ZYWNOSC 3(32)8upl., 2002

MICHAL PIEGZA, REGINA STEMPNIEWICZ

OCENA ANTAGONIZMU DROZDZY GEOTRICHUM CANDIDUM
W STOSUNKU DO TOKSYNOTWORCZYCH GRZYBOW
RODZAJU FUSARIUM

Streszczenie

Badano zalezno$ci pomigdzy wybranymi szczepami G. candidum, pochodzacymi z réznych $rodowisk
(stod jeczmienny, sery z porostem plesni), a toksynotwérczymi grzybami rodzaju Fusarium, licznie wy-
stgpujacymi na ziarnie zbdz. Interakcje pomigdzy drobnoustrojami badano trzema metodami: testem bio-
tycznym, punktowym i metoda dyfuzyjna (studzienkowa). Testowane drozdze hodowano w réznych
podtozach: PDA, YEG, Czapka i ME. Wykazano zréznicowang aktywno$¢ antagonistyczna zalezng od
szczepu drozdzy i szczepu grzyba strzgpkowego. Wigksza wrazliwoscia na obecno$¢ drozdzy charaktery-
zowaly sig trzy gatunki: F. graminearum, F. sporotrichoides i F. poae, mniejsza dwa gatunki: F. avena-
ceum i F. culmorum. Hamowanie wzrostu grzybow testowych bylo giéwnie wynikiem konkurencji o
przestrzen zyciows,

Slowa kluczowe: antagonizm, grzyby toksynotworcze, Geotrichum, Fusarium.

Wstep

Drozdze Geotrichum candidum powszechnie wystgpuja w mleku i produktach
mleczarskich, a takze na zielonym i suchym stodzie, rzadziej na ziarnie zb6z. Drobno-
ustroje te zwrocily uwage badaczy gltownie dzigki korzystnym wiasciwosciom, jakie
wywieraja na cechy sensoryczne i jakosciowe serow migkkich z porostem i przerostem
plesni, a takze ze wzgledu na ich antagonistyczne dziatanie w stosunku do niepozada-
nych grzybow zakazajacych sery [11, 12, 13].

Nielsen 1 wsp. [13] badali wzajemne oddziatywanie miedzy szczepami stosowa-
nymi jako startery: Penicillium roqueforti JBT4176, P. camemberti JBT9120, P.
naviolgense JBT3793 i G. candidum JBT97877 a 13 szczepami gatunkow plesni po-

Mgr inz. M, Piegza, dr R. Stempniewicz,; Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia
Rolnicza we Wroclawiu, ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 Wroclaw



OCENA ANTAGONIZMU DR OZDZY GEOTRICHUM CANDIDUM... 137

wodujacych skazenie serow: P. commune, P. caseifulvum, P. discolor, P. solitum, P.
coprophilum 1 Aspergillus versicolor. Autorzy stwierdzili, ze wérdd testowanych star-
terow drozdze Geotrichum candidum wykazaty najsilniejszy antagonizm w stosunku
do badanych pleéni. Drozdze hamowaly wytwarzanie mikotoksyn takich, jak kwas
mykofenolowy, rokefortyna, chetoglobozyna A i kwas cyklopiazonowy. Inni badacze,
m.in. Tariq i Cambell [15] stwierdzili, Ze lotne metabolity (np.: trimetyloamina) wy-
twarzane przez artrospory G. candidum hamowaly kielkowanie konidiow i redukowaty
tempo wzrostu Aspergillus flavus, Botrytis allii, Fusarium oxysporum, Microsporum
canis 1 Penicillium italicum. Boivin i Malanda [1] oraz Dziuba i wsp. [6, 7, 8] wykaza-
li, ze wprowadzenie wyselekcjonowanych z réznych Srodowisk (stody, jeczmienie i
sery z porostem plesni - Camembert i Brie) drozdzy G. candidum do pierwszej wody
zamoczkowe,) w procesie, stodowania jeczmienia i pszenzyta, hamowato wzrost nie-
pozadanej mikroflory, gtownie grzybow rodzaju Fusarium, co w konsekwencji wply-
wato korzystnie na jako$¢ 1 zdrowotno$¢ stodow.

