml* dla PO, do
<6,25-10F mg ml? oraz 2,5 mg ml? dla P15. Podobnie w przypadku F6, wzgledem ktérego
zaobserwowano poczatkowo znaczny spadek wartosci MIC 1 MFC po pigciokrotnym
traktowaniu plazma z nastgpujaca stabilizacja wartosci MIC i MFC po dziesigcio- (P10)
i pietnastokrotnym (P15) traktowaniu grzybni plazma (3,91-102 mg ml?).
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W przypadku F. tricinctum Ft11S-23 zaobserwowano wzrost wrazliwosci wzgledem F2, F4,
F5 i F6. Wartosci MIC i MFC wobec F2 dla grzybni po pigtnastokrotnym traktowaniu plazma
(P15) byly dwukrotnie nizsze w porownaniu do kontroli. W przypadku F4 zmian¢ wrazliwosci
wykryto jedynie po pietnastokrotnym traktowaniu plazma (warto$¢ MFC zmalata z 5,0 mg ml™?
dla PO do 2,5 mg ml? dla P15). W przypadku fungicydu oznaczonego jako F5 nie
zaobserwowano zmiany wartoéci MIC (2,5 mg ml™?), natomiast wartoéci MFC stopniowo malaty
z 20 mg mIt (PO i P5) do 10 mg ml** (P10) i 1,25 mg mIt (P15). Z kolei najwyzsza wrazliwo$é
wzgledem F6 wykazata grzybnia F. tricinctum Ft11S-23 po pi¢ciokrotnej ekspozycji na plazme
(P5), dla ktorej wartosci MIC i MFC wyniosty 1,95-102 mg ml™. Dla grzybni P10 i P15 warto$ci
MIC wobec F6 nie roznity sie od kontroli (3,91-102 mg ml?), natomiast MFC byto dwukrotnie
nizsze.

Tabela nr 9 przedstawia wartosci MIC i MFC wyznaczone dla A. alternata DSM 62010,
B. cinerea DSM 877 i A. alternata Aal0S-23 wobec badanych srodkoéw przeciwgrzybiczych.

Badania ujawnily wpltyw wielokrotnego traktowania grzybni B. cinerea DSM 877 na
zmiany tolerancji wzgledem wszystkich badanych $rodkow przeciwgrzybiczych. W przypadku
F1 zmianie ulegta jedynie warto§¢ MIC po pigtnastokrotnym traktowaniu plazma, ktéra wyniosta
2,5 pl ml’?, natomiast wartoéci MIC i MFC dla pozostatych wynosity co najmniej 40 pl ml™.
Grzybnia B. cinerea DSM 877 wykazywata wysoka wrazliwo$¢ wobec F2 (MIC wyniosto
<4,88:10° pl ml?t). Natomiast wartosci MFC wobec F2 zmalaly do 3,13-10% ul ml? po
wielokrotnym traktowaniu grzybni plazmg w poréwnaniu do PO (>3,13:10% pl ml™). Wzrost
wrazliwo$ci wobec F3 nastagpil po dziesigcio- (P10) 1 pigtnastokrotnym (P15) traktowaniu
plazma (warto$ci MFC zmalaty dwukrotnie w porownaniu do kontroli). Podobnie w przypadku
F4, wobec ktérego MFC dla grzybni PO wyniosto >40 mg ml™?, a dla P10 i P15 odpowiednio
20 mg ml*? oraz 5,0 mg ml™. Z kolei wartosci MFC wzgledem F5 zmalaly po wielokrotnym
traktowaniu grzybni B. cinerea DSM 877 plazma z 1,56-10" mg ml™ do 7,81:102 mg ml?, bez
wpltywu na MIC (<4.88:10° mg ml™Y). Podobnie w przypadku F6, dla ktérego wartosci MFC dla
grzybni po traktowaniu plazmg byly nizsze w poréwnaniu do kontroli, przy czym najwieksza

wrazliwos$¢ wykazywata grzybnia PS5.
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Tabela 9. Wartoéci MIC i MFC wybranych $rodkow grzybobojczych wzgledem grzybow fitopatogennych nietraktowanych plazma (PO) oraz po pigcio- (P5), dziesigcio-
(P10) i pietnastokrotnym (P15) traktowaniu subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej. Symbol > oznacza stezenie rowne podanej wartosci lub wyzsze od
oznaczanego zakresu stgzef,, symbol < oznacza stgzenie rowne lub nizsze od oznaczanego zakresu stezen.

N Magnicur Tobias-Pro  SCORPION | MIEDZIAN SWITCH SYLLIT
Szczep Krotnos¢ h‘;‘;‘;}‘q‘;ﬁ zhgzl.‘g‘;f Energy 250 EW 325S.C. 50 WP 62,5 WG 65 WP
traktowania iminimalne stezenie F1 F2 F3 F4 F5 F6
grzybobéjcze (MFC)
ul ml? mg ml?
PO MIC 4,0-10t <4,88-103 <4,88-103 2,5-10° <4,88:10°3 <4,88:10°
MFC >4,0-10* 1,56:10 1,95-102 >4,0-10* 3,91-102 <4,88:10°
g3 - MIC 1,0-10* <4,88-10° <4,88-10° 2,5:10° <4,88-10° <4,88-10°
£ MFC >4.0-10" 1,56-101 1,95-10-2 >4.0-10* 1,95-1072 9,77-107°
= = P10 MIC 5,0-10° <4,88:10° <4,88:10° 2,5-10° <4,88:1073 <4,88:10°
<A MFC >4,0-10! 1,56-101 1,95-10°2 5,0-10° 1,95-10 9,77-10°3
P15 MIC 2,5-10° <4,88-103 <4,88-103 2,5-10° <4,88-103 <4,88:107°
MFC 2,0-10* 7,81-107 1,95-102 2,5-10° 1,95-1072 9,77-107°
PO MIC >4.0-10" <4,88-10°° 3,91-102 5,0-10° <4,88:107° <4.88:107
MFC >4.0-10" >3,13-102 1,56-107 >4,0-10* 1,56:107 1,95-1072
S 1~ p5 MIC >4.0-10" <4,88-10°° 3,91-102 5,0-10° <4,88:107° <4.88:107
T © MFC >4,0-10* 3,13-10 1,56:10" >4,0-10* 7,81-10° <4,88:10°°
S (% P10 MIC >4.0-10" <4,88-10°° 3,91-102 5,0-10° <4,88:107° <4.88:107
m O MFC >4,0-10* 3,13-107 7,81-107 2,0-10* 7,81:1072 9,77-10°
P15 MIC 2,5-10° <4,88-10°° 3,91-102 5,0-10° <4,88:107° <4.88:107
MFC >4,0-10* 3,13-107 7,81-107 5,0-10° 7,81:1072 9,77-10°
PO MIC >4,0-10* <4,88:107 <4,88:10° 2,5:10° <4,88:107 <4,88:107
MFC >4,0-10* 3,13-101 3,91-107 >4,0-10* 9,77-10°3 1,95-102
£ - MIC >4,0-10* <4,88:10° <4,88:10°3 2,5:10° <4,88:10°° <4,88:10°3
= 8' MFC >4,0-10* 3,13-101 3,91-107 4,0-10* 9,77-10°3 9,77-10°3
=d P10 MIC >4,0-10* <4,88-1073 <4,88-10° 2,5-10° <4,88:10°° <4,88:1073
< < MFC >4,0-10* 3,13-10 3,91-102 4,0-10* 9,77-1073 9,77-10°3
P15 MIC 2,0-10% <4,88-10°3 <4,88-10°3 1,25-10° <4,88-10°3 <4,88-10°3
MFC 2,0-10% 3,13-10" 3,91-102 5,0-10° 9,77-1073 <4,88-10°3
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W przypadku A. alternata DSM 62010 wykryto zmiany tolerancji wzglgdem wigkszosci
badanych $rodkow przeciwgrzybiczych w wyniku wielokrotnej ekspozycji na plazme,
z wyjatkiem F3. Wzrost tolerancji nastgpit jedynie wobec F6, dla ktorego wartosci MIC 1 MFC
dla grzybni nietraktowanej plazma (P0) znajdowaty si¢ ponizej oznaczanego zakresu (<4,88-1073
mg mlY), a wartoé¢ MFC wzrosta co najmniej dwukrotnie (do 9,77-10° mg ml™?) po traktowaniu
grzybni plazma (P5, P10, P15). Wartosci MIC i MFC wobec F1 stopniowo malaly
z odpowiednio 40 pl ml™t i >40 ul ml* (PO) do 2,5 pl mI™t i 20 ul ml? (P15). W przypadku F2
wzrost wrazliwosci nastgpit jedynie po pi¢tnastokrotnym traktowaniu plazmg (P15).
Stwierdzono réwniez spadek wartosci MFC wobec F4 dla grzybni P10 (5,0 mg ml™) oraz P15
(2,5 mg mlt) w poréwnaniu do grzybni PO (>40 mg ml?), bez zmiany MIC (2,5 mg mi?).

W przypadku A. alternata Aal0S-23 nie stwierdzono rozwoju tolerancji na badane
fungicydy. Brak zmian wrazliwos$ci zaobserwowano wobec F2, F3 i F5. Wzrost wrazliwo$ci na
F1 pojawit si¢ po pigtnastokrotnym traktowaniu plazmg. Z kolei dla F4 i F6 zaobserwowano
stopniowy wzrost wrazliwo$ci wraz z zwigkszaniem liczby traktowan plazma nietermiczna.

Z dostepnych zrodet literaturowych wynika, iz wzrost wrazliwosci komoérek na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe moze by¢ zwigzany ze zwigkszeniem przepuszczalnosci btony po
ekspozycji na zimng plazme¢ (Maybin i in., 2023). Jednakze problem ten jest nadal dyskutowany,
a prezentowane w literaturze wyniki sg niejednoznaczne. Przyktadowo, badania przeprowadzone
przez Sun i in. (2011) wykazaty skuteczno$¢ mikrojetu plazmowego zasilanego pradem stalym
pod ci$nieniem atmosferycznym z 2% He/O> jako gazem zasilajacym w inaktywacji opornych na
srodki przeciwgrzybicze szczepow Candida albicans, C. krusei i C. glabrata. Wyniki testow
ujawnily drastyczny spadek MIC flukonazolu wobec komorek potraktowanych plazma.

Tyczkowska-Sieron i in. (2020) z kolei zbadali wptyw wielokrotnego traktowania plazma na
wrazliwos¢ C. albicans ATCC 10231 wobec 6 lekow przeciwgrzybiczych. Komorki nie
wykazaly réznic wartosci MIC po 12 cyklach traktowania plazma w poréwnaniu z kulturg
nietraktowang. Na podstawie tych wynikéw badacze doszli do wniosku, ze wielokrotna
ekspozycja na plazme nietermiczng nie stwarza znaczgcego zagrozenia, szczegolnie w zakresie
nabywania lekoopornosci przez mikroorganizmy.

Uzyskane wyniki badan wlasnych wykazaty, Zze wielokrotne traktowanie grzyboéw
fitopatogennych plazmg niskotemperaturowg wptyneto na spadek tolerancji wobec co najmniej
jednego srodka przeciwgrzybowego, przy czym u wszystkich szczepow zaobserwowano spadek

tolerancji na F4. Wzrost tolerancji nastgpit jedynie w czterech przypadkach, tj. dla F. culmorum
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DSM 1094 wobec Tobias-Pro 250 EW (F2) i Scorpion 325 S. C. (F3) oraz F. oxysporum DSM
12646 i A. alternata DSM 62010 wobec Syllit 65 WP (F6).

4.6.7 Ocena ryzyka rozwoju tolerancji na plazme niskotemperaturowg u grzybéw

fitopatogennych po wielokrotnej ekspozycji

Oceniono zmiany tolerancji wobec plazmy niskotemperaturowej u grzybéw poddawanych
wielokrotnej ekspozycji na plazme¢ (P5, P10, P15) na podstawie wyznaczonej wartosci o.

Kontrolg stanowita grzybnia nietraktowana plazma (rozdziat 4.3).

F. oxysporum DSM 12646 B. cinerea DSM 877
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Wykres 7. Zalezno$¢ redukcji zywotnych komorek na powierzchni drewna od dtugosci czasu obrobki plazma dla
grzybni PO (niebieski), P5 (pomaranczowy), P10 (zielony) i P15 (czerwony). Linie ciagle wskazuja na dopasowanie
modelu Weibulla. Stupki btedow wskazujg odchylenia standardowe dla 3 powtorzen.

132



Na wykresie nr 7 przedstawiono Kinetyke inaktywacji komorek grzybow fitopatogennych,
natomiast parametry wyznaczone dla modelu Weibulla zebrano w tabeli nr 10.

Dziesi¢tny czas redukcji (8) dla wiekszo$ci badanych szczepow ulega niewielkim zmianom
w zaleznosci od liczby ekspozycji grzybni na plazme, co Swiadczy o statej ogdlnej efektywnosci
inaktywacji plazma. Po pigciokrotnej ekspozycji na zimng plazmg (P5) wartosci & dla wigkszosci
szczepow wzrosly w pordwnaniu do PO, co moze sugerowaé pewng adaptacj¢. Po zwigkszeniu
liczby ekspozycji (P10 i P15) warto$ci 6 zazwyczaj spadajg. Jedynie w przypadku A. alternata
DSM 62010 oraz A. alternata Aal0S-23 zaobserwowano wzrost tolerancji grzybni P5, P10 i P15
wzgledem plazmy w poréwnaniu do kontroli (P0). Zmiany dziesi¢tnego czasu redukcji pod
wplywem wielokrotnej ekspozycji grzybow F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 i A.
alternata DSM 62010 na zimng plazmg zostaty opublikowane w artykule naukowym (Nowinski
i in., 2024).

Tabela 10. Wptyw liczby ekspozycji fitopatogennych grzyboéw na plazme na zmiany dziesietnego czasu redukcji (8)
oraz wspotczynnika ksztattu (p).

Liczba ekspozycji na zimng plazme

PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646
3min27s 3min47s 3min48s 3min3s
p 1,80 1,45 1,76 1,19
F. culmorum DSM 1094
2min39s 2 min 37s 2min2s 1min4ls
p 0,85 1,00 0,90 0,88
F. tricinctum Ft11S-23
3minlls 3mindds 2min51s 2min 28 s
p 1,53 3,39 1,19 1,20

B. cinerea DSM 877
9min53s 11 min10s 10 min 28 s 9minlls

D 1,60 1,67 1,31 1,42
A. alternata DSM 62010
5min32s 6minl6s 5min55s 5min45s
p 1,81 2,55 4,18 5,07
A. alternata Aal0S-23
4 min 26s 5min29s 5min24s 5min8s
p 0,98 3,97 1,97 2,46
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Wielokrotne traktowanie grzybni plazma wptyneto roéwniez na zmiany parametru
p wyznaczonego dla modelu Weibulla. Dla szczepu F. oxysporum DSM 12646 parametr ksztattu
maleje dla grzybni wielokrotnie traktowanej zimng plazma (PS5, P10, P15) w poréwnaniu do
kontroli (PO). W przypadku F. tricinctum Ft11S-23 warto$¢ p najpierw wzrosta dla grzybni po
pieciokrotnej ekspozycji na plazme¢, a potem spadta, co moze wskazywa¢ na zmiany
w mechanizmach przetrwania grzybow w zaleznosci od liczby ekspozycji na plazme. Dla
szczepéw F. culmorum DSM 1094 i B. cinerea DSM 877 wartosci parametru p pozostaty
stosunkowo stabilne, natomiast dla A. alternata DSM 62010 rosty wraz z liczbg ekspozycji na
plazme¢. Mozna zatem przypuszcza¢, iz zmiany parametru p sa efektem odmiennych
mechanizmow przetrwania i adaptacji grzybéw w odpowiedzi na kolejne ekspozycje na plazmg.

Z dostepnej literatury naukowej wynika, ze nie przeprowadzono dotychczas badan
oceniajgcych zmiany tolerancji komorek mikroorganizméw na zimng plazme¢ po wielokrotnej
ekspozycji na ten czynnik stresowy, zatem wyniki badan wlasnych nie moga by¢ porownane

z wynikami uzyskanymi przez innych autorow.

4.7 Wplyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych plazma

niskotemperaturowa na zmiany wybranych czynnikow patogennosci

471 Wplyw plazmy niskotemperaturowej na zdolnoSci zarodnikow grzybéw

fitopatogennych do formowania biofilméw

W celu oceny zdolnosci zarodnikow grzybow fitopatogennych do tworzenia biofilmu
wykorzystano barwienie fioletem krystalicznym. Aktywnos$¢ metaboliczng biofilméw okreslono
za pomocg testu MTT. Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresie nr 8.

