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Streszczenie 

Polska jest jednym z kluczowych producentów truskawki na świecie - w 2020 roku 

powierzchnia pod uprawę tego owocu zajmowała ponad 30 000 hektarów i była mniejsza 

jedynie od tej w Chińskiej Republice Ludowej. Polska produkuje niemal 200 000 ton owoców 

truskawek rocznie, ustępując w Europie jedynie Hiszpanii i plasując się zaraz przed Niemcami. 

Co warto również zauważyć, Polska jest liderem w produkcji ekologicznej truskawki w Europie 

i na świecie. 

Rolnictwo ekologiczne nabiera w ostatnich latach coraz większego znaczenia - Unia 

Europejska przedstawiła w 2020 roku strategię ‘od pola do stołu’ (ang. Farm to Fork Stategy), 

która wchodzi w skład  Europejskiego Zielonego Ładu (ang. European Green Deal). Strategia 

ta zakłada znaczne zmniejszenie zużycia chemicznych środków ochrony roślin, w tym 

fungicydów i pestycydów, przy jednoczesnym zwiększeniu udziału rolnictwa ekologicznego. 

Należy  jednak pamiętać, że ekologiczny sposób produkcji żywności wymaga wykluczenia 

wielu nawozów mineralnych i środków ochrony roślin, co znacznie utrudnia utrzymanie 

zdrowej plantacji, jak i wysokich plonów. Dodatkowo, owoce truskawki charakteryzują się 

delikatną ścianą komórkową, która może być w łatwy sposób spenetrowana przez patogeny, co 

przyczynia się do obniżenia plonów i ich jakości. Dlatego też, niezbędnym działaniem 

w rolnictwie jest szybkie i skuteczne monitorowanie upraw pod kątem występowania 

patogenicznych mikroorganizmów, w celu użycia wycelowanych działań ochronnych, jeszcze 

przed rozprzestrzenieniem się chorób na plantacji. Dodatkowo, scharakteryzowanie różnic 

pomiędzy zdrowymi oraz porażonymi plantacjami, pozwoli na opracowanie skutecznych 

rozwiązań, w tym biopreparatów oraz strategii produkcji, które mogą zwiększyć zdrowotność 

i produktywność upraw owoców miękkich w zrównoważony sposób. 

Klasyczne metody identyfikacji czynnika patogennego atakującego plantacje owoców, 

skupiają się głównie wokół rozpoznania objawów chorobowych na roślinach, bądź obserwacji 

cech morfologicznych czystych szczepów wyizolowanych z porażonych części roślin 

patogenów na pożywkach mikrobiologicznych oraz pod mikroskopem. Co ważne, identyfikacja 

czynnika chorobotwórczego przeprowadzona w taki sposób, jest czasochłonna oraz w dużej 

części przypadków niedokładna i może powodować wdrożenie nieodpowiednich środków 

ochrony plantacji, co niepotrzebnie obciąża środowisko i jest niekorzystne ekonomicznie. 

W niniejszej rozprawie doktorskiej zebrano najważniejsze informacje dotyczące 

charakterystyki, opracowanych wcześniej, obecnych w światowej literaturze naukowej, metod 

molekularnej detekcji kluczowych patogenów truskawek - grzybów Botrytis cinerea, 

Colletotrichum acutatum, Verticillium spp. oraz grzybopodobnych lęgniowców z rodzaju 

Phytopthtora, oraz zagrożeń dla rolnictwa i produkcji żywności powodowanych przez te 

fitopatogeny. 

W dalszej części badań zoptymalizowano oraz wykazano przydatność molekularnych 

metod detekcji wymienionych kluczowych patogenów truskawki w celu rozpoznania czynnika 

chorobotwórczego na plantacjach ekologicznych. W tym celu opracowano oraz 

zoptymalizowano metody oparte o techniki łańcuchowej reakcji polimerazy z detekcją w czasie 

rzeczywistym - real-time Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) oraz izotermicznej 

reakcji amplifikacji wykorzystującej zapętlanie - Loop-Medaited Isothermal Amplification 

(LAMP), do których zaprojektowano sekwencje odpowiednich markerów molekularnych, 

zoptymalizowano stężenia odczynników reakcji oraz profil temperaturowy, zapewniając 
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optymalny przebieg reakcji i skuteczną detekcję. Metody te zwalidowano na materiale 

genetycznym pochodzącym zarówno z czystych szczepów patogenów, wyizolowanych 

z porażonych części roślin truskawki, jak również na całkowitym DNA wyizolowanym 

z próbek środowiskowych (gleba, części nadziemne roślin oraz owoce). Dla opracowanej 

reakcji real-time PCR limit detekcji wynosił 39 fg/µL dla patogenów z rodzaju Botrytis oraz 

Verticillium, natomiast dla Colletotrichum spp. - 156 fg/µL. Z kolei limit detekcji opracowanej 

reakcji LAMP wynosił 3 pg/µL dla Phytophthora spp. oraz 300 fg/ µL dla Phytophthora 

cactorum, co świadczy o wysokiej czułości zoptymalizowanych metod. 

W kolejnym etapie niniejszych badań wykorzystano również sekwencjonowanie 

następnej generacji Illumina Sequencing-by-Synthesis (SBS) oraz analizy bioinformatyczne 

przeprowadzone w językach programowania R, Python oraz C++, które pozwoliły na 

scharakteryzowanie mykobiomu gleby, ryzosfery, korzeni oraz części nadziemnych truskawki 

oraz na określenie różnic w strukturze mikroorganizmów grzybowych plantacji zdrowych oraz 

porażonych. 

 

słowa kluczowe: rolnictwo ekologiczne, metody detekcji fitopatogenów, reakcja łańcuchowa 

polimerazy z detekcją w czasie rzeczywistym, izotermiczna reakcja polimerazy wykorzystująca 

zapętlanie, sekwencjonowanie Illumina dzięki syntezie, mykobiom 
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Abstract 

Poland is one of the key strawberry producers in the world - in 2020, the area under 

cultivation of this fruit occupied over 30,000 hectares in the country and was smaller only than 

the area in China. Poland produces almost 200,000 tonnes of this fruit annually, second only to 

Spain and just before Germany. It is also worth noting that Poland is the leader in organic 

strawberry production in Europe and in the world. 

Organic farming is becoming more and more important in recent years - the European 

Union presented in 2020 the Farm to Fork Strategy, which is the heart of the European Green 

Deal. The strategy calls for a significant reduction in the use of chemicals including fungicides 

and pesticides, while increasing the share of organic farming. However, it should be 

remembered that the organic way of food production requires the exclusion of many mineral 

fertilizers and plant protection agents, which makes it much more difficult to maintain a healthy 

plantation and high yields. In addition, strawberry fruits have a delicate cell wall, which can be 

easily penetrated by pathogens, which contributes to a decrease in yield and quality of fruits. 

Therefore, it is essential to monitor the crop quickly and effectively for pathogenic 

microorganisms in order to use targeted protection measures before the spread of diseases in 

the plantation. In addition, characterizing the differences of microbiome between healthy and 

diseased crops will lay a foundation for the development of effective solutions, including 

biopreparations and production strategies that will increase the health and productivity of soft 

fruit crops in a sustainable way. 

Classical methods of identifying the pathogen that attacks fruit plantations centre mainly 

around the recognition of disease symptoms on plants, or the observation of morphological 

characteristics of pure strains of the pathogen isolated from symptomatic plants on microbial 

media and under a microscope. Importantly, identification of the pathogen carried out in this 

manner is time-consuming and often inaccurate, and may result in the implementation of 

inappropriate chemical plant protection products, which unnecessarily burdens the environment 

and is economically disadvantageous. 

In the present doctoral thesis, the most important information concerning 

characterization, molecular detection methods that were developed so far against key pathogens 

of strawberry - fungi Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Verticillium spp. and fungus-

like oomycete Phytophthora spp. were collected. Moreover, the thesis includes the international 

scientific literature review concerning threats to agriculture and food production caused by 

these phytopathogens.  

In the further part of the study, the usefulness of molecular methods of detection of the 

mentioned key pathogens of strawberry was optimized and demonstrated in order to identify 

the pathogen in organic plantations. For this purpose, methods based on real-time Polymerase 

Chain Reaction (real-time PCR) and Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

techniques were developed, for which sequences of appropriate molecular markers were 

designed, reaction reagent concentrations and temperature profile were optimized, ensuring 

optimal reaction and efficient detection. The methods were tested on genetic material from both, 

pure pathogen strains isolated from symptomatic strawberry plants, and total DNA isolated 

from environmental samples (soil, plant parts and fruits). For the developed real-time PCR 

reaction, the detection limit was 39 fg/µL for the pathogens belonging to the genera of Botrytis 

and Verticillium, while for Colletotrichum spp. - 156 fg/µL. On the other hand, the detection 
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limit of the developed LAMP reaction was 3 pg/µL for Phytophthora spp. and 300 fg/µL for 

Phytophthora cactorum, indicating the high sensitivity of the optimized methods. 

In the next stage of the present study, Illumina Sequencing-by-Synthesis (SBS) next-

generation sequencing and bioinformatical analyses performed in R, Python and C++ 

programming languages were also used to characterize the mycobiome of soil, rhizosphere, 

roots, and shoots of strawberry and to determine differences in the fungal microbial structure 

of healthy and infested plantations. 

 

keywords: organic farming, phytopathogen detection methods, real-time Polymerase Chain 

Reaction (real-time PCR), Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP), Illumina 

Sequencing-by-synthesis (Illumina SBS), mycobiome 
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Reakcja polimerazy 

wykorzystująca zapętlanie 

SBS Sequencing-by-Synthesis 
Sekwencjonowanie poprzez 

syntezę 

NGS Next-Generation Sequencing 
Sekwencjonowanie następnej 

generacji 

HTS High Throughput Sequencing 
Sekwencjonowanie 

wysokoprzepustowe 

QIIME 
Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology 

Narzędzie bionformatyczne do 

ilościowej analizy ekologii 

mikroorganizmów 

dNTP deoxynucleotide triphosphates trifosforany deoksynukleotydów 

dUTP deoxyuridine triphosphate trifosforan deoksyurydyny 

dATP deoxyadenosine triphosphate trifosforan deoksyadenozyny 

dTTP deoxythymidine triphosphate trifosforan deoksytymidyny 

dGTP deoxyguanosine triphosphate trifosforan deoksyguanozyny 

dCTP deoxycytidine triphosphate trifosforan deoksycytydyny 

ddNTP dideoxynucleotide triphosphates trifosforany dideoksynukleotydów 

ddUTP dideoxyuridine triphosphate trifosforan dideoksyurydyny 

ddATP dideoxyadenosine triphosphate trifosforan dideoksyadenozyny 

ddTTP dideoxythymidine triphosphate trifosforan dideoksytymidyny 

ddGTP dideoxyguanosine triphosphate trifosforan dideoksyguanozyny 

ddCTP dideoxycytidine triphosphate trifosforan dideoksycytydyny 

SMRT 

Sequencing 

Single Molecule, Real-Time 

Sequencing 

Sekwencjonowanie pojednycznej 

cząsteczki w czasie rzeczywistym 

ONT Oxford Nanopore Technologies Technologie Oxford Nanopore 

HNB Hydroxy naphthol blue błękit hydroksynaftolowy 

ENS Effective Number of Species Efektywna liczba gatunków 

FRET Förster Resonance Energy Transfer 
bezpromienisty rezonansowy 

transfer energii 

UNG Uracil N-Glycosylase Uracyl-N-glikozylaza 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 
polimorfizm pojedynczego 

nukleotydu 

PCoA Principal Coordinate Analysis analiza głównych współrzędnych 

MDS multidimensional scaling skalowanie wielowymiarowe 

ASV Amplicon Sequence Variant Wariant sekwencji amplikonu 

OTU operating taxonomic units 
Operacyjne jednostki 

taksonomiczne 

ROX carboxyrhodamine Rodamina B 

ALDEx2 

Analysis Of Differential Abundance 

Taking Sample Variation Into 

Account 

Analiza obfitości różnicowej z 

uwzględnieniem zmienności 

próbki 



 

 

- 13 - 
 

MaSLin2 

Multivariable Association 

Discovery in Population-scale 

Meta-omics Studies 

Wielozmiennowe odkrywanie 

asocjacji w badaniach meta-

omicznych w skali populacyjnej 

edgeR 
Empirical Analysis of Digital Gene 

Expression Data in R 

Empiryczna analiza cyfrowych 

danych o ekspresji genów w R 

ANCOM-BC 
Analysis of compositions of 

microbiomes with bias correction 

Analiza składu mikrobiomu z 

korektą błędu systematycznego 

DESeq2 

Differential gene expression 

analysis based on the negative 

binomial distribution 

Analiza różnicowej ekspresji 

genów w oparciu o negatywny 

rozkład dwumianowy 

ITS1 Internal Transcribed Spacer 1 
Pierwsza wewnętrzna sekwencja 

transkrybowana 

ITS2 Internal Transcribed Spacer 2 
Druga wewnętrzna sekwencja 

transkrybowana 

PERMANOVA 
Permutational multivariate analysis 

of variance 

Permutacyjna wieloczynnikowa 

analiza wariancji 

MDS Multidimensional scaling Skalowanie wielowymiarowe 

PCoA Principal Coordinates Analysis Analiza głównych współrzędnych 

NMDS Nonmetric multidimensional scaling 
Niemetryczne skalowanie 

wielowymiarowe 

 

 

  



 

 

- 14 - 
 

Lista publikacji stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej 
 

Niniejsza rozprawa doktorska oparta jest na cyklu trzech recenzowanych publikacji 

skupiających się wokół poniższej tematyki: 

 

„Opracowanie metod detekcji wybranych patogenów owoców miękkich 

z wykorzystaniem technik biologii molekularnej”: 

 

P.1: Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Frąc M., 2019. Alternative Molecular-Based 

Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops—A Review. Molecules 

24, 1200. 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports, 

wskaźnik Impact Factor2019: 3,267; 

5-letni Impact Factor2021: 5,110; 

punktacja MEiN: 140 punktów. 

 

P.2: Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Frąc M., 2020. Triplex Real-Time PCR 

Approach for the Detection of Crucial Fungal Berry Pathogens—Botrytis spp., 

Colletotrichum spp. and Verticillium spp.. International Journal of Molecular Sciences 21, 

8469. 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports 

wskaźnik Impact Factor2020: 5,924 

5-letni Impact Factor2021: 6,628 

punktacja MEiN: 140 punktów. 

 

P.3: Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2021. “Shining a LAMP” (Loop-Mediated Isothermal 

Amplification) on the Molecular Detection of Phytopathogens Phytophthora spp. and 

Phytophthora cactorum in Strawberry Fields. Pathogens 10, 1453. 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports 

wskaźnik Impact Factor2021: 4,531 

5-letni Impact Factor2021: 4,580 

punktacja MEiN: 100 punktów. 

 

Uzupełnieniem wyników badań przedstawionych w wymienionych publikacjach jest 

zastosowanie metody sekwencjonowania wysokoprzepustowego Illumina SBS na platformie 
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MiSeq oraz opracowanie odpowiednich potoków bioinformatycznych do scharakteryzowania 

struktury mikroorganizmów grzybowych obecnych w ekologicznych plantacjach truskawek 

w celu określenia kluczowego mykobiomu różnicującego plantacje zdrowe oraz porażone 

chorobami. Wyniki zostały przygotowywane do publikacji i przedstawione w niniejszej 

rozprawie doktorskiej jako badania uzupełniające obejmujące manuskrypt publikacji 

zatytułowanej: 

 

P4: Siegieda D., Panek J., Frąc M., Plant and soil health in organic plantations of strawberry - 

mycobiome biodiversity, fungal trophic modes and networks.  
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1. Wprowadzenie 

1.1. Polska jako producent owoców miękkich  

Polska należy do światowych liderów w produkcji owoców, a w szczególności truskawek 

(“FAOSTAT” 2022). Ponadto, wciąż rosnący popyt na ekologiczne produkty w Europie 

doprowadził do sytuacji, w której agroekologia nabiera w naszym kraju coraz większego 

znaczenia (Sahota 2018). Jednakże, należy pamiętać, że ekologiczny system uprawy roślin, 

a w szczególności owoców miękkich, wiąże się ze zwiększoną podatnością upraw oraz plonów 

na choroby powodowane przez patogeniczne mikroorganizmy. Ten problem jest związany 

z faktem, że w rolnictwie ekologicznym do użytku dopuszczonych jest niewiele środków 

ochrony roślin o zadowalającej skuteczności (Pylak, Oszust, and Frąc 2020). Dodatkowo, 

owoce miękkie charakteryzują się delikatną ścianą komórkową oraz faktem, że wzrastają 

w niewielkiej odległości od wilgotnej gleby, która jest siedliskiem wielu patogenów (Cybulska 

et al. 2022). W związku z tym, choroby powodowane przez mikroorganizmy patogeniczne 

należą do podstawowych przyczyn zmniejszenia plonów oraz uzyskiwania plonów 

o niezadawalającej jakości w rolnictwie na świecie (Dean et al. 2012; Prusky 1996). 

1.2. Zagrożenia dla produkcji żywności w rolnictwie ekologicznym 

Choroby roślin powodowane przez grzyby i grzybopodobne lęgniowce są jednym 

z najważniejszych problemów w rolnictwie, powodując straty sięgające nawet aż 50% (Mertely 

et al. 2007; Prokkola and Kivijärvi 2007). Problem komplikuje fakt, iż objawy tego typu chorób 

mogą ujawnić się na plantacji na dowolnym etapie produkcji żywności - od wzrostu na polu, 

poprzez zbiór, przechowywanie w chłodni, wystawę w sklepie, po znalezienie się na stole 

konsumenta. Wynika to z faktu, że wzrost grzyba/lęgniowca na owocu rozpoczyna się dopiero 

w momencie napotkania przez niego odpowiednich warunków do rozwoju. Dlatego też, brak 

widocznych objawów infekcji na plantacji nie może być gwarancją odpowiedniej jakości 

plonów, wolnych od chorobotwórczych patogenów. Tradycyjne metody identyfikacji 

mikroorganizmów, wykorzystujące klasyczne hodowle na podłożach agarowych w płytkach 

Petriego, są długotrwałe i często niejednoznaczne w interpretacji, ponieważ różne gatunki 

mikroorganizmów mogą posiadać trudne do rozróżnienia cechy morfologiczne w obserwacjach 

makro- i mikroskopowych (Arbefeville, Harris, and Ferrieri 2017). Z kolei molekularne metody 

identyfikacji organizmów charakteryzują się znacznie krótszym czasem niezbędnym do 

uzyskania wyników oraz większą skutecznością w identyfikacji rodzajowej i gatunkowej. 

Dodatkowo, takie metody pozwalają na wykrycie patogenicznych mikroorganizmów na długo 
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przed ujawnieniem się objawów choroby na plantacji (Arbefeville, Harris, and Ferrieri 2017). 

Tylko szybkie i skuteczne zidentyfikowanie czynnika patogenicznego pozwala na wdrożenie 

odpowiednich, celowanych środków ochrony roślin, które umożliwiają ograniczenie, a nawet 

wyeliminowanie strat w produkcji roślinnej. 

Opracowanie skutecznych metod detekcji i identyfikacji grzybowych oraz 

grzybopodobnych patogenów obecnych na plantacjach owoców miękkich jest zgodne 

z założeniami strategii Komisji Europejskiej „od pola do stołu” (ang. Farm to Fork Strategy). 

Projekt ten został przedstawiony 20 maja 2020 roku i jest jednym z kluczowych działań w 

ramach Europejskiego Zielonego Ładu (ang. European Green Deal) (European Commission 

2019). Priorytetem tej strategii jest bezpieczeństwo żywnościowe, które może być osiągnięte 

dzięki zrównoważonej produkcji żywności, oraz poprzez znaczne ograniczenie stosowania 

pestycydów, środków przeciwdrobnoustrojowych oraz zwiększeniu produkcji ekologicznej. W 

celu ograniczenia chorób i strat powodowanych przez fitopatogeniczne mikroorganizmy, a co 

za tym idzie ograniczenia stosowania chemicznych środków ochrony roślin, niezbędne jest 

skuteczne wykrywanie i identyfikacja patogenów, które mogą stanowić zagrożenie dla upraw, 

występujących w danym gospodarstwie. 