W naszych warunkach klimatycznych, na ziarnie zb6z dominuja gatunki: Fusa-
rium graminearum, F. culmorum, F. nivale, F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum i
F. sporotrichoides, wsrdd ktorych jest wielu producentéw roéznych mikotoksyn, m.in.
deoksynivalenolu (DON), nivalenolu (NIV), T-2 toksyny, H-T2 toksyny, diacetook-
syscirpenolu (DAS) i zearalenonu [7]. Grzyby strzgpkowe, na ziarnie jeczmienia i
podczas jego stodowania, znajduja doskonale warunki do wzrostu 1 wytwarzania miko-
toksyn. Toksyny fuzaryjne powoduja obniZenie energii i zdolnosci kietkowania ziarna,
opoOzniaja syntezg protein i oslabiaja wytwarzanie o-amylazy. Obecno$é mikotoksyn w
surowcach i produktach browarniczych jest jedna z przyczyn nadmiernego wypienia-
nia si¢ piwa, zjawiska znanego jako ,,gushing” [14]. Ponadto mikotoksyny sa szcze-
golnie niebezpieczne dla zdrowia i zycia czlowieka.

Celem badan bylo okrelenie wzajemnych oddziatywan pomigdzy drozdzami
Geotrichum candidum izolowanymi z réznych $rodowisk a toksynotworczymi grzy-
bami rodzaju Fusarium, licznie zasiedlajacymi ziarno zbdz.

Szczepy o najsilniejszej aktywno$ci antagonistycznej moglyby by¢ wykorzystane
jako kultury starterowe w procesie stodowania, do hamowania wzrostu niepozadanych
w stodzie grzybow.

Material i metody badan

Mikroorganizmy testowane

Materiat badawczy stanowito 7 szczepéw drozdzy z gatunku Geotrichum candi-
dum, w tym G. candiduml, Sc12, KC3 i KB 5, wyizolowanych z ser6w z porostem
plesni oraz SS32B;, §S228K; i SS47D, wyizolowane ze stodu. Wymienione drozdze,
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stosowane we wczesniejszych badaniach jako kultury starterowe w procesie stodowa-
nia roznych odmian jeczmienia i pszenzyta, w duzym stopniu hamowaty wzrost niepo-
zadanych grzybéw, w tym rodzaju Fusarium, na stodzie.

Mikroorganizmy testowe

Do badan wybrano 8 szczepdw: Fusarium graminearum KF375 i GR7-6, F. cul-
morum M292 i 1, F. avenaceum 1 i 3, F. sporotrichoides KF196 i F. poae KF617 naj-
czgsciej wystgpujacych na ziarnie zboz. Grzyby pochodzily z kolekcji Instytutu Tech-
nologii Zywnosci Pochodzenia Ro$linnego Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Interakcje pomigdzy drozdzami Geotrichum candidum a grzybami Fusarium ba-
dano:

1. W hodowlach dwuorganizmowych, gdzie wzrost szczepéw testowanych i testo-
wych odbywat si¢ w tych samych warunkach inkubacji i na tym samym podtozu
(PDA, Merck) - testy: biotyczny i punktowy (,,spot test”).

2. Metodg dyfuzyjna, w ktorej oceniano wptyw metabolitéw drozdzy inkubowanych
w réznych podtozach na wzrost grzybow. Wszystkie proby wykonano w trzech
powtdrzeniach.

Test biotyczny

Szczepy zmywano 0,1% roztworem Tweenu 80 ze skoséow (YM dla drozdzy i
PDA dla grzybow) i zawiesiny standaryzowano do 5° MacFarlanda. Zawiesiny drob-
noustrojow (0,1 ml) wysiewano powierzchniowo na plytki z podtozem PDA i inkubo-
wano przez 7 dni w temp. 25°C. Nastgpnie wycinano sterylnym korkoborem stupki o
srednicy 10 mm i nanoszono na plytki z podlozem PDA tak, aby odleglo$¢ migdzy
badanymi drobnoustrojami wynosita 2 cm. Hodowle inkubowano przez 7 dni w temp.
25°C. Wyniki odczytywano wg skali punktowej zaproponowanej przez Manke [10],
uwzgledniajac stopien otaczania szczepu testowego, jak i stopien inhibicji oraz stopien
zmniejszenia kolonii szczepu testowego. Kolonie grzybéw otrzymane w hodowlach
dwuorganizmowych poréwnywano z koloniami szczepoéw wysianych pojedynczo w
identyczny sposéb jak w hodowlach dwuorganizmowych.