Badania ujawnity, ze szczep F. oxysporum DSM 12646 wykazywatl najwigksza zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu, o czym $wiadczy wysoka warto$¢ absorbancji fioletu krystalicznego
(As570=6,40+0,69) oraz wysoka aktywnos$¢ metaboliczna komorek biofilmu (As70=0,996+0,078)
w przypadku zarodnikoéw nietraktowanych plazma niskotemperaturowa (P0). Pigciokrotne
traktowanie F. oxysporum DSM 12646 plazma spowodowato wzrost wartosci absorbancji fioletu
krystalicznego (As70=7,03+0,33) i formazanu (As70=1,40+0,08) w poréwnaniu do kontroli (PO0),
po czym wartosci te stopniowo malaly po dziesigciokrotnym (P10) i pigtnastokrotnym (P15)
traktowaniu plazma (odpowiednio do 6,190,051 i1 0,878+0,024 dla P10 oraz 5,66+0,63
10,12940,033 dla P15).

F. culmorum DSM 1094 wykazywal najmniejszg zdolno$¢ tworzenia biofilmu sposrod

badanych szczepow, natomiast wraz ze wzrostem liczby ekspozycji na plazme
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niskotemperaturowg zdolno$ci te znaczaco wzrosty. Warto$ci absorbancji fioletu krystalicznego
stopniowo rosty w porownaniu do kontroli (As70=1,64+0,50) o 117% (P5), 217% (P10) i 282%
(P15). Podobnie w przypadku aktywno$ci metabolicznej utworzonego biofilmu, ktora takze
znacznie wzrosta w stosunku do kontroli (As70=0,0633+0,0158), poczatkowo o 32,8% po
pieciokrotnym (P5) traktowaniu plazma, a nast¢gpnie 0 ponad 1600% po dziesigciokrotnym (P10)
I ponad 1900% po pi¢tnastokrotnym traktowaniu plazma (P15).
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Wykres 8. Zdolnosci grzybéw fitopatogennych poddawanych wielokrotnej ekspozycji na subletalng dawke plazmy
niskotemperaturowej do formowania biofilmu podczas 24 godzinnej inkubacji. Niebieskie stupki przedstawiaja
biomase biofilméw (lewa o$ y) na podstawie odczytu wartosci absorbancji fioletu krystalicznego (Asz), natomiast
pomaranczowe punkty (prawa o$ y) przedstawiajg aktywno$¢ metaboliczng biofilméw okreslong za pomoca testu
MTT. Wyniki stanowig $rednig z 4 powtdrzen wraz z odchyleniem standardowym (n=4).

135



Wielokrotne traktowanie grzybni B. cinerea DSM 877 plazma niskotemperaturowa rowniez
wplyneto na poprawe zdolnosci komorek do formowania biofilmow, ale roznice nie sg tak
znaczace jak w przypadku F. culmorum DSM 1094. Wartosci absorbancji roztworu fioletu
krystalicznego oraz formazanu dla kontroli (P0) wyniosty odpowiednio 2,50+0,19 oraz
0,158+0,029, a nastepnie rosty wraz z liczba ekspozycji na plazme, osiagajac wartosci
odpowiednio 3,3340,25 oraz 0,282+0,008 po pi¢tnastokrotnym traktowaniu plazma (P15).

Spadek zdolnosci do tworzenia biofilméw w wyniku wielokrotnej ekspozycji na plazme
niskotemperaturowg zaobserwowano dla A. alternata DSM 62010 oraz A. alternata Aal0S-23.
W przypadku A alternata DSM 62010 najmniejsza zdolno$¢ do tworzenia biofilmu wykazywaty
zarodniki opisane jako P5, dla ktorego zaobserwowano najmniejsza produkcje biomasy (warto$é
absorbanc;ji fioletu krystalicznego wyniosta 1,66+0,37) oraz aktywnos$ci metabolicznej (wartos¢
absorbancji formazanu wyniosta 0,145+0,029). Po dziesig¢cio- (P10) i pigtnastokrotnym (P15)
traktowaniu komorek plazmag wartosci te wzroslty wzglgdem PS5, ale nadal byly nizsze
w porownaniu do kontroli (PO) odpowiednio 0 45,9% i 52,6% dla P10 oraz 26,8% i 71,6% dla
P15.

Wyizolowany ze $rodowiska naturalnego szczep A. alternata AalO0S-23 nietraktowany
plazma charakteryzowal si¢ wysoka zdolnos$cig do tworzenia biofilmu. Warto$¢ absorbancji
roztworu fioletu krystalicznego wyniosta 5,99+0,56, natomiast formazanu 0,545+0,074,
uzyskujac drugi najwyzszy wynik (po F. oxysporum DSM 12646) sposrod badanych grzybow
nietraktowanych plazma niskotemperaturowa. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmow po
wielokrotnym traktowaniu plazmg byla stabsza w poroéwnaniu do proby kontrolnej (PO)
(warto$ci absorbancji roztworu fioletu krystalicznego oraz formazanu spadty odpowiednio
0 27,7%-38,7% oraz 76,0%-93,9%).

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentdéw mozna wnioskowaé, ze wielokrotne
traktowanie grzybow plazma moze obniza¢, ale i podwyzsza¢ zdolnos$¢ zarodnikéw do tworzenia
biofilméw. Problem ten powinien by¢ rozpatrywany indywidualnie w odniesieniu nie tylko do
gatunku mikroorganizmu, ale rowniez szczepu.

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmoéw przez komorki poddawane dziataniu zimnej plazmy
zostala zbadana przez Shaghaghi i in. (2021). Autorzy zaobserwowali hamujace dzialanie zimnej
plazmy generowanej w mieszaninie 98% helu i 2% tlenu na tworzenie biofilmu przez
C. albicans ATCC 10231 w sposob zalezny od czasu traktowania. Komorki poddane dziataniu
plazmy przez 210 s charakteryzowaly si¢ znacznym (65,9%) zahamowaniem zdolnosci do

formowania biofilmu w poréwnaniu z kontrolg nietraktowang plazma nietermiczng. W badaniu
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tym nie wzigto jednak pod uwagg redukcji liczby zywych komorek w wyniku dziatania plazmy,

co mogto mie¢ istotny wplyw na obnizenie zdolno$ci do tworzenia biofilmu.

4.7.2 Zmiany aktywnosci wybranych enzyméw hydrolitycznych po wielokrotnym

traktowaniu grzybow fitopatogennych plazmg niskotemperaturowa

W tej czesci badan poddano ocenie wptyw traktowania grzybow subletalng dawka plazmy
nietermicznej] na zmiany aktywno$ci enzymoOw rozkladajacych $ciang komorkowa roslin
(CWDE), a takze enzymow proteolitycznych oraz lipolitycznych. Liczne badania wykazaty
zwigzek pomigdzy aktywnoscig tych enzyméw, objawami chorobowymi oraz zjadliwoscia
grzybow fitopatogennych (Chandrasekaran i in., 2016; Khaledi i in., 2017; Khaledi i Hassani,
2021; Kikot 1 in., 2009; Xue i in., 2018).

W celu okreslenia aktywnosci enzyméw rozktadajacych karboksymetyloceluloze oraz
ksylan wykre$lono krzywa standardowa (y=1,2417x-0,0587; R?=0,9931) wartosci absorbancji
(y) w funkcji stezenia glukozy (x) jako cukru redukujacego (mg ml™). Natomiast aktywno$é
enzymow pektynolitycznych okre§lono na podstawie krzywej standardowej (y=0,824x-0,0059;
R?=0,9976) zalezno$ci wartosci absorbancji (y) w funkcji stezenia kwasu D-galakturonowego (x)

jako cukru redukujacego (mg ml™l).

Zmiany aktywnosci enzymow rozkladajacych karboksymetyloceluloze po traktowaniu
grzybow fitopatogennych plazma niskotemperaturowa

Wykres nr 9 przedstawia aktywnosci enzyméw rozktadajacych karboksymetylocelulozg
(CMCazy) oznaczonych w filtratach pohodowlanych (niebieskie stupki, lewa 0§ y) wraz z suchg
biomasg (pomaranczowe punkty, prawa o$ y) grzybdéw fitopatogennych traktowanych plazma
nietermiczng (P1, P5, P10, P15) po 10 dniach inkubacji na podtozu ptynnym, zawierajagcym
karboksymetylocelulozg (CMC) jako zrédto wegla. Kontrole stanowity hodowle grzybow
niepoddawanych dziataniu zimnej plazmy (PO).

Nalezy zauwazy¢, ze zaro6wno aktywnosci CMCazy wykryte w filtratach po hodowli
patogennych grzybow (<0,0727 U ml™) oraz produkcja biomasy (<1,10 mg ml™?) byty niskie,
z wyjatkiem F. oxysporum DSM 12646, dla ktorego aktywnos¢ CMCazy grzybni nietraktowane;
plazma (P0) wyniosta 0,133+0,013 U ml?. Po ekspozycji na subletalng dawke plazmy
nietermicznej (P1) aktywno§¢ CMCazy spadta o 65,6% w poréwnaniu do kontroli (0,046+0,001
U ml?), a nastepnie stopniowo rosta wraz z liczba ekspozycji na plazme, uzyskujac wartos¢

0,099+0,059 U ml™ po pietnastokrotnym traktowaniu plazma (P15). Z kolei produkcja biomasy
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spadta w wyniku ekspozycji grzybni na zimng plazme z 1,75+0,6 mg mlt (P0) do 1,01+0,1
mg ml? (P15).
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Wykres 9. Aktywno$¢ catkowita karboksymetylocelulazy (niebieskie stupki, lewa o§ y) w filtratach po hodowli
grzybow fitopatogennych traktowanych zimng plazma wraz z sucha masa grzybni (pomaranczowe punkty, prawa o$
y) po 10 dniach inkubacji na podtozu pltynnym. Kontrole stanowita hodowla grzybdéw niepoddawanych dziataniu
plazmy (P0). Wyniki aktywnos$ci enzymatycznej stanowig $redniag wraz z odchyleniem standardowym dla dwdch
powtérzen z dwoma pomiarami dla kazdego (n=4). Wyniki suchej masy stanowiag $rednig wraz z odchyleniem
standardowym dla dwoch powtoérzen (n=2).

Dla wigkszosci grzybow fitopatogennych zaobserwowano podobng tendencj¢ zmian

aktywnos$ci enzymatycznej, mianowicie aktywno$¢ CMCazy wykryta w filtratach

pohodowlanych grzybow nietraktowanych plazmag (P0O) byla najwyzsza, po czym spadata po

138



traktowaniu subletalng dawka plazmy (P1), a nastgpnie nieznacznie rosta w stosunku do P1 po
wielokrotnym traktowaniu plazmg (P5, P10 P15), nie przekraczajac jednak aktywnosci
oznaczonej dla grzybni PO.

Aktywnosci wykryte w filtratach F. culmorum DSM 1094 oznaczonych jako PO, P1, P5, P10
i P15 byty zblizone (0,0323+0,0022 U mlY), przy czym najwyzsza aktywno$¢ CMCazy wykryto
w filtracie P5 (0,0355+0,0040 U ml™). Z kolei najwyzsza produkcja biomasy (0,609+0,045
mg mlY) charakteryzowata si¢ grzybnia F. culmorum DSM 1094 po pierwszej dawce plazmy
(P1).

Zmiany aktywnosci enzymow rozkladajacych ksylan po traktowaniu grzybow
fitopatogennych plazma niskotemperaturowsg

Na wykresie nr 10 przedstawiono zmiany aktywnosci enzymow rozktadajacych ksylan wraz
z suchg biomasg grzybow fitopatogennych traktowanych zimng plazmg (P1, P5, P10, P15) po 10
dniach hodowli na podtozu ptynnym zawierajacym ksylan jako zrédto wegla. Kontrolg stanowity
hodowle grzybow nietraktowanych zimng plazma (PO).

Najwyzsza aktywno$¢ enzymow rozkladajacych ksylan oznaczono w filtratach hodowli
wyjéciowych (P0) F. tricinctum Ft11S-23 (0,244+0,011 U mIt) oraz F. oxysporum DSM 12646
(0,207+0,014 U mlt). W przypadku pozostatych grzybow fitopatogennych nietraktowanych
plazma niskotemperaturowa aktywno$¢ ksylanaz bylta znacznie nizsza 1 wyniosta odpowiednio
0,0649+0,0111 U ml* dla A. alternata DSM 62010; 0,0546+0,0010 U ml™ dla B. cinerea DSM
877; 0,0454+0,0038 U ml*? dla F. culmorum DSM 1094 oraz 0,0416+0,0008 U ml? dla
A. alternata Aal10S-23.

Obrobka plazmg niskotemperaturowg doprowadzita do spadku aktywnos$ci ksylanaz
u F. oxysporum DSM 12646 o ponad 20%. Natomiast produkcja biomasy po pieciokrotnym (P5)
1 dziesigciokrotnym (P10) traktowaniu plazma znacznie wzrosta w poréwnaniu do kontroli (P0)
(odpowiednio 0 37,0% i 49,8%). W przypadku F. tricinctum Ft11S-23 réwniez zaobserwowano
spadek aktywnos$ci enzymatycznej, przy czym najnizszg wartos¢ aktywnosci (0,15040,008
U ml?t) uzyskano po pierwszej ekspozycji (P1) na subletalng dawke plazmy nietermicznej.
Natomiast produkcja biomasy miescita si¢ w zakresie od 0,703+0,078 mg ml? (P10) do
0,91440,100 mg ml* (P5).

Aktywnos¢ ksylanaz dla A. alternata Aal0S-23 po traktowaniu subletalng dawka plazmy
(P1) poczatkowo wzrosta w poréwnaniu do kontroli (P0) o 8,8%, natomiast zwigkszanie liczby
ekspozycji na plazme¢ spowodowato spadek aktywnosci 0 11,7% (P5), 21,3% (P10) i 19,8%
(P15). Traktowanie subletalng dawka plazmy (P1l) spowodowalo poczatkowy spadek suchej
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masy 0 23,4%, natomiast po wielokrotnym traktowaniu grzybni plazmg zaobserwowano wzrost
produkcji biomasy wzgledem kontroli o 17,4%-28,1%. Produkcji biomasy jest ujemnie

skorelowana z aktywnoscig ksylanolityczng (r=-0,8347, p<0,05).
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Wykres 10. Aktywno$¢ catkowita ksylanaz (niebieskie stupki, lewa o$ y) w filtratach po hodowli grzybow
fitopatogennych traktowanych plazma niskotemperaturowa wraz z suchg masg grzybni (pomaranczowe punkty,
prawa o$ y) po 10 dniach inkubacji na podtozu ptynnym. Kontrole stanowita hodowla grzybdéw nietraktowanych
plazma (P0). Wyniki aktywnosci enzymatycznej stanowig $redniag wraz z odchyleniem standardowym dla dwdch
powtérzen z dwoma pomiarami dla kazdego (n=4). Wyniki suchej masy stanowiag $rednig wraz z odchyleniem
standardowym dla dwoch powtorzen (n=2).
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Aktywnos¢ ksylanaz oznaczonych dla B. cinerea DSM 877 nie zmieniata si¢ znaczaco pod
wplywem dziatania plazmy niskotemperaturowej i miescita sic w zakresie 0,0546-0,0592 U ml.
Podobnie w przypadku produkcji biomasy.

Z kolei stymulujacy wptyw na produkcje enzyméw ksylanolitycznych odnotowano dla
F. culmorum DSM 1094 i A. alternata DSM 62010. Aktywno$¢ enzymatyczna F. culmorum
DSM 1094 wzrosta w porownaniu od kontroli (P0O) odpowiednio o 23,7% (P1), 120% (P5),
126% (P10) i 117% (P15). Natomiast u A. alternata DSM 62010 réznice te wyniosty kolejno
3,8%, 4,9%, 108% i 128%. W przypadku F. culmorum DSM 1094 zaobserwowano dodatnig
korelacje aktywnos$ci ksylanolitycznej 1 produkcji biomasy (r=0,7881, p<0,05), natomiast dla
A. alternata DSM 62010 zaobserwowano spadek produkcji biomasy po wielokrotnym

traktowaniu grzybni subletalng dawka plazmy niskotemperaturowe;.

Zmiany aktywno$ci enzyméw rozkladajacych pektyny po traktowaniu grzybow
fitopatogennych plazma niskotemperaturowsg

Wykres nr 11 przedstawia zmiany aktywno$ci enzymow rozktadajacych pektyny wraz
z sucha biomasg grzybow fitopatogennych traktowanych subletalng dawka plazmy
niskotemperaturowej (P1, P5, P10, P15) po 10 dniach hodowli na podtozu pltynnym,
zawierajacym pektyny jako zrodto wegla. Kontrole stanowila hodowla grzybow nietraktowanych
plazma (PO).

Najwyzsza wyjsciowa (P0) aktywno$¢ pektynolityczng wykryto u F. oxysporum DSM
12646 (0,412+£0,012 U ml?), a nastepnie F. tricinctum Ft11S-23 (0,311£0,017 U ml?),
A. alternata DSM 62010 (0,176+0,010 U ml?), B. cinerea DSM 877 (0,160+0,006 U ml™),
F culmorum DSM 1094 (0,140+0,006 U m1™?) oraz A. alternata Aa10S-23 (0,115+0,004 U m1%).