1.3. Wybrane metody detekcji patogenicznych mikroorganizmów 

wykorzystywane w rolnictwie 

Klasyczne metody identyfikacji patogenów występujących na plantacjach roślin uprawnych 

opierają się o obserwacje widocznych objawów chorobowych na roślinach, bądź na 

wyizolowaniu czystego szczepu mikroorganizmu patogenicznego, a następnie 

przyporządkowanie identyfikacji taksonomicznej uzyskanego izolatu na podstawie cech 

morfologicznych obserwowanych makro- oraz mikro-skopowo. Niestety, takie metody 

identyfikacji czynnika patogenicznego na plantacjach są niedokładne, a dodatkowo sposób 

płytkowy jest długotrwały (trwa nawet do kilku tygodni), ponieważ w celu precyzyjnej 

identyfikacji konieczne jest uzyskanie zarodników i innych struktur tworzonych przez 

mikroorganizmy, umożliwiających określenie przynależności rodzajowej lub gatunkowej. 

Niekiedy hodowla mikroorganizmów musi spełnić pewne specyficzne warunki, aby szczepy 

mogły wytworzyć konidia, co może powodować dodatkowe niedogodności w pracy 

laboratoryjnej oraz wydłużenie czasu oczekiwania na identyfikację (Narayanasamy 2011; 

Larkin, Ristaino, and Campbell 1995; Frąc, Jezierska-Tys, and Yaguchi 2015). Rozpoznawanie 

objawów infekcji wywoływanych przez patogeniczne grzybowe oraz grzybopodobne 

mikroorganizmy na ich roślinnych żywicielach może być także wykorzystywane do 
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identyfikacji patogenu, jednak zdecydowana większość gatunków nie jest specyficzna dla 

gospodarza, a rośliny mogą być zasiedlane przez wiele różnych patogenów, wywołujących 

podobne objawy chorobowe. Brak specyficznego żywiciela i różnice w objawach między 

roślinami występującymi na różnych szerokościach geograficznych sprawiają, że jednoznaczna 

identyfikacja na podstawie jedynie morfologii jest bardzo trudna, lub wręcz niemożliwa. 

Ponadto, interpretacja morfologii patogenu jest subiektywna i w dużym stopniu zależy od 

doświadczenia danego specjalisty. Czynnik ludzki może prowadzić do niewłaściwej 

identyfikacji patogenu, powodując błędne i wręcz szkodliwe działania w zakresie ochrony 

roślin. 

W ostatnich latach molekularne metody detekcji są coraz chętniej wykorzystywane przez 

badaczy w wielu dziedzinach. Są one również szeroko stosowane w celu identyfikacji chorób 

powodowanych przez grzybowe oraz grzybopodobne mikroorganizmy, a także w celu 

charakterystyki i opisu populacji patogenów występujących w danym środowisku. 

Identyfikacja mikroorganizmów chorobotwórczych jest faktycznie dokładniejsza w przypadku 

zastosowania markerów molekularnych, w porównaniu do identyfikacji wykonanej jedynie na 

podstawie cech morfologicznych podczas obserwacji makro- i mikro-skopowych (Arbefeville, 

Harris, and Ferrieri 2017; Panek and Frąc 2018). Co więcej, zoptymalizowane molekularne 

metody detekcji mogą być stosowane przez personel laboratoryjny bez specjalistycznej wiedzy 

taksonomicznej, co znacznie ogranicza wpływ czynnika ludzkiego na interpretację uzyskanych 

wyników (Capote et al. 2012). 

1.3.1. Reakcja łańcuchowa polimerazy z odczytem w czasie rzeczywistym 

Łańcuchowa reakcja polimerazy z detekcją w czasie rzeczywistym (real-time PCR) jest 

zmodyfikowaną techniką opartą na jednej z podstawowych i najczęściej wykorzystywanych 

metod detekcji patogenów - łańcuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain 

Reaction). Real-time PCR umożliwia dodatkowo obserwację wyników amplifikacji w czasie 

rzeczywistym oraz ilościowe oznaczenie materiału genetycznego w próbce (Higuchi et al. 

1992, 1993). Ta reakcja ma wiele zalet w porównaniu z klasyczną metodą PCR. Real-time PCR 

nie wymaga dodatkowej elektroforezy po zakończeniu reakcji w celu odczytania wyniku 

detekcji, ponieważ zastosowane w niej techniki umożliwiają obserwację przyrostu 

intensywności sygnału fluorescencyjnego, który jest proporcjonalny do ilości amplifikowanego 

DNA, co pozwala na pośredni odczyt wyników detekcji i natychmiastową ocenę występowania 

patogenów w danej próbce. Technika real-time PCR pozwala również na jednoczesną analizę 

96, a nawet 384 próbek, ponieważ może być przeprowadzana na płytkach wielodołkowych 
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(Capote et al. 2012). Co więcej, użycie wielu sond fluoroscencyjnych typu hydrolitycznego w 

jednej mieszaninie reakcyjnej pozwala na jednoczesne wykrywanie kilku różnych patogenów 

w tym samym czasie (Livak et al. 1995; Malarczyk, Panek, and Frąc 2020), co dodatkowo 

ułatwia oraz poszerza diagnostykę i skraca czas uzyskania wyników detekcji wielu różnych 

patogenów w jednej próbce. Co ważne, porównanie klasycznej metody PCR z real-time PCR 

przeprowadzone w 2009 roku wykazało, że reakcja real-time PCR jest 100 razy bardziej czuła 

w porównaniu z PCR, w przypadku gdy zastosowano tę metodę do identyfikacji roślinnych 

grzybów patogenicznych na owocach truskawki (Garrido et al. 2009). 

Do techniki real-time PCR wykorzystywana jest mieszanina reakcyjna składników 

używanych w klasycznej metodzie PCR takich jak: polimeraza DNA, trifosforany 

deoksyrybonukleozydów (dTTP, dATP, dCTP, dGTP), bufor 10-20 mM Tris-HCl oraz jedno- 

i dwu-wartościowe kationy 50 mM K+/Na+, 1-4 mM Mg2+, jednoniciowa matryca DNA oraz 

startery oligonukleotydowe (van Pelt-Verkuil, van Belkum, and Hays 2008; Saiki et al. 1988). 

Dodatek barwnika fluorescencyjnego bądź specyficznych sond molekularnych 

z przyłączonymi fluoroforami, które są dodatkowo stosowane w metodzie real-time PCR, 

pozwala na detekcję produktu reakcji w czasie rzeczywistym. Barwniki fluorescencyjne, które 

wiążą się do mniejszej bruzdy dwuniciowej helisy DNA (np. SYBR Green, EVA Green) 

podczas trwania reakcji amplifikacji, mają wielokrotnie większą fluorescencję niż wolny 

barwnik zawieszony w roztworze (Higuchi et al. 1993, 1992; Schena et al. 2004; Ginzinger 

2002). Natomiast sondy molekularne posiadają w swojej strukturze fluorofory oraz wygaszacz, 

który na drodze FRET wytłumia fluorescencję fluoroforów. Podczas amplifikacji produktów 

reakcji, polimeraza DNA hydrolizuje sondy molekularne przyłączone do komplementarnego 

fragmentu amplifikowanego DNA, na skutek aktywności egzonukleazy 5’ → 3’ , co powoduje 

zwiększenie odległości pomiędzy fluoroforem a wygaszaczem, a w rezultacie emisję 

fluorescencji, która jest proporcjonalna do ilości produktu reakcji w mieszaninie reakcyjnej 

(Förster 1948; Mackay 2004).  

Niektóre termocyklery typu real-time, w tym używany w badaniach w niniejszej 

rozprawie Applied Biosystems 7500 Fast, wymagają dodatku barwnika referencyjnego ROX, 

który nie zakłóca reakcji amplifikacji, a kompensuje fluktuacje fluorescencji pomiędzy 

dołkami, wynikające z niedokładności pipet, końcówek do pipet, czy błędu ludzkiego. 

Kolejną możliwą modyfikacją reakcji real-time PCR jest użycie mieszaniny reakcyjnej 

zawierającej dUTP (trifosforan deoksyurydyny), zastępujących częściowo dTTP. Pozwala to 

na użycie dodatkowego enzymu UNG (uracyl N-glikozylazy), aby zapobiec przenoszeniu 

zanieczyszczeń z poprzednich reakcji. Enzym ten degraduje zanieczyszczenia w postaci 
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produktów poprzednich reakcji amplifikacji, poprzez katalizowanie uwalniania uracylu 

z pojedynczych oraz podwójnych nici DNA, co sprawia, że te fragmenty są podatne na 

hydrolizę w podwyższonej temperaturze początkowej denaturacji reakcji PCR, w której to 

enzym jest także inaktywowany. 

 

Rysunek 1. Schematyczny przebieg reakcji real-time PCR, mechanizm fluorescencji sondy molekularnej oraz 

przykładowy wykres wyników detekcji. Schemat przygotowany z wykorzystaniem oprogramowania BioRender. 

Przebieg typowej reakcji PCR składa się z powtarzalnych cykli, o ściśle określonym profilu 

temperaturowym w każdym z wymienionych etapów trwania reakcji (Rys. 1): 

• denaturacja (topnienie) - rozdzielenie podwójnej helisy DNA, które następuje 

w temperaturze powyżej 80°C, kiedy to wiązania wodorowe pomiędzy nukleotydami 

ulegają rozpadowi (Breslauer et al. 1986; SantaLucia, Allawi, and Seneviratne 1996); 

• annealing (przyłączanie) - hybrydyzacja starterów oligonukleotydowych, 

specyficznych do jednoniciowej matrycy DNA, zachodząca w ściśle określonej 

temperaturze dla danej pary starterów (Owczarzy et al. 1997; Breslauer et al. 1986; 

Allawi and SantaLucia 1997); 

• elongacja (wydłużanie) - synteza dwuniciowego DNA przeprowadzana dzięki 

polimerazie DNA, czas tego etapu jest zależny od długości amplifikowanego 

fragmentu, zaś temperatura - od zastosowanej polimerazy (Chien, Edgar, and Trela 

1976; Lawyer et al. 1993). 
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Odczyt fluorescencji w reakcji real-time PCR odbywa się po każdym cyklu reakcji, a jej 

intensywność jest wprost proporcjonalna do stężenia produktu reakcji w próbce, które 

w idealnych warunkach podwaja się po każdym cyklu. W początkowych cyklach reakcji sygnał 

fluorescencji sond lub barwników przyłączonych do produktów reakcji jest niższy niż tło 

(fluorescencja sondy przyłączonej do sondy lub barwnika zawieszonego w mieszaninie). 

Dopiero po kilku bądź kilkunastu cyklach reakcji, fluorescencja produktów jest większa od 

sygnału tła i może być odczytana, a cykl, w którym to następuje, jest nazywany cyklem 

progowym (Ct). Podstawa do obliczenia wartości Ct różni się w zależności od producenta 

oprogramowania termocyklera, lecz zwykle opiera się o maksimum drugiej pochodnej funkcji 

zależności fluorescencji od cyklu reakcji (Ginzinger 2002; Mackay 2004). 

1.3.2. Metoda izotermicznej reakcji wykorzystującej zapętlanie 

Kolejną metodą wykorzystującą polimerazę DNA, która jest używana do detekcji 

patogenów występujących w uprawach roślinnych jest izotermiczna amplifikacja 

wykorzystująca zapętlanie (Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP). Do amplifikacji 

specyficznych fragmentów DNA wykorzystuje się modyfikowaną polimerazę z aktywnością 

zamiany nici oraz dwie do trzech par specyficznych starterów oligonukleotydowych (Notomi 

et al. 2000). LAMP charakteryzuje się czterema głównymi zaletami w porównaniu z innymi 

technikami molekularnymi stosowanymi do wykrywania patogenów: 

• reakcja przebiega w stałej temperaturze i nie wymaga drogiego termocyklera, a do 

przeprowadzenia detekcji wystarczające jest użycie prostego termobloku;  

• w celu wizualizacji wyników reakcji i obserwacji bez specjalistycznego sprzętu (‘gołym 

okiem’) możliwe jest dodanie do mieszaniny reakcyjnej barwnika fluorescencyjnego 

takiego jak SYBR Green lub błękit hydroksy naftolowy (HNB) (Siegieda, Panek, and 

Frąc 2021); 

• LAMP jest 10-100 razy bardziej czuły niż klasyczny PCR (Tomlinson, Dickinson, and 

Boonham 2010) i wymaga mniejszych ilości wejściowego DNA; 

• reakcja jest mało wrażliwa na inhibitory (Kaneko et al. 2007).  

Z drugiej strony, główną wadą tej techniki jest fakt, że zaprojektowanie sekwencji 

starterów jest skomplikowane, co ogranicza opracowanie i optymalizację metody dla 

konkretnego patogenu tylko do specjalistów (Le and Vu 2017). Dodatkowo, metoda ta jest 

mniej uniwersalna niż PCR - produkt reakcji nie może być bezpośrednio zsekwencjonowany, 

a projektowanie reakcji detekcji dla wielu różnych patogenów (reakcja typu multiplex) jest 

znacząco utrudnione. Niemniej, technika ta może być z łatwością wykorzystywana przez osoby 
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niebędące biologami molekularnymi. O przydatności tej techniki świadczy również fakt, że 

dzięki zastosowaniu prostego termobloku i barwnika fluorescencyjnego, test ten można 

stosować poza dobrze wyposażonym laboratorium, w tym także w warunkach terenowych 

(Wilisiani et al. 2019). Metoda LAMP jest wysoce specyficzna dzięki obecności większej 

liczby starterów niż w przypadku klasycznego PCR, co sprawia, że reakcja jest niewrażliwa na 

zanieczyszczenie niespecyficznym DNA (Notomi et al. 2000). LAMP może być weryfikowany 

bezpośrednio poprzez badanie zmiany koloru próbek lub poprzez elektroforezę (Capote et al. 

2012), a reakcja nie zawsze wymaga izolacji DNA i może być wykonywana bezpośrednio 

z próbki środowiskowej (Francois et al. 2011).  

 Reakcja LAMP zachodzi w stałych warunkach temperaturowych, wynoszących około 

65°C, a amplifikacja zachodzi dzięki użyciu 3 par starterów: 

• F3 (Forward Primer) oraz B3 (Backward Primer) są komplementarne do zewnętrznych 

fragmentów markera; 

• FIP (Forward Inner Primer) oraz BIP (Backward Inner Primer) są komplementarne do 

dwóch odległych miejsc markera na nici sensownej i antysensownej; 

• LoopF oraz LoopB są komplementarne do regionów struktury startowej pomiędzy 

regionami F1 i F2 oraz B1 i B2. 

Schematyczny przebieg reakcji LAMP przedstawia Rysunek 2. 
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Rysunek 2. Przebieg reakcji LAMP. Schemat przygotowany z wykorzystaniem oprogramowania BioRender. 

1.4. Sekwencjonowanie markerów molekularnych 

mikroorganizmów wykorzystywane w rolnictwie 

Sekwencjonowanie materiału genetycznego mikroorganizmów patogenicznych jest 

wykorzystywane w rolnictwie najczęściej do jednoznacznej identyfikacji czynnika 

patogenicznego, powodującego straty na plantacjach. Popularyzacja tego typu metod nastąpiła 

wraz ze zautomatyzowaniem sekwencjonowania metodą Sangera. Zwykle, identyfikacja 

taksonomiczna z wykorzystaniem markerów genetycznych jest przeprowadzana po uprzednim 

pozyskaniu czystego szczepu mikroorganizmu z porażonej rośliny oraz zamplifikowaniu 

specyficznego identyfikacyjnego markera genetycznego. Następnie, tak otrzymana sekwencja 

jest porównywana z sekwencjami tego markera obecnymi w bazach bioinformatycznych, co 

pozwala na skuteczną identyfikację czynnika chorobotwórczego. Taka metoda identyfikacji 

jest bardziej skuteczna od tych opartych o cechy morfologiczne szczepu, jednak nie pozwala 

na rozpoznanie dużej części mikroorganizmów, których izolacja na podłożach 

mikrobiologicznych i hodowla w warunkach laboratoryjnych nie jest możliwa (Arbefeville, 

Harris, and Ferrieri 2017). Dlatego też, wraz z rozwojem technik pozwalających na 
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zwielokrotnienie odczytów sekwencji, techniki te są coraz chętniej wykorzystywane do analizy 

struktury mikroorganizmów w próbkach środowiskowych. Jedną z szeroko wykorzystywanych 

metod takiego sekwencjonowania, nazywanego często sekwencjonowaniem drugiej generacji, 

jest metoda Illumina SBS (ang. Sequencing-by-Synthesis), która pozwala na otrzymywanie 

setek tysięcy sekwencji markerów genetycznych w jednej reakcji i dziesiątek tysięcy sekwencji 

z jednej próbki, co pozwala, po analizach bioinformatycznych, na scharakteryzowanie całego 

mikrobiomu obecnego w danej próbce. Jednak metoda ta umożliwia odczytywanie jedynie 

relatywnie krótkich fragmentów materiału genetycznego (technicznie do 2x300 pz, w praktyce 

do 500 pz), co umożliwia sekwencjonowanie jedynie fragmentów markerów molekularnych 

(Kulski 2016; Schmidt et al. 2013) i nie pozwala na jednoznaczną identyfikację 

mikroorganizmów do poziomu gatunku. 

Ciągłe doskonalenie i rozwój technik biologii molekularnej pozwolił w ostatnim czasie 

na rozwój sekwencjonowania trzeciej generacji, do którego należą technologia Oxford 

Nanopore Technologies (ONT) (Kong et al. 2021) oraz Single Molecule, Real-Time (SMRT) 

Sequencing (Sekwencjonowanie pojedynczych cząsteczek w czasie rzeczywistym) wdrożone 

przez PacBio (Dirks and Jackson 2020). Technologie te umożliwiają odczytywanie 

wielokrotnie dłuższych sekwencji materiału genetycznego niż metody pierwszej oraz drugiej 

generacji, co pozwala na poznawanie całych sekwencji genów markerowych, a nie jedynie ich 

fragmentów, dopuszcza dokładniejszą identyfikację mikroorganizmów grzybowych oraz 

bakteryjnych obecnych w próbkach, nawet do poziomu gatunku. Co ważne, dodatkowo metoda 

PacBio HiFi Reads, która odczytuje dany łańcuch DNA wielokrotnie dzięki jego zapętleniu, 

pozwala na rozróżnianie pojedynczych SNP w sekwencji markera (Graf et al. 2021). 

Sekwencjonowanie z wykorzystaniem terminacji łańcucha 

Sekwencjonowanie metodą Sangera zostało opracowane w 1977 roku (Sanger, Nicklen, 

and Coulson 1977), a po usprawnieniach i automatyzacji jest z powodzeniem wykorzystywane 

do dzisiaj do celów taksonomicznych, filogenetycznych, diagnostycznych, czy do wykrywania 

mutacji w materiale genetycznym. Metoda ta opiera się na klasycznej metodzie PCR 

z wykorzystaniem tylko jednego startera oligonukleotydowego, a przebiega w mieszaninie 

reakcyjnej zawierającej trifosforany deoksyrybonukleozydów (dNTP) i znakowane 

fluorescencyjnie trifosforany dideoksyrybonukleozydów (ddNTP), oraz polimerazę 

umożliwiającą wykorzystanie ddNTP jako substratu reakcji, które przyłączając się do nici 

DNA, terminują powstawanie produktu. Produkty powstające w wyniku reakcji 

sekwencjonowania różnią się długością 1 pary zasad, a każdy z 4 rodzajów ddNTP jest 

wyznakowany innym fluoroforem, który posiada maksimum emisji fluorescencji przy innej 
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długości fali, co pozwala na rozpoznanie deoskyrybonukleotydu oraz na odczyt sekwencji 

markera po przeprowadzonej elektroforezie kapilarnej w środowisku denaturującego polimeru  

i wzbudzeniu laserem (Kieleczawa 2006). Oprogramowanie sekwenatora, basecaller, pozwala 

na identyfikację sygnału jako poszczególny deoskyrybonukleotyd i złożenie sekwencji 

markera. Następnie, taka nowo odczytana sekwencja może być porównania z sekwencjami 

zdeponowanymi w bazach bioinformatycznych, co pozwala na identyfikację mikroorganizmu 

(Rysunek 3). 