Test punktowy

Do uptynnionego podloza PDA wprowadzano po 1 ml zawiesiny artrospor droz-
dzy G. candidum o ggstosci podanej wyzej, mieszano i wylewano na plytki, a po za-
stygnigciu wycinano korkoborem studzienki o §rednicy 5 mm i wprowadzano do nich
50 pl zawiesiny konidiéw grzybow. Po 6-dniowej inkubacji w temperaturze 25°C oce-
niano Srednicg kolonii szczepéw testowych i porownywano ze $rednicg kolonii wyro-
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stych na plytkach kontrolnych, bez wglebnie wsianych drozdzy [8]. Wyniki poddano
analizie statystycznej (Statgraph 6).

Test studzienkowy

Przygotowanie supernatantow z hodowli drozdzy: drozdze hodowano w wytrza-
sarce G10-Gyrotory Shaker (New Brunswich Co) — 166 cykli/min, w 4 podtozach o
zroznicowanym skladzie chemicznym: YPG, ME (ekstrakt stodowy), PDA, Czapek o
pH=6,3 przez 5 dni w temperaturze 30°C. Biomasg drozdzy oddzielano przez wirowa-
nie w wirdwee typu K240 z chtodzeniem (9000-g), a otrzymane supernatanty steryli-
zowano poprzez filtracje przez saczki membranowe firmy Millipore o $rednicy por
0,45 pm.

Zawiesing zarodnikow Fusarium, wystandaryzowang przy uzyciu komory Thoma
do wartosci 2,0-10° kom/ml wprowadzano w ilosci 1 ml do uptynnionego podioza
PDA i wylewano na plytki. Do wycigtych korkoborem studzienek o §rednicy 10 mm
wprowadzano 100 pl supernatantéw z hodowli drozdzy. Plytki umieszczano w 4°C na
okres 16 h w celu dyfuzji metabolitéw do podtoza i inkubowano przez 5 dni w 25°C.
Po zakonczeniu hodowli oceniano oddziatywanie metabolitow jako efekt hamowania
lub stymulacji grzyboéw wokat studzienek (w mm). Strefe hamowania lub stymulacji
wzrostu porownywano ze wzrostem grzybéw wokot studzienek, do ktérych wprowa-
dzano po 100 pl odpowiedniego, sterylnego podioza.

Wyniki i ich dyskusja

Badania wzajemnych stosunkéw pomiedzy drozdzami Geotrichum candidum a
toksynotworczymi grzybami rodzaju Fusarium wykazaty antagonistyczna aktywno$¢
drozdzy wzgledem badanych grzybdw strzgpkowych. Zalezno$¢ tg stwierdzono gtow-
nie w hodowlach dwuorganizmowych. W tescie biotycznym wykazano, ze wszystkie
badane kultury drozdzy G. candidum, zaleznie od szczepu, ograniczaty w zakresie od
+1 do +5 punktéw wzrost 6 szczepOw grzybow: F. culmorum M 292 i 1, F. gramine-
arum KF 375 i GR7-6, F. sporotrichoides KF 196 i F. poae KF 617 (tab. 1). Najsil-
niejsza aktywno$¢ antagonistyczna (+4 do +5 punktow) wykazaty 3 kultury drozdzy,
w tym G. candidum KC3, G. candidum KBS i G. candidum SS228K ; w stosunku do F.
culmorum M 292. Przeciwny efekt zaobserwowano w przypadku gatunku F. avena-
ceum, gdzie jeden z badanych szczepdéw F. avenaceum 3 ograniczat wzrost wszystkich
kultur drozdzy w zakresie od -3 do -5 punktow, natomiast drugi F. avenaceum 1 ha-
mowat w niewielkim stopniu (-1 punkt) wzrost tylko 2 szczepow drozdzy: G. candi-
dum KBS i G. candidum SS228K2, natomiast w stosunku do pozostatych wykazat efekt

obojetny (tab. 1).
' Oddziatywanie szczep6w drozdzy na wybrane szczepy rodzaju Fusarium w tecie
biotycznym przedstawiono na fot. 1.
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F. graminearum KF 375