Aktywnos$¢ pektynaz wykryta w filtratach otrzymanych po hodowli F. oxysporum DSM
12646 (0,386 U ml? - 0,419 U mlI?) oraz A. alternata DSM 62010 (0,171-0,189 U ml™) nie
zmieniata si¢ znaczaco w wyniku kolejnych ekspozycji grzybni na zimng plazme. Z Kolei
produkcja biomasy F. oxysporum DSM 12646 spadta wzgledem kontroli (1,85+0,19 mg ml™)
0 0,5%-17,4% w wyniku traktowania plazmg. Dla A. alternata DSM 62010 zaobserwowano
poczatkowy wzrost produkcji biomasy o 11,2% (P1) i 10,6% (P5) w poréwnaniu do kontroli
(0,482+0,054 mg ml™t), z nastepujacym spadkiem produkcji biomasy w wyniku zwiekszania
liczby ekspozycji na zimng plazmg 0 1,8% (P10) i 27,6% (P15).

W przypadku F. culmorum DSM 1094 widoczny jest stopniowy wzrost aktywnosci
enzymo6w rozktadajacych pektyne w wyniku traktowania plazma z 0,140+0,006 U ml* (P0) do
0,204+0,013 U ml? (P15). Produkcja biomasy wzrosta od 21,0% do 75,0% po traktowaniu zimng
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plazma. Podobnie w przypadku A. alternata Aal0S-23, przy czym aktywnos$¢ pektynaz
poczatkowo spadta o 16,4% po pierwszej dawce plazmy (P1), a nastepnie stopniowo rosta
w poroéwnaniu do kontroli (PO) odpowiednio o 6,2%, 56,4%, 93,8% po piatym (P5), dziesigtym
(P10) i pietnastym (P15) traktowaniu plazma. Produkcja biomasy byta dodatnio skorelowana
z aktywnoscig enzymatyczng (r=0,6777, p<0,05) i miescita sie w zakresie 0,329-0,599 mg ml.
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Wykres 11. Aktywno$¢ catkowita enzyméw pektynolitycznych (niebieskie stupki, lewa o$ y) w filtratach po
hodowli grzybow fitopatogennych traktowanych subletalng dawka plazmy nietermicznej wraz z sucha masa grzybni
(pomaranczowe punkty, prawa o$ y) po 10 dniach inkubacji na podtozu plynnym. Kontrol¢ stanowila hodowla
grzybow niepoddawanych dziataniu plazmy (PO). Wyniki aktywno$ci enzymatycznej stanowia srednig wraz
z odchyleniem standardowym dla dwoch powtdrzen z dwoma pomiarami dla kazdego (n=4). Wyniki suchej masy
stanowig $rednig wraz z odchyleniem standardowym dla dwoch powtorzen (n=2).
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Traktowanie grzybow F. tricinctum Ft11S-23 oraz B. cienerea DSM 877 subletalng dawka
plazmy nietermicznej (P1) spowodowalo poczatkowy spadek aktywnosci enzymatycznej
wzgledem kontroli (PO) odpowiednio o 29,0% 1 24,1%, po czym aktywno$¢ 0znaczona
w filtratach po hodowli grzybni wielokrotnie traktowanej plazmg wzrosta do poziomu okoto
0,277 U mItdla F. tricinctum Ft11S-23 oraz 0,156 U ml dla B. cinerea DSM 877. Najwyzsza
produkcje biomasy dla F. tricinctum Ft11S-23 wykryto po dziesigciokrotnym traktowaniu
plazma (1,10+0,06 mg ml?), natomiast dla B. cinerea DSM 877 po pietnastokrotnym
traktowaniu plazma (0,351+0,031 mg ml™). Oméwione wyniki badan wtasnych dotyczacych
zmian aktywnosci CWDE pod wptywem wielokrotnej ekspozycji szczepow F. oxysporum DSM
12646, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 na zimng plazmeg zostaty opublikowane
w artykule naukowym (Nowinski i in., 2024).

Zmiany aktywnosci enzymow proteolitycznych po traktowaniu grzybow fitopatogennych
plazma niskotemperaturowg

Fosfolipidy i biatka stanowig gltéwne sktadniki btony komorkowej gospodarza. Enzymy
katalizujace hydroliz¢ tych sktadnikéw, takie jak lipazy i proteazy uznawane sa za czynniki
patogenicznos$ci. Proteazy (razem z CWDE) dziataja na wczesnym etapie infekcji, degradujac
biatka strukturalne §cian komorkowych w celu inwazji gospodarza. W pdzniejszych etapach
infekcji enzymy te odpowiadajg za degradacje biatek zapasowych, zmieniajac rowniez parametry
jakosciowe surowca ro$linnego (Ortega i in., 2013). Zmiany aktywno$ci enzymow
proteolitycznych wykrywanych w filtratach uzyskanych po hodowli grzybow fitopatogennych
poddawanych dzialaniu plazmy nietermicznej przedstawiono na wykresie nr 12. Kontrole
stanowity filtraty po hodowli grzybni nietraktowanej plazma niskotemperaturowa (PO0).

Jak wida¢ na ponizszych wykresach aktywno$¢ proteolityczna wykrywana w filtratach
bezkomodrkowych uzyskiwanych z hodowli badanych fitopatogenéw zalezata od szczepu oraz
liczby ekspozycji na plazmg nietermiczna.

Aktywnos$ci enzymdw proteolitycznych oznaczone w filtratach po hodowli F. oxysporum
DSM 12646 po pierwszej (P1), dziesiatej (P10) 1 pietnastej (P15) ekspozycji na subletalng dawke
plazmy niskotemperaturowej byty nizsze w poréwnaniu do kontroli PO odpowiednio o 18,2 %,
25,4% oraz 32,7%, w odréznieniu od filtratu P5, dla ktorego nastapit wzrost aktywnosci
enzymatycznej do 6,75+0,32 U ml™. Produkcja biomasy F. oxysporum DSM 12646 poczatkowo
spadta w poréwnaniu do kontroli (4,42+0,42 mg ml™) odpowiednio 0 46,3% (P1) i 38,8% (P5),
a nastepnie wzrosta o 8,1% 1 16,6% po dziesigtym (P10) i pigtnastym traktowaniu plazmg (P15).
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B. cinerea DSM 877

Wykres 12. Aktywno$¢ proteolityczna (niebieskie stupki, lewa 0§ y) filtratéw po hodowli grzybow fitopatogennych
poddawanych dziataniu plazmy nietermicznej wraz z suchg masa grzybni (pomaranczowe punkty, prawa oS y) po 7
dniach hodowli na podtozu ptynnym. Kontrole stanowita hodowla grzybow nietraktowanych plazma (P0). Wyniki
aktywnosci enzymatycznej stanowig Srednig wraz z odchyleniem standardowym dla dwoch powtorzen z dwoma
pomiarami dla kazdego (n=4). Wyniki suchej masy stanowia srednig wraz z odchyleniem standardowym dla dwoch
powtorzen (n=2).

W przypadku F. culmorum DSM 1094 zaobserwowano wzrost aktywnosci proteolitycznej
od 3,9% do 26,5% w wyniku ekspozycji grzybni na zimng plazme, przy jednoczesnym spadku
produkcji biomasy.

Z kolei spadek
proteolitycznej u F. tricinctum Ft11S-23 (0 24,0%-34,0%), B. cinerea DSM 877 (0 11,6%-

30,7%) oraz A. alternata DSM 62010 (0o 28,5%-38,0%) w poréwnaniu do grzybni

dziatanie plazmy niskotemperaturowej wptyneto na aktywnosci
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nietraktowanej plazma (P0). W przypadku F. tricinctum Ft11S-23 zaobserwowano stymulujace
dzialanie plazmy na produkcj¢ biomasy (wzrost o 3,4%-24,2% w porownaniu do kontroli),
w odroznieniu do B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010, dla ktérych zaobserwowano
spadek produkcji biomasy (odpowiednio o 0,9%-33,4% oraz 29,9%-47,8%). W przypadku
A. alternata DSM 62010 aktywnos¢ enzymatyczna i produkcja biomasy byty dodatnio
skorelowana (r=0,7350, p<0,05).

W filtratach po hodowli grzybni A. alternata Aal0S-23, aktywno$¢ proteolityczna
poczatkowo rosta do uzyskania maksymalnej wartosci (3,23+0,02 U ml™?) po pieciokrotnym
traktowaniu plazma (P5). Natomiast zwigkszenie liczby ekspozycji grzybni na zimng plazme do
pigtnastu (P15) spowodowato spadek aktywnos$ci enzymatycznej o 5,3% w poréwnaniu do
kontroli (P0). Dziatanie plazmy niskotemperaturowej wptyngto na wzrost produkcji biomasy
(35,5%-49.,8%) z wyjatkiem grzybni P10, ktorej sucha masa po 7 dniach inkubacji na podtozu
ptynnym byla nizsza o 3,8% od kontroli (4,54+0,16 mg ml™?).

Zmiany aktywnos$¢ enzymow lipolitycznych po traktowaniu grzybow fitopatogennych
plazma niskotemperaturowa

Lipazy biora udzial w penetracji bariery komorek roslinnych (woskow i1 skorek) przez
grzyby fitopatogenne, a nastgpnie degradujg zmagazynowane wewnatrzkomorkowe lipidy.
Przypuszcza sig¢, ze zjadliwo$¢ niektérych patogennych grzybow moze by¢ powigzana
z aktywnoscig lipaz, przy czym rola tych enzymoéw w procesie infekcji rozni si¢ w zaleznosci od
gatunku grzybow oraz strategii infekcji. Enzymy rozkladajace kutykule s3a niezbedne do
penetracji najbardziej zewnetrznej bariery naskorka zywiciela w przypadku patogenow
infekujacych czesci nadziemne roslin (Dhiman i in., 2022; Feng i in., 2005; Taheri, 2019).

Wplyw traktowania grzybow fitopatogennych na aktywno$¢ enzymoéw lipolitycznych
oznaczanych w przesaczach pohodowlanych przedstawiono na wykresie nr 13.

W przypadku tej grupy hydrolaz zmiany aktywno$ci enzymatycznej rdwniez zalezaty od
szczepu oraz liczby ekspozycji grzybni na dziatanie plazmy temperaturowej. Dla szczepow
F. oxysporum DSM 12646, A. alternata DSM 62010 i A. alternata Aal0S-23 zaobserwowano
spadek aktywnosci lipolitycznej (w porownaniu do kontroli) pod wplywem dziatania plazmy
niskotemperaturowej. Najnizszg aktywno$¢ lipolityczng w przesaczach uzyskanych z hodowli
F. oxysporum DSM 12646 (1,98+0,44 U ml?) oraz A. alternata DSM 62010 (2,92+0,59 U ml™)
wykryto po dziesi¢ciokrotnym traktowaniu plazmg (P10). Z kolei w filtratach po hodowli
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A. alternata Aal0S-23 najnizsza aktywno$¢ enzymatyczng (1,15+0,15 U ml™)

pigciokrotnym traktowaniu plazma (P5).
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Wykres 13. Aktywno$¢ lipolityczna (niebieskie stupki, lewa 0§ y) w filtratach po hodowli grzybéw fitopatogennych
poddawanych dziataniu plazmy niskotemperaturowej (P1, P5, P10, P15) wraz z suchg masa grzybni (pomaranczowe
punkty, prawa o§ y) po 10 dniach hodowli na poditozu plynnym. Kontrolg¢ stanowita hodowla grzybow
nietraktowanych plazma (P0). Wyniki aktywno$ci enzymatycznej stanowig S$rednia wraz z odchyleniem
standardowym dla dwdch powtoérzen z dwoma pomiarami dla kazdego (n=4). Wyniki suchej masy stanowia $rednia
wraz z odchyleniem standardowym dla dwéch powtérzen (n=2).

W przypadku F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23 oraz B. cinerea DSM 877

wielokrotne traktowanie plazmg tych patogenow wplynelo na podwyzszenie aktywnosci

enzymow lipolitycznych obecnych w przesaczach pohodowlanych (w porownaniu do PO0).
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Aktywnos¢ lipolityczna F. culmorum DSM 1094 byta najnizsza sposrod badanych grzybow
fitopatogennych i miescita si¢ w zakresie 1,25+£0,29 U ml? (P1) do 2,29+0,59 U ml? (P10).
Natomiast produkcja biomasy grzybow traktowanych zimng plazmg spadta o 3,14%-26,6%
wzgledem kontroli (9,62+0,45 mg ml™?).

Aktywnos$¢ enzymatyczna filtratow po hodowli grzybni F. tricinctum Ft11S-23 wzrosta
w porodwnaniu do kontroli (PO) po ekspozycji na zimng plazme¢ o 4,6%-22,7%, a najwyzsza
aktywnos¢ (5,63+0,88 U ml™) uzyskano w filtracie P10. Produkcja biomasy poczatkowo wzrosta
w poréwnaniu do kontroli (9,17+0,41 mg ml?) o 15,4% po traktowaniu subletalng dawka
plazmy (Pl), nastgpnie spadla po pigcio- (P5S) i dziesigciokrotnym traktowaniu (P10)
odpowiednio 0 4,6% i 2,8%, po czym znowu wzrosta o 11,5% dla P15.

Dla B. cinerea DSM 877 zaobserwowano wzrost aktywnosci lipolitycznej wzgledem
kontroli (PO) o 11,1%-33,3% do dziesigciokrotnej (P10) ekspozycji na plazme, natomiast
aktywno$¢ filtratu uzyskanego po pigtnastokrotnym traktowaniu grzybni plazmg (P15) nie
roznita sie od kontroli (1,88+0,29 U ml?). Z kolei produkcja biomasy gwattownie spadata
w wyniku kolejnych ekspozycji grzybni na plazme niskotemperaturowg z 10,6£0,9 mg ml™ (P0)
do 1,26+0,34 mg ml* (P15).

Wyniki badan wilasnych wskazujag na zdolno$¢ grzybow fitopatogennych do wzrostu
w pozywkach z CMC, ksylanem lub pektyng jako zZrodtem wegla. Aktywno$¢ enzymow
celulolitycznych i ksylanolitycznych byta znacznie nizsza niz pektynaz. Podobnych obserwacji
dokonali Ramos i in. (2016), ktorzy zbadali zdolno$¢ wytwarzania enzymoéw degradujacych
sciang komorkowa przez grzyby Macrophomina phaseolina. Pierwszymi wykrytymi enzymami
zewnatrzkomorkowymi, zwigzanymi z degradacja gtownych sktadnikow $ciany komorkowej
ro$lin byty pektynazy, a uzyskana aktywnos¢ (0,15-1,30 U mI™) byta wyzsza niz celulaz (0,070-
0,164 U mlIY) i ksylanaz (0,035-0,084 U ml?). Wedlug autoréow produkcja pektynaz podczas
hodowli in vitro M. phaseolina powiazana jest z ich istotng rolg w patogenezie roslin.

Zaobserwowano takze wpltyw liczby ekspozycji grzybni na plazme niskotemperaturowg na
aktywnos$¢ oznaczanych enzymow hydrolitycznych. Istnieje jednak niewiele badan dotyczacych
oceny zmian aktywnos$ci enzymdéw zwigzanych z patogenno$cia po wielokrotnej ekspozycji
grzybow na plazme niskotemperaturowa.

Yu i in. (2022) zaobserwowali, ze traktowanie grzybni plazmg przez 2 lub 5 minut zwigksza
aktywno$¢ enzymow celulolitycznych u Neurospora crassa, natomiast zastosowanie kolejnej
dawki (2 min) plazmy po 24 h inkubacji spowodowato dodatkowy wzrost aktywnos$ci enzymow

celulolitycznych. Wydtuzenie czasu traktowania do 10 minut doprowadzito z kolei do spadku
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aktywnosci enzymu. Wyniki te sugeruja, ze moze istnie¢ pewien prog dawki plazmy (czasu
traktowania), powodujacy wzmocnienie badz zahamowanie procesu wytwarzania enzymow,
a wydzielanie enzymow zwigzane jest z podwyzszonym poziomem wewngtrzkomérkowego
tlenku azotu II (NO), indukowanym przez dzialanie plazmy nietermiczne;.

Tyczkowska-Sieron i in. (2020) z kolei przebadali wptyw wielokrotnego traktowania na
zmiany genotypowe i fenotypowe u C. albicans. Autorzy wykazali, ze komorki C. albicans
wielokrotnie traktowane subletalng dawkg plazmy nietermicznej nie wykazujg znaczacych zmian
w zjadliwos$ci, mimo wystepowania mutacji genetycznych. Sposréd badanych enzymow
hydrolitycznych w dziewigciu przypadkach doszto do zmniejszenia aktywnos$ci lub catkowitej
dezaktywacji w wyniku kolejnych cykli obrobki plazmg. Zmiany aktywnosci byly jednak
odwracalne i1 po przesianiu mikroorganizméw do S$wiezego podloza powrdcity do stanu
pierwotnego (sprzed obrobki plazmg). Z kolei aktywno$¢ enzymatyczna jednego z badanych
enzymow (fosfohydrolazy naftolowej AS-BI) trwale wzrosta i pozostala niezmieniona po

hodowli na $§wiezym podtozu.