 

Rysunek 3. Schemat reakcji sekwencjonowania Sangera. Schemat przygotowany z wykorzystaniem 

oprogramowania BioRender. 

1.4.1. Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie poprzez syntezę  

Opracowanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania, często nazywanego 

sekwencjonowaniem następnej generacji (ang. Next-Generation Sequencing), pozwoliło na 

zwielokrotnienie zachodzących i odczytywanych reakcji sekwencjonowania w tym samym 

czasie.  Światowym liderem wykorzystującym takie podejście jest firma Illumina, która nabyła 

wraz z twórcami technologii - firmą Solexa, mechanizm sekwencjonowania poprzez syntezę 

(ang. Sequencing-by-Sythesis) w zastosowaniu zarówno całogenomowym, 

metataksonomicznym oraz metogenomowym. Technika Illumina SBS pozwala na 

odczytywanie krótkich fragmentów sekwencji DNA, co umożliwia odczyt setek tysięcy 

różnych sekwencji nukleotydowych obecnych w próbce i złożenie z fragmentów sekwencji 
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całego genomu, bądź scharakteryzowanie metataksonomiczne całego mikrobiomu, bądź 

mykobiomu. 

 

Rysunek 4. Schematyczny przebieg sekwencjonowania metataksonomicznego Illumina MiSeq SBS. Schemat 

przygotowany z wykorzystaniem oprogramowania BioRender. 

W podejściu metataksonomicznym Illumina SBS do sekwencjonowania możemy 

wyróżnić 4 główne etapy (Rysunek 4): 

• przygotowanie bibliotek poprzez amplifikację markera (dla mikroorganizmów 

grzybowych zwykle jest to region ITS1 bądź ITS2) z użyciem primerów zawierających 

fragment typu overhang - syntetycznego DNA tworzącego fragment komplementarny 

do sekwencji starterów indeksujących w kolejnym etapie oraz indeksowanie markera, 

które polega na przyłączeniu adapterów komplementarnych zarówno do uzyskanego 

w amplikonu, jak i do oligonukleotydów obecnych na komórce przepływowej (ang. 

flowcell), na której zachodzi reakcja sekwencjonowania;  

• amplifikacja mostkowa na komórce przepływowej; 

• sekwencjonowanie bibliotek; 

• odczyt sekwencji oraz analiza bioinformatyczna.  

Nieodłącznym, niezwykle istotnym elementem sekwencjonowania 

metataksonomicznego jest odpowiednia obróbka otrzymanych danych, dalsza analiza 

bioinformatyczna oraz wizualizacja wyników. 
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1.4.2. Wybrane metody bioinformatyczne wykorzystywane 

w analizie danych sekwencjonowania wysokoprzepustowego 

Bioinformatyka jest interdyscyplinarną dziedziną nauki, wykorzystującą metody 

informatyczne potrzebne do zrozumienia obszernych danych biologicznych. Wykorzystywanie 

technik biologii molekularnej, a w szczególności technik sekwencjonowania drugiej oraz 

trzeciej generacji sprawiło, że wykorzystywanie oraz opracowywanie metod 

bioinformatycznych stało się nieodzownym elementem analizy danych. W toku analizy 

wyników sekwencjonowania metaksonomicznego, często wykorzystywanym sposobem jest 

opracowywanie niestandardowych potoków danych bioinformatycznych, wykorzystujących 

ogólnodostępne narzędzia bioinformatyczne na licencji GNU (ang. General Public License, 

pol. Powszechna Licencja Publiczna). Co warto zauważyć, analiza danych bioinformatycznych, 

która jest opracowywana dla każdego typu próbek indywidualnie, pozwala na bardziej 

szczegółowe opracowanie wyników. 

1.4.2.1. Wstępna obróbka i przygotowanie danych  

W wyniku sekwencjonowania metataksonomicznego metodą Illumina SBS 

otrzymywane są surowe sekwencje fragmentu markerowego wszystkich organizmów obecnych 

w próbce. Sekwencje te, w kolejnych etapach analizy bioinformatycznej, należy poddać 

odpowiednim obróbkom, aby wynik analizy był miarodajny. W analizach bioinformatycznych 

wyników sekwencjonowania metataksonomicznego najczęściej wykorzystywane są komputery 

o wysokiej wydajności z powłoką uniksową Linux (Bash) oraz środowiska bioinformatyczne 

QIIME2 (Bolyen et al. 2019), bądź mothur (Schloss et al. 2009). Wstępna obróbka danych 

sekwencjonowania markerów grzybowych może być podzielona na następujące etapy (na 

podstawie środowiska QIIME2 oraz analizy przeprowadzonej w ramach niniejszej rozprawy 

doktorskiej): 

• import surowych danych do środowiska bioinformatycznego 

• usunięcie sekwencji starterów  

• usuwanie błędów sekwenatora, usuwanie sekwencji chimerowych 

• łączenie sekwencji forward oraz reverse  

• przyporządkowanie wariantów sekwencji amplikonu (ang. Amplicon Sequence 

Variant, ASV) lub operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU) 

• tworzenie drzewa filogenetycznego (niepolecane przy sekwencjonowaniu markera ITS, 

jako że charakteryzuje się różną długością tego fragmentu u różnych mikroorganizmów 

grzybowych) (Bellemain et al. 2010) 
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• identyfikacja taksonomiczna sekwencji. 

W wyniku tak przeprowadzonej obróbki danych, otrzymuje się tabelę z ilością 

odczytów danego ASV/OTU w poszczególnych próbkach oraz tabelę przyporządkowującą 

identyfikator ASV/OTU do taksonomii, które wykorzystuje się wraz z tabelą z metadanymi 

w dalszej analizie wyników. 

Taką dalszą analizę i wstępną wizualizację wyników sekwencjonowania można 

przeprowadzić w środowisku QIIME2, które pozwala np. na przedstawienie składu 

mikrobiomu za pomocą wykresów słupkowych, analizę α oraz β różnorodności, czy badanie 

zróżnicowania liczebności przy użyciu metody statystycznej ANCOM (Mandal et al. 2015) 

(ang. analysis of composition of microbiomes, pol. analiza składu mikrobiomu). 

Drugim najbardziej popularnym sposobem na analizę wyników jest wykorzystanie 

języka programistycznego R (R Core Team 2021), które pozwala na większą elastyczność oraz 

dodatkowe analizy statystyczne. R jest środowiskiem wolnego oprogramowania typu open-

source, dostępnym na licencji GNU GPL, znajdujących zastosowanie między innymi 

w bioinformatyce. Użytkownicy tego języka mogą tworzyć własne, ogólnodostępne pakiety, 

które rozszerzają jego funkcje i ułatwiają analizy w konkretnych tematykach. Jego 

zastosowanie w bioinformatyce zostało spopularyzowane dzięki stworzeniu przez Roberta 

Gentlemana otwartego repozytorium Bioconductor (Gentleman et al. 2004), zbierającego 

pakiety bioinformatyczne. Schematyczny przebieg przygotowania danych sekwencjonowania 

metataksonomicznego oraz ich analizy został przedstawiony na Rysunku 5. 
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Rysunek 5. Schematyczny przebieg analizy danych sekwencjonowania metataksonomicznego, przygotowany na 

podstawie analiz przeprowadzonych w niniejszej rozprawie. Kolorem fioletowym przedstawiono etapy 

przeprowadzone w środowisku Qiime2, a kolorem zielonym etapy przeprowadzone w RStudio. Schemat 

przygotowano w programie BioRender. 

1.4.2.2. Analiza wyników sekwencjonowania w języku R 

Najczęściej stosowanym przez naukowców narzędziem wykorzystywanym do metod 

analizy danych sekwencjonowania metataksonomicznego przy pomocy języka R jest pakiet 

phyloseq (McMurdie and Holmes 2013). Biblioteka ta jest narzędziem pozwalającym na 

importowanie, przechowywanie, analizowanie i graficzne wyświetlanie skomplikowanych 

danych sekwencjonowania, które zostały już pogrupowane w ASV/OTU. Pakiet ten umożliwia 

importowanie danych pochodzących z wielu popularnych środowisk i potoków 

bioinformatycznych (np. QIIME2, mothur), przeprowadzenie aż 44 analiz podobieństwa 

i odległości (np. UniFrac, Jensen-Shannon), jak też wykorzystanie pakietu ggplot2 (Wickham 

2008) w wizualizacji wykresów przedstawiających skład mikrobiomu. Co ważne, dane są 

importowane do środowiska R, a następnie tworzony jest obiekt phyloseq, scalający tabelę 

z metadanymi, tabelę z odczytami danego ASV/OTU w poszczególnych próbkach, tabelę 

przyporządkowującą ASV/OTU do taksonomii, istnieje również możliwość dołączenia 

odczytów sekwencji markerowych oraz drzewa filogenetycznego. 
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1.4.2.3. Krzywa rozrzedzenia 

Krzywa rozrzedzenia (rarefakcji) została opracowana w 1968 roku (Sanders 1968) do 

określenia bogactwa gatunkowego mikroorganizmów w próbkach, jednak obecnie również jest 

często wykorzystywana w celu weryfikacji, czy proces sekwencjonowania przebiegł pomyślnie 

i faktyczna różnorodność mikroorganizmów w wystarczającym stopniu została pokryta ilością 

odczytów sekwencji markerowych. Krzywa ta w takich zastosowaniach jest wykresem liczby 

ASV/OTU w funkcji liczby próbek. Krzywe rarefakcji na ogół szybko wzrastają na początku, 

gdy znajdowane są najczęstsze taksony i osiągają plateau kiedy jedynie najrzadsze taksony 

pozostają w próbkach. W przypadku wypłaszczenia wykresów (osiągnięcia plateau) dla każdej 

z analizowanych próbek, przyjmuje się, że sekwencjonowanie przebiegło pomyślnie (Heck, 

van Belle, and Simberloff 1975; McMurdie and Holmes 2014). 

Biblioteką języka R, która może być wykorzystana do wizualizacji krzywych 

rarefakacji jest ‘vegan’ (https://github.com/vegandevs/vegan) z poleceniem rarecurve. 

Ogólny skład taksonomiczny mikroorganizmów 

Jedną z podstawowych analiz i sposobów wizualizacji wyników sekwencjonowania 

metataksonomicznego jest przedstawienie struktury zidentyfikowanych mikroorganizmów za 

pomocą wykresów słupkowych. Taki sposób przedstawienia wyników pozwala na wstępne 

zapoznanie się ze składem taksonomicznym mikroorganizmów, jednak należy pamiętać, że 

wykresy słupkowe mają ograniczoną czytelność w przypadku przedstawienia mikrobiomu 

składającego się z więcej niż kilku różnych taksonów. Z tego powodu, wykresy takie dla 

bogatych w mikroorganizmy próbek środowiskowych gleby czy roślin (zawierających 

w swoim składzie kilkadziesiąt, a nawet kilkaset różnych taksonów) będą czytelne jedynie 

w przypadku przedstawienia wyników wysokich poziomów taksonomicznych - tj. dla typów 

bądź klas. Można również przedstawić za pomocą wykresów słupkowych jedynie pewną część 

(zwykle najbardziej liczną) niższych taksonów w celu zwiększenia czytelności tak 

przygotowanych wykresów.  

Bibliotekami języka R, które mogą być użyte do tego celu są np. ‘MicrobiotaProcess’ 

(S. Xu and Yu 2022) z poleceniem ggbartax, bądź biblioteka ‘phyloseq’ (McMurdie and 

Holmes 2013) i polecenie plot_bar. 

 Innym sposobem przedstawienia składu mikrobioty, jest wykres cieplny 

(ang. heatmap), w którym to kolory komórek w macierzy odpowiadają liczebności 

poszczególnego taksonu w danej próbce. Taki sposób przedstawienia liczebności 

mikroorganizmów nie zmniejsza poważnie czytelności wyników, jak ma to miejsce 
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w przypadku wykresów słupkowych. Biblioteką, która wykorzystuje obiekt phyloseq do 

utworzenia mapy cieplnej jest np. pakiet microbiome z poleceniem heat. 

1.4.2.4. Alfa różnorodność 

W ekologii, alfa różnorodność charakteryzuje różnorodność gatunków w skali lokalnej. 

Termin ten został zaproponowany przez Whittakera (Whittaker 1972), a Magurran (Magurran 

1988) podzieliła miary różnorodności na trzy kategorie: wskaźniki bogactwa gatunkowego; 

wskaźniki oparte na proporcjonalnej liczebności gatunków, które można podzielić w zależności 

od tego, czy większy wpływ mają na nie zmiany parzystości czy dominacji; oraz modele 

liczebności gatunków. Najczęściej wykorzystywanymi wskaźnikami alfa różnorodności 

w badaniach mikrobiomu są: 

• bogactwo gatunków (ang. species richness, S) – liczba taksonów występujących 

w próbce, która nie bierze pod uwagę liczebności poszczególnych taksonów; 

• indeks Shannona-Weinera (H’) (Shannon 1948) - miara ilości informacji (entropii) 

w systemie, wyrażona w ujemnej sumie liczebności każdego ASV/OTU pomnożonej 

przez logarytm jego proporcjonalnej liczebności; nadaje większą wagę taksonom 

rzadkim niż pospolitym; 

• indeks Simpsona (D) (Simpson 1949) - prawdopodobieństwo, że dwa dowolne osobniki 

wylosowane z nieskończenie dużego zbiorowiska należą do różnych gatunków; jest 

silnie ukierunkowany na najliczniejsze gatunki występujące w próbce; 

• odwrotny indeks Simpsona (1/D) - jest to efektywna liczba rodzajów, którą otrzymuje 

się, gdy ważona średnia arytmetyczna jest stosowana do ilościowego określenia średniej 

proporcjonalnej obfitości rodzajów w określonym zbiorze danych; 

• współczynnik Giniego - prawdopodobieństwo spotkania międzygatunkowego, 

tj. prawdopodobieństwo, że dwie jednostki reprezentują różne rodzaje; 

• Chao1 (Colwell and Coddington 1994) - nieparametryczny asymptotyczny estymator 

bogactwa gatunkowego (liczby gatunków w populacji); 

• efektywna liczba gatunków (ang. effective numer of species) (Jost et al. 2010) - odnosi 

się do liczby jednakowo obfitych gatunków potrzebnych do tego, aby średnia 

proporcjonalna obfitość gatunków była równa tej obserwowanej w zbiorze danych 

będącym przedmiotem zainteresowania (gdzie wszystkie typy mogą nie być jednakowo 

obfite). 
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Pakietem języka R, który pozwala na obliczenie alfa różnorodności próbek jest 

phyloseq z poleceniem estimate.richness, które tworzy tabelę z indeksami alfa różnorodności, 

bądź plot_richness, które rysuje wykresy z podziałem na grupy. 

1.4.2.5. Beta różnorodność 

Beta różnorodność to termin wprowadzony przez Whittakera (Whittaker 1972) i wyraża 

stosunek pomiędzy regionalną a lokalną różnorodnością gatunków. Do obliczenia macierzy 

dystansów pomiędzy próbkami, najczęściej wykorzystywanymi metodami w badaniach 

mikrobiologicznych są: 

• Bray-Curtis (Bray and Curtis 1957) - statystyka stosowana do ilościowego określenia 

zróżnicowania składu mikroorganizmów pomiędzy dwoma różnymi miejscami, oparta 

na sumach w każdym z tych miejsc; 

• ważony dystans UniFrac (Lozupone and Knight 2005) - wykorzystuje drzewo 

filogenetyczne do obliczenia dystansu pomiędzy próbkami, jest metodą ilościową; 

• nieważony dystans UniFrac - od ważonego dystansu UniFrac różni się faktem, że jest 

metodą jakościową; 

• indeks Jaccarda (współczynnik podobieństwa Jaccarda) - mierzy podobieństwo 

pomiędzy skończonymi zbiorami próbek i jest zdefiniowany jako liczba wspólnych 

gatunków podzielona przez wielkość wszystkich gatunków; przyjmuje wartości od 0 do 

1 - im bliżej 0, tym zbiory są od siebie bardziej różne. 

Biblioteką języka R, która używa obiektu phyloseq do obliczenia dystansów pomiędzy 

próbkami jest np. phyloseq z poleceniem ordinate. 

Kolejnym etapem analizy jest wizualizacja wyników w dwóch lub w trzech wymiarach 

za pomocą metod ordynacji, takich jak: 

• MDS/PCoA (skalowanie wielowymiarowe/analiza głównych współrzędnych) (Ter 

Braak and Prentice 1988); 

• NMDS (niemetryczne skalowanie wielowymiarowe) (Ter Braak and Prentice 1988). 

Metody te pozwalają na sprowadzenie skomplikowanych zależności pomiędzy 

próbkami do mniejszej liczby wymiarów, co znacznie ułatwia interpretację wyników. Próbki 

mogą skupiać się w widoczne na wykresie grupy, kiedy istnieje ukryta zmienna kategoryczna. 

Klastry mogą prowadzić do uproszczenia danych, ale również mogą pojawiać się w wyniku 

obecności artefaktów, co jest niepożądanym zjawiskiem.  

Wykresy PCoA są możliwe do wizualizacji np. za pomocą funkcji plot_ordination 

z pakietu phyloseq. 
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W następnym kroku przeprowadza się analizę statystyczną PERMANOVA, która 

testuje grupy pod względem lokalizacji centroidu. Jeśli wartość p jest mniejsza od 0,05, 

możemy wnioskować, że zmienność wewnętrzna grup próbek jest niższa niż zmienność próbek 

pomiędzy dwoma grupami.  

1.4.2.6. Predykcja poziomów troficznych mikroorganizmów 

grzybowych 

Sekwencjonowanie metataksonomiczne pozwala na poznanie struktury niemal 

wszystkich mikroorganizmów obecnych w danej próbce, jednak naukowcy spotykają trudności 

w podzieleniu dziesiątek tysięcy zidentyfikowanych mikroorganizmów na grupy o znaczeniu 

ekologicznym. Pojęcie grupy funkcjonalnej w ekologii zostało zaproponowane w 1902 roku 

(Schimper and Franz 1902) i oznacza grupę gatunków, spokrewnionych bądź nie, 

wykorzystujących w podobny sposób tę samą klasę zasobów środowiskowych (Root 1967). 

Grupowanie mikroorganizmów w grupy troficzne pozwala na porównywanie środowisk nawet 

w przypadku, kiedy konkretne taksony nie pokrywają się pomiędzy tymi środowiskami.  

Narzędziem, które pozwala na przyporządkowanie mikroorganizmów do konkretnych 

poziomów troficznych w zautomatyzowany sposób jest FUNGuild (Nguyen et al. 2016), gdzie 

mikroorganizmy grzybowe są podzielone na 3 grupy: 

• patotrofy - otrzymujące składniki odżywcze dzięki uszkadzaniu komórek gospodarza 

(w tym również fagotrofy); 

• symbiotrofy - otrzymujące składniki odżywcze poprzez wymianę zasobów 

z komórkami gospodarza; 

• saprotrofy - otrzymujące składniki odżywcze poprzez rozkładanie martwych komórek 

gospodarza. 

Po przyporządkowaniu mikroorganizmów grzybowych do odpowiednich grup 

troficznych, możliwe są dalsze analizy statystyczne, które pozwalają na zweryfikowanie, czy 

występują istotne różnice w strukturze grup troficznych pomiędzy grupami próbek. 