F. graminearum GR7-6
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Rys. 1. Redukcja wielkosci kolonii Fusarium sp. przy obecnoéci w agarze PDA drozdzy Geotrichum
(test punktowy). W hodowlach kontrolnych podioze nie bylto szczepione drozdzami.
Fig. 1. Reduction in Fusarium sp. colony diameter in the presence of G. candidum yeasts in PDA agar

medium (spot test). In the control cultures the medium was not inoculated with yeasts.
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G. candidum KC3 F. avenaceum 1 F. culmorum M292 G. Candidum Scl12
Brak wplywu Hamowanie

Fot. 1. Interakcje pomiedzy drozdzami G. candidum a grzybami rodzaju Fasarium na podlozu PDA
(test Manki).

Fot. 1.  Interaction between G. candium yeasts and Fusarium species fungi on PDA growth medium
(Marnka’s biotic test).

G. candidum KC 3 wglebnie G. candidum 1 wglebnie
F. graminearum GR-6  F. culmorum M292 F. graminearum GR-6 F. culmorum M292

Fot. 2. Interakcje pomigdzy drozdzami G. candidum a grzybami rodzaju Fusarium na podiozu PDA
(test punktowy).

Fot. 2. Interaction between G. candidum yeasts and Fusarium species fungi on PDA growth medium
(spot test).
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Wigksze zroznicowanie w hamowaniu wzrostu grzybow w obrebie tego samego
gatunku obserwowano w te$cie punktowym (rys. 1, fot. 2).

Najbardziej wrazliwe na obecnos$¢ drozdzy Geotrichum candidum, niezaleznie od
badanej kultury, byty 3 szczepy grzybow: F. sporotrichoides KF196, F. poae KF617 i
F. graminearum KF375, wzrost ich kolonii byt ograniczany w zakresie od 75 do 92%
w porownaniu z wielko$cig kolonii grzybéw wyrastajacych na ptytkach bez wglebnie
wsianych drozdzy G. candidum. Wzrost pozostatych 5 szczepow grzybdw byt bardziej
zroznicowany i zalezny od badanych kultur drozdzy (ograniczenie wielko$ci kolonii
wahato si¢ od 4 do 87%). Najmniejsza redukcj¢ wielkosSci kolonii szczepu F. gramine-
arum GR7-6 stwierdzono w obecnos$ci drozdzy G. candidum 1 i G. candidum SS47D;,
a szczepu F. culmorum M292 — w obecno$ci 2 wyzej wymienionych gatunkéw oraz
dodatkowo szczepu G. candidum SS32B;. W przypadku szczepéw gatunku F. avena-
ceum w tescie punktowym otrzymano odmienne wyniki niz w te$cie Manki. W obec-
nosci drozdzy G. candidum zaobserwowano hamowanie wzrostu kolonii obu szczepdéw
F. avenaceum (od 45 do 85%), podczas gdy w tescie biotycznym grzyby hamowaty
wzrost drozdzy. Przeprowadzona analiza statystyczna (tab. 2) wykazata brak istotnych
roznic w oddziatywaniu pomigdzy szczepami G. candidum na F. graminearum KF 375
1 F. sporotrichoides (oprocz szczepu Sci2). Istotne réznice stwierdzono pomiedzy
szczepami drozdzy w stosunku do F. culmorum M 292, F. avenaceum 3 i F. culmorum
1 (pszenica). W przypadku pozostatych szczepow testowanych grzybdéw nie wykazano
istotnych roznic (grupy jednorodne) pomigdzy szczepami drozdzy ograniczajacymi w
bardzo podobnym zakresie wielko§¢ wyrastajacych kolonii grzybéw (rys. 1).