4.7.3 Wplyw filtratow po hodowli grzybow fitopatogennych poddawanych wielokrotnej
ekspozycji na subletalna dawke plazmy niskotemperaturowej na kietkowanie nasion

i rozwoj roslin w poczatkowych fazach

Patogeny ro$linne syntetyzujg substancje wywolujace objawy chorobowe nie tylko
w kontakcie z rosling zywicielska, ale takze podczas wzrostu w pozywce hodowlanej. Objawy
choroby roslin wywotane przez grzyby nekrotroficzne, takie jak plamistos$¢ lub wiedniecie lisci,
chlorozy, nekrozy, gnicie czgsci lub calej ro§liny oraz zahamowanie wzrostu, mogg by¢ zatem
stwierdzone po potraktowaniu roslin sterylnymi filtratami pohodowlanymi tych grzybow
(Prell i Day, 2001). W dostepnej dotychczas literaturze naukowej nie podjgto proby wyjasnienia
wplywu plazmy niskotemperaturowej na toksyczno$¢ wydzielanych przez grzyby fitopatogenne
metabolitow w badaniach in vivo.

W tej czesci pracy sprawdzono wplyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych
plazmg nietermiczng na wiasciwos$ci fitotoksyczne filtratow pohodowlanych wzgledem nasion
ogorka. Przez 7 dni monitorowano rozwdj roslin z nasion inkubowanych przez 24 h w filtratach
otrzymanym po hodowli grzybow fitopatogennych nietraktowanych plazma niskotemperaturowa
(PO) oraz po pigcio- (P5), dziesiecio- (P10) i pigtnastokrotnym (P15) traktowaniu subletalng
dawka plazmy niskotemperaturowej. Kontrole (K) stanowily nasiona inkubowane w sterylnej

pozywce hodowlanej w tych samych warunkach.
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Liczba ekspozycji na zimna plazme
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Rysunek 24. Siewki ogérka po 7 dniach trwania testu toksycznosci filtratow po hodowli grzybow fitopatogennych
nietraktowanych plazmag (P0O) oraz wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowa (P5, P10, P15). Kontrole
(K) stanowily siewki po inkubacji nasion w sterylnej pozywce hodowlane;.
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Rysunek nr 24 przedstawia obraz siewek ogoérka po 7 dniach trwania testu, stluzace do
wstepnej oceny wplywu filtratow pohodowlanych na wezesne etapy rozwoju roslin.

Widoczne sg wyrazne roéznice w wygladzie roslin nalezagcych do grupy kontrolnej (K)
w poréwnaniu do pozostalych grup. Ros$liny kontrolne charakteryzowaty si¢ rozbudowanym
systemem korzeniowym, wrastajacym w glab podloza, dlugimi i grubymi todygami oraz
jasnozielonymi lis¢émi. Natomiast ro§liny traktowane przesaczami pohodowlanymi miaty krotkie
1 skapo rozgalezione korzenie, krotka lub catkowity brak todygi oraz brak lub nieliczne liscie
o barwie jasnozielonej lub zielonozoéttej. Pojawienie si¢ objawdéw chorobowych moze swiadczy¢
o0 obecnosci fitotoksycznych metabolitow w przesaczach pohodowlanych.

Doktadniejszych informacji dotyczacych wptywu filtratow pohodowlanych na wczesne
etapy rozwoju roslin dostarczyly analizy kietkowania nasion po 3 dniach trwania testu, ktore

zabrano w tabeli nr 11.

Tabela 11. Kietkowanie nasion inkubowanych w filtratach po hodowli grzybow fitopatogennych wielokrotnie
traktowanych plazma (P5, P10, P15) lub nietraktowanych plazma (P0) po 3 dniach trwania testu. Kontrole stanowily
nasiona inkubowane w sterylnej pozywce hodowlane;.

Kielkowanie nasion (%)

Filtrat

PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646 80,0 86,7 86,7 90,0
F. culmorum DSM 1094 76,7 93,3 93,3 86,7
F. tricinctum Ft11S-23 86,7 86,7 83,3 96,7
B cinerea DSM 877 90,0 96,7 93,3 96,7
A. alternata DSM 62010 90,0 93,3 93,3 96,7
A. alternata Aal0S-23 86,7 100 100 93,3

Kontrola 100

Wszystkie nasiona (n=30) inkubowane w sterylnej pozywce hodowlanej (K) wykietkowaty
po 3 dniach trwania testu. Inkubacja nasion w przesaczach pohodowlanych w wiekszosci
przypadkéw wplyneta na spadek liczby wykietkowanych nasion wzgledem kontroli (K),
z wyjatkiem nasion inkubowanych w filtratach A. alternata Aal0S-23 po piecio- (P5)
1 dziesigciokrotnym (P10) traktowaniu plazma, dla ktérych kietkowanie wyniosto 100%.

Najbardziej niekorzystny wptyw na kielkowanie zaobserwowano po inkubacji nasion
w filtracie pohodowlanym F. culmorum DSM 1094 PO, natomiast poddawanie grzybni dziataniu
plazmy spowodowato stopniowa poprawg tego parametru w poszczegdlnych grupach
badawczych.

Podobne zmiany zanotowano w przypadku inkubacji nasion w filtratach uzyskanych po
hodowli F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877, A. alternata DSM 62010 oraz
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A. alternata Aal0S-23, ktorych toksycznos¢ wzgledem nasion malata w wyniku ekspozycji
grzybni na zimna plazmg.

Niejednoznaczny wpltyw na kietkowanie nasion byt obserwowany dla filtratow otrzymanych
po hodowli F. tricinctum Ft11S-23. Okazalo si¢, ze dziesieciokrotna ekspozycja grzybni na
plazme¢ skutkowata zwigkszong toksyczno$cig uzyskanego filtratu w porownaniu do PO,
natomiast pietnastokrotne (P15) traktowanie grzybni F. tricinctum Ft11S-23 plazma
nietermiczng spowodowato poprawe kietkowania nasion 0 10,0% w poroéwnaniu do PO.

W oparciu o wyniki analizy kietkowania nasion (po 3 dniach trwania testu) oraz suchej
masy roslin (wyznaczonej po 7 dniach trwania testu) okreslono wskaznik wigoru masy siewek
(SWVI) dla poszczegolnych grup badawczych, co pozwalito na ocene ogélnej kondycji roslin w

fazie wezesnego rozwoju. Wartosci SWVI przedstawiono w tabeli nr 12.

Tabela 12. Wskaznik wigoru masy siewek ogorka dla poszczegoélnych grup badawczych po 7 dniach trwania testu
toksycznosci filtratow otrzymanych z hodowli grzybow fitopatogennych nietraktowanych plazmag (P0O) oraz
wielokrotnie traktowanych plazma nietermiczng (PS5, P10, P15). Kontrole (K) stanowily siewki po inkubacji nasion
w sterylnej pozywce hodowlane;.

SWVI
Filtrat
PO P5 P10 P15

F. oxysporum DSM 12646 36234 39896 40992 49558
F. culmorum DSM 1094 36371 44548 ATT7T77 40690
F. tricinctum Ft11S-23 45543 42571 37775 48343
B cinerea DSM 877 52173 50274 50717 53302
A. alternata DSM 62010 44208 51968 56821 52480
A. alternata Aal10S-23 38107 48850 46850 43223

Kontrola 68860

Najnizsze wartosci SWVI uzyskano po inkubacji nasion w przesaczach pohodowlanych
F. oxysporum DSM 12646 oraz F. culmorum DSM 1094. Wskaznik wigoru masy siewek
stopniowo rost wraz z liczbg ekspozycji grzybni F. oxysporum DSM 12646 na zimng plazme
z 36234 (PO) do 49558 (P15). Zarowno w przypadku F. culmorum DSM 1094, jak i A. alternata
DSM 62010 najwyzsza warto§¢ SWVI (odpowiednio 47777 oraz 56821) uzyskaly rosliny
rozwijajace si¢ z nasion inkubowanych w filtracie otrzymanym po hodowli grzybni
dziesigciokrotnie (P10) traktowanej plazma niskotemperaturowa. Z kolei dla A. alternata
Aal0S-23 najwyzsza warto§¢ SWVI (48850) uzyskano po inkubacji nasion w filtracie P5.

W przypadku ros$lin traktowanych filtratami PS5 1 P10 pochodzacych z hodowli grzybni
B. cinerea DSM 877 oraz F. tricinctum Ft11S-23 zaobserwowano poczatkowy spadek warto$ci
SWVI wzgledem PO, natomiast zwigkszanie liczby ekspozycji grzybni na plazm¢ do P15

wplyneto na poprawe tego parametru.
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Kolejnym oznaczanym parametrem byla masa ($§wieza) roslin zebranych po 7 dniach
trwania testu. Na wykresie nr 14 przedstawiono wptyw filtratow pohodowlanych na mase roslin

w poszczegdlnych grupach badawczych.

F. oxysporum DSM 12646
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Wykres 14. Swieza masa siewek ogorka po 7 dniach trwania testu toksycznosci filtratow otrzymanych po hodowli
grzybow fitopatogennych wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowa (P5, P10, P15) oraz
nietraktowanych plazma (P0). Kontrole (K) stanowity siewki po inkubacji nasion w sterylnej pozywce hodowlane;.
Wewngtrzny kwadrat (ciemnoniebieski) przedstawia mediang, niebieski prostokat- kwartyl dolny i gorny (25%-
75%), linie poziome na zewnatrz prostokatow- najwyzszy i najnizszy wynik pomiaru (Min-Maks).

Na podstawie przeprowadzonej analizy opisowej stwierdzono, ze zbiory danych odbiegaly
od rozktadu normalnego i/lub nie spetniaty warunku jednorodnos$ci wariancji, dlatego jako miare

przeci¢tng wybrano mediang. Wyniki przedstawione na wykresie nr 14 stanowig mediang wraz
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z dolnym (25%) i gornym (75%) kwartylem oraz najwyzszym i najnizszym wynikiem pomiaru
$wiezej masy roslin ogorka w poszczegolnych grupach badawczych.
Istotno$¢ rdznic oceniono za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa

a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli nr 13.

Tabela 13. Masa roélin ogérka (mediana) w poszczegolnych grupach badawczych po 7 dniach trwania testu
toksyczno$ci filtratéw pohodowlanych. Liczba n odpowiada liczbie wykietkowanych nasion. Te same litery przy
dwdch wartosciach oznaczajg brak réznicy statystycznie istotnej pomigdzy poréwnywanymi grupami (p<0,05).

Masa siewek ogorka [g]

Filtrat
K PO P5 P10 P15

0,277 0,0790° 0,0795°  0,0898 b ¢ 0,152 ¢

F. oxysporum DSM 12646 (n=30) (n=24) (n=26) (n=26) (n=27)

0,277 2 0,138° 0,174° 0,152 0,134°

F. culmorum DSM 1094 (n=30) (n=23) (n=28) (n=28) (n=26)

0,277 2 0,127° 0,119° 0,108° 0,222 2

F. tricinctum Ft11S-23 (n=30) (n=26) (n=26) (n=25) (n=29)

0277%  0204"¢ 0169°¢  0150°  0,226%°

B cinerea DSM 877 (n=30) (n=27) (n=29) (n=28) (n=29)

0,277 2 0,106 ° 0,121b:¢ 0,174 ¢d 0,201¢

A. alternata DSM 62010 (n=30) (n=27) (n=28) (n=28) (n=29)

0,277 % 0,0874 P 0,176 ¢ 0,182°¢ 0,148 b:¢c

A. alternata Aal0S-23 (n=30) (n=26) (n=30) (n=30) (n=28)

We wszystkich przypadkach inkubacja nasion w filtratach pohodowlanych obnizyta mase
swiezych roslin ogdrka po 7 dniach trwania testu w porownaniu do grupy kontrolnej (K).

Swieza masa siewek ogorka po inkubacji nasion w przesaczach pohodowlanych
F. oxysporum DSM 12646 oraz A. alternata DSM 62010 rosta wraz z zwigkszaniem liczby
ekspozycji grzybni na plazme niskotemperaturowa, uzyskujac znacznie wyzsza warto$¢ po
inkubacji w filtratach uzyskanych po hodowli grzybni P15 w poréwnaniu do PO.

Analiza statystyczna nie ujawnita znaczacego wplywu wielokrotnego traktowania (P5, P10
P15) grzybni F. culmorum DSM 1094 plazma niskotemperaturowg na toksycznos¢ filtratow
pohodowlanych wzgledem roslin ogérka w poréwnaniu do przesaczu PO.

Zaobserwowano negatywny wplyw na mas¢ roslin po inkubacji w filtratach po
pieciokrotnym (P5) 1 dziesigciokrotnym (P10) traktowaniu grzybni F. tricinctum Ft11S-23
i B. cinerea DSM 877 plazma, natomiast po inkubacji nasion w filtratach po pi¢tnastokrotnym
(P15) traktowaniu plazma nie zaobserwowano znaczgcych réznic w poréwnaniu do kontroli (K).
Z kolei dla filtratow pohodowlanych A. alternata Aal0S-23 najmniej toksyczny wplyw na masg

ro$lin wykazywat filtrat P10.
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Moje obserwacje byly czg¢éciowo zgodne z wynikami otrzymanymi przez Javaid
I Adrees (2009), ktorzy zbadali uzyteczno$¢ filtratdow otrzymanych po hodowli grzybow
fitopatogennych, jako naturalnych $rodkéw chwastobojczych przeciwko Parthenium
hysterophorus L. Uzyskane przez tych autoréw wyniki wykazaty, ze filtraty pohodowlane
F. oxysporum nie wptywaty na kietkowanie nasion, natomiast prowadzity do znacznej redukcji
dlugosci korzeni i pedow oraz do spadku biomasy siewek. Z kolei filtraty pohodowlane
A. alternata DSM 62010 doprowadzily do zahamowania kietkowania nasion chwastu o 90%
oraz redukcji dlugosci korzeni i pedow siewek, przy czym korzenie byly bardziej wrazliwe na
dziatanie filtratow grzybowych niz p¢dy. Biomasa siewek rowniez ulegta znacznej redukcji pod
wplywem réznych stezen filtratow.

Badania przeprowadzone przez Mohammed i Badawy (2020) potwierdzaja chwastobojcze
dzialanie filtratow otrzymanych po hodowli grzyboéw fitopatogennych wyizolowanych
ze srodowiska. Wyniki otrzymane przez tych autoréw wskazuja, iz filtraty A. alternata wykazuja
zdolno$¢ do hamowania kietkowania nasion oraz wzrostu réznych chwastow.

Parveen i in. (2019) udowodnili, ze sposrod badanych grzybow wywotujacych zgnilizng
owocOw najwicksza toksyczno$¢ wykazywaty filtraty po hodowli Trichothecium roseum,
A. alternata i P. expansum. Wedlug autorow negatywny wpltyw filtratow na kietkowanie nasion
mozne wynika¢ z dziatania wytwarzanych przez grzyby metabolitow, takich jak mikotoksyny
oraz enzymy hydrolityczne. Badacze stwierdzili rowniez, ze filtraty pohodowlane Fusarium
solani przyspieszaja kietkowanie nasion u wszystkich badanych roslin uprawnych. W moich
badaniach nie stwierdzono natomiast takiego dziatania dla Zadnego z filtratéw po hodowli
grzybow fitopatogennych.

Ze wzgledu na brak danych literaturowych odnoszacych si¢ do wplywu wielokrotnego
traktowania grzybni plazma niskotemperaturowa na zmiany fitotoksycznych wiasciwosci
filtratow pohodowlanych nie jest mozliwe poréwnanie otrzymanych wynikéw z danymi

uzyskanymi przez innych autorow.

474 Wplyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych subletalna dawkg

plazmy niskotemperaturowej na zdolno$¢ do infekowania nasion

Wiasciwosci przeciwgrzybicze zimnej plazmy oceniono réwniez w konteks$cie zmian
patogenicznosci grzyboéw wzgledem sztucznie inokulowanych nasion. Nasiona ogorka
inkubowano przez 1 h lub 24 h w zawiesinie grzybow poddanym wielokrotnej ekspozycji na

plazme (P5, P10, P15) lub grzybow nietraktowanych plazmg (P0). Kontrolg negatywng (K)
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stanowily nasiona inkubowane w sterylnej wodzie destylowanej w tych samych warunkach.
Nasiona nastgpnie umieszczono na podtozu z agarem wodnym i obserwowano rozwdj objawow
chorobowych przez okres 14 dni. Po 3 dniach trwania testu oceniono zdolnos$¢ nasion do
kietkowania. Po 7 1 14 dniach trwania testu oceniono zywotno$¢ siewek. Rosliny ze
zmigkczonymi, pozotktymi tkankami uznawano za zdegradowane i niezywe (martwe) (Li 1 in.,

2019). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach nr 14 i 15.