1.4.2.7. Mikroorganizmy rdzeniowe 

Z dużą dozą pewności można stwierdzić, że mikroorganizmy, które są obecne w każdej 

próbce należącej do danej grupy próbek, analizowanych w doświadczeniu, pełnią ważną rolę 

w funkcjonowaniu danej grupy. Dlatego też, analizą często wykorzystywaną 

w sekwencjonowaniu danych metataksonomicznych jest określenie mikroorganizmów 

rdzeniowych w obrębie danej grupy próbek (Neu, Allen, and Roy 2021).  
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Wyłonienie mikroorganizmów rdzeniowych może być przeprowadzone na trzy 

sposoby: 

• jedynie na podstawie występowania danego taksonu w próbkach w obrębie danej grupy; 

• na podstawie jedynie względnej liczebności danego mikroorganizmu - mikroorganizmy 

najczęściej występujące w danej grupie próbek; 

• na podstawie zarówno występowania oraz liczebności mikroorganizmu w próbkach 

należących do danej grupy - na początek ustala się minimalną względną liczebność, 

którą muszą spełniać mikroorganizmy, a następnie procent próbek, w których powinny 

występować; to podejście jest najbardziej konserwatywne. 

W tych analizach nie należy bagatelizować wagi głębokości przeprowadzonego 

sekwencjonowania (ilości sekwencji odczytanych z jednej próbki). Wiele badań, 

wykorzystujących głębokie sekwencjonowanie uwypukliło obecność rzadkich 

mikroorganizmów, które nie były wykryte podczas płytszego sekwencjonowania (Sogin et al. 

2006; Gibbons et al. 2013). Dlatego też, należy pamiętać o tym, że maksymalizowanie 

głębokości sekwencjonowania jest ważnym aspektem w przypadku, kiedy zależy nam na 

określeniu mikroorganizmów rdzeniowych w danym środowisku. 

1.4.2.8. Mikroorganizmy o zróżnicowanej obfitości 

Innym z zadań podczas analiz metataksonomicznych może być określenie taksonów, 

których liczebność pomiędzy grupami różni się istotnie statystycznie. Taka analiza może być 

przeprowadzona na dowolnym poziomie identyfikacji taksonomicznej i pozwala na wyłonienie 

biomarkerów. Do tej pory zostało zaproponowanych wiele podejść do wyłonienia 

mikroorganizmów różnicujących, jednak wciąż nie ma konsensusu, który sposób jest 

najskuteczniejszy. Pakietami R, które mogą być wykorzystywane do takich analiz są, m.in.: 

• ALDEx2 (ang. Analysis Of Differential Abundance Taking Sample Variation Into 

Account, pol. Analiza obfitości różnicowej z uwzględnieniem zmienności próbki) 

(Fernandes et al. 2013, 2014); 

• Limma-Voom (Law et al. 2014; Ritchie et al. 2015); 

• MaSLin2 (ang. Multivariable Association Discovery in Population-scale Meta-omics 

Studies, pol. Wielozmiennowe odkrywanie asocjacji w badaniach meta-omicznych 

w skali populacyjnej) (Mallick et al. 2021); 

• edgeR (ang. Empirical Analysis of Digital Gene Expression Data in R, pol. Empiryczna 

analiza cyfrowych danych o ekspresji genów w R) (Robinson, McCarthy, and Smyth 

2009); 
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• ANCOM-BC (ang. Analysis of compositions of microbiomes with bias correction, pol. 

Analiza składu mikrobiomu z korektą błędu systematycznego) (Lin and Peddada 2020); 

• DESeq2 (ang. Differential gene expression analysis based on the negative binomial 

distribution, pol. Analiza różnicowej ekspresji genów w oparciu o negatywny rozkład 

dwumianowy) (Love, Huber, and Anders 2014). 

• Duża część metod statystycznych wykorzystywana do wyłonienia mikroorganizmów 

zróżnicowanych liczebnością była początkowo zaproponowana do analizy danych 

sekwencjonowania RNA i wyłonienia różnicującej ekspresji genów. Jednak zarówno 

metody opracowane specjalnie do danych mikrobiologicznych, jak i te opracowane dla 

danych z RNA-seq mogą być z powodzeniem wykorzystywane do wyszukiwania 

mikroorganizmów różniących się licznością. 
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2. Hipotezy badawcze oraz cel rozprawy doktorskiej  
 

Hipotezy badawcze 

1. Wykorzystanie techniki biologii molekularnej – real-time PCR pozwala na opracowanie 

skutecznych metod detekcji patogenów grzybowych należących do rodzajów: Botrytis, 

Colletotrichum i Verticillium, będących kluczowymi patogenami upraw truskawek.  

2. Możliwe jest opracowanie metody potrójnej detekcji real-time PCR, pozwalającej na 

wykrywanie trzech patogenów truskawek z rodzajów Botrytis, Colletotrichum 

oraz  Verticillium w tym samym czasie w jednej mieszaninie reakcyjnej. 

3. Wykorzystanie techniki biologii molekularnej – LAMP pozwala na opracowanie 

skutecznych metod detekcji grzybopodobnych lęgniowców: Phytophthora spp. oraz 

Phytophthora cactorum, które należą do kluczowych patogenów upraw truskawek.  

4. Wykorzystanie wysokoprzepustowej metody sekwencjonowania metodą Illumina 

MiSeq pozwoli na detekcję kluczowych patogenów grzybowych znajdujących się 

na ekologicznych plantacjach truskawek. 

5. Na ekologicznych plantacjach truskawek występuje zróżnicowanie pomiędzy 

mykobiomem gleby i rośliny plantacji zdrowych oraz chorych. 

6. Alfa-różnorodność porażonych roślin truskawki jest istotnie niższa niż alfa-

różnorodność roślin zdrowych. 

7. Rośliny truskawki z widocznymi objawami choroby różnią się ogólnym składem 

mikobiomu od zdrowych truskawek, a głównymi czynnikami są grzyby należące do 

trybu troficznego patotrofów. 
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Cel rozprawy doktorskiej 

Głównym celem badawczym rozprawy doktorskiej jest opracowanie molekularnych 

metod detekcji czterech fitopatogenicznych grzybów i grzybopodobnych lęgniowców, 

występujących na ekologicznych plantacjach truskawek. 

 

 

 

Cele szczegółowe rozprawy doktorskiej obejmują: 

1. Opracowanie metody wielokrotnej reakcji łańcuchowej polimerazy z detekcją w czasie 

rzeczywistym (multiplex real-time PCR) do wykrywania grzybów z rodzaju: Botrytis, 

Colletotrichum i Verticillium;  

2. Opracowanie metody izotermicznej amplifikacji wykorzystującej zapętlanie (LAMP) 

do detekcji patogenów Phytophthora spp. i Phytophthora cactorum; 

3. Charakterystykę zbiorowisk grzybów, występujących na ekologicznych plantacjach 

truskawek, w tym określenie zróżnicowania mykobiomu gleby, ryzosfery, części 

nadziemnych i korzeni roślin, plantacji zdrowych oraz z objawami chorobowymi, 

z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania technologią Illumina 

SBS za pomocą aparatu MiSeq, 
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3. Omówienie wyników publikacji oraz badań uzupełniających 
 

W publikacjach P1, P2, P3 oraz materiałach uzupełniających P4 podjęto próbę 

scharakteryzowania głównych fitopatogenów grzybowych oraz grzybopodobnych, jak również 

zebrania informacji dotyczących opracowanych do tej pory oraz obecnych w międzynarodowej 

literaturze naukowej metod molekularnej detekcji (PCR, real-time PCR, LAMP) kluczowych 

patogenów grzybowych oraz grzybopodobnych (Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, 

Verticillium spp. oraz Phytophthora spp.), które powodują największe straty na plantacjach 

ekologicznych truskawek. Na podstawie tego zestawienia wyselekcjonowano do opracowania 

w dalszych etapach prac dwie metody detekcji - real-time PCR oraz LAMP, do których 

opracowano sekwencje starterowe, stężenia składników mieszanin reakcyjnych oraz profile 

temperaturowe, pozwalające na skuteczną detekcję głównych fitopatogenów, występujących 

na polskich plantacjach truskawek. Metody te opracowano w taki sposób, aby była możliwa 

jednoczesna detekcja 3 patogenów: Botrytis spp., Colletotrichum spp., oraz Verticillium spp. 

w jednej mieszaninie reakcyjnej w tym samym czasie za pomocą metody real-time PCR 

z próbek środowiskowych. Dodatkowo, metoda LAMP została zoptymalizowana w taki 

sposób, aby możliwe było jej wykorzystanie w prostym termobloku oraz z barwnikiem 

pozwalającym na interpretację wyników bez użycia specjalistycznego sprzętu, czyli ‘gołym 

okiem’. 

Ważnym aspektem niniejszej pracy było również scharakteryzowanie mykobiomu 4 typów 

próbek (gleba, gleba ryzosferowa, korzeń, części nadziemne roślin) oraz określenie kluczowych 

różnic w ich strukturze pomiędzy plantacjami zdrowymi oraz z widocznymi objawami chorób, 

przy wykorzystaniu metody sekwencjonowania amplikonów Illumina SBS oraz analiz 

bioinformatycznych z wykorzystaniem środowiska QIIME2 oraz za pomocą skryptów 

bioinformatycznych, napisanych w języku R. 

 

3.1. Publikacja P.1 (Alternative Molecular-Based Diagnostic 

Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops—A 

Review) 

Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Frąc M., (2019). Alternative Molecular-Based 

Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops—A Review. Molecules 

24, 1200 
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Celem pierwszej publikacji przeglądowej było szczegółowe zebranie i podsumowanie 

wyników dotychczas przeprowadzonych na świecie badań dotyczących charakterystyki, 

występowania, właściwości, zagrożenia dla rolnictwa ekologicznego oraz opracowanych 

metod wykrywania kluczowych grzybowych i grzybopodobnych patogenów, atakujących 

plantacje owoców miękkich, głównie truskawek, należących do rodzaju Botrytis, 

Colletotrichum, Verticillium oraz Phytophthora. Szczegółowy przegląd literatury w zakresie 

molekularnych metod detekcji wymienionych organizmów patogenicznych dotyczył technik:  

• PCR, 

• real-time PCR, 

• multiplex real-time PCR, 

• LAMP, 

• dodatkowo, zebrano również informacje dotyczące liczby zsekwencjonowanych całych 

genomów poszczególnych patogenów, należących do opisywanych rodzajów (na rok 

2019). 

 Popularność rolnictwa ekologicznego na świecie nieustannie rośnie, a niemal jedna 

czwarta światowej powierzchni wykorzystywanej w tym celu, należy do centralnej części 

Europy. Co warto również zaznaczyć, Europa produkuje połowę światowej produkcji 

truskawek, jagód oraz malin. W 2016 roku, niemal 20% owoców miękkich było produkowane 

metodą ekologiczną, a rynek rolnictwa ekologicznego również nieustannie wzrasta w ostatnich 

latach. Polska, wraz z Węgrami, posiadają relatywnie niewielkie rynki, jednak charakteryzują 

się dużą produkcją żywności ekologicznej, co czyni je ważnymi eksporterami. 

 Uprawy roślinne, a szczególnie te, na których stosowana jest uprawa ekologiczna, są 

szczególnie narażone na patogeniczne mikroorganizmy, z powodu ograniczenia stosowania na 

nich chemicznych środków ochrony roślin. Co więcej, Europa Centralna charakteryzuje się 

ciepłym i wilgotnym klimatem, a owoce miękkie, takie jak truskawki posiadają cienką ścianę 

komórkową oraz wzrastają w bliskiej odległości od gleby, która często jest siedliskiem 

chorobotwórczych mikroorganizmów. Te wszystkie fakty sprawiają, że zagrożenie upraw 

ekologicznych owoców miękkich, a szczególnie truskawek, zlokalizowanych w Europie, 

spowodowanych przez fitopatogeny jest realnym problemem, poważnie obniżającym plony 

oraz jakość płodów rolnych.  

 Najczęstszymi mikroorganizmami patogenicznymi, powodującymi straty w uprawach 

truskawki są grzyby - Verticillium spp., Botrytis cinerea oraz Colletotrichum acutatum oraz 

grzybopodobne lęgniowce Phytophthora spp.  
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Różne fitopatogeniczne gatunki grzybów należące do rodzaju Verticillium nie są 

specyficzne dla roślinnego gospodarza, powodując chorobę zwaną werticiliozą (ang. 

Verticillium Wilt). Jej objawy różnią się pomiędzy roślinami-gospodarzami, co utrudnia 

identyfikację czynnika chorobotwórczego sposobami klasycznymi. Mikroorganizm jest 

z łatwością przenoszony z zakażonym materiałem roślinnym, glebę oraz narzędzia, a w glebie 

potrafi przetrwać nawet ponad 25 lat. Patogen degraduje ściany komórkowe gospodarza, 

wykorzystując do tego celu wiele różnych enzymów, które produkuje, a jednym z nich jest 

poligalakturonaza, której wielkość produkcji jest związany ze stopniem patogenności grzyba. 

Najskuteczniejszym sposobem zwalczania choroby jest eliminacja zakażonych roślin z pola, 

dlatego szybka i skuteczna identyfikacja patogenu jest niezbędna w celu uzyskania plonów 

o satysfakcjonującej jakości. 

 Botrytis cinerea, powodujący szarą pleśń, atakuje nie tylko truskawki i maliny, ale 

również ponad 500 różnych gatunków roślin, co czyni ją drugim najpoważniejszym patogenem 

w biologii molekularnej w 2012 roku. Co ważne, grzyb może rozprzestrzeniać się na owocach 

w temperaturach poniżej zera, co jest poważnym problemem przechowywania chłodniczego. 

Zakażenie plantacji bądź plonów patogenem może pozostać bezobjawowe, aż do pojawienia 

się odpowiednich warunków środowiskowych, sprzyjających rozwojowi grzyba, co 

szczególnie utrudnia zabiegi zapobiegawcze. 

 Colletotrichum acutatum powoduje chorobę zwaną antraknozą, która może powodować 

straty plonów nawet do 100%. Rozprzestrzenianie się konidiów w uprawie może sięgać nawet 

niemal 2 metrów, co jest możliwe dzięki rozchlapywaniu wody, a sprawia, że choroba szybko 

dotyczy całej plantacji. Grzyb jest zdolny do zimowania w glebie przez co najmniej dwa sezony 

z temperaturą plasującą się poniżej 0°C, co umożliwia rozwinięcie się choroby w uprawie 

nawet w kolejnych latach po jej wykryciu. 

 Lęgniowce z rodzaju Phytophthora atakują truskawki, powodując skórzastą zgniliznę 

oraz zgniliznę korony truskawki. Objawy choroby na roślinach są często mylone z tymi 

powodowanymi przez Colletotrichum acutatum oraz Verticillium dahliae, co utrudnia 

skuteczną identyfikację patogenu. Podczas izolacji czystych szczepów ze środowiska, używa 

się dodatku antybiotyku do podłoża, aby zahamować wzrost bakterii konkurujących 

o substancje odżywcze.  

W pracy omówiono oraz wymieniono wyzwania stojące przed metodami detekcji 

patogenów, które są wykorzystywane w rolnictwie. Klasyczne metody identyfikacji 

mikroorganizmów chorobotwórczych są czasochłonne i niejednokrotnie niejednoznacznie 

identyfikują czynnik chorobotwórczy, dlatego coraz szerzej wykorzystywane do tego celu są 
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metody molekularne, takie jak omówione w niniejszej pracy PCR, real-time PCR, multiplex 

real-time PCR oraz LAMP. 

W niniejszej pracy zebrano informacje dotyczące molekularnych metod detekcji oraz 

dotychczas wykorzystywanych markerów molekularnych, które zostały do tej pory 

zastosowane w metodach PCR, real-time PCR, multiplex real-time PCR oraz LAMP, ich zalet 

w wykorzystywaniu w rolnictwie oraz ograniczeń. 

 

3.2. Publikacja P.2 (Triplex Real-Time PCR Approach for the 

Detection of Crucial Fungal Berry Pathogens—Botrytis spp., 

Colletotrichum spp. and Verticillium spp..) 

Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Frąc M., (2020). Triplex Real-Time PCR 

Approach for the Detection of Crucial Fungal Berry Pathogens—Botrytis spp., 

Colletotrichum spp. and Verticillium spp.. International Journal of Molecular Sciences 21, 

8469 

 

Celem przeprowadzonych i opisanych w publikacji P.2 badań, było opracowanie metody 

real-time PCR do wykrywania fitopatogenicznych grzybów Botrytis spp, Colletotrichum spp. 

oraz Verticillium spp. z wykorzystaniem nowo zaprojektowanych uniwersalnych starterów 

amplifikujących różne fragmenty rDNA - regionu D2 dużej podjednostki rybosomalnego DNA. 

Dodatkowym celem było również zaprojektowanie trzech multipleksowalnych sond 

hydrolizujących typu TaqMan, specyficznych dla wybranych grzybów w tym regionie oraz 

przetestowanie opracowanej metody na próbkach środowiskowych. 

W publikacji P.2 przedstawiono wyniki przeprowadzonej w trakcie badań izolacji czystych 

szczepów patogenów grzybowych oraz grzybopodobnych z ekologicznych plantacji truskawek, 

z wykorzystaniem szeregu metod mikrobiologicznych.  

3.2.1. Mikroorganizmy fitopatogeniczne 

Pierwszy etap badan obejmował izolację patogenicznych szczepów grzybowych oraz 

grzybopodobnych z ekologicznych plantacji truskawek. Izolacja fitopatogenów została 

przeprowadzona na podłoże PDA, a fragmenty porażonych korzeni oraz liści były inkubowane 

w 22°C przez 10 dni. Identyfikacja mikroorganizmów została przeprowadzona za pomocą 

sekwencjonowania markera D2LSU, po izolacji materiału genetycznego zestawem PrepMan 

Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Wykazano, że patogeny należące do rodzajów Botrytis, Colletotrichum, 
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Verticillium oraz Phytophthora tworzyły grupę 44% rodzajów mikroorganizmów grzybów oraz 

lęgniowców, wyizolowanych z symptomatycznych roślin truskawek z plantacji ekologicznych. 

Pozostałe zidentyfikowane mikroorganizmy należały do rodzajów: Alternaria (9%),  Fusarium 

(8%), Pilidium (6%), Mucor (5%), Phialophora (4%), Gnomoniopsis (3%), Pestalotiopsis 

(3%), Cladosporium (2%), Phoma (2%), Mycosphaerella (2%) oraz do innych rodzajów (12%).   

3.2.2. Opracowanie sekwencji starterów oraz sond molekularnych 

Na potrzeby zaprojektowania sekwencji starterów oraz sond molekularnych, użyto 

odczytanych sekwencji D2LSU rDNA 38 patogenów, należących do rodzajów Botrytis, 

Colletotrichum oraz Verticillium. Startery zaprojektowano w taki sposób, aby były 

komplementarne do sekwencji wszystkich trzech patogenów, natomiast 3 różne sondy 

molekularne były specyficzne do każdego z patogenów indywidualnie, zapewniając możliwość 

wykorzystania sond w reakcji typu multipleks. 

W celu walidacji specyficzności reakcji, każda z sond została przetestowana na pozostałych 

dwóch patogenach, gdzie nie uzyskano amplifikacji, co potwierdza specyficzną hybrydyzację 

sond jedynie do zaplanowanych celów detekcji. 

3.2.3. Określenie limitu detekcji reakcji 

Publikacja obejmuje również określenie czułości metody w oparciu o czyste szczepy 

grzybów. W tym celu przygotowano DNA wyizolowane z czystych szczepów fitopatogenów 

o stężeniu 5 pg/µL, które następnie zostało seryjnie rozcieńczane dwukrotnie, aż do stężenia 

39 fg/µL. Reakcje były powtarzane trzykrotnie, wraz z negatywną próbą, do której zamiast 

rozcieńczeń DNA użyto wody wolnej od nukleaz. Czułość opracowanych metod detekcji 

została ustalona na poziomie 39 fg/µL dla grzybów Botrytis spp. oraz Verticillium spp., 

natomiast dla grzyba Colletotrichum spp. wynosiła 156 fg/µL. 