Wiyniki trzeciego testu, studzienkowego, potwierdzity wczesniejsze prace [1, 4, 5,
6] wskazujace na znaczaca role konkurencji w interakcjach migdzy badanymi drobno-
ustrojami. Drozdze Geotrichum candidum w podtozach YPG, ME, PDA i Czapek wy-
twarzaly rézne metabolity, o czym $§wiadczy zrdéznicowany odczyn plynéw pohodow-
lanych (tab. 3).

Liczni badacze wykryli wiele zwigzkéw wytwarzanych przez te drobnoustroje,
m.in. Jollivet i wsp. [9] wyodrebnili propanol, 2-metylopropanol, 3-metylo-3-pentanol,
ketony metylowe, czy dimetylosulfid, a Dieuleveux i wsp. [2, 3] kwas D-3-
indolimlekowy i kwas 3-fenylomlekowy. Dwa ostatnie zwiazki dzialaly antagoni-
stycznie na patogenne bakterie Listeria monocytogenes.

Wytworzone przez testowane drozdze G. candidum metabolity nie wywolaty
zadnej reakcji pozytywnej ani negatywnej wobec badanych gatunkow grzyboéw Fusa-
rium. Wyjatek stanowit szczep G. candidum Sci2, ktérego metabolity wytworzone w
podtozu ME hamowaly wzrost F. avenaceum I — jednego szczepu spos$réd 8 badanych
(strefa inhibicji wokot studzienki — 2 mm). Otrzymane wyniki wskazujg gtéwnie na
konkurencje szczepoéw Geotrichum candidum wobec szczepdw Fusarium.
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Tabela 2

Zréznicowanie hamowania kolonii szczepéw Fusarium przez rézne szczepy G. candidum — specyfika
szczepowa ( istotno$¢ roznic P<0,05) (test punktowy).
Differentiation of inhibition of the size of the Fusarium species colonies by different G. candidum strains

— strain specification (significance of differences P<0,05) (speot test).

Czynnik zmienno$ci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. graminearum KF 375

Ol[-77.3]

Bl [-77,3]

Scl2 [-77.3]

D2 [-77,3]

X3 [-77,3]

X5 [-71,3]

K2 [-77,3]

Grupy jednorodne/
homogenous groups

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. graminearum
GR 7-6

Grupy jednorodne/
homogenous groups

01[-3,9]

D2 [-40,7]

B1[-73,7]

Scl2 [-78,9]

X3 [-86.8]

X5 {-86,8]

K2 [-86,3]

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. culmorum 1
pszenica

Grupy jednorodne/
homogenous groups

Czynnik zmienno$ci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. culmorum
M. 292

Grupy jednorodne/
homogenous groups

K2 [-32,5] D2 [-17,3]
0O1[-43,7] B1[-20,9]
X3 [-56,3] O1[-24,4]
X5 [-58,3] K2 [-51,2]
Bl [-64.,6] X3 [-58,1]
D2 [-66,7] X5 [-62,8)
Scl2 [-89,6] Sci2 [-51,2]

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. avenaceum 1

Grupy jednorodne/
homogenous groups

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. avenaceum 3

Grupy jednorodne/
homogenous groups

X5 [-42.9] Bl [-49,4]
Bl [-48.,6] 01[-52,9]
D2 [-68,6] X5 [-55,3)
X3 1-68.6] X3[-57,6
O1[-85,7] Sc12[[-61,;]
Sc12 [-85,7] D2[-61,2]
K2[-857] K2 [-64,2]

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. sporotrichoides
KF 196
Grupy jednorodne/
homogenous groups

Czynnik zmiennosci/
differentiation factor
[Procent inhibicji
/inhibition percentage]

F. poae
KF 617

Grupy jednorodne/
homogenous groups

Sci2 [-75,0] K2 [-64,7]
01 [91,7] Sc12 [-78,9]
Bl [-91,7] D2 [-85,9]
D2 [-91,7] X3 [-85,9]
X3[-91,7] 011-88,2]
X51-91,7] B1[-88.2]
K2 [-91,7] X5[-88,2]
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Tabela 3

Wartoéei pH po zakonczeniu hodowli drozdzy Geotrichum candidum na wybranych podlozach przy
poczatkowym pH = 6,3.