Tabela 14. Wskazniki kietkowania nasion (po 3 dniach trwania testu) i zywotno$ci siewek (po 7 i 14 dniach trwania
testu) otrzymane po inkubacji nasion ogérka w zawiesinie grzybow fitopatogennych przez 1 h. Wyniki stanowia
srednia wraz z odchyleniem standardowym dla dwoch powtorzen (n=2) z trzydziestoma nasionami
w kazdym eksperymencie.

Czas trwania Kielkowanie nasion (%) i zywotnos$¢ siewek (%)
Szczep .
testu [dni] PO P5 P10 P15
. 3 90,0+0,0 95,0+2,4 95,0+7,1 96,7+0,0
. OXysporum
DSM 12646 7 73,3447 33,3+4,7 50,049,4 63,3+4,7
14 31,742,4 35,0+2,4 46,7+4,7 56,7+£9.,4
E el 3 93,3+4,7 85,0+2,4 85,0+2,4 76,7+0,0
. culmorum
DSM 1094 7 80,0+4,7 71,7+7,1 66,749,4 16,7+£9,4
14 91,7£7,1 65,0+2,4 61,7+7,1 36,7+14
£ trici 3 93,3+4,7 98,3+2,4 95,0+2,4 96,7+0,0
. tricinctum
Ft11S-23 7 75,0+2,4 73,3+4,7 81,7+2,4 85,0+2,4
14 76,7+0,0 78,3+2,4 95,0+2,4 91,7+2,4
) 3 90,0+4,7 93,3+0,0 95,0+2,4 96,7+4,7
B. cinerea 7 56,7+9,4 76,749,4 76,749,4 86,7:4,7
DSM 877 3 b b 3 3 2 2 3
14 11,7£2,4 13,3194 26,7494 36,7+£9,4
A al 3 86,7+0,0 95,0+2,4 96,7+0,0 98,3+2,4
. alternata
DSM 62010 7 85,0+2,4 93,3+4,7 93,3+4,7 96,7+4,7
14 80,0+4,7 90,0+4,7 91,7£2,4 96,7+0,0
A al 3 91,7+£2,4 90,0+4,7 96,7+4,7 93,3+4,7
. alternata
Aa10S-23 7 90,0+4,7 80,0+4,7 80,0+4,7 81,7+7,1
14 51,7+£2,4 31,7+7,1 61,7+7,1 71,7£7,1
3 98,3+2,4
Kontrola 7 100+0,0
14 100+0,0

Nalezy zauwazy¢, ze we wszystkich przypadkach inokulacja nasion zawiesing grzyboéw
fitopatogennych przez 1 h spowodowata spadek liczby kietkujacych nasion po 3 dniach trwania
testu w poréwnaniu do nasion kontrolnych (K), inkubowanych w sterylnej wodzie

dejonizowanej w tych samych warunkach doswiadczalnych. Jednocze$nie, w wigkszosci
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przypadkow odsetek wykietkowanych nasion zakazonych grzybami fitopatogennymi wzrastat
wraz z liczbg ekspozycji tych grzyboéw na plazme¢ nietermiczng. Wyjatek stanowig nasiona
zainfekowane zawiesing grzybow F. culmorum DSM 1094 po wielokrotnym traktowaniu plazmg
(P5, P10, P15) oraz A. alternata Aal0S-23 po pieciokrotnym traktowaniu plazmg (P5), dla
ktoérych procent kietkowania byl nizszy w poroéwnaniu do nasion inokulowanych zawiesing
grzybow nietraktowanych plazma (PO).

Przedstawione w tabeli nr 14 wyniki wskazujg, iz zywotno$¢ siewek (wyrazona
w procentach) rozwijajacych si¢ z zainfekowanych nasion zmniejszyta si¢ w porownaniu do
niezainfekowanych nasion kontroli, a zywotnos¢ siewek zalezata od rodzaju infekujacego grzyba
oraz liczby ekspozycji grzybni na plazme niskotemperaturowa. Jednoczesnie nalezy zauwazyc,
ze w zdecydowanej wigkszos$ci przypadkow wskaznik przezywalnosci siewek rozwijajacych si¢
z zakazonych nasion rdést wraz ze wzrostem liczby ekspozycji patogendw na plazme
nietermiczng.

W przypadku nasion inokulowanych zawiesing F. oxysporum DSM 12646 przez 1 h
widoczne jest stopniowe nasilenie objawdw chorobowych roslin ogorka. Po 7 dniach trwania
testu zywotno$¢ siewek zakazonych grzybnia po pigtym (P5), dziesigtym (P10) i pigtnastym
(P15) traktowaniu plazmg bylta nizsza w poroéwnaniu do siewek zainfekowanych grzybnig
nietraktowang plazma (P0) o odpowiednio 40,0%, 23,3% i 10,0%, natomiast przedtuzenie czasu
trwania testu o kolejne 7 dni spowodowalo znaczny spadek zywotnosci siewek w grupie PO,
w odroznieniu do pozostatych, dla ktérych Zywotnos¢ stopniowo rosta wraz z liczbg traktowan
plazma.

Zaskakujace rezultaty doswiadczenia otrzymano po inkubacji nasion w zawiesinie
F. culmorum DSM 1094, dla ktorych zaré6wno kietkowanie jak i Zywotnos¢ siewek malata wraz
z liczba ekspozycji grzybni na subletalng dawke plazmy nietermicznej. Nasiona inokulowanie
grzybnig nietraktowana plazma (PO) charakteryzowaly si¢ najwyzszym odsetkiem
wykietkowanych nasion, wynoszacym 93,3%. W siodmym dniu trwania testu liczba zywotnych
siewek w tej grupie badawczej spadta o 13,3%, po czym wzrosta w ciggu kolejnych dni do
91,7%. Z kolei najnizszy odsetek wykietkowanych nasion wynidst 76,6% w przypadku nasion
inkubowanych w zawiesinie P15. Po 7 dniach prowadzenia testu liczba zywotnych roslin
otrzymanych z tych nasion drastycznie spadta o kolejne 60,0%, a pod koniec trwania testu
wyniosta 36,7%. Obserwowane poczatkowe negatywne dziatania grzyboéw patogennych wobec
ro$lin oraz ustgpowanie objawoéw wraz z przedluzaniem z czasu trwania testu moga wynikaé

ze zmniejszenia aktywnos$ci patogenu lub dziatania mechanizméw obronnych roslin, ktore staja
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si¢ skuteczniejsze w przeciwdzialaniu infekcji. W przypadku nasion, ktére zostaty zainfekowane
grzybnia P5 1 P10 zachodzil stopniowy spadek zywotnosci roslin do odpowiednio 65,0% i1 61,7%
po 14 dniach trwania.

W przypadku F. tricinctum Ft11S-23 liczba zywotnych siewek otrzymanych z zakazonych
nasion po 7 dniach trwania testu spada w stosunku do liczby wykietkowanych nasion w danej
grupie, co $wiadczy o postepujacej chorobie spowodowanej infekcja grzybicza. W kolejnych
dniach trwania testu zywotno$¢ siewek stopniowo rosta we wszystkich grupach badawczych. Po
14 dniach zywotno$¢ siewek otrzymanych z nasion zakazonych grzybnig po dziesigtym
I pigtnastym traktowaniu plazma wyniosta ponad 90,0% i byta znacznie wyzsza od zZywotnosci
uzyskanej przez nasiona inokulowane grzybnia PO (76,7%) oraz P5 (78,3%).

W przypadku nasion inokulowanych zawiesing B. cinerea DSM 877 widoczny jest znaczny
spadek odsetka zywotnych siewek we wszystkich grupach w trakcie trwania testu, co $wiadczy
o szybkim postepie choroby. Najnizsza zywotno$¢ wykazywaly siewki rozwijajace si¢ z nasion
inokulowanych grzybnig nietraktowana plazmg (P0). Z kolei wielokrotne traktowanie grzybni
spowodowato poprawe wyznaczanych wlasciwosci roslin.

Wielokrotne traktowanie grzybni A. alternata DSM 62010 plazma nietermiczng
spowodowato wzrost warto$ci parametrow kielkowania nasion 1 zywotnosci roslin
w poréwnaniu do grupy zainfekowanej grzybnig nietraktowang plazma (PO).

Zywotnoéé roélin zainfekowanych grzybnig A. alternata Aal0S-23 stopniowo malata
w trakcie trwania testu. Najwiekszy spadek zywotnosci odnotowano dla nasion zainfekowanych
grzybniag po pieciokrotnym traktowaniu plazmg (P5), z ktorych po wykietkowaniu
zaobserwowano rozwdj jedynie 35,2% roslin po 14 dniach trwania testu. Oméwione wyniki
badan wiasnych dotyczacych zdolnosci grzybow F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM
877 1 A. alternata DSM 62010 do infekowania nasion po inkubacji przez 1 h zostaly
opublikowane w artykule naukowym (Nowinski i in., 2024).

Zmiany zdolnosci kietkowania nasion oraz zywotno$ci siewek po przedtuzeniu czasu

inkubacji w zawiesinie grzybow fitopatogennych do 24 h przedstawiono w tabeli nr 15.
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Tabela 15. Wskazniki kietkowania nasion (po 3 dniach trwania testu) i zywotnosci siewek (po 7 i 14 dniach trwania
testu) otrzymane po inkubacji nasion ogorka w zawiesinie grzybow fitopatogennych przez 24 h. Wyniki stanowia
$redniag wraz z odchyleniem standardowym dla dwoch powtdrzen (n=2) z trzydziestoma nasionami w kazdym
eksperymencie.

Czas trwania Kielkowanie nasion (%) i Zzywotnos¢ siewek (%)
Szczep )
testu [dni] PO P5 P10 P15
- 85,0+£7,1 75,0+12 86,7+4,7 76,7+14
. OXysporum
DSM 12646 7 81,7+2,4 73,3+4,7 73,3£9,4 70,0+14
14 31,7£12 35,0+7,1 66,7+4,7 53,3+4,7
E cul 73,3+4,7 95,0+2,4 95,0+2,4 95,0+2,4
. culmorum
DSM 1094 7 68,3+7,1 65,0+7,1 68,3+2,4 70,0+4,7
14 58,3+12 51,7824 55,0+2,4 56,7+4,7
c i 75,042,4 66,7+4,7 73,3+7,1 65,047,1
. tricinctum
F1115-23 7 40,0+4,7 51,7824 71,7£2,4 68,3+2.4
14 20,0+4,7 58,3+7,1 61,7£9,4 70,0+9,4
B ci 85,0+£7,1 88,3+7,1 83,3+4,7 88,3+2,4
. cinerea
DSM 877 7 50,0+4,7 36,7+4,7 38,3+7,1 38,3+7,1
14 11,7£7,1 11,7£7,1 11,7+£2,4 13,3+4,7
A al 90,0+4,7 93,3+4,7 93,3+4,7 96,7+4,7
. alternata
DSM 62010 7 81,7+7,1 85,0+7,1 80,0+4,7 78,3+2,4
14 86,7+4,7 95,0+2,4 80,0+0,0 95,0+2,4
A al 86,7+4,7 85,0+7,1 90,0+4,7 91,7+2,4
. alternata
Aal0S-23 7 45,0£2,4 51,742,4 60,0+4,7 65,0+2,4
14 13,3+4,7 15,0+2.4 16,7+0,0 21,7+7,1
100+0,0
Kontrola 7 100+0,0
14 100+0,0

Wyniki przedstawione w powyzszej tabeli wskazuja, iz inkubacja nasion w zawiesinie
grzyboéw przez 24 h spowodowata redukcj¢ kietkowania nasion w poréwnaniu do kontroli
niezainfekowanej grzybnig (K) oraz doprowadzita do spadku zywotnosci siewek w trakcie
trwania testu.

Inokulacja nasion grzybnig F. oxysporum DSM 12646 zaréwno po wielokrotnym
traktowaniu plazmg jak i nietraktowang plazmg doprowadzita do stopniowego spadku
zywotnosci siewek w trakcie trwania testu. Zywotno$¢ siewek rozwijajacych sie
z wykietkowanych nasion inokulowanych zawiesing grzybow PO oraz grzybnig P5, P10 i P15
stopniowo malata w trakcie trwania testu 1 wyniosta odpowiednio 31,7%, 35,0%, 66,7%, 53,3%

po 14 dniach. Zwickszenie czasu inkubacji nasion w zawiesinach grzybow F. oxysporum DSM
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12646 oznaczonych kolejno jako PO, P5, P10 i P15 do 24 h spowodowato spadek kietkowania
odpowiednio o 5,0%, 20,0%, 8,3% i 20,0% w poroéwnaniu do nasion inkubowanych przez 1 h.
Przezywalnos¢ siewek po 14 dniach trwania testu nie zalezata od czasu inkubacji w zawiesinie
PO i P5, natomiast w przypadku zawiesiny P10 zaobserwowano nasilenic objawow po
przedtuzeniu czasu inkubacji nasion do 24 h.

Nasiona inkubowane przez 24 h w zawiesinie grzybow F. culmorum DSM 1094
wielokrotnie traktowanych plazma nietermiczng (PS5, P10, P15) wykazywaty jednakowy odsetek
kietkowania (95,0%), natomiast inkubacja w zawiesinie grzybow nietraktowanych plazmg (P0)
wplynela na spadek zdolnosci nasion do kietkowania (73,3%). Zywotno$¢ siewek stopniowo
malata po 7 i 14 dniach we wszystkich grupach badawczych. Przedtuzenie czasu inkubacji
nasion w zawiesinach F. culmorum DSM 1094 do 24 h wptyn¢to negatywnie na zywotno$é
roslin inokulowanych zawiesing PO, P5 i P10, natomiast dla roslin inokulowanych zawiesing P15
zaobserwowano poprawe zywotnosci po 14 dniach trwania testu.

Zaobserwowano takze znaczng redukcj¢ zdolnosci nasion do kietkowania po przedtuzeniu
czasu inkubacji w zawiesinie F. tricinctum Ft11S-23 do 24 h, w poréwnaniu do nasion
inkubowanych przez 1 h. Najnizszy odsetek kietkowania wyniost 65,0% po inkubacji nasion
z grzybnig P15. W nastepnych dniach trwania testu widoczny byt znaczny spadek zywotnosci
siewek zainfekowanych grzybnig nietraktowang plazmg (PO), w odroznieniu do roslin
zainfekowanych grzybnia po pig¢tnastokrotnym traktowaniu plazmg (P15), dla ktorych
obserwowany byt stopniowy wzrost zywotnosci podczas trwania testu. Po 14 dniach najwyzsza
zywotno$¢ wykazywaty rosliny zainfekowane grzybnig P15 (70,0%), a nastepnie P10 (61,7%)
oraz P5 (58,3%). Najnizsza zywotnos¢ (20,0%) wykazywaty siewki zainfekowane grzybnig PO.
Przedtuzenie czasu inkubacji nasion w zawiesinie grzybow F. tricinctum Ft11S-23 do 24 h
spowodowato obnizenie zar6wno kietkowania nasion, jak i Zywotnosci siewek po 7 i 14 dniach
trwania testu we wszystkich grupach badawczych wzgledem nasion inkubowanych z tymi
samymi zawiesinami przez 1 h.

Inkubacja nasion w zawiesinie grzybow A. alternata DSM 62010 wplyneta na spadek
zdolnosci nasion do kietkowania. Zywotno$é siewek po 7 dniach trwania testu wynosita okoto
81,3%, po czym wzrosta w czternastym dniu trwania testu odpowiednio do 86,7%, 95,0%,
80,0% oraz 95,0% dla roslin inokulowanych grzybnig PO, P5, P10 i P15.

Inokulacja nasion zawiesing grzybni B. cinerea DSM 877 oraz A. alternata Aal0S-23
spowodowato znaczny spadek liczby zywotnych siewek w trakcie trwania testu, co §wiadczy

o wysokiej zjadliwosci obu szczepoéw grzybow. Pod koniec trwania testu zywotno$¢ siewek
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zainfekowanych grzybnig B. cinerea DSM 877 wyniosta $rednio 12,1%, natomiast zywotnosc¢
siewek zainfekowanych A. alternata Aal0S-23 okoto 16,7%. Przedluzenie czasu inkubacji
nasion w przypadku zawiesin obu grzybow do 24 h wplyneto na redukcje kietkowania oraz
zywotnosci siewek W poréwnaniu do nasion inkubowanych przez 1 godzing.

Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych wplywu wielokrotnego traktowania
grzybow fitopatogennych plazma niskotemperaturowa na zdolnosci do infekowania roslin nie

jest mozliwe poréwnanie otrzymanych wynikéw z danymi uzyskanymi przez innych autorow.
4.7.5 Wzrost grzybow fitopatogennych w zywej tkance roslinnej

Wplyw wielokrotnego traktowania grzybow fitopatogennych subletalng dawka plazmy
nietermicznej na zdolnos¢ do wywotywania choroby w zywej tkance roslinnej przedstawiono na
rysunku nr 25. Nasilenie objawoéw chorobowych okreslono na podstawie $rednicy porazenia
powierzchni owocow pomidora po 7 dniach od inokulacji zawiesing grzybow fitopatogennych
nietraktowanych plazmg (P0) oraz po pigcio- (P5), dziesigcio- (P10) i pigtnastokrotnym (P15)
traktowaniu subletalng dawka plazmy niskotemperaturowe;.

Wszystkie owoce inokulowane zawiesing grzybow wykazywaty objawy choroby w postaci
migknigcia 1 zmiany barwy wokol rany oraz formowania widocznej grzybni w miejscu
inokulacji. Zgodnie z oczekiwaniami w grupie kontrolnej nie zaobserwowano objawow

chorobowych w trakcie trwania testu.
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Liczba ekspozycji na zimna plazme

Szczep
PO P5 P10 P15
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A. alternata A. alternata B. cinerea
Aal0S-23 DSM 62010 DSM 877

Kontrola
K

Rysunek 25. Owoce pomidora po 7 dniach po inokulacji zawiesing grzybow fitopatogennych nietraktowanych
plazmg (P0) oraz po wielokrotnym traktowaniu plazme¢ (P5, P10, P15). Kontrole (K) stanowily owoce nie
inokulowane zawiesing grzybow.
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Klasyfikacji objawow dokonano na podstawie skali empirycznej (kryteria podano w tabeli
nr 4), a stopien uszkodzenia owocow pomidora obliczono korzystajac ze wzoru Towsenda-

Heubergera (wzor nr 8). Wyniki przedstawiono w tabeli nr 16.

Tabela 16. Wskaznik nasilenia choroby owocdéw pomidora (DSI) po 7 dniach od inokulacji zawiesing grzybow
wielokrotnie traktowanych plazmg niskotemperaturowa (P5, P10, P15) lub nietraktowanych plazma (P0). Kontrolg
stanowity owoce nie inokulowane zawiesing grzybni. Wyniki przedstawiajg $rednig z dwoch powtdrzen (n=2) dla
trzech owocow w kazdym powtdrzeniu, wraz z odchyleniem standardowym.

DSI (%)
Szczep
PO P5 P10 P15

F. oxysporum DSM 12646 45,8+5,9 33,3+11,8 33,3+0,0 29,2+59
F. culmorum DSM 1094 29,2459 29,2459 33,3+11,8 37,5+5,9
F. tricinctum Ft11S-23 45,8+5.9 37,5+5.9 33,3+11,8 33,3+0,0
B cinerea DSM 877 45,8+5.9 45,8459 33,3+11,8 292459
A. alternata DSM 62010 41,7+11,8 33,340,0 25,0+0,0 25,0+0,0
A. alternata Aa10S-23 41,7+0,0 26,7+0,0 29,2459 20,0+0,0

Kontrola 0,0+0,0

Na podstawie skali oceny objawow oszacowano, ze zakazenie owocOw pomidora grzybnig
PO spowodowato pokrycie $rednio 15,2%-35,0% powierzchni zmianami chorobowymi (infekcja
fagodna do umiarkowana), co odpowiadato wartosci DSI 29,2%-45,8%. W wiekszosci
przypadkdéw wzrost liczby ekspozycji grzybni na plazm¢ spowodowat spadek stopnia pokrycia
powierzchni pomidora grzybnia, a co za tym idzie warto$ci parametru DSI. Najwigksza redukcje
nasilenia choroby zaobserwowano dla owocéw pomidora inokulowanych grzybnig A. alternata
Aal0S-23 po pietnastokrotnym traktowaniu plazmag (warto§¢ DSI zmalata o 21,7%
w porownaniu PO0).

Wyjatek stanowig owoce inokulowane zawiesing F. culmorum DSM 1094, dla ktoérych
poczatkowo warto§¢ DSI nie ulegly zmianie po inokulacji owocow grzybnig PS5, natomiast
inokulacja zawiesing P10 1 P15 spowodowata wzrost wartosci DSI o odpowiednio 4,2% oraz
8,3% w poréwnaniu do PO (29,2 +5,9%).

Wyniki nasilenia choroby owocéw pomidora inokulowanych zawiesing grzybni
F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 po 10 dniach trwania
testu zostaty opublikowane w artykule naukowym (Nowinski i in., 2024).
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4.7.6 Wplyw plazmy niskotemperaturowej na patogeniczno$é¢ grzybow wzgledem roslin

Wptyw wielokrotnego traktowania subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej na
patogenicznos¢ wybranych grzyboéw strzgpkowych zbadano réwniez wzgledem roslin
uprawianych w sztucznie inokulowanej glebie.

Zbadano diugosci korzeni i czgéci nadziemnej (todygi), zywa mase roslin ogorka oraz
wskaznik wigoru masy siewek (SWVI) w poszczegdlnych grupach badawczych po 14 dniach
trwania testu. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej w celu oceny istotnosci zmian
patogennosci grzyboéw po wielokrotnej ekspozycji na plazme¢ niskotemperaturowa. Kontrole
stanowity rosliny uprawiane w podtozu nie inokulowanym zawiesing grzybow (K).

W tabeli nr 17 przedstawiono wyniki wskaznika wigoru masy siewek (SWVI).

Tabela 17. Wskaznik wigoru masy siewek (SWVI) roslin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing grzybow
traktowanych plazma niskotemperaturowa (P5, P10, P15) oraz nietraktowanych plazma (P0). Kontrolg (K)
stanowity rosliny uprawiane w glebie nie inokulowanej grzybnia.

SWVI
Szczep

K PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646 243 01,4 112 158 176
F. culmorum DSM 1094 263 183 300 188 206
F. tricinctum Ft11S-23 242 91,0 107 141 154
B. cinerea DSM 877 242 129 148 173 178
A. alternata DSM 62010 220 127 158 166 184
A. alternata Aal10S-23 233 108 139 172 193

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wielokrotna ekspozycja grzybow fitopatogennych na plazme
niskotemperaturowg prowadzi do wzrostu wskaznika wigoru masy siewek (SWVI)
rozwijajacych si¢ w inokulowanej glebie, co moze sugerowaé¢ zmniejszenie patogennosci
grzybow. Najwigksza poprawe tego parametru zaobserwowano w przypadku inokulacji gleby
zawiesing F. oxysporum DSM 12646 po pigtnastokrotnym traktowaniu plazmg (wartos¢ SWVI
dla P15 wzrosta o okoto 125 w porownaniu do roslin uprawianych w glebie zanieczyszczonej
zawiesing P0).

Wyniki swiezej masy siewek ogorka po 14 dniach uprawy w glebie inokulowanej zawiesing
grzybow przedstawione na wykresie nr 15. Wykresy dla F. oxysporum DSM 12646,
F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23, A. alternata DSM 62010 oraz A. alternata
Aal0S-23 przedstawiajag median¢ (znacznik) wraz z dolnym (25%) 1 gornym (75%) kwartylem
(ramka) oraz najwyzsza 1 najnizszag warto$cia $wiezej masy ro$lin ogoérka (wasy)

w poszczegoélnych grupach badawczych. Wyniki dla B. cinerea DSM 877 stanowia $rednig
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(znacznik) wraz z odchyleniem standardowym (ramka) oraz najwyzsza i1 najnizsza wartoscia

swiezej masy roslin ogorka (wasy).

Masa [g]

0,1

F. oxysporum DSM 12646

1,0 w T

06 |a =

o

'l

. 1
K PO P5 P10 P15
F. culmorum DSM 1094
K PO P5 P10 P15

F. tricinctum Ft11S-23

K PO P5 P10 P15

0,7

Masa [g]

0,3

0,1

B. cinerea DSM 877

K PO P5 P10 P15

A. alternata DSM 62010

K PO P5 P10
A. alternata Aal0S-23

P15

0,0

K PO P5 P10 P15

Wykres 15. Swieza masa siewek ogorka po 14 dniach uprawy w glebie inokulowanej zawiesing grzybow
fitopatogennych wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowg (PS5, P10, P15) oraz nietraktowanych
plazma (P0). Kontrole (K) stanowitly siewki uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym grzybnig. Wewngtrzne
kwadraty dla F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23, A. alternata DSM
62010, A. alternata Aal0S-23 przedstawiaja mediang, niebieskie prostokaty- kwartyl dolny i gorny (25%-75%),
linie poziome na zewnatrz prostokgtow- najwyzszy i najnizszy wynik pomiaru (Min-Maks). Dla B. cinerea DSM
877 wewnetrzne kwadraty przedstawiaja $rednig $wieza masg roslin ogorka, niebieskie prostokaty- odchylenie
standardowe, linie poziome na zewnatrz prostokatow- najwyzszy i najnizszy wynik pomiaru (Min-Maks).

Istotno$¢ roznic $wiezej masy roslin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing

grzybow F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23,
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A. alternata DSM 62010 lub A. alternata Aal0S-23 nietraktowanych plazma (P0), wielokrotnie
traktowanych plazma (P5, P10, P15) oraz kontrola (K) oceniono za pomocag testu
nieparametrycznego Kruskala-Wallisa, natomiast dla roslin uprawianych w glebie inokulowane;j
zawiesing B. cinerea DSM 877 wykorzystano test RIR Tukeya. Uzyskane wyniki podsumowano
w tabeli nr 18.

Tabela 18. Swieza masa roslin ogérka (mediana) w poszczegdlnych grupach badawczych po 14 dniach uprawy
w podtozu zanieczyszczonym zawiesing grzybow fitopatogennych. Liczba n odpowiada liczbie wykietkowanych
nasion. Te same litery przy dwoch warto$ciach oznaczajg brak statystycznie istotnej réznicy pomiedzy
poréwnywanymi grupami (p<0,05).

Masa siewek ogorka [g]

Szczep
K PO P5 P10 P15

05712 0,212° 0,285° 0,517 @ 0,574 2

F. oxysporum DSM 12646 (n=60) (n=34) (n=47) (n=55) (n=57)
0,498 @ 0,406 ° 0,441 3P 0,388 " 0,403°

F. culmorum DSM 1094 (n=61) (n=47) (n=57) (n=58) (n=59)
. 0,578% 0,355° 0,468 ¢ 0,499 © 0,520 ¢

F. tricinctum Ft11S-23 (n=61) (n=47) (n=48) (n=51) (n=53)

0,514 0,413 0,461 0,466 0,463
B cinerea DSM 877 +0,085 2 +0,111°  +0,079%P  +0,0992P  +0,106 2"

(n=61) (n=46) (n=49) (n=53) (n=52)

0,548 2 0,450 0,442° 0,487 &P 05122

A. alternata DSM 62010 (n=60) (n=48) (n=52) (n=52) (n=55)
0,659 2 0,518° 0,560° 0,569 0,577°

A. alternata Aal0S-23 (n=59) (n=49) (n=52) (n=51) (n=54)

We wszystkich badanych przypadkach inokulacja podioza zawiesing grzybow
fitopatogennych spowodowata spadek masy roslin ogorka wzglgdem kontroli (K). Jednocze$nie
nalezy zauwazy¢, ze $wieza masa roslin w wigkszosci przypadkow rosta wraz ze zwigkszaniem
liczby ekspozycji grzybow fitopatogennych na plazme. Wyjatek stanowig rosliny uprawiane
w glebie inokulowanej zawiesing F. culmorum DSM 1094, dla ktorych zaobserwowano spadek
$wiezej masy roslin uprawianych w glebie po inokulacji grzybnig P10 i P15.

W przypadku F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 oraz A. alternata DSM
62010 po dziesig¢ciokrotnej (P10) i pietnastokrotnej (P15) ekspozycji na plazme zaobserwowano
wzrost $wieze] masy roslin do wartosci zblizonych do kontroli (K), jednocze$nie dla
F. oxysporum DSM 12646 i A. alternata DSM 62010 wartosci te byty istotnie wyzsze od $wiezej
masy roslin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing P0. Z kolei dla roslin uprawianych
w glebie inokulowanej zawiesing F. tricinctum Ft11S-23 i A. alternata Aal0S-23

zaobserwowano stopniowy wzrost §wiezej masy roslin wraz z zwiekszaniem liczby ekspozycji
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grzybni na zimng plazme, natomiast réznice nie sg statystycznie istotne w porownaniu do ro$lin
uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing PO.

Zbadano réwniez wplyw traktowania grzybni plazma niskotemperaturowg na dtugosci todyg
oraz korzeni roslin ogdrka uprawianych w inokulowanej glebie po 14 dniach trwania testu.

Wykres nr 16 przedstawia wyniki pomiaru dtugosci czesci nadziemnej (fodygi) roslin.
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Wykres 16. Dlugosci todygi siewek ogorka po 14 dniach uprawy w glebie inokulowanej zawiesing grzybow
fitopatogennych wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowa (PS5, P10, P15) oraz nietraktowanych
plazma (P0). Kontrole (K) stanowily siewki uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym grzybnia. Wewnetrzne
kwadraty przedstawiaja mediang, niebieskie prostokaty- kwartyl dolny i gorny (25%-75%), linie poziome na
zewnatrz prostokgtow- najwyzszy i najnizszy wynik pomiaru (Min-Maks).
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Wartosci mediany dtugosci todyg roslin ogoérka po 14 dniach trwania testu wraz z analiza
statystyczng umieszczono w tabeli nr 19. Istotno$¢ rdéznic dlugosci todyg roslin ogorka

w poszczegdlnych grupach zbadano za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa.

Tabela 19. Dhugosci todyg roslin ogoérka (mediana) w poszczegolnych grupach badawczych po 14 dniach uprawy
w podiozu zanieczyszczonym zawiesing grzybow fitopatogennych. Liczba n odpowiada liczbie wykietkowanych
nasion. Te same litery przy dwoch wartoSciach oznaczaja brak statystycznie istotnej réznicy pomigdzy
poréwnywanymi grupami (p<0,05).

Dhugos¢ lodygi [cm]

Szczep K PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646 (nlstO; (:333; (nlf;;; (nlj585)a (nlfég;l
F. culmorum DSM 1094 (nl:1651)a (r?:?g)b (53517; (3:65%; (r?:%%)b
F. tricinctum Ft11S-23 (nl:5621)a (nlfﬁ; (1,1:418'0)0 (nlzzsi)c (nl:353:)’,)d
B cinerea DSM 877 (nli5611)a (nl:3456)b (nljig; (1;1:23&; (ﬁ:gza)b
A. alternata DSM 62010 (nl:56€)a (:34%; (nljé?é; (nlj572)C (r?js%)c
A. alternata Aal0S-23 (:55%; (:j459; (nlj552)b (1r]5:éla) b (1]5252) b

Inokulacja gleby zawiesing grzybow fitopatogennych miata negatywny wplyw na wzrost
todyg roslin ogorka. W wigkszosci badanych przypadkéw wielokrotne traktowanie grzybni
plazma niskotemperaturowa wptyneto pozytywnie na wzrost czg$ci nadziemnej w poréwnaniu
do ro$lin uprawianych w glebie inokulowanej grzybnig PO. Wyjatek stanowig grzyby
F. culmorum DSM 1094, dla ktorych dtugosci todyg ro$lin uprawianych w glebie inokulowane;j
zawiesing P15 byly nizsze w porownaniu do PO, jednak r6znice te nie byty istotne statystycznie.
Podobnie w przypadku roslin uprawianych w podtozu inokulowanym zawiesing A. alternata
DSM 62010 po pigciokrotnym traktowaniu plazmg (P5) zaobserwowano nieznaczng redukcje
dhugosci todyg w porownaniu do PO. Z kolei wielokrotne traktowanie plazmg grzybni
F. oxysporum DSM 12646, F. tricinctum Ft11S-23, B. cinerea DSM 877 oraz A. alternata
Aal0S-23 wplyneto na stopniowa poprawe wzrostu todyg. Jednoczesnie wartosci tego parametru
dla roslin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing grzybow F. oxysporum DSM 12646, B.
cinerea DSM 877 i A. alternata Aal0S-23 po dziesigciokrotnym (P10) i pigtnastokrotnym (P15)
traktowaniu plazma byty zblizone do kontroli (K).

Na wykresie nr 17 przedstawiono wyniki pomiaréow dtugosci korzeni siewek ogorka po 14

dniach uprawy w glebie inokulowanej zawiesing grzybow fitopatogennych.
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Wykres 17. Dhugo$ci korzeni siewek ogérka po 14 dniach uprawy w glebie inokulowanej zawiesing grzybow
fitopatogennych wielokrotnie traktowanych plazma niskotemperaturowa (PS5, P10, P15) oraz nietraktowanych
plazma (P0). Kontrole (K) stanowily siewki uprawiane w podtozu niezanieczyszczonym grzybnia. Wewnetrzne
kwadraty przedstawiaja mediang, niebieskie prostokaty- kwartyl dolny i gorny (25%-75%), linie poziome na
zewnatrz prostokatow- najwyzszy i najnizszy wynik pomiaru (Min-Maks). Wyniki dla A. alternata Aal0S-23
stanowia S$rednig (znacznik) wraz z odchyleniem standardowym (ramka) oraz najwyzsza i najnizsza warto$cia
$wiezej masy roslin ogorka (wasy).