3.2.4. Detekcja w sztucznie kontaminowanych próbkach 

Opracowaną reakcję przetestowano na sztucznie zakażanych próbkach gleby oraz 

owoców truskawki. W tym celu zostały przygotowane wodne roztwory zarodników grzybów 

w ilości 10000, 5000, 1000 oraz 500 na 1 ml wody, które zostały dodane do 1 grama gleby, 

a DNA zostało wyizolowane po 24 oraz 48 godzinach. Natomiast 1 gram owoców truskawki 

został zakażony 1 ml wody, zawierającej 100000, 10000, 1000 oraz 100 zarodników 

Botrytis sp., a DNA wyizolowano natychmiast po  zakażeniu oraz po 72 godzinach. Izolację 

przeprowadzono zestawem FastDNA Spin Kit for Feces (MP Biomedicals, Solon, OH, USA), 

a reakcja multiplex wykazała obecność materiału genetycznego grzybów Botrytis spp. oraz 
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Verticillium spp. we wszystkich testowanych próbkach po 24 oraz 48 godzinach. Obecność 

Colletotrichum spp. wykazano w dwóch testowanych próbkach. 

3.2.5. Walidacja reakcji na próbkach środowiskowych 

Opracowaną metodę multiplex real-time PCR przetestowano również na 244 próbkach 

środowiskowych ryzosfery, gleby, korzeni, owoców oraz części nadziemnych roślin które 

zebrano na ekologicznych plantacjach truskawek. Osiem różnych odmian truskawki było 

uprawianych na różnych typach gleby. Detekcja wykazała, że Botrytis spp. znajdowały się we 

wszystkich próbkach przebadanych owoców, ponadto były najliczniejsze we wszystkich typach 

testowanych próbek. Colletotrichum spp. zostały wykryte w 2% próbek korzeni oraz 19% 

próbek owoców, natomiast Verticillium spp. w 3% próbek owoców. 

3.3. Publikacja P.3 (“Shining a LAMP” (Loop-Mediated 

Isothermal Amplification) on the Molecular Detection of 

Phytopathogens Phytophthora spp. and Phytophthora cactorum 

in Strawberry Fields) 

Siegieda D., Panek J., Frąc M., (2021). “Shining a LAMP” (Loop-Mediated Isothermal 

Amplification) on the Molecular Detection of Phytopathogens Phytophthora spp. and 

Phytophthora cactorum in Strawberry Fields. Pathogens 10, 1453 

 

Publikacja P.3 dotyczyła opracowania oraz optymalizacji metod detekcji Phytophthora spp. 

oraz Phytophthora cactorum z użyciem LAMP. Sposób wykrywania patogenów objął badania 

na materiale genetycznym wyizolowanym z czystych szczepów mikroorganizmów, 

z wykorzystaniem termocyklera pozwalającego na interpretację wyników w czasie 

rzeczywistym. Dodatkowo w tej publikacji zwalidowano opracowane techniki na prostym 

termobloku z dodatkiem odczynnika pozwalającego na odczytanie wyników gołym okiem.  

3.3.1. Uzyskanie czystych izolatów patogenów ze środowiska 

Pierwszym etapem przeprowadzonych badań było uzyskanie czystych izolatów 

fitopatogenicznych lęgniowców Phytophthora. Porażone części roślin truskawek, uprawianych 

metodą ekologiczną były wykładane na podłoże CA oraz PDA oraz użyto również metody 

pułapki jabłkowej. W celu identyfikacji szczepów, DNA wyizolowano zestawem PrepMan 

Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA), oraz przeprowadzono sekwencjonowanie markera D2LSU metodą Sangera. 
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3.3.2. Projektowanie starterów oraz optymalizacja warunków reakcji 

W celu opracowania metody detekcji dla Phytophthora cactorum oraz Phytophthora spp., 

markerem wybranym do identyfikacji został gen EF1α, a sekwencje 3 par starterów zostały 

wytypowane przy pomocy programu LAMP Designer v. 1.13. Startery zewnętrzne 

Psp_Ef1a_F3 oraz Psp_Ef1a_B3 zostały użyte do obydwu celów - Phytophthora cactorum oraz 

Phytophthora spp. 

Opracowany skład mieszaniny reakcyjnej zawierał: po 0,2 µM starterów F3 oraz B3, 

0,8 µM starterów FIP oraz BIP i 0,4 µM starterów LoopB i LoopF, a reakcja została 

przeprowadzana w 65°C. 

Aby upewnić się co do specyficzności detekcji dla wybranych celów, obydwa zestawy 

starterów zostały przetestowane z użyciem DNA wyizolowanym z 19 szczepów 

Phytophthora spp., oraz na 5 szczepach Botrytis spp, 5 izolatach DNA pozyskanych z czystych 

kultur Colletotrichum spp. oraz 5 izolatach uzyskanych z Verticillium spp. Reakcje zostały 

przeprowadzone w termocyklerze typ real-time, a odczyt fluorescencji był przeprowadzany po 

każdej minucie reakcji. 

Nie wykazano amplifikacji w próbkach, gdzie do mieszaniny reakcyjnej znajdowało się 

DNA wyizolowane z mikroorganizmów, które nie były celem detekcji, co potwierdziło 

specyficzność reakcji. 

3.3.3. Limit detekcji 

Kolejnym etapem badań było określenie limitu detekcji opracowanych metod - w tym celu 

przygotowano 10-krotne rozcieńczenia DNA czystych szczepów Phytophthora spp., 

o stężeniach 300 pg/µL, 30 pg/µL, 3 pg/µL, 300 fg/µL, 30 fg/µL oraz 3 fg/µL. Odczyt 

fluorescencji podczas trwania reakcji w termocyklerze typu real-time był przeprowadzony po 

każdej minucie reakcji, następnie przeprowadzono również elektroforezę na żelu agarozowym.  

Czułość opracowanych metod detekcji wynosiła 3 pg/µL dla reakcji zaprojektowanej dla 

Phytophthora spp. oraz 300 fg/µL dla reakcji detekcji Phytophthora cactorum. 

3.3.4. Podejście kolorymetryczne 

W celu przetestowania użyteczności reakcji poza laboratorium biologii molekularnej, 

przeprowadzono również reakcję detekcji na prostym termobloku, z dodatkiem barwnika 

SYBR-Green I. Wyniki detekcji zostały również zobrazowane w świetle lampy UV oraz na 

żelu agarozowym. Po 30 minutach w 65°C, do eppendorfów dodano po 1,5 µL barwnika SYBR 

Green I, a reakcje pozytywne natychmiastowo zmieniły zabarwienie z pomarańczowego na 
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żółty, skuteczność reakcji została również potwierdzona na żelu agarozowym, gdzie 

w pozytywnych reakcjach widoczne były charakterystyczne wzory przypominające drabinę.  

3.3.5. Walidacja metody na próbkach środowiskowych 

W ostatnim etapie, przetestowano opracowane metody, wykonując reakcje detekcji na 

348 próbkach środowiskowych ryzosfery, gleby, korzeni oraz liści truskawek, które były 

uprawiane na plantacjach ekologicznych. Obecność patogenu Phytophthora cactorum wykryto 

w 13 próbkach, a Phytophthora spp. w 1% testowanych próbek.  

3.4. Badania uzupełniające (Charakterystyka zbiorowisk 

mikroorganizmów grzybowych na zdrowych i porażonych 

plantacjach ekologicznej truskawki) 

3.4.1. Wstęp 

Jak wielokrotnie udowodniono, rośliny z pewnością nie są organizmami jałowymi 

(Fotios et al. 2021; De Souza et al. 2016; C. Xiong et al. 2021; J. Xu et al. 2018), a mikrobiom 

zasiedlający zarówno wewnętrzną, jak i zewnętrzną powierzchnię organów roślinnych odgrywa 

ważną rolę w zapewnieniu równowagi pomiędzy rośliną a środowiskiem, oddziałując na 

gospodarza na wiele sposobów (Busby et al. 2017; Lazcano et al. 2021). Wpływ bakterii 

i grzybów na rośliny rolnicze był już badany dla wielu ważnych gatunków (Hannula et al. 2021; 

Neupane et al. 2021), a niektóre z badań sugerują, że struktura mykobioty - społeczności 

grzybów oddziałujących z rośliną - może być dobrym predyktorem zdrowia roślin (Frąc et al. 

2018, 2021; Schlatter et al. 2022). Niestety, zrozumienie wpływu grzybów na rośliny było 

badane tylko w minimalnym stopniu w porównaniu z bakteriami w naukach rolniczych, co 

może być spowodowane faktem, że protokoły sekwencjonowania 16S udostępniono już w 2010 

roku (Gilbert, Jansson, and Knight 2014), a dla ITS - wiele lat później, w 2018 (Smith et al. 

2018), a naukowcy w większości przypadków tego typu badań korzystają z gotowych 

rozwiązań. 

Postawiono hipotezy, że (1) alfa-różnorodność porażonych roślin truskawki jest istotnie 

niższa niż alfa-różnorodność roślin zdrowych, (2) rośliny truskawki z widocznymi objawami 

choroby różnią się ogólnym składem mikobiomu od zdrowych truskawek, a głównymi 

czynnikami są grzyby należące do trybu troficznego patotrofów. Zbadano 3 odmiany (Aprica, 

Dipred, Honeoye) zdrowych i symptomatycznych ekologicznych plantacji truskawek, 

założonych na różnych typach gleb (płowa, ciężka mada nadsańska, gleba piaszczysta zwięzła, 

piaszczysta luźna i brunatna) i w różnych lokalizacjach (13 plantacji). Plantacje podzielono 
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również na różne systemy uprawy: na zagonach podwyższonych z agrowłókniną oraz metodą 

sadzenia na płask w gruncie bez agrowłókniny i z mulczem ze słomy oraz plantacje, które były 

wyposażone w automatyczny system nawadniania oraz bez takiego systemu. Do oceny składu 

zbiorowiska grzybów wykorzystane zostało wysokoprzepustowe sekwencjonowanie 

amplikonowe regionu ITS1 na platformie Illumina MiSeq oraz narzędzia bioinformatyczne 

takie jak QIIME2 i analizy statystyczne przeprowadzone w RStudio. 

3.4.2. Materiały i metody 

Zebrano próbki gleby, ryzosfery, korzeni oraz części nadziemnych roślin pochodzących 

z ekologicznych plantacji truskawek zlokalizowanych w południowo-wschodniej Polsce. 

Plantacje, na których widoczne były objawy chorobowe, tj. zażółcenie i usychanie roślin, były 

zakwalifikowane do plantacji porażonych, a te, gdzie nie były widoczne takie objawy - do 

plantacji zdrowych. Próbki części roślinnych oraz gleby do czasu izolacji całościowego DNA 

przechowywano w temperaturze -75°C.  

Izolację DNA z próbek przeprowadzono zmodyfikowaną metodą izolacji DNA (rozdział 

10), wykorzystującą zestaw FastDNA Spin Kit for Feces kit (MP Biomedicals, Solon, OH, 

USA), natomiast biblioteki przygotowano w oparciu o zmodyfikowany protokół Fungal 

Metagenomic Sequencing Demonstrated Protocol (Illumina 2019). Zamplifikowano grzybowy 

marker ITS1 z wykorzystaniem starterów zawierających sekwencje “overhangowe” będące 

syntetycznym – sztucznie wprowadzonym DNA, które stanowi komplementarną matrycę dla 

starterów indeksujących wykorzystanych w dalszych etapach. Następnie przeprowadzono 

reakcję indeksowania, która miała na celu zintegrowanie z amplikonami unikalnych 

syntetycznych sekwencji, które umożliwią identyfikację bioinformatyczną 

sekwencjonowanych próbek. Ponadto, na tym etapie, do amplikonów dołączane były fragmenty 

komplementarne do oligonukleotydów naniesionych na komórkę przepływową używaną 

podczas sekwencjonowania oraz do starterów używanych podczas sekwencjonowania. Do 

indeksowania sekwencji wykorzystano zestaw Nextera XT Index Kit v2, zaś 

sekwencjonowanie wykonano zestawem MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle). 

Następnie, otrzymane sekwencje amplikonów przetworzono w środowisku QIIME2 - na 

początku usunięto sekwencje starterów z wykorzystaniem ITSxpress (Rivers et al. 2018), 

usunięto artefakty oraz chimery i przyporządkowano warianty sekwencji amplikonu 

z wykorzystaniem dada2 (Callahan et al. 2016). W końcowym etapie przyporządkowano 

taksonomię w oparciu o bazę UNITE 8.2 (Nilsson et al. 2019; Kõljalg et al. 2020) 
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z wykorzystaniem classify-sklearn (Pedregosa et al. 2011).  Dodatkowo, użyto również 

narzędzia FunGuild w celu taksonomicznego podziału grzybów na gildie ekologiczne.  

Do dalszej analizy tak przygotowanych danych w języku R (werjsa 4.1.2) (R Core Team 

2021) w programie RStudio (wersja 2021.09.2) użyto biblioteki phyloseq, z wykorzystaniem 

której utworzono specyficzny obiekt typu phyloseq, który zintegrował następujące dane: tabelę 

liczebności ASV, tabelę przyporządkowującą poszczególne ASV do odpowiednich poziomów 

taksonomicznych oraz tabelę zbierającą metadane poszczególnych próbek. Obliczono oraz 

porównano alfa bioróżnorodność pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami za pomocą 

odpowiednich testów statystycznych, w oparciu o wskaźnik ENS (Effective Number of Species, 

pol. Efektywna liczba gatunków). Następnie obliczono, czy indeks ten różni się pomiędzy 

zdrowymi i porażonymi próbkami dla wszystkich typów próbek i każdego typu próbki (gleba, 

ryzosfera, korzenie, części nadziemne roślin) indywidualnie. Dla grup, w których wartość ENS 

próbek zdrowych i porażonych charakteryzował się rozkładem normalnym (weryfikowanym 

testem Shapiro-Wilka) i brakiem różnic w wariancjach (test F) (wszystkie próbki razem, 

korzenie, próbki gleby), zastosowano niesparowany dwupunktowy test T. Dla próbek 

z ryzosfery, gdzie założenie o równych wariancjach ENS pomiędzy próbkami zdrowymi 

i porażonymi zostało naruszone, wykonano test ANOVA. Natomiast, dla próbek części 

nadziemnych, gdzie nie stwierdzono rozkładu normalnego w obrębie zdrowych i porażonych 

próbek, zastosowano test Wilcoxona. Gdy ostateczny wynik wartości p < 0,05, strwiedzono 

istotne różnice pomiędzy wartością ENS w próbkach zdrowych i porażonych patogenami. 

Następnie, użyto analizy głównych współrzędnych/skalowania wielowymiarowego 

w oparciu o przygotowaną macierz odmienności Braya-Curtisa do analizy beta różnorodności 

oraz odpowiednich testów statystycznych. Przeprowadzono permutacyjną wielowymiarową 

analizę wariancji (PERMANOVA) z 9999 permutacjami, aby ocenić różnice beta-

różnorodności pomiędzy typem próbki a stanem zdrowia dla wszystkich typów próbek zbiorczo 

oraz każdego typu próbki osobno. Zbadano homogeniczność wariancji pomiędzy grupami oraz 

przeprowadzono test PERMANOVA parami (9999 permutacji, metodą korekcji jednoczesnego 

testowania wielu hipotez Benjaminiego oraz Hochberga) (Benjamini and Hochberg 1995) do 

ujawnienia różnic między każdą parą typów próbek.  

Następnie porównano mediany liczebności trybów troficznych pomiędzy zdrowymi oraz 

porażonymi grupami dla wszystkich typów próbek łącznie, jak również dla każdego typu próbki 

indywidualnie za pomocą testu Kruskala-Wallisa i skorygowano wartości p metodą 

Benjaminiego & Hochberga. 
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Do wykrywania taksonów różnie obfitych w oparciu o rozkład ujemny dwumianowy 

(Gamma-Poison) wykorzystano pakiet DESeq2 z testami istotności Wald i parametrycznym 

typem dopasowania dyspersji do średniej intensywności. 

W celu wykrycia gatunków rdzeniowych dla próbek zdrowych i niezdrowych w każdym 

typie próbki wykorzystano obiekt phyloseq zagregowany do poziomu gatunku oraz polecenie 

'core_memebers' z pakietu microbiome z detekcją ustawioną na 0,001 i prewalencją na 95%.  

Wyniki 

3.4.3. Wstępna charakterystyka wyników sekwencjonowania 

Otrzymane po sekwencjonowaniu oraz wstępnej obróbce bioinformatycznej tabele 

ASV, taksonomii oraz metadane zaimportowano do RStudio oraz utworzono obiekt phyloseq, 

na którym przeprowadzano kolejne analizy. Po usunięciu odczytów zidentyfikowanych do 

innych królestw niż Grzyby oraz klady Stramenopiles dwóch próbek, w których otrzymano 

mniej niż 1 000 odczytów, otrzymano 9 085 062 odczytów (średnio: 60 164,5 odczytów na 

próbkę oraz 607 412 odczytów na ASV), zebranych 14 957 ASV w 151 próbkach. Plateau 

krzywych rozrzedzenia został osiągnięty we wszystkich próbkach, co sugeruje, że 

różnorodność grzybów została pokryta w wystarczającym stopniu (Rysunek 6). 

 

Rysunek 6. Krzywe rozrzedzenia utworzone dla wszystkich sekwencjonowanych próbek. 

 Generalnie mykobiom badanych próbek składał się głównie z przedstawicieli typu 

Ascomycota (średnia: 69,22% zakres: 34,6% - 93,53%) i Basidiomycota (średnia: 22,43%, 

zakres: 3,53% - 63,27%), co było zgodne z wynikami uzyskanymi przez inne zespoły (Huang 

i in., 2018; Mirmajlessi i in., 2018). Za tymi dwoma dominującymi typami uplasowały się 
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Morteriellomycota (średnia: 5,53%, zakres: 0% - 24,58%), grzyby należące do 

niezidentyfikowanego typu (średnia: 1,9%, zakres: 0% - 12,79%), Chytridiomycota (średnia: 

0,41%, zakres: 0% - 4,64%) i Mucoromycota (średnia: 0,22%, zakres: 0% - 5,24%), a pozostałe 

typy, które stanowiły 4,29% względnej liczebności w analizowanych próbkach to: 

Rozellomycota, Glomeromycota, Zoopagomycota, Oomycota, Kickxellomycota, 

Basidiobolomycota, Olpidiomycota, Aphelidiomycota, Monoblepharomycota, 

Blastocladiomycota, Entomophthoromycota, niesklasyfikowane Stramenopiles i Ochrophyta.  

3.4.4. Alfa oraz beta różnorodność zbiorowisk grzybowych 

Niektóre badania sugerują, że wysoka różnorodność mikrobiologiczna poprawia 

stabilność zbiorowiska (Delgado-Baquerizo et al. 2016; Lefcheck et al. 2015). W niniejszych 

badaniach do określenia różnorodności mikrobiologicznej wykorzystano miarę efektywnej 

liczby gatunków (ang. Effective Number of Species-ENS), gdyż najczęściej stosowane 

w mikrobiologii glebowej indeksy charakteryzują się istotną wadą - są to entropie, a nie 

zróżnicowania, a ich matematyczne zachowanie zwykle nie odpowiada teoretycznej lub 

intuicyjnej koncepcji różnorodności wśród biologów (Jost 2006).  

Sprawdzono, jak status zdrowotny truskawki wpływa na różnorodność mikrobiologiczną, 

porównując ENS we wszystkich próbach i w każdym typie próby niezależnie (Rysunek 7A). 