The pH value after cultivation of Geotrichum candidum in selected media at initial pH = 6.3.

S Podtoze hodowlane
zczep ‘
Lp. Strai Culture medium
train
YEG ME Czapek PDA
1. Geotijlchum 8.81 8,10 750 .
candidum]
Geotrichum
> candidum SS32B, 8,72 8,20 8,00 7,15
Geotrichum
3. candidum Sc12 8,77 7,65 7,40 6,60
Geotrichum
4,
candidum SS47D; 8,90 8,55 6,90 6,60
Geotrichum
> candidum KC3 8,60 7,20 6,50 5,25
Geotrichum
6. candidum KBS 8,70 8,65 8,00 5,20
Geotrichum
v candidum S228K, 8,47 6,80 8,20 6,20

Podobne wyniki uzyskiwali inni autorzy. Nielson 1 wsp. [13] wykazali rowniez
inhibicj¢ réoznych gatunkow grzybow Penicillium i Aspergillus przez szybciej rosnace
drozdze Geotrichum candidum. Boivin i Malanda [1] tez sugeruja, ze hamowanie roz-
woju grzybow w stodzie, przy zastosowaniu ww. drozdzy jako szczepionki w procesie
stodowania, jest wynikiem konkurencji kultury starterowej o sktadniki odzywcze i
przestrzen zyciowa. Sa one wowczas zdolne do szybkiego opanowania srodowiska 1

uniemozliwiajg rozwoj innych drobnoustrojow.

Otrzymane wyniki potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania drozdzy G. candidum,
jako kultur starterowych w procesie stodowania, celem ograniczenia w stodzie rozwo-
ju niepozadanej, w tym toksynotwodrczej mikroflory.

Whioski

1. Testowane drozdze G. candidum charakteryzowaly sig r6zna aktywnoscia antago-
nistyczng wobec grzyboéw rodzaju Fusarium, zalezna od testowanego szczepu

drozdzy, jak 1 testowego szczepu grzyba.

2. Wieksza wrazliwoscia na obecno$¢ drozdzy charakteryzowaty sig 3 gatunki grzy-
bow: F. graminearum, F. poae i F. sporotrichoides, mniejsza gatunki F. culmo-
rum [ F. avenaceum.
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3. Drozdze w réznym stopniu ograniczaly wzrost szczepow nalezacych do tego sa-
mego gatunku pleéni.

4. Antagonistyczna aktywno$¢ drozdzy G. candidum w stosunku do grzybow rodza-
ju Fusarium byla raczej wynikiem konkurencji niz antybiozy.

5. Sposéréd badanych kultur drozdzy tylko szczep G. candidum Scl2 charakteryzo-
watl si¢ konkurencja i antybioza wobec grzybow Fusarium. Aktywne metabolity
byly wytwarzane na podtozu ME.

6. W przypadku szczepéw gatunku F. avenaceum otrzymano w dwdch testach
(Manki i punktowy) odmienne wyniki — zatem interakcje migdzy drobnoustrojami
nalezy kontrolowa¢ réznymi metodami.
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EVALUATION OF THE OF GEOTRICHUM CANDIDUM ANTAGONISM TOWARDS
TOXIGENIC FUNGI OF FUSARIUM SP.

Summary

In this paper the relationships between selected strains of G. candidum yeasts originating from dif-
ferent sources (malt, mould cheese) and toxigenic Fusarium species, which are common in corn seeds,
have been examined. The three methods: biotic test, spot test and diffusion test were used for interaction
between the microorganisms. Tested yeasts were grown on different media: PDA, ME, Czapek and YEG.
It was proved that the antagonistic activity depends on the strain of yeasts and moulds. Three species of
fungi F. graminearum, F. sporotrichoides and F. poae showed higher sensitivity to the yeasts presence,
two other species F. avenaceum and F. culmorum were less sensitive. The process of slowing down the
growth of the tested moulds was mainly the result of the competition for living space.

Key words: antagonism, toxigenic fungi, Geotrichum, Fusarium.