W celu oceny istotnosci réznic dlugosci korzeni pomigdzy poszczegdlnymi grupami
badawczymi zastosowano test Kruskala-Wallisa lub RIR Tukeya. Uzyskane wyniki zebrano

w tabeli nr 20.
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Tabela 20. Diugosci korzenia ro$lin ogorka w poszczegdlnych grupach badawczych po 14 dniach uprawy w podtozu
zanieczyszczonym zawiesing grzybow fitopatogennych. Liczba n odpowiada liczbie wykietkowanych nasion. Te
same litery przy dwoch warto$ciach oznaczaja brak statystycznie istotnej roznicy pomigdzy poréwnywanymi
grupami (p<0,05).

Dlugosé korzenia [cm]

Szczep K PO P5 P10 P15
F. oxysporum DSM 12646 (r?’:56?)) (;1’:%1) (nigi) (nig;) (nig?:
F. culmorum DSM 1094 (ni,gla) (gi ;)b (n?;’g;) (ni’g;) (n3:’559t;
F. tricinctum Ft11S-23 (ni’gla) (nif;; (nifga) (ni’521a) (ni,553a)
B cinerea DSM 877 (ni’gla) (ni’jsb) (ni’fgb) (ni’sggb) (ni’582b)
A. alternata DSM 62010 (ni’éaO; (ni’28b) (:;%;)C (:11’:45;; (:L% ;’)C
A. alternata Aal0S-23 5(n2:35519;) ' 3(n7i119; b 3(n9:i512;) b LGoisll)l b ‘Enlzjgll;g b

Analiza statystyczna ujawnita brak znaczacego wpltywu F. oxysporum DSM 12646 na
dlugo$¢ korzeni roslin rozwijajacych si¢ w zanieczyszczonym podtozu w poréwnaniu do kontroli
(K). Podobnie jak w przypadku roslin rozwijajacych si¢ w glebie inokulowanej grzybnig
F. culmorum DSM 1094 nietraktowang zimng plazma (P0). Natomiast wielokrotne traktowanie
grzybni F. culmorum DSM 1094 plazmg wptyn¢to negatywnie na ten parametr (wartosci
mediany dla roslin uprawianych w obecnos$ci grzybni P5, P10 i P15 byly o 15,9%-20,5% nizsze
w porownaniu do kontroli).

Znaczaca poprawe wzrostu korzeni roslin w wyniku ekspozycji grzybni na plazme
zaobserwowano w przypadku zawiesin F. tricinctum Ft11S-23 P5, P10 i P15 oraz A. alternata
P10 i P15, dla ktorych wartosci mediany dtugosci korzeni byly znaczaco wyzsze od PO
I jednoczes$nie zblizone do kontroli (K) (z wyjatkiem ro$lin uprawianych w podtozu
inokulowanym zawiesing A. alternata DSM 62010 po dziesigciokrotnym traktowaniu plazma).
Z kolei dla B. cinerea DSM 877 oraz A. alternata Aal0S-23 nie zaobserwowano znaczacego
wplywu traktowania grzybni plazma niskotemperaturowg na dlugosci korzeni ro$lin
uprawianych w zanieczyszczonej glebie.

Wyniki wptywu wielokrotnego traktowania grzybni F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea
DSM 877 i A. alternata DSM 62010 plazma niskotemperaturowg na wzrost roslin uprawianych
w inokulowanej glebie po 14 dniach trwania testu zostaty opublikowane w artykule naukowym
(Nowinski i in., 2024).
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5. Podsumowanie i wnioski

Utrata 1 marnotrawstwo zywnoS$ci stanowig powazny problem zardwno z punktu widzenia
spotecznego, gospodarczego, jak 1 sSrodowiskowego.

Strategie zapobiegania lub ograniczania strat zywnosci, wynikajacych z aktywnos$ci
mikroorganizmow chorobotworczych, powinny obejmowaé rdzne dziatania na kazdym etapie
produkcji, w tym ograniczenie przenoszenia mikroorganizméw ze zrédet $rodowiskowych
w gospodarstwie 1 zaktadu przetworczego do produktow spozywczych. Zanieczyszczenia
krzyzowe grzybami plesniowymi oprocz utraty zywnos$ci, ale takze prowadza do
zanieczyszczenia mikotoksynami, ktore maja szkodliwe dziatanie dla zdrowia ludzi.
Dezynfekcja srodowiska produkcyjnego moze zatem przyczyni¢ si¢ do zapobiegania chorobom
pozniwnym  przypisywanym  zrodlom  mikrobiologicznym  podczas  dlugotrwatego
przechowywania, przyczyniajac si¢ tym samym do poprawy bezpieczenstwa zywnos$ciowego.

Metody takie jak suche ciepto, para wodna, promieniowanie UV i substancje chemiczne
(tlenek etylenu i nadtlenek wodoru), sa powszechnie stosowane do dezynfekcji i sterylizacji
materialdow opakowaniowych w przemys$le spozywczym, ale pewne ograniczenia tych metod
zmotywowaly do poszukiwania nowych rozwigzan.

Zastosowanie plazmy niskotemperaturowej stanowi alternatywe¢ dla konwencjonalnej
dezynfekcji ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci tego medium. Metoda ta polega na
wystawieniu mikroorganizméw na dziatanie reaktywnych form tlenu i azotu, naladowanych
czasteczek oraz fotondw UV generowanych podczas wytadowania elektrycznego w gazie.

Wigkszos¢ badan prowadzonych w roznych osrodkach naukowych, dotyczacych interakcji
plazmy z mikroorganizmami skupiata si¢ na bakteriach, formach przetrwalnych bakterii lub
zarodnikach grzyboéw. Niewiele uwagi pos§wigcono obrobce plazmag grzyboéw strzepkowych
W stanie wegetatywnym.

W niniejsze] pracy poddano ocenie skuteczno$¢ inaktywacji istotnych dla rolnictwa
grzybow z rodzajow Fusarium, Alternaria oraz Botrytis z powierzchni materiatow powszechnie
stosowanych w przemysle rolno-spozywczym za pomocg plazmy powietrznej pod ci$nieniem
atmosferycznym.

Wyniki badan wlasnych pozwolily na sformutowanie nastgpujacych wnioskow
i spostrzezen (rozdziat 4.3):

— Efekt inaktywacji komorek grzybow pod wptywem dziatania plazmy stopniowo wzrastat

w sposob zalezny od czasu traktowania.
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— Badania kinetyki inaktywacji ujawnily zmienno$¢ parametréw p i 6, co sugeruje rozne
mechanizmy inaktywacji komorek mikroorganizméw oraz ich interakcji z powierzchnig.
Warto$ci p>1 sa czestsze, co oznacza, ze inaktywacja jest bardziej intensywna na
poczatku procesu, a nast¢pnie zwalnia.

— Zaobserwowano rézng wrazliwos¢ na dziatanie plazmy ws$rdéd badanych szczepow
grzybow, przy czym uznano, ze najbardziej wrazliwy jest F. culmorum DSM 1094, ktory
zostal znaczaco inaktywowany ($Smiertelno$¢ na poziomie 90%) po 2 min 22 s ekspozycji
na powierzchni tektury oraz 2 min 39 s na powierzchni drewna. W przypadku B. cinerea
DSM 877 odnotowano znacznie nizsza wrazliwos¢, a 90% inaktywacji uzyskano po 10
min oraz 9 min 53 s odpowiednio na powierzchni tektury i drewna.

Badania inaktywacji mikroorganizméw z drewnianej skrzynki pochodzacej z magazynu za
pomoca plazmy niskotemperaturowej generowanej w reaktorze DBD potwierdzity skutecznosé
tej metody (catkowitg inaktywacj¢ mikroorganizméw osiggni¢to po 20 min traktowania)
(rozdziat 4.4).

Zbadano roéwniez mechanizm biobdjczego dzialania plazmy na komorki grzybow
strzepkowych, analizujgc zmiany integralnosci btony komorkowej po traktowaniu grzybni
plazmg. Wyniki badan wlasnych umozliwily sformutowanie nastgpujacych wnioskow
1 spostrzezen (rozdziat 4.5):

— Fluorescencyjne obrazowanie grzyboéw za pomoca SYTO 9 i jodku propidyny (PI) oraz
testy integralnosci btony oparte na wyplywie skladnikow wewnatrzkomorkowych
wykazaly, ze zastosowana plazma niskotemperaturowa uszkadza blony komorkowe
grzyboéw, zwigkszajac ich przepuszczalno$¢ w miar¢ wydluzania czasu traktowania,
w konsekwencji prowadzac do zmniejszenia aktywnos$ci metabolicznej oraz $mierci
komorek.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze mechanizm dziatania zimnej plazmy przeciwko patogenom
grzybowym oparty jest na niszczeniu struktur $ciany i blony komorkowej grzyba, prowadzacym
ostatecznie do $mierci komorek.

Z przegladu dostgpnej literatury naukowej wynika, iz nadal istnieje niewiele badan
dotyczacych wptywu zimnej plazmy atmosferycznej na zmiany patogenno$ci u grzybow. Stres
zwigzany z dzialaniem zimnej plazmy moze bowiem wptywaé na zwigkszenie tolerancji lub
nabycie opornosci grzyboéw strzepkowych wobec danego czynnika stresowego. Strategie
adaptacyjne grzybow fitopatogennych zwigzane sg ze zmianami w morfologii i fizjologii

komorek, umozliwiajgcymi im utrzymanie zywotno$ci w niesprzyjajacych warunkach.
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Zrozumienie tych mechanizmow jest konieczne dla projektowania skutecznych procedur plazmy
nietermicznej, w celu zwalczania mikroorganizméw patogennych, z jednoczesnym
ograniczeniem ryzyka rozwoju tolerancji oraz wzrostu patogennosci.

W kolejnym etapie moich badan poddano ocenie wpltyw atmosferycznej plazmy
niskotemperaturowej na zmiany cech mikro- i makroskopowych oraz fizjologicznych grzybow
fitopatogennych, w tym szybkos$ci wzrostu i produkcji biomasy oraz zmiany wrazliwosci na
fungicydy i nadtlenek wodoru po wielokrotnej ekspozycji komoérek na plazme
niskotemperaturowg (rozdzial 4.6). Wyniki badan wlasnych pozwolity na sformutowanie
nastepujacych wnioskow i spostrzezen:

— Ocena zmian morfologicznych strzepek grzybow po wielokrotnym traktowaniu plazma
niskotemperaturowg wykazata réznorodne efekty w zaleznosci od rodzaju grzyba.
Zaobserwowano m.in. deformacje struktury $cian komorkowych, zwigkszenie grubos$ci
strzepek (pecznienie) oraz ich pgkanie. Wyniki te sugeruja, ze zmiany w strukturze
sciany komodrkowej grzybow strzepkowych moga mie¢ istotne konsekwencje
biologiczne, takie jak ostabienie komorek grzyba.

— Przeprowadzone pomiary wzrostu promieniowego grzybni poddanej wielokrotnej
obrobce plazmowej ujawnily zahamowanie wzrostu wegetatywnego u grzybow
F. tricinctum Ft11S-23, brak wplywu na szybko$¢ wzrostu kolonii tworzonych przez
F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 oraz
stymulacje wzrostu kolonii F. culmorum DSM 1094. Brak znaczacych réznic $rednicy
kolonii lub stymulujacy efekt wielokrotnej ekspozycji na plazme¢ moze by¢ zwigzana
z zachodzacymi w komorkach grzybdw procesami naprawczymi.

— Wielokrotne traktowanie plazma wptyneto rowniez na produkcje biomasy grzybni, ale
efekt zalezal od rodzaju grzyba oraz liczby ekspozycji na plazmg¢. Dla niektorych
gatunkow, takich jak F. oxysporum DSM 12646 i B. cinerea DSM 877 zaobserwowano
spadek produkcji biomasy w wyniku wielokrotnej ekspozycji na plazme, natomiast dla
F. culmorum DSM 1094 i A. alternata Aal0S-23 wzrost masy grzybni.

— Na podstawie pomiaru fluorescencji DCF stwierdzono spadek poziomu stresu
oksydacyjnego w grzybni F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM 1094 oraz
F. tricinctum Ft11S-23 poddawanej wielokrotnej ekspozycji na plazme. Wzrost wartosci
fluorescencji DCF wykryto natomiast dla A. alternata DSM 62010, A. alternata
Aal0S-23 oraz B. cinerea DSM 877. Nadmierna akumulacja wewnatrzkomérkowych

RFT moze prowadzi¢ do uszkodzenia oksydacyjnego komoérek i wptywaé na ich
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wrazliwo$¢ wzgledem s$rodkéw grzybobdjczych oraz nadtlenku wodoru, a takze
skutkowaé obnizeniem zjadliwosci.

— Wartosci MIC i MFC nadtlenku wodoru wobec grzybow fitopatogennych zalezaty od
szczepu 1 liczby ekspozycji na plazme, wskazujgc na zmiany w tolerancji na stres
oksydacyjny. Spadek wartosci tych parametréw w wyniku wielokrotnej ekspozycji na
zimng plazme zaobserwowano dla F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM 1094,
B. cinerea DSM 877, A. alternata DSM 62010 i A. alternata Aal0S-23, co $wiadczy
0 zmniejszonej tolerancji na stres oksydacyjny.

— Wielokrotne traktowanie plazma niskotemperaturowa wplyngto takze na zmiany
tolerancji grzybow fitopatogennych wobec fungicydow. U wszystkich szczepow wystapit
spadek tolerancji na co najmniej jeden $rodek grzybobodjczy, przy czym u wszystkich
szczepOdw zaobserwowano spadek tolerancji na Miedzian 50 WP. Wzrost tolerancji
nastgpil jedynie w czterech przypadkach, tj. dla F. culmorum DSM 1094 wobec Tobias-
Pro EW i Scorpion 325 S. C., oraz F. oxysporum DSM 12646 i A. alternata DSM 62010
wobec Syllit 65 WP.

W niniejszej pracy poddano rowniez ocenie wptyw wielokrotnego traktowania grzybow
subletalng dawka plazmy niskotemperaturowej na zmiany niektorych czynnikow
patogeniczno$ci zaro6wno in vitro, jak i in vivo. Grzyby fitopatogenne wykorzystuja wiele
strategii 1 mechanizméw molekularnych, strukturalnych i biochemicznych, ktére umozliwiaja
skuteczng infekcj¢ 1 wywotywanie choroby u ro$lin gospodarza. Adhezja zarodnikow jest
jednym z pierwszych etapéw w interakcji miedzy patogenem a rosling zywiciela. Zdolnos¢ do
adhezji zarodnikéw 1 formowania biofilméw oceniono na podstawie pomiaru biomasy biofilmu
oraz aktywnos$ci metabolicznej. Wyniki badan wlasnych (podrozdzial 4.7.1) pozwolity na
sformutowanie nastgpujacych wnioskow i spostrzezen:

— Zarodniki F. oxysporum DSM 12646 charakteryzowaly si¢ najwigksza zdolnoscia do

tworzenia biofilméw  sposréd badanych szczepdéw, jednak po  dziesigcio-
i pigtnastokrotnej ekspozycji na plazme zdolno$¢ ta zmalata. Podobnie dla A. alternata
DSM 62010 i A. alternata Aal0S-23 wykazano redukcj¢ zdolnosci do tworzenia
biofilméw po wielokrotnej ekspozycji na plazme¢. Zarodniki F. culmorum DSM 1094
poczatkowo wykazywaly niskg zdolno$¢ tworzenia biofilmow, natomiast wielokrotna
ekspozycja na plazme¢ znaczaco poprawila te¢ wlasciwos¢. Wzrost zdolnosci do tworzenia

biofilméw w wyniku wielokrotnej ekspozycji na plazme¢ zaobserwowano réwniez dla
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B. cinerea DSM 877, zmiany te nie byly jednak tak znaczace jak w przypadku
F. culmorum DSM 1094.

Wyniki te sugerujg, iz plazma wplywa na zdolno$¢ komoérek do adhezji i tworzenia

biofilmow, natomiast Kierunek zmian zalezy od szczepu oraz liczby ekspozycji na zimng plazme.

Enzymy wydzielane przez grzyby fitopatogenne réwniez odgrywaja znaczgca role

w procesie infekcji, umozliwiajac grzybom efektywne przezwyci¢zanie bariery roslinnej §ciany
komorkowej, a takze uwolnienie sktadnikow odzywczych zawartych w komdrkach. W niniejszej
pracy poddano ocenie wptyw plazmy niskotemperaturowej na aktywno$¢ enzymow
produkowanych przez wybrane grzyby fitopatogenne. Otrzymane wyniki badan wlasnych
(podrozdziat 4.7.2) pozwolily na sformulowanie nastepujacych wnioskow i spostrzezen:

— Badane grzyby fitopatogenne charakteryzowaty si¢ niska aktywnos$cia enzymow
rozktadajacych celuloze (CMCazy).