Analiza statystyczna wykazała, że status zdrowotny nie miał wpływu na alfa różnorodność 

zbiorowisk grzybów, gdy wszystkie próbki były rozpatrywane razem (p > 0,05), jak również 

dla próbek ryzosfery (p > 0,05) i części nadziemnych (p > 0,05) (nawet jeśli objawy choroby 

były widoczne na roślinie) i te wyniki były spójne z wynikami badań przeprowadzonych na 

zdrowej i chorej ryzosferze pomidora (W. Xiong et al. 2020). Niemniej, miara α różnorodności 

była istotnie niższa w próbkach porażonych korzeni (p < 0,05). Co zaskakujące, alfa 

różnorodność była istotnie wyższa w porażonych próbkach gleby (Rysunek 7 p < 0,05), co jest 

przeciwieństwem tego, co stwierdzono w uprawie arbuza zaatakowanego przez Fusarium 

(Wang et al. 2019). Kiedy wszystkie próbki były rozpatrywane łącznie w analizie beta-

różnorodności, wykres PCoA oraz analiza PERMANOVA parami ujawniły, że próbki 

ryzosfery i gleby zgrupowały się w jeden klaster odpowiadający typom próbek (gleba 

ryzosferowa oraz gleba, korzenie i części nadziemne roślin) (Rysunek 7B). Co ważne, wykres 

PCoA nie ujawnił wyraźnych zgrupowań pod kątem zdrowotności próbek (Rysunek 7C). 

Następnie, oceniono istotność statystyczną obserwowanego składu zbiorowości za pomocą 

analizy PERMANOVA. W rezultacie potwierdzono statystyczną różnicę pomiędzy typami 

próbek i stanem zdrowia, które wyjaśniały odpowiednio 24,7% i 4,9% wariancji danych. 
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Następnie wykonano wykresy PCoA dla każdego typu próbki indywidualnie, według stanu 

zdrowia. Analiza PERMANOVA wykazała, że we wszystkich grupach próbek -  w glebie 

ryzosferowej, częściach nadziemnych, korzeniach i glebie pozaryzosferowej, skład 

zbiorowiska grzybów różnił się pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami i wyjaśniał 

odpowiednio 4,7%, 4,9%, 3,6% i 5,2% zmienności próbki. Jednak tylko próbki pędów i korzeni 

wykazywały jednorodne dyspersje grupowe pomiędzy stanem zdrowotnym (Rysunek 7D). 

 
Rysunek 7. Alfa oraz β różnorodność zbiorowisk grzybowych badanych próbek. A - α-różnorodność (wyrażona 

w efektywnej liczbie gatunków) pomiędzy zdrowymi i porażonymi plantacjami truskawek razem dla wszystkich 

próbek i dla 4 typów próbek osobno. Zielone i czerwone kropki wskazują próbki, poziome linie wskazują mediany 

w obrębie grup; zmienność próbek na osi x jest losowa i dodana w celu wizualizacji rozkładu wszystkich próbek; 

n.s.: nieistotne statystycznie, *: istotne statystycznie na poziomie istotności p<0,05. B-D - Wykresy PCoA 

mykobiomu plantacji truskawek, w zależności od typu próbki i statusu zdrowotnego (zdrowy vs porażony) oraz 

typu próbki dla wszystkich próbek łącznie i kolejnych typów próbek. Wykresy wykonano przy użyciu pakietów 

vegan, phyloseq i microbiome w RStudio. 
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3.4.5. Grupy troficzne 

Następnie zbadano różnice w medianach względnych obfitości mikroorganizmów 

grzybowych przypisanych do 6 trybów troficznych: symbiotrof, saprotrof-symbiotrof, 

saprotrof, patotrof-symbiotrof, patotrof-saprotrof-symbiotrof, patotrof-saprotrof i patotrof 

pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami truskawek (Rysunek 8), wykorzystując bazę 

danych FUNGuild (Nguyen et al. 2016). Z analizy odrzucono wszystkie ASV, do których nie 

udało się przyporządkować poziomu troficznego i użyto tylko ASV, które zostały zaliczone do 

kategorii prawdopodobne (Probable) i wysoce prawdopodobne (Highly Probable), zgodnie 

z zaleceniami twórcy bazy danych. 

 

Rysunek 8. Skład trybów troficznych zbiorowisk grzybów pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami gleby, 

ryzosfery, korzeni oraz części nadziemnych truskawek. Kropki oznaczają mediany liczebności, a poziome linie 

pokazują 0,95 przedziały ufności. Istotne różnice pomiędzy stanem zdrowia w obrębie grup oznaczono gwiazdką 

(p. skorygowane < 0,05). Wykres został wykonany za pomocą pakietu tidyverse w RStudio. 

Kiedy wszystkie typy próbek były brane pod uwagę łącznie, tylko mediana względnej 

liczebności taksonów patotrofów-symbiotrofów była niższa w próbkach zdrowych (p-value < 

0,05). W przypadku próbek ryzosfery, korzeni i liści nie odnotowano istotnych różnic pomiędzy 

próbkami zdrowymi i porażonymi. W próbkach gleby zdrowej taksony zaklasyfikowane jako 

patotrof-symbiotrof i patotrof-saprotrof-symbiotrof były mniej liczne w porównaniu 

z próbkami gleby porażonej (p-value < 0,05). Stwierdzono, że sytuacja ta była spowodowana 

większą liczebnością mieszanych trybów troficznych grzybów: patotrof-symbiotrof i patotrof-

saprotrof-symbiotrof w porażonych próbkach gleby. Jest prawdopodobne, że te 

mikroorganizmy działały głównie jako patotrofy w tych próbkach gleby. 
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3.4.6. Mykobiom rdzeniowy 

Ustalenie rdzeniowych taksonów grzybów w skomplikowanych zbiorowiskach 

mikrobiomu roślin jest kluczowe dla lepszego zrozumienia krytycznych składników tych 

zbiorowisk. W ramach przeprowadzonych badań zidentyfikowano rdzeń mikrobiomu 

grzybowego zdrowych i porażonych próbek każdego typu (gleba, ryzosfera, korzenie, części 

nadziemne) indywidualnie. Gatunki rdzeniowe zdefiniowano jako gatunki obecne w co 

najmniej 95% próbek i tworzące 0,1% względnej liczebności w próbce. Dla próbek ryzosfery 

zidentyfikowano 1, 14 oraz 13 ASV zaklasyfikowanych do poziomu gatunku, 

charakterystycznych odpowiednio dla próbek zdrowych, porażonych oraz wspólnych dla 

próbek zdrowych i porażonych (Rysunek 9). W próbkach części nadziemnych zdrowych roślin 

truskawki występowało 5 gatunków wspólnych, 3 gatunki w roślinach porażonych i 12 

wspólnych gatunków dla zdrowych i niezdrowych roślin. Ponadto, w próbach zdrowych 

korzeni występowały 2 wspólne gatunki grzybów, w porażonych 4, a 8 gatunków było 

wspólnych dla zdrowych i porażonych plantacji. W próbach gleby nie zidentyfikowano 

gatunków rdzeniowych na plantacjach zdrowych, niemniej jednak 27 gatunków było typowych 

dla plantacji porażonych, a 12 stanowiło taksony wspólne dla zdrowych i porażonych plantacji. 

Stwierdzono, że porażone próbki ryzosfery, korzeni, gleby i wszystkie próbki łącznie 

miały więcej taksonów należących do społeczności rdzeniowej, podobnie jak w badaniach 

przeprowadzonych na grochu (Hossain et al. 2021). Poprzednie badania wykazały, że taksony 

rdzeniowe są zgodne z taksonami dominującymi w zbiorowiskach mikrobiomu (Yang et al. 

2020), ale badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sugerują, że nie 

jest tak w przypadku mikrobiomu grzybowego truskawki. Mimo, że część taksonów najliczniej 

występujących należała do taksonów rdzeniowych, nie dotyczyło to niektórych 

mikroorganizmów, co sugeruje, że mniej obfite grzyby są również bardzo ważnymi czynnikami 

kształtującymi zbiorowiska grzybowe i nie mogą być pomijane przy ich analizie. Z drugiej 

strony, ważny takson stanowią grzyby należące do rodzaju Cladosporium, który był jednym 

z 20 najobficiej występujących gatunków i taksonem podstawowym zarówno na plantacjach 

zdrowych, jak i porażonych oraz w każdym typie próbki. Co warto zauważyć, takson ten został 

również odnotowany jako grzyb rdzeniowy innych gatunków roślin (Hamonts et al. 2018), co 

sugeruje, że jest on kluczowym członkiem mykobiomu roślin. Jeśli chodzi o różne taksony 

rdzeniowe, zidentyfikowano również szereg grzybów, które nie mogły być przypisane do 

niższych poziomów taksonomicznych - mikobiom truskawki składał się zarówno z taksonów 
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dobrze znanych, jak i taksonów słabo scharakteryzowanych lub nawet nieznanych, co jest 

zgodne z wynikami badań literaturowych (De Souza et al. 2016; Hamonts et al. 2018). 

 

Rysunek 9. Wykresy Venna przedstawiające taksony rdzeniowe dla każdego typu próbek z osobna, dla próbek 

zdrowych i porażonych. Wykres został wykonany przy użyciu pakietów phyloseq, microbiome, metagMisc i eulerr 

w RStudio. 

3.4.7. Analiza różnicowej liczebności 

Po określeniu mykobiomu rdzeniowego, przeprowadzono analizę różnicową obfitości 

pomiędzy zdrowymi i porażonymi plantacjami dla każdego typu próbki indywidualnie 

(Rysunek 10). W próbkach ryzosfery zidentyfikowanych zostało 19 różnych rodzajów, które 

różniły się liczebnością pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami. Osiem z nich zostało 

scharakteryzowanych jako patotrofy (Conocybe sp., Lecanicillium sp., Acremonium sp., 

Coniochaeta sp., Mucor sp., Paraphaeospaeria sp., Trichoderma sp., Pseudozyma sp.), 16 było 

liczniejszych w próbach zdrowych, a 3 w porażonych.  Zidentyfikowany został również jeden 

takson, który w literaturze rozpoznawany jest jako typowy patogenem truskawki - Mucor sp. 

(Feliziani and Romanazzi 2016), ale był on bardziej liczny w zdrowych próbach. Te wyniki 

mogą sugerować, że grzyb ten może być odpowiedzialny za kolonizację korzeni truskawek jako 

pożyteczny grzyb endofityczny, którego oddziaływanie z rośliną zostało potwierdzone 

w badaniach interakcji między Arabidopsis thaliana i Mucor sp. (Rozpądek et al. 2018). 
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Stwierdzono, że rodzaje Niesslia i Gyoerfyella, które uczestniczą w rozkładzie materii 

organicznej (Gams et al. 2019; Purahong et al. 2016) były znacznie mniej liczne w próbkach 

pochodzących z plantacji porażonych. Odnotowano również szereg rodzajów, które są znane 

jako grzyby antagonistyczne wobec patogenów roślinnych i były mniej obfite w próbkach 

z plantacji porażonych. Naukowcy donoszą, że Acrostalagmus luteoalbus ma aktywność 

przeciwgrzybiczą wobec Alternaria alternata, Fusarium oxysporum i Phytophthora drechsleri 

(Lv et al. 2019). Szereg gatunków należących do rodzaju Talaromyces jest znana jako 

mikroorganizmy antagonistyczne przeciwko patogenom grzybowym roślin (Thambugala et al. 

2020), ale również gatunki odporne na ciepło, jak T. flavus, które mogą stanowić istotne 

zagrożenie dla produkcji żywności (Panek and Frąc 2018). Z kolei grzyby z rodzaju 

Cladorrhinum, wykorzystywane jako czynniki biokontrolne, znane są ze zdolności znacząco 

ograniczających fuzariozę pomidora (Martin et al. 2019). Przeprowadzone badania wykazały 

również, że dwa gatunki z rodzaju Mortierella, które są gatunkami promującymi wzrost roślin 

(Ozimek and Hanaka 2021) były również mniej obfite w roślinach porażonych. Analiza 

wyników wykazała, że przedstawiciele rodzaju Naganishia były mniej obfite w porażonej 

ryzosferze truskawki, co potwierdza rezultaty dotyczące gleb, w których rozwinęła się choroba 

zgnilizny korzeni jabłoni, wskazujące na bardziej obfite występowanie tych grzybów (Yang et 

al. 2020). 

W korzeniach truskawek zidentyfikowano taksony różniące się liczebnością, które 

należały do 25 różnych rodzajów i należały do typów Ascomycota, Basidiomycota 

i Mucoromycota. 22 gatunki były mniej liczne w próbkach porażonych niż zdrowych, a 3 były 

bardziej liczne w próbkach porażonych. Podobnie jak w ryzosferze, zidentyfikowano jeden 

takson będący typowym patogenem truskawki - Rhizoctonia sp., oraz 8 innych taksonów 

należących do patotrofów (Volutella sp., Acremonium sp., Thanatephorus sp., Flagelloscypha 

sp., Lecanicillium sp., Cyphellophora sp., Clonostachys sp.). Porażone korzenie truskawek 

miały mniejszą liczebność Sebacinales, a przeprowadzone badania (Lee and Hawkes 2021) 

sugerują, że Sebacinales mogą być komplementarne do grzybów mykoryzowych 

występujących w korzeniach roślin. Inne rodzaje grzybów, które były mniej liczne 

w korzeniach porażonych roślin truskawki, a które wydają się odgrywać ważną rolę 

w utrzymaniu zdrowotności i rozwoju roślin to przedstawiciele Hymenoscyphus, które z jednej 

strony są potencjalnie patogeniczne dla maliny (Oszust and Frąc 2021), ale także uznane są za 

czynnik kontrolny przeciwko zgniliźnie korzeni powodowanej przez Pythium m.in. 

Hyaloscypha sp., H. variabilis (Marian et al. 2022), oraz wykazują mechanizmy 

antagonistyczne przeciwko nicieniom m.in. Dactylella sp. (Topalović, Hussain, and Heuer 
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2020). Przeprowadzone badania wykazały również, że Chaetosphaeria, które potencjalnie 

pełnią ważną rolę w rozwoju roślin i tolerancji na choroby trzciny cukrowej (Tayyab et al. 

2021), były bardziej obfite w porażonych korzeniach truskawek. 

Co ciekawe, w próbkach części nadziemnych roślin truskawki zidentyfikowano 

najmniejszą liczbę taksonów różniących się liczebnością - tylko 7 rodzajów było bardziej 

obfitych w próbkach zdrowych, a jeden, który jest typowym patogenem truskawki - 

Verticillium sp. był bardziej obfity w próbkach pochodzących z plantacji porażonych. Ponadto, 

3 kolejne taksony zostały zaklasyfikowane jako patotrofy (Claviceps sp., Xenoramularia sp., 

Taphrina sp.). 

W próbkach gleby zidentyfikowano 14 różnych rodzajów, które charakteryzowały się 

zróżnicowaną obfitością pomiędzy zdrowymi i porażonymi próbkami, z których 8 było bardziej 

obfitych w zdrowych próbkach, a 6 było bardziej obfitych w próbkach porażonych, 10 było 

patotrofami (Coniochaeta sp, Coprinellus sp., Volutella sp., Acremonium sp., 

Paraphaeoshaeria sp., Trichoderma sp., Pseudozyma sp., Dactylaria sp.,), a 2 - Rhizoctonia 

sp. i Alternaria sp. należały do typowych patogenów truskawki (Garrido et al. 2011). Mniej 

obfite w porażonych częściach nadziemnych roślin truskawki drożdże saprotroficzne 

Dioszegia sp. odnotowano również w liściach roślin poddanych działaniu fungicydów 

(Karlsson et al. 2014). Również mniej obfite grzyby z rodzaju Talaromyces odnotowano jako 

organizmy antagonistyczne wobec patogenów grzybowych roślin (Thambugala et al. 2020). 

Przeprowadzone badania wykazały, że przedstawiciele Phaeosphaeria były mniej obfite 

w próbkach pochodzących z plantacji porażonych, a rezultaty innych naukowców pokazały, że 

były również negatywnie skorelowane z występowaniem gatunków grzybów produkujących 

aflatoksynę w ryżu w Chinach, dlatego mogłyby mieć potencjalne zastosowanie 

w kontrolowaniu obfitości toksynotwórczych patogenów grzybowych (Qi et al. 2022). 
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Rysunek 10. Analiza różnicowa gatunków występujących na zdrowej i porażonej plantacji truskawek. Każdy 

takson został zidentyfikowany do poziomu rodzaju. Pokazano tylko wyniki istotne, z p. skorygowanym <0,05. 

Wykres został wykonany przy użyciu pakietów phyloseq i DESeq2 w RStudio. 

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, że populacje niektórych taksonów 

rdzeniowych dla próbek pochodzących ze zdrowych lub porażonych plantacji 

charakteryzowały się różną obfitością między próbkami o różnym statusie zdrowotnym. 

W szczególności - Acremonium sp. był taksonem rdzeniowym dla zdrowych i porażonych 

próbek gleby i ryzosfery, a jednocześnie był znacząco mniej liczny w próbkach ryzosfery, 

korzeni i gleby pochodzących z plantacji porażonych. W innych badaniach wykazano również, 

że takson ten jest potencjalnym czynnikiem hamującym rozwój chorób (Liu et al. 2021). Różne 

badania wykazały również, że grzyby z rodzaju Acremonium promują wzrost roślin, ponieważ 

opierają się patogenom przenoszonym przez glebę (Breen 1994; Zheng et al. 2017). Grzyby 

z rodzaju Mortierella również były identyfikowane jako taksony rdzeniowe zdrowych 

i porażonych próbek ryzosfery i gleby, a także należały do najbardziej obfitych w tych dwóch 

typach próbek. Co więcej, odkryto, że takson ten był mniej liczny w zdrowych próbkach 

ryzosfery i korzeni. Grzyby te zostały również opisane jako ważne mikroorganizmy promujące 

wzrost roślin, co podkreśla ich znaczenie w kształtowaniu zdrowego mykobiomu (Ozimek and 

Hanaka 2021; Qin et al. 2017; Toju, Tanabe, and Sato 2018), który może również brać udział 

w kontroli nicieni (Topalović, Hussain, and Heuer 2020). Co ciekawe, jeśli chodzi o próbki 

korzeniowe, stwierdzono, że jeden z najobficiej występujących taksonów, który był również 

znacznie mniej liczny w próbkach porażonych - Dactylonectria  sp., powodujący czarną 

zgniliznę korzeni truskawki w Chinach (Chen et al. 2021), jest również patogenem winorośli 

(Bleach et al. 2021) i wykazał negatywną korelację ze wzrostem roślin truskawki w różnych 
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badaniach (Soppelsa et al. 2021). Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej są 

odmienne i mogą być spowodowane faktem, że w korzeniach truskawek Dactylonectria sp. 

może funkcjonować jako niepatogenny endofit, występujący również w trawach i winorośli 

(Gramaje et al. 2020). Ważnym taksonem wydaje się być również ASV należący do rzędu 

Trechisporales, który został zidentyfikowany jako jeden z najliczniejszych taksonów, znacznie 

mniej liczny w próbach korzeni pochodzących z roślin porażonych. Również w częściach 

nadziemnych roślin truskawki zidentyfikowano ważny, ale słabo rozpoznany takson, który był 

jednym z najliczniejszych, również w grupie rdzeniowych mikroorganizmów zdrowych próbek 

- niesklasyfikowany do rodzaju ASV należący do rodziny Mycosphaerellaceae. Obecność tych 

dwóch słabo rozpoznanych taksonów przypomina, że niektóre mikroorganizmy, które są 

ważnymi czynnikami zdrowia roślin, są niewystarczająco opisane. Dalsza analiza danych 

wykazała, że w glebie występowały dwa bardzo ważne grzyby, które kształtowały zbiorowisko 

i należały do najliczniejszych taksonów - Acremonium sp. i Alternaria sp., które również były 

odpowiednio mniej i bardziej liczne w próbach pochodzących z plantacji porażonych. Drugi 

takson również należał do taksonów rdzeniowych próbek gleby pobranych z plantacji 

porażonych i jest znany jako patogen truskawki (Dwiastuti et al. 2021; Nishikawa and 

Nakashima 2019). 

Określenie różnie obfitych taksonów grzybów pomiędzy roślinami zdrowymi 

a porażonymi może pomóc wskazać główne czynniki powodujące występowanie chorób roślin. 

Badane próbki pochodzące z ekologicznych plantacji truskawek posiadały taksony 

zdefiniowane jako mniej obfite w porażonych próbkach, co kontrastuje z badaniami zespołu 

Hossaina przeprowadzonymi na grochu, w których zdrowe próbki charakteryzowały się 

większą obfitością taksonów wskaźnikowych niż porażone (Hossain et al. 2021). 

Przeprowadzone badania wykazały obecność we wszystkich rodzajach próbek szeregu 

grzybów patogennych dla roślin, w tym typowych patogenów truskawki. Jednakże tylko rodzaj 

Verticillium był bardziej obfity w próbkach roślinnych. Chociaż grzyby z rodzaju Alternaria, 

atakujące uprawy truskawki występowały liczniej w próbkach gleby z plantacji porażonych, to 

były również jednym z najliczniejszych taksonów w próbkach ryzosfery, korzeni i części 

nadziemnych roślin, w tym należały do głównych taksonów ryzosfery i korzeni pochodzących 

z plantacji porażonych. Jednocześnie obfitość przedstawicieli tego rodzaju w częściach 

nadziemnych roślin truskawki była wysoka, co mogło być spowodowane faktem, że atakują 

one system korzeniowy, powodując stopniowe zamieranie całych roślin. Badania wykazały, że 

w przeciwieństwie do grzybów z rodzaju Verticillium sp., które prosperowały w próbkach liści, 

obfitość innych typowych patogenów truskawki, należących do rodzaju Mucor (Feliziani and 
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Romanazzi 2016) i Rhizoctonia (Avilés et al. 2019; Guarnaccia et al. 2022) była mniejsza 

w próbkach części nadziemnych porażonych roślin truskawek, co może wskazywać na 

konkurencję między grzybami z rodzaju Verticillium i tymi patogenami. 

Mikroorganizmy występujące najliczniej a mikroorganizmy rdzeniowe oraz różnicujące 

W wyniku przeprowadzonych badań ostatecznie ustalono 20 najliczniej występujących 

rodzajów we wszystkich typach próbek i połączono te informacje z taksonami rdzeniowymi 

oraz analizą różnicową liczebności (Tabela 1). W ryzosferze stwierdzono obecność rodzaju 

Acremonium i 2 ASV należące do rodzaju Mortierella, które również należały do taksonów 

rdzeniowych stwierdzonych w próbkach pobranych z plantacji zdrowych i porażonych. 

W korzeniach występowały przedstawiciele rodzaju Dactyloneria i niesklasyfikowane do 

rodzaju taksony reprezentujące rząd Trechisporales. W częściach nadziemnych roślin 

truskawki stwierdzono obecność niesklasyfikowanych do rodzaju przedstawicieli rodziny 

Mycosphaerellaceae (również występujących w mykobiomie rdzeniowym zdrowych plantacji); 

a w glebie przedstawicieli rodzaju Acremonium (charakteryzującego się różną licznością 

w próbkach pochodzących z plantacji zdrowych i porażonych) i Alternaria, wchodzących 

w skład mykobiomu rdzeniowego próbek pochodzących z plantacji porażonych. 

Tabela 1. Dwadzieścia najliczniejszych ASV (zidentyfikowanych do rodzaju) we wszystkich próbkach łącznie 

i w każdym typie próbki indywidualnie. Czarnym kółkiem (●) zaznaczono rodzaje, które były różnie obfite 

w każdym typie próbek pomiędzy plantacjami zdrowymi i porażonymi. Zielonym trójkątem (►) zaznaczono 

rodzaje, które stanowiły mykobiom rdzeniowy dla zdrowych plantacji w każdym typie próbek. Czerwonym 

kwadratem (■) zaznaczono rodzaje, które były głównym składnikiem mikobiomu grzybowego dla próbek 

porażonych w każdym typie próbki. Brak symbolu wskazuje na rodzaje, które nie były zróżnicowane pod 

względem liczebności w obu typach próbek, ani nie należały do taksonów rdzeniowych dla plantacji zdrowych 

i porażonych. 

ryzosfera korzenie części nadziemne gleba 

Cadophora sp. 

► 

Cadophora sp. 

► ■ 

Cadophora sp. 

► 

Cadophora sp. 

■ 

nieskl. Nectriaceae 

■ 

Cadophora sp. 

► ■ 

nieskl. Mycosphaerellaceae 

► ● 

nieskl. Nectriaceae 

► ■ 

Fusarium sp. 

► 

Dactylonectria sp. 

● 

Gnomoniopsis sp. 

■ 

Fusarium sp. 

■ 

Exophiala sp. 

► ■ 

Fusarium sp. 

■ 
Plectosphaerella sp. 

Exophiala sp. 

► ■ 

nieskl. Chaetomiaceae 

► ■ 

Gnomoniopsis sp. 

► 

Alternaria sp. 

► ■ 

nieskl. Chaetomiaceae 

► ■ 

Botryotrichum sp. 
Plectosphaerella sp. 

■ 

nieskl. Capnodiales 

► ■ 

Acremonium sp. 

● 

Acremonium sp. 

► ■ ● 

Alternaria sp. 

► 

Cladosporium sp. 

► ■ 

Alternaria sp. 

■ ● 

Alternaria  sp. 

■ 
nieskl. Capnodiales 

Cladosporium sp. 

► ■ 
nieskl. Capnodiales 

nieskl. Capnodiales 
Cladosporium sp. 

► ■ 

Filobasidium sp. 

► ■ 

Cladosporium sp. 

► ■ 

Cladosporium sp. 

► ■ 

Cladosporium sp. 

►■ 

Sporobolomyces sp. 

► 

Cladosporium sp. 

► ■ 

Cladosporium sp. 

► ■ 
nieskl. Grzyb Symmetrospora sp. nieskl. Grzyb 
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nieskl. Grzyb nieskl. Ceratobasidiaceae 
Vishniacozyma sp. 

► ■ 

Tausonia sp. 

■ 

Tausonia sp. Vishniacozyma sp. 
Vishniacozyma sp. 

► ■ 

Saitozyma sp. 

► ■ 

Saitozyma sp. 

■ 

nieskl. Trechisporales 

● 

Didymella sp. 

■ 

Solicoccozyma sp. 

► ■ 

Solicoccozyma sp. 

► ■ 
Didymella sp. 

Epicoccum sp. 

► ■ 

Solicoccozyma sp. 

► ■ 

Solicoccozyma sp. 

► ■ 
nieskl. Didymellaceae nieskl. Didymellaceae nieskl. Didymellaceae 

Mortierella sp. 

► ■ ● 

nieskl. Sclerotiniaceae 

► ■ 
Paraphoma sp. 

Mortierella sp. 

► ■ 

Mortierella sp. 

► ■ ● 

nieskl. Helotiales 

■ 
nieskl. Chaetomellaceae 

Mortierella sp. 

► ■ 

nieskl. Sclerotiniaceae Dactylaria sp. Podosphaera sp. 
nieskl. Sclerotiniaceae 

■ 

Tetracladium sp. 

► 
Tetracladium sp. 

nieskl. Sclerotiniaceae 

► ■ 
Tetracladium sp. 

 

3.4.8.  Sieci grzybowych powiązań w mykobiomie zdrowych i porażonych 

plantacji truskawki 

Mikroorganizmy grzybowe, które żyją w bezpośredniej bliskości roślin ważnych 

z punktu widzenia rolnictwa, tworzą skomplikowane sieci zależności między innymi grzybami, 

ale również z gospodarzem roślinnym. Zrozumienie tych zależności, które są charakterystyczne 

nie tylko dla ryzosfery, gleby pozaryzosferowej, korzeni i części nadziemnych roślin, ale także 

dla zdrowych i porażonych chorobowo plantacji, może przybliżyć nas do wypracowania 

nowych rozwiązań dla zrównoważonego rolnictwa. 

Badania obejmowały porównanie sieci powiązań, które tworzą grzyby na zdrowych 

i chorych plantacjach truskawek, po zsekwencjonowaniu regionu ITS1 na platformie Illumina 

MiSeq. Uzyskana taksonomia grzybów, oparta na bazie danych UNITE 8.3, została 

przetworzona z wykorzystaniem bibliotek phyloseq oraz NetCoMi w programie RStudio, co 

pozwoliło na analizę sieci powiązań grzybowych i różnic między nimi. 

Wykazano, że próbki pochodzące z porażonych chorobowo plantacji charakteryzowały 

się bardziej rozproszonymi klastrami w obrębie sieci i wykazywały mniej negatywnych 

korelacji pomiędzy nimi. Natomiast, w próbkach pobranych ze zdrowych plantacji wykazano 

więcej połączeń między klastrami i wytrzymałość sieci, co wskazuje, że sieci grzybów ze 

zdrowej gleby, ryzosfery, korzeni i części nadziemnych ekologicznej truskawki są bardziej 

stabilne niż sieci grzybowe plantacji porażonych chorobowo (Rysunek 11). 
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Rysunek 11. Sieci różnicowe zdrowych i niezdrowych próbek gleby truskawek, zebranych z plantacji 

ekologicznych próbek gleby (A), ryzosfery (B), korzeni (C) i części nadziemnych roślin (D). Kolory węzłów 

reprezentują skupiska, kolory krawędzi reprezentują oszacowaną korelację Pearsona pomiędzy ASV - zielony 

pozytywną, czerwony negatywną. Pokazano tylko taksony, których suma odczytów wynosi co najmniej 200. 

Wykresy wykonano za pomocą pakietów phyloseq, genefilter i NetCoMi w RStudio. 
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3.4.9. Podsumowanie 

Zrozumienie interakcji zachodzących w zbiorowiskach grzybów na plantacjach 

zdrowych i porażonych oraz rozpoznanie taksonów grzybowych, które najbardziej wpływają 

na zdrowotność upraw truskawek, otwiera możliwości opracowania ekologicznych rozwiązań, 

takich jak biostymulanty, biopreparaty i inokula mikrobiologiczne zawierające starannie 

wyselekcjonowane mikroorganizmy, które w naturalny sposób stymulują odpowiedź roślin na 

patogeny i uodporniają je na choroby. Ponadto, poznanie mykobiomu gleby, na której 

występują zdrowe i porażone rośliny jest bardzo ważne i może doprowadzić do opracowania 

strategii produkcji owoców począwszy od etapu zakładania plantacji, dając wskazówki 

praktyczne, dotyczące zdrowotności danego siedliska. W konsekwencji może to pomóc 

w rozwoju zrównoważonego rolnictwa z wykluczeniem chemicznych pestycydów oraz 

przyczyni się do zachowania różnorodności mikrobiologicznej, tak ważnych w uprawie roślin. 

Co ciekawe, zgodnie z postawioną w niniejsze pracy hipotezą, wykazano, że alfa różnorodność 

zbiorowisk grzybów była niższa tylko w próbkach korzeni w odpowiedzi na infekcję roślin, ale 

wyższa w glebie. Ta wyższa różnorodność w glebie była związana z większą liczbą mieszanych 

patogenicznych trybów troficznych grzybów obecnych w tych próbach. Przeprowadzone 

badania wykazały również, że liczba taksonów wchodzących w skład mykobiomu rdzeniowego 

w próbach pochodzących z plantacji zdrowych i porażonych pokrywała się, ale więcej 

mikroorganizmów należało do taksonów rdzeniowych w pochodzących z porażonych plantacji 

próbach ryzosfery, korzeni, gleby i wszystkich próbach łącznie. Najbardziej obfite taksony 

zidentyfikowane w testowanych próbkach były ważnymi komponentami mikrobiomu 

grzybowego, ponieważ należały również do rdzenia taksonów różnicowo obfitych. Co jednak 

istotne, nie tylko taksony charakteryzujące się największą obfitością, rdzeniowe i różnicujące 

kształtowały mikrobiom grzybowy. Uzyskane wyniki sugerują, że rzadkie mikroorganizmy są 

również ważnymi członkami społeczności i nie można pominąć ich roli w kształtowaniu 

środowiska wzrostu roślin. 

Chociaż w niniejszej pracy rozróżniono zdrowy i porażony chorobowo mikrobiom 

w ekologicznych uprawach truskawek, na zdrowie rośliny wpływa nie tylko jeden takson 

grzybów, ale wiele mikroorganizmów, które tworzą skomplikowane sieci wspólnych powiązań. 

Niestety, klasyczne metody identyfikacji biologicznego markera zdrowia roślin w uprawie, 

takie jak znalezienie kluczowych mikroorganizmów i identyfikacja taksonów obficie 

występujących w zdrowych i porażonych roślinach, nie mogą prowadzić do wyboru jednego 

biomarkera. Do przewidywania, czy dana gleba może być odpowiednia do założenia nowej 
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plantacji, warto przetestować nowoczesne metody bioinformatyczne, takie jak techniki uczenia 

maszynowego. Przeprowadzone analizy bioinformatyczne uzyskanych wyników dowiodły, że  

mykobiom plantacji porażonych chorobowo charakteryzował się bardziej rozproszonymi 

klastrami w obrębie sieci, natomiast dla zdrowych plantacji wykazywał więcej połączeń między 

klastrami i wytrzymałość sieci. Uzyskane rezultaty wskazują, że sieci grzybów ze zdrowej 

gleby, ryzosfery, korzeni i części nadziemnych ekologicznej truskawki są bardziej stabilne niż 

sieci grzybowe plantacji porażonych chorobowo, co może wyjaśniać ich większą odporność na 

infekcje. Wdrożenie nie tylko najnowocześniejszych technik sekwencjonowania mikrobiomu, 

aby najpierw scharakteryzować mikroorganizmy obecne w plantacjach, ale następnie również 

zastosowanie nowoczesnych statystycznych metod modelowania w ustalaniu najbardziej 

odpowiedniej gleby dla danej rośliny, przybliży nas do zrównoważonego rolnictwa o obniżonej 

zawartości pestycydów. 
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4. Wnioski 
 

W świetle przedstawionych wyników badań, opublikowanych w czasopismach 

tematycznie związanych z problematyką występowania fitopatogenów grzybowych 

i grzybopodobnych na plantacjach ekologicznych truskawki, hipotezy badawcze założone na 

wstępie niniejszej rozprawy zostały zwalidowane. Na podstawie wyników przeprowadzonych 

badań, można wyciągnąć następujące wnioski: 

1. Opracowane metody detekcji real-time PCR mogą być wykorzystywane w celu detekcji 

patogenów grzybowych należących do rodzajów Botrytis, Colletotrichum i Verticillium, 

będących kluczowymi patogenami truskawek. 

2. Opracowane metody detekcji real-time PCR dla kluczowych patogenów truskawek 

mogą być wykonywane w tym samym czasie, tworząc detekcję potrójnej real-time PCR, 

co znacząco skraca czas otrzymania wyników.   

3. Opracowana metoda potrójnej detekcji real-time PCR może być wykonywana na 

materiale genetycznym wyizolowanym wprost z próbek środowiskowych (gleba, części 

rośliny), co znacząco skraca czas oczekiwana na wyniki detekcji. 

4. Opracowana metoda detekcji wykorzystująca technikę LAMP do wykrywania 

patogenów z rodzaju Phytophthora może być wykorzystywana na materiale 

genetycznym wyizolowanym wprost z próbek środowiskowych. 

5. Opracowana metoda detekcji wykorzystująca technikę LAMP do wykrywania patogenu 

Phytophthora cactorum może być przeprowadzana na DNA wyizolowanym wprost ze 

środowiska (gleba, części roślin). 

6. Wykorzystanie wysokoprzepustowej metody sekwencjonowania metodą Illumina 

MiSeq pozwala na określenie składu taksonomicznego mikroorganizmów i detekcję 

kluczowych patogenów grzybowych znajdujących się na ekologicznych plantacjach 

truskawek. 

7. Na ekologicznych plantacjach truskawek występuje zróżnicowanie pomiędzy 

mykobiomem gleby i rośliny plantacji zdrowych oraz chorych. 

8. Alfa-różnorodność korzeni roślin truskawki jest statystycznie większa w roślinach 

zdrowych, a mniejsza w próbkach gleby.  

9. Pomiędzy alfa-różnorodnością wyrażoną w efektywnej liczbie gatunków w ryzosferze 

i częściach nadziemnych roślin chorych i zdrowych nie występują różnice istotne 

statystycznie. 
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10. Ilość mikroorganizmów należących do mieszanych poziomów troficznych patotrofów 

(patotrof-symbiotrof oraz patotrof-saprotrof-symbiotrof) w próbkach pobranych 

z plantacji chorych jest statystycznie większa w glebie. 

11. Nie wykazano różnic statystycznych w ilości występowania mikroorganizmów 

należących do poszczególnych trybów troficznych w badanych próbkach ryzosfery, 

korzeni oraz części nadziemnych roślin pochodzących z plantacji ekologicznej 

truskawki pomiędzy próbkami zebranymi z plantacji zdrowych oraz chorych. 

12. Wiele taksonów stanowiących mykobiom rdzeniowy dla próbek pochodzących ze 

zdrowych i porażonych plantacji pokrywało się, jednak więcej mikroorganizmów 

należało do mykobiomu rdzeniowego w chorych próbkach ryzosfery, korzeni, gleby 

i wszystkich próbek łącznie. 

13. Mykobiom plantacji porażonych chorobowo charakteryzował się bardziej 

rozproszonymi klastrami w obrębie sieci, natomiast dla zdrowych plantacji wykazywał 

więcej połączeń między klastrami i wytrzymałość sieci, wskazując na ich większą 

stabilność w porównaniu do plantacji porażonych chorobowo, co może wyjaśniać ich 

większą odporność na infekcje. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 

 

 

 

Figure 4. 
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Figure 5. 
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Figure 6. 

Table 1. 
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Bulk soil Rhizosphere Roots Shoots 
Cadophora sp. ■ Cadophora sp. ► Cadophora sp. ► ■ Cadophora sp. ► 

unclassified 

Nectriaceae ► ■ 

unclassified 

Nectriaceae ■ 
Cadophora sp. ► ■ 

unclassified 

Mycosphaerellaceae ► ● 

Fusarium sp. ■ Fusarium sp.► Dactylonectria sp. ● Gnomoniopsis sp. ■ 

Exophiala sp. ► ■ Exophiala sp. ► ■ Fusarium sp. ■ Plectosphaerella sp. 

unclassified 

Chaetomiaceae ► ■ 

unclassified 

Chaetomiaceae ► ■ 
Gnomoniopsis sp. ► Alternaria sp. ► ■ 

Acremonium sp. ● Botryotrichum sp. Plectosphaerella sp. ■ 
unclassified 

Capnodiales ► ■ 

Alternaria sp. ■ ● Acremonium sp. ► ■ ● Alternaria sp. ► Cladosporium sp. ► ■ 

unclassified 

Capnodiales 
Alternaria  sp. ■ 

unclassified 

Capnodiales 
Cladosporium sp. ► ■ 

Cladosporium sp. ► ■ 
unclassified 

Capnodiales 
Cladosporium sp. ► ■ Filobasidium sp. ► ■ 

Cladosporium sp ► ■ Cladosporium sp. ► ■ Cladosporium sp. ►■ Sporobolomyces sp. ► 

unclassified 

Fungi 
Cladosporium sp. ► ■ unclassified Fungi Symmetrospora sp. 

Tausonia sp. ■ unclassified Fungi 
unclassified 

Ceratobasidiaceae 
Vishniacozyma sp. ► ■ 

Saitozyma sp. ► ■ Tausonia sp. Vishniacozyma sp. Vishniacozyma sp. ► ■ 

Solicoccozyma sp. ► ■ Saitozyma sp. ■ 
unclassified 

Trechisporales ● 
Didymella sp. ■ 

Solicoccozyma sp. ► ■ Solicoccozyma sp. ► ■ Didymella sp. Epicoccum sp. ► ■ 

unclassified 

Didymellaceae 
Solicoccozyma sp. ► ■ 

unclassified 

Didymellaceae 

unclassified 

Didymellaceae 

Mortierella sp. ► ■ Mortierella sp. ► ■ ● 
unclassified 

Sclerotiniaceae ► ■ 
Paraphoma sp. 

Mortierella sp. ► ■ Mortierella sp. ► ■ ● 
unclassified 

Helotiales ■ 

unclassified 

Chaetomellaceae 

unclassified 

Sclerotiniaceae ■ 

unclassified 

Sclerotiniaceae 
Dactylaria sp. Podosphaera sp. 