— Plazma niskotemperaturowa wptyngta na spadek aktywnosci CMCazy u wszystkich
badanych szczepow, przy czym najnizszg aktywno$¢ tego enzymu uzyskano po pierwszej
dawce plazmy niskotemperaturowej. Produkcja biomasy podczas hodowli F. oxysporum
DSM 12646 i A. alternata Aal0S-23 na podtozu z CMC jako zrodlem wegla zmniejszata
si¢ w wyniku traktowania plazmg, w przypadku A. alternata DSM 62010 wzrosta,
natomiast dla F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23 wahata si¢ w zaleznosci
od liczby ekspozycji na zimng plazme. Plazma niskotemperaturowa nie wptyn¢ta na
produkcje biomasy przez B. cinerea DSM 877 podczas hodowli na podtozu z CMC.

— Traktowanie grzybni plazmg niskotemperaturowg wplyneto na zmiany aktywnos$ci
enzymoéw rozkladajacych ksylan. W przypadku F. oxysporum DSM 12646 oraz
F. tricinctum Ft11S-23 zaobserwowano spadek aktywno$ci w wyniku traktowania
grzybni  plazma niskotemperaturowa.  Stymulujacy efekt dzialania plazmy
zaobserwowano dla F. culmorum DSM 1094 oraz A. alternata DSM 62010.
W przypadku A. alternata Aal0S-23 aktywnos$¢ ksylanazy roznita si¢ w zaleznosci od
liczby ekspozycji na zimng plazme¢, natomiast dla B. cinerea DSM 877 nie
zaobserwowano znaczacych zmian. Traktowanie grzybni plazmg niskotemperaturowa
wptyne¢to na produkcj¢ biomasy grzybni F. oxysporum DSM 12646, F. culmorum DSM
1094 i A. alternata Aal0S-23 podczas hodowli na podtozu ptynnym, z ksylanem jako
zrodtem wegla.

— Plazma niskotemperaturowa wplyneta na wzrost aktywnosci enzymow rozktadajacych

pektyny u grzybow F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23, B. cinerea DSM

175



877 oraz A. alternata Aal0S-23 Dla pozostalych szczepdw nie zaobserwowano
znaczacych zmian aktywnos$ci tych enzyméw. Produkcja biomasy F. culmorum DSM
1094 i A. alternata Aal0S-23 wzrosta w wyniku traktowania grzybni plazma.

Aktywnos$¢ proteolityczna zmieniata si¢ w zaleznosci od szczepu grzyba i liczby
ekspozycji na plazme. W przypadku F. tricinctum Ft11S-23, B. cinerea DSM 877
I A alternata DSM 62010 zaobserwowano stopniowy spadek aktywnosci proteolitycznej
w wyniku wielokrotnej ekspozycji grzybni na zimng plazm¢. Dla F. culmorum DSM
1094 aktywnos¢ proteolityczna nieznacznie wzrosta w porownaniu do kontroli, natomiast
w przypadku F. oxysporum DSM 12646 i A. alternata Aal0S-23 zmieniata si¢
w zalezno$ci od liczby ekspozycji na zimng plazmg. Traktowanie plazmg wplyneto
rowniez na produkcj¢ biomasy podczas hodowli na podtozu ptynnym. W przypadku
F. culmorum DSM 1094, B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 nastgpit spadek
produkcji biomasy, natomiast dla F. tricinctum Ft11S-23 wzrost. Dla F. oxysporum DSM
12646 i A. alternata Aal0S-23 zmiany produkcji biomasy byly zalezne od liczby
ekspozycji na zimng plazmeg.

Traktowanie grzybow fitopatogennych plazma niskotemperaturowa wptyngto na
aktywnos¢ enzymow rozktadajacych thuszeze (lipaz). W przypadku F. oxysporum DSM
12646, A. alternata DSM 62010 i A. alternata Aal0S-23 nastagpit spadek aktywnosci po
ekspozycji na plazmg, natomiast dla F. culmorum DSM 1094, F. tricinctum Ft11S-23
i B. cinerea DSM 877 zaobserwowano wzrost aktywnosci lipolitycznej w porownaniu do
kontroli. Produkcja biomasy grzybow réwniez ulegla zmianie w wyniku traktowania
plazma. Dla B. cinerea DSM 877 i A. alternata DSM 62010 nastgpit wyrazny spadek

suchej masy.

Do czynnikow patogenicznosci nalezg réwniez toksyczne metabolity wydzielane przez

grzyby patogenne podczas infekcji, ktore wptywaja negatywnie na komorki roslin, prowadzac do

ich $mierci, zahamowania wzrostu zainfekowanej rosliny, chlorozy, zaburzenia mitozy 1 zmian

w metabolizmie biatek. W niniejszej pracy zbadano toksycznos¢ filtratow otrzymanych po

hodowli grzybow fitopatogennych poddawanych wielokrotnej ekspozycji na plazmg.

Toksycznos$¢ filtratdow oceniono na podstawie analizy kietkowania nasion oraz rozwoju ros$lin

ogérka (wyrazonym w masie roslin). Wyniki badan wlasnych (podrozdziat 4.7.3) pozwolity na

sformutowanie nastepujacych wnioskow i spostrzezen:

- Negatywny wplyw filtratbw pohodowlanych na nasiona wskazuje na zawarto$é

toksycznych metabolitow wydzielanych przez grzyby fitopatogenne.
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— Filtrat otrzymany po hodowli grzybow F. culmorum DSM 1094 nietraktowanych zimna
plazma wykazywat najbardziej negatywny wptyw na kietkowanie nasion.

- W wigkszosci przypadkow wielokrotne traktowanie grzybni plazmg wptynelo na
poprawe kietkowania nasion inkubowanych w filtratach pohodowlanych. Niewielki
spadek kietkowania wystapit jedynie w przypadku nasion inkubowanych w filtracie po
hodowli F. tricinctum Ft11S-23 P10.

— Wielokrotne traktowanie grzybow fitopatogennych plazma niskotemperaturowg
zmniejszyto negatywny wplyw filtratdw pohodowlanych na rozwoéj siewek ogorka
(wyrazony jako masa siewek) w porownaniu do filtratéw otrzymanych po hodowli
grzybni nietraktowanej plazma. Szczeg6lnie znaczacy wzrost masy siewek uzyskano dla
nasion inkubowanych w filtratach po hodowli F. oxysporum DSM 12646 i F. tricinctum
Ft11S-23 po pigtnastokrotnej ekspozycji na plazme, A. alternata DSM 62010 po
dziesiecio- i pig¢tnastokrotnej ekspozycji oraz A. alternata Aal0S-23 po piatej i dziesiatej
ekspozycji na plazmg.

Opisana poprawa parametrow kietkowania i wzrostu roslin moze §wiadczy¢ o zmniejszonej
produkcji toksycznych metabolitow przez grzyby fitopatogenne poddawane dziataniu plazmy
niskotemperaturowe;j.

Wazna cze$¢ niniejszej pracy stanowita ocena wpltywu plazmy niskotemperaturowej na
Zmiany patogennosci grzybow wobec roslin w badaniach in vivo. Zbadano zdolnos¢ grzybow do
kolonizacji 1 infekcji nasion (na przykladzie nasion ogorka) oraz rozwoju w zywych tkankach
ro$linnych (na przyktadzie owocoOw pomidora). Dodatkowo przeprowadzono badania infekcji
roslin uprawianych w sztucznie inokulowanej glebie. Badania te dajag obraz catosci
mechanizmow wykorzystywanych przez grzyby patogenne w celu skutecznej infekcji
1 wywotywania choroby u roslin, na ktore sktadaja si¢: zdolno$¢ adhezji zarodnikéw do tkanek
roslinnych, aktywno$¢ enzymoéw rozkladajacych $ciang komoérkowa roslin oraz wydzielanie
toksycznych metabolitow.

Wyniki badan wiasnych (podrozdziat 4.7.4) wplywu wielokrotnego traktowania grzybow
fitopatogennych plazmg niskotemperaturowa na zdolno$¢ do kolonizacji i infekcji nasion
pozwolily na sformulowanie nastgpujacych wnioskoéw i spostrzezen:

— Inkubacja w zawiesinie grzybow fitopatogennych przez 1 godzing spowodowata spadek

kietkowania nasion oraz zywotno$ci siewek w poréwnaniu do nasion kontrolnych,
inkubowanych w sterylnej wodzie dejonizowanej, co §wiadczy o wystapieniu infekcji

grzybiczej.
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— Odsetek wykietkowanych nasion zakazonych grzybami fitopatogennymi wzrastat wraz
z liczba ekspozycji na plazme nietermiczng, z wyjatkiem grzybéw F. culmorum DSM
1094 po wielokrotnej ekspozycji na plazme oraz A. alternata Aal0S-23 po pigciokrotnej
ekspozyciji.

— Nasilenie objawdw choroby zalezato Szczepu grzyba, cho¢ w wigkszosci przypadkoéw
zywotnos¢ ro$lin rosta wraz z liczbg ekspozycji patogenéw na plazme nietermiczng.

— Dla nasion inkubowanych w zawiesinie F. culmorum DSM 1094 przez 1 godzing
zaobserwowano nasilenie objawdéw chorobowych, z nizsza zywotnoscig siewek po
wielokrotnym traktowaniu grzybni plazma.

— Przedhuzenie czasu inkubacji nasion w zawiesinie grzybow do 24 godzin generalnie
obnizylo procent kietkowania nasion 1 zywotnos$ci siewek w poréwnaniu do inkubacji
przez 1 godzing, jednakze w niektorych przypadkach, takich jak dla F. oxysporum DSM
12646, przezywalnos¢ siewek po 7 dniach trwania testu byta wyzsza w poroéwnaniu do
krotszej inkubacji.

Przyczyny obserwowanych réznic pomigdzy skutkami inkubacji nasion przez 1 godzing

1 24 godziny moga by¢ ztozone. Wydhuzenie czasu inkubacji zwigksza skuteczno$¢ adhezji
i umozliwia grzybom glebsze wniknigcie do nasion, co moze prowadzi¢ do ich wigkszego
uszkodzenia, a w konsekwencji do nizszego procentu kietkowania i zywotnosci. Wydtuzenie
czasu inkubacji moze takze prowadzi¢ do nagromadzenia toksycznych metabolitow grzybowych.
Poza tym, dluzszy czas ekspozycji na stres moze wyczerpaC zasoby energetyczne nasion,
ostabiajac ich zdolnos¢ do kietkowania 1 rozwijania zdrowych siewek.

Kolejne przeprowadzone badania skupiaty si¢ na ocenie wpltywu wielokrotnego traktowania
grzybow fitopatogennych subletalng dawka plazmy nietermicznej na zdolno$¢ infekcji 1 rozwoj
objawow choroby w zywej tkance roslinnej. Wyniki (podrozdziat 4.7.5) badan wlasnych
pozwolily na sformulowanie nastepujacych wnioskéw i spostrzezen:

— Wszystkie owoce pomidora inokulowane zawiesing grzybow wykazywaly objawy
choroby po 7 dniach trwania testu, takie jak migkniecie, zmiang barwy oraz formowanie
widocznej grzybni w miejscu inokulacji, podczas gdy kontrola nie wykazywata objawow.

— Analiza objawow chorobowych wykazata, ze ekspozycja grzybow na plazme generalnie
zmniejszala nasilenie choroby. Najwickszy spadek stopnia infekcji (0 21,7%)
w poréwnaniu do grzybni nietraktowanej plazmg zaobserwowano po pigtnastokrotnym
traktowaniu A. alternata Aal0S-23 plazmg. Wyjatkiem byto F. culmorum DSM 1094,
dla ktorego DSI wzrastato po dziesigcio- i pigtnastokrotnej ekspozycji na plazmg.

178



Zbadano réwniez wplyw wielokrotnego traktowania subletalng dawka plazmy
niskotemperaturowej na patogenicznos¢ wybranych grzyboéw strzgpkowych wzgledem roslin
uprawianych w sztucznie inokulowanej glebie. Po 14 dniach testu analizowano dlugosci korzeni
1 czesci nadziemnej roslin ogorka oraz zywa i suchg mase¢ roslin, oceniajgc wskaznik wigoru
masy siewek (SWVI). Wyniki badan wlasnych (podrozdziat 4.7.6) pozwolily na sformutowanie
nastepujacych wnioskow i spostrzezen:

— Inokulacja gleby grzybami fitopatogennymi miata negatywny wptyw na wzrost roslin.

— Swieza masa ro$lin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing grzybow rosta wraz ze
zwigkszeniem liczby ekspozycji na plazm¢. Masa roslin uprawianych w glebie
inokulowanej zawiesing F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877 oraz
A. alternata DSM 62010 po dziesigcio- i pigtnastokrotnej ekspozycji na plazme¢ byta
zblizona do masy roslin w grupie kontrolnej, jednocze$nie w przypadku F. oxysporum
DSM 12646 i A. alternata DSM 62010 traktowanie plazmg skutkowato znaczng poprawa
tego parametru w poréwnaniu do roslin inokulowanych zawiesing P0. Z kolei dla roslin
inokulowanych F. tricinctum Ft11S-23 i A. alternata Aal0S-23 zaobserwowano wzrost
masy wraz z zwigkszaniem liczby ekspozycji grzybow na plazme, jednak roznice nie
byly istotne statystycznie w poréwnaniu z roslinami inokulowanymi PO.

— Dlugosci todyg roslin uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing F. oxysporum DSM
12646, F. tricinctum Ft11S-23 i A. alternata DSM 62010 po dziesigcio- i pigtnastokrotne;j
ekspozycji na plazme¢ byly znacznie wigksze w poréwnaniu do ro$lin uprawianych
w glebie inokulowanej grzybnia P0O. Z kolei wielokrotne traktowanie grzybni
F. tricinctum Ft11S-23 oraz A. alternata DSM 62010 spowodowalo znaczacg poprawe
wzrostu korzeni ro$lin uprawianych w inokulowanej glebie. Natomiast dla roslin
uprawianych w obecno$ci grzybni F. culmorum DSM 1094 wielokrotnie traktowanej
plazma zaobserwowano negatywny wplyw na wzrost korzeni.

Plazma niskotemperaturowa moze zmniejsza¢ patogennos¢ grzybow, co wplywa
pozytywnie na kielkowanie nasion i wzrost roslin. Efekt dzialania plazmy na patogennosé
grzybow zalezny od szczepu, co podkresla koniecznos$¢ specyficznego podejscia do réznych
patogenow. Dla F. culmorum DSM 1094 zaobserwowano negatywny wptyw wielokrotnego
traktowania plazma na patogenno$¢ wzgledem roslin.

Praca doktorska demonstruje potencjat atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej jako
skutecznej metody inaktywacji patogenéw grzybowych na materiatach opakowaniowych

(drewno, tektura) oraz w Srodowisku magazynowania zywnosci (drewniane skrzynie). Wyniki
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przedstawione w niniejszej pracy ujawnity, ze wielokrotne traktowanie grzybow fitopatogennych
plazma nietermiczng powoduje nie tylko powazne zmiany morfologiczne w strukturze strzgpek,
ale takze zaburzenia fizjologiczne (np. zmiany w specyficznej aktywno$ci enzymow
hydrolitycznych). Poza tym, wielokrotna ekspozycja na zimng plazm¢ moze przynosic
pozytywny efekt w postaci zwigkszenia wrazliwosci wzgledem $rodkéw grzybobodjczych oraz
nadtlenku wodoru (stresu oksydacyjnego). Zjawisko uwrazliwiania (ang. sensitization) jest warte
uwagi ze wzgledu na potencjalng przydatno$¢ w zwalczaniu szczepdéw opornych.

Zastosowanie plazmy w zwalczaniu choréb powodowanych przez patogenne grzyby wydaje
si¢ by¢ bardzo obiecujaca metoda, zwlaszcza ze podczas pigtnastokrotnej ekspozycji komorek
nie zaobserwowano rozwinigcia tolerancji na plazme nietermiczng. Nie wyklucza to jednak
mozliwosci pojawienia si¢ dalszych zmian wskutek zwigkszania liczby ekspozycji na plazme.

Eksperymenty in vivo z wykorzystaniem materiatdéw roslinnych wykazaty, ze wielokrotne
traktowanie grzybni subletalng dawka plazmy prowadzi do zmniejszenia patogenno$ci badanych
szczepOdw grzybow, z wyjatkiem F. culmorum DSM 1094, zatem zalecane jest dostosowanie
warunkow inaktywacji indywidualnie dla kazdego zastosowania.

Podsumowujac, otrzymane wyniki badan sugeruja, ze technologia zimnej plazmy moze by¢
wykorzystywana w celach poprawy bezpieczenstwa zywnosciowego poprzez redukcje strat

zywnosci, wynikajacych z zanieczyszczen krzyzowych.
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