Tetracladium sp. Tetracladium sp. ► Tetracladium sp. 
unclassified 

Sclerotiniaceae ► ■ 

 

 

Table 2. 

 

Jaccard index greater than or smaller than expected at 

random 

Soil Rhizosphere Roots Shoots 

degree 0.134* 0.253* 0.333 0.279 

betweenness centrality 0.028* 0.121* 0.090* 0.159*  

closeness centrality 0.110* 0.202* 0.231* 0.333 

eigenvector centrality 0.134* 0.224* 0.257* 0.291 
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5.4.3. Materiały uzupełniające 

 

Supplementary Fig. 1. Rarefaction curves of all sequenced samples made with vegan 

package in RStudio. 
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Supplementary Figure 2. Differences between mean abundances of healthy and unhealthy 

samples of top 8 phyla in analysed strawberry samples. Wilcoxon test was used to determine 

statistical significance. ns: not-significant, *: p-value < 0.05. The plot was made with 

microbiomeutilities, microbiome and phyloseq packages in RStudio. 
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Supplementary figure 3. Differenecs between mean ENS in the analyzed plantations 
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Supplemetary Figure 4. Dissimilarity networks of healthy and unhealthy samples of 

rhisosphere, bulk soil, shoots and roots. For the analysis, we kept 50 taxa that had the highest 

variance and used SPRING method for construction of networks. 
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Supplementary table 1. Metadata of analyzed samples from strawberry plantations. 

sample-

id 

Plantation Type Variety  Soil-

type 

Health 

status 

Cultivation Irrigation 

337-19 2 rhizosphere Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

338-19 2 rhizosphere Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

339-19 2 rhizosphere Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

340-19 2 bulk-soil Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

341-19 2 bulk-soil Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

347-19 1 rhizosphere Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

348-19 1 bulk-soil Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

349-19 1 rhizosphere Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

350-19 1 bulk-soil Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

351-19 1 rhizosphere Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

357-19 3 rhizosphere Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

358-19 3 bulk-soil Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

359-19 3 rhizosphere Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

360-19 3 bulk-soil Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

361-19 3 rhizosphere Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

367-19 5 rhizosphere Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

368-19 5 bulk-soil Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

369-19 5 rhizosphere Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

370-19 5 bulk-soil Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

371-19 5 rhizosphere Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

372-19 5 bulk-soil Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 
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379-19 4 rhizosphere Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

380-19 4 bulk-soil Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

381-19 4 rhizosphere Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

382-19 4 bulk-soil Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

383-19 4 rhizosphere Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

384-19 4 bulk-soil Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

391-19 6 rhizosphere Honeoye NaN healthy straw No 

392-19 6 bulk-soil Honeoye NaN healthy straw No 

393-19 6 rhizosphere Honeoye NaN healthy straw No 

394-19 6 bulk-soil Honeoye NaN healthy straw No 

395-19 6 rhizosphere Honeoye NaN healthy straw No 

396-19 6 bulk-soil Honeoye NaN healthy straw No 

415-19 7 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

416-19 7 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

417-19 7 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

418-19 7 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

419-19 7 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

420-19 7 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

427-19 8 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

428-19 8 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

429-19 8 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

430-19 8 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

431-19 8 rhizosphere Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

432-19 8 bulk-soil Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 
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439-19 10 rhizosphere Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

440-19 10 bulk-soil Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

441-19 10 rhizosphere Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

442-19 10 bulk-soil Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

443-19 10 rhizosphere Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

444-19 10 bulk-soil Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

451-19 11 rhizosphere Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

452-19 11 bulk-soil Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

453-19 11 rhizosphere Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

454-19 11 bulk-soil Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

455-19 11 rhizosphere Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

456-19 11 bulk-soil Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

463-19 12 rhizosphere Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

464-19 12 bulk-soil Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

465-19 12 rhizosphere Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

466-19 12 bulk-soil Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

467-19 12 rhizosphere Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

468-19 12 bulk-soil Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

475-19 13 rhizosphere Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

476-19 13 bulk-soil Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

477-19 13 rhizosphere Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

478-19 13 bulk-soil Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

479-19 13 rhizosphere Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

480-19 13 bulk-soil Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

487-19 14 rhizosphere Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

488-19 14 bulk-soil Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 



 

 

- 219 - 
 

489-19 14 rhizosphere Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

490-19 14 bulk-soil Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

491-19 14 rhizosphere Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

492-19 14 bulk-soil Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

342K-

19 

2 roots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

342L-

19 

2 shoots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

343K-

19 

2 roots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

343L-

19 

2 shoots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

344K-

19 

2 roots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

344L-

19 

2 shoots Honeoye fluvisol healthy agrotextile Yes 

352K-

19 

1 roots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

352L-

19 

1 shoots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

354K-

19 

1 roots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

354L-

19 

1 shoots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

356K-

19 

1 roots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

356L-

19 

1 shoots Aprica fluvisol healthy agrotextile Yes 

362K-

19 

3 roots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

362L-

19 

3 shoots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

364K-

19 

3 roots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 
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364L-

19 

3 shoots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

366K-

19 

3 roots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

366L-

19 

3 shoots Dipred fluvisol unhealthy agrotextile Yes 

373K-

19 

5 roots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

373L-

19 

5 shoots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

375K-

19 

5 roots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

375L-

19 

5 shoots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

377K-

19 

5 roots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

377L-

19 

5 shoots Honeoye brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

385K-

19 

4 roots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

385L-

19 

4 shoots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

387K-

19 

4 roots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

387L-

19 

4 shoots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

389K-

19 

4 roots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 
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389L-

19 

4 shoots Aprica brown-

soil 

healthy no-

agrotextile-

in-the-gound 

No 

397K-

19 

6 roots Honeoye NaN healthy straw No 

397L-

19 

6 shoots Honeoye NaN healthy straw No 

399K-

19 

6 roots Honeoye NaN healthy straw No 

399L-

19 

6 shoots Honeoye NaN healthy straw No 

401K-

19 

6 roots Honeoye NaN healthy straw No 

401L-

19 

6 shoots Honeoye NaN healthy straw No 

421K-

19 

7 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

421L-

19 

7 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

423K-

19 

7 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

423L-

19 

7 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

425K-

19 

7 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

425L-

19 

7 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

433K-

19 

8 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

433L-

19 

8 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

435K-

19 

8 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

435L-

19 

8 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

437K-

19 

8 roots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 

437L-

19 

8 shoots Honeoye NaN unhealthy agrotextile Yes 
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445K-

19 

10 roots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

445L-

19 

10 shoots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

447K-

19 

10 roots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

447L-

19 

10 shoots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

449K-

19 

10 roots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

449L-

19 

10 shoots Dipred acrisol healthy agrotextile Yes 

457K-

19 

11 roots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

457L-

19 

11 shoots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

459K-

19 

11 roots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

459L-

19 

11 shoots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

461K-

19 

11 roots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

461L-

19 

11 shoots Aprica acrisol healthy agrotextile Yes 

469K-

19 

12 roots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

469L-

19 

12 shoots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

471K-

19 

12 roots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

471L-

19 

12 shoots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

473K-

19 

12 roots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

473L-

19 

12 shoots Honeoye acrisol healthy agrotextile Yes 

481K-

19 

13 roots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 
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481L-

19 

13 shoots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

483K-

19 

13 roots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

483L-

19 

13 shoots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

485K-

19 

13 roots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

485L-

19 

13 shoots Aprica sandy 

loose 

healthy agrotextile Yes 

493K-

19 

14 roots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

493L-

19 

14 shoots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

495K-

19 

14 roots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

495L-

19 

14 shoots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

497K-

19 

14 roots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 

497L-

19 

14 shoots Aprica sandy 

compact 

healthy agrotextile Yes 
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Supplemetanry Table 2. Primers used in ITS1 NGS metataxonomics based on paper by 

Bellemain et al. (Bellemain, E., Carlsen, T., Brochmann, C., Coissac, E., Taberlet, P., 

Kauserud, H., 2010. ITS as an environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach 

reveals potential PCR biases. BMC Microbiol. 10, 189. https://doi.org/10.1186/1471-2180-

10-189) 
 

Overhang Locus-specific 

sequence 

Primer sequence 5’→ 3’ 

Forward 

ITS_fwd_1 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTTGGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTTGGTCATTTAGAGGAAGT

AA 

ITS_fwd_2 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTCGGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTCGGTCATTTAGAGGAAG

TAA 

ITS_fwd_3 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTTGGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAACTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTTGGTCATTTAGAGGAACT

AA 

ITS_fwd_4 TCGTCGGCAGCGTCAGA CCCGGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CCCGGTCATTTAGAGGAAG

TAA 

ITS_fwd_5 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTAGGCTATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTAGGCTATTTAGAGGAAG

TAA 

ITS_fwd_6 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTTAGTTATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTTAGTTATTTAGAGGAAGT

AA 

ITS_fwd_7 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTACGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG GAGGAAGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTACGTCATTTAGAGGAAG

TAA 

ITS_fwd_8 TCGTCGGCAGCGTCAGA CTTGGTCATTTA TCGTCGGCAGCGTCAGA 
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TGTGTATAAGAGACAG GAGGTCGTAA TGTGTATAAGAGACAG 

  
CTTGGTCATTTAGAGGTCGT

AA 

Reverse 

ITS_rev_1 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCTGCGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGATGC ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCTGCGTTCTTCATCGATGC 

ITS_rev_2 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCTGCGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGATGG ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCTGCGTTCTTCATCGATGG 

ITS_rev_3 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCTACGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGATGC ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCTACGTTCTTCATCGATGC 

ITS_rev_4 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCTGCGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGATGT ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCTGCGTTCTTCATCGATGT 

ITS_rev_5 GTCTCGTGGGCTCGGAG ACTGTGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGATGT ATGTGTATAAGAGACAG 

  
ACTGTGTTCTTCATCGATGT 

ITS_rev_6 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCTGCGTTCT GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCATCGTTGC ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCTGCGTTCTTCATCGTTGC 

iTS_rev_7 GTCTCGTGGGCTCGGAG GCGTTCTTCA GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG TCGATGC ATGTGTATAAGAGACAG 

  
GCGTTCTTCATCGATGC 
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Supplemetary table 3. Mean, maximum and minimum relative abundances of fungal phylas 

found in analysed samples. 

phyla min max mean 

Ascomycota 34.604% 93.533% 69.219% 

Basidiomycota 3.525% 63.267% 22.435% 

Mortierellomycota 0.000% 24.583% 5.530% 

Unclassified Fungi 0.000% 12.795% 1.898% 

Chytridiomycota 0.000% 4.643% 0.409% 

Mucoromycota 0.000% 5.240% 0.217% 

Rozellomycota 0.000% 1.738% 0.196% 

Glomeromycota 0.000% 1.106% 0.033% 

Zoopagomycota 0.000% 0.379% 0.026% 

Oomycota 0.000% 0.220% 0.020% 

Kickxellomycota 0.000% 0.187% 0.006% 

Basidiobolomycota 0.000% 0.170% 0.005% 

Olpidiomycota 0.000% 0.304% 0.003% 

Aphelidiomycota 0.000% 0.0631594% 0.0013318% 

Monoblepharomycota 0.000% 0.0339960% 0.0010703% 

Blastocladiomycota 0.000% 0.0471809% 0.0008060% 

Entomophthoromycota 0.000% 0.0277393% 0.0004171% 

Unclassified 

Stramenopila 

0.000% 0.0148321% 0.0002742% 

Ochrophyta 0.000% 0.0043703% 0.0000289% 
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Supplementary table 4. PERMANOVA and pairwise PERMANOVA of beta-diversity. 

Results of statistical tests of beta-diversity. *: p-value ≤ 0.05 

group of 

samples 

compare by PERMANOVA ANOVA 

R2 Pr (>F) Pr (>F) 

all samples sample type 23.70% 1.00E-04 * 4.13E-14 * 

all samples health status 1.60% 0.0077 * 0.002297 * 

rhizosphere health status 4.70% 0.0167 * 0.000261 * 

shoots health status 4.90% 0.0143 * 0.153 

roots health status 3.60% 0.05 * 0.5663 

bulk soil health status 5.20% 0.0118 * 4.65E-07 * 
     

pairwise PERMANOVA 
  

  p   p.adj 
 

rhizosphere    soil  0.851 0.851 
 

rhizosphere   roots  0.001 0.0012 * 
 

rhizosphere  shoots  0.001 0.0012 * 
 

soil  roots 0.001 0.0012 * 
 

soil  shoots 0.001 0.0012 * 
 

roots  shoots 0.001 0.0012 * 
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Supplementary table 5. Core species in healthy and unhealthy samples 

 

in bulk we marked species, that are shared between healthy and unhealthy group 

in yellow we marked species that differ in abundance between healthy and unhealthy samples 
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Supplementary table 6. Significant diferences between ENS in plantations 

 

.y. plantatio

n 

plantatio

n 

p p.adj p.format p.signif method 

ENS 2 1 0.94872929 1 0.94873 ns Wilcoxon 

ENS 2 3 0.43846324 1 0.43846 ns Wilcoxon 

ENS 2 5 0.21149667 1 0.21150 ns Wilcoxon 

ENS 2 4 0.73989814 1 0.73990 ns Wilcoxon 

ENS 2 6 0.69470252 1 0.69470 ns Wilcoxon 

ENS 2 7 0.486503 1 0.48650 ns Wilcoxon 

ENS 2 8 0.486503 1 0.48650 ns Wilcoxon 

ENS 2 10 0.00168777 0.13 0.00169 ** Wilcoxon 

ENS 2 11 0.05121894 1 0.05122 ns Wilcoxon 

ENS 2 12 0.13299368 1 0.13299 ns Wilcoxon 

ENS 2 13 0.07589109 1 0.07589 ns Wilcoxon 

ENS 2 14 0.16931715 1 0.16932 ns Wilcoxon 

ENS 1 3 0.60631783 1 0.60632 ns Wilcoxon 

ENS 1 5 0.23511661 1 0.23512 ns Wilcoxon 

ENS 1 4 0.78594874 1 0.78595 ns Wilcoxon 

ENS 1 6 0.65054975 1 0.65055 ns Wilcoxon 

ENS 1 7 0.60752412 1 0.60752 ns Wilcoxon 

ENS 1 8 0.44913681 1 0.44914 ns Wilcoxon 

ENS 1 10 0.02680023 1 0.02680 * Wilcoxon 

ENS 1 11 0.11792811 1 0.11793 ns Wilcoxon 

ENS 1 12 0.4778547 1 0.47785 ns Wilcoxon 

ENS 1 13 0.19318659 1 0.19319 ns Wilcoxon 

ENS 1 14 0.28754702 1 0.28755 ns Wilcoxon 

ENS 3 5 0.03741796 1 0.03742 * Wilcoxon 

ENS 3 4 0.65054975 1 0.65055 ns Wilcoxon 

ENS 3 6 0.31638559 1 0.31639 ns Wilcoxon 

ENS 3 7 0.97593334 1 0.97593 ns Wilcoxon 

ENS 3 8 0.78594874 1 0.78595 ns Wilcoxon 

ENS 3 10 0.05949805 1 0.05950 ns Wilcoxon 

ENS 3 11 0.31638559 1 0.31639 ns Wilcoxon 

ENS 3 12 0.60631783 1 0.60632 ns Wilcoxon 

ENS 3 13 0.29998639 1 0.29999 ns Wilcoxon 

ENS 3 14 0.60752412 1 0.60752 ns Wilcoxon 

ENS 5 4 0.11350233 1 0.11350 ns Wilcoxon 

ENS 5 6 0.55116717 1 0.55117 ns Wilcoxon 

ENS 5 7 0.044902 1 0.04490 * Wilcoxon 

ENS 5 8 0.044902 1 0.04490 * Wilcoxon 

ENS 5 10 0.0001028 0.008 0.00010 *** Wilcoxon 

ENS 5 11 0.00363662 0.27 0.00364 ** Wilcoxon 

ENS 5 12 0.01057335 0.75 0.01057 * Wilcoxon 

ENS 5 13 0.0069848 0.5 0.00698 ** Wilcoxon 

ENS 5 14 0.07802434 1 0.07802 ns Wilcoxon 

ENS 4 6 0.51372258 1 0.51372 ns Wilcoxon 
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ENS 4 7 0.6297255 1 0.62973 ns Wilcoxon 

ENS 4 8 0.58987573 1 0.58988 ns Wilcoxon 

ENS 4 10 0.00555959 0.41 0.00556 ** Wilcoxon 

ENS 4 11 0.07802434 1 0.07802 ns Wilcoxon 

ENS 4 12 0.28754702 1 0.28755 ns Wilcoxon 

ENS 4 13 0.16931715 1 0.16932 ns Wilcoxon 

ENS 4 14 0.37768531 1 0.37769 ns Wilcoxon 

ENS 6 7 0.34735792 1 0.34736 ns Wilcoxon 

ENS 6 8 0.24152379 1 0.24152 ns Wilcoxon 

ENS 6 10 0.00085794 0.066 0.00086 *** Wilcoxon 

ENS 6 11 0.02418426 1 0.02418 * Wilcoxon 

ENS 6 12 0.05949805 1 0.05950 ns Wilcoxon 

ENS 6 13 0.05949805 1 0.05950 ns Wilcoxon 

ENS 6 14 0.19780811 1 0.19781 ns Wilcoxon 

ENS 7 8 0.75528483 1 0.75528 ns Wilcoxon 

ENS 7 10 0.00363662 0.27 0.00364 ** Wilcoxon 

ENS 7 11 0.14316778 1 0.14317 ns Wilcoxon 

ENS 7 12 0.37933906 1 0.37934 ns Wilcoxon 

ENS 7 13 0.13354851 1 0.13355 ns Wilcoxon 

ENS 7 14 0.31858517 1 0.31859 ns Wilcoxon 

ENS 8 10 0.044902 1 0.04490 * Wilcoxon 

ENS 8 11 0.24152379 1 0.24152 ns Wilcoxon 

ENS 8 12 0.56578393 1 0.56578 ns Wilcoxon 

ENS 8 13 0.60752412 1 0.60752 ns Wilcoxon 

ENS 8 14 0.58987573 1 0.58988 ns Wilcoxon 

ENS 10 11 0.71253508 1 0.71254 ns Wilcoxon 

ENS 10 12 0.02680023 1 0.02680 * Wilcoxon 

ENS 10 13 0.28754702 1 0.28755 ns Wilcoxon 

ENS 10 14 0.19780811 1 0.19781 ns Wilcoxon 

ENS 11 12 0.37933906 1 0.37934 ns Wilcoxon 

ENS 11 13 0.56578393 1 0.56578 ns Wilcoxon 

ENS 11 14 0.4095104 1 0.40951 ns Wilcoxon 

ENS 12 13 0.65218476 1 0.65218 ns Wilcoxon 

ENS 12 14 0.88011195 1 0.88011 ns Wilcoxon 

ENS 13 14 0.97593334 1 0.97593 ns Wilcoxon 
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7. Protokoły 

7.1. Protokół izolacji DNA 

 

Protokół izolacji DNA z próbek środowiskowych jest oparty o protokół oraz odczynniki 

‘FastPrep’ firmy MP Biomedicals. 

 

1. Do 2 ml probówki z matrycą lizującą dodać 800 µl Sodium Phosphate Buffer (buforu 

fosforanu sodu), 200 µl roztworu PLS i 250 mg gramów rośliny (zhomogenizowanej za 

pomocą młynka) lub 500 mg gleby. Wstrząsnąć do wymieszania, a następnie 

worteksować 10-15 sekund. 

2. Odwirować próbki przy 14.000 x g przez 5 minut i zdekantować supernatant. 

3. Dodać 110 µl buforu MT i 900 µl Sodium Phosphate Buffer (buforu fosforanu sodu). 

Energicznie wstrząsnąć lub krótko worteksować w celu wymieszania. 

4. Homogenizować próbki w aparacie FastPrep® 24 z prędkością 6,0 m/s przez 40 sekund. 

5. Odwirować próbki przy 14.000 x g przez 15 minut. 

6. Przenieść supernatant do czystej probówki wirówkowej o pojemności 2,0 ml. 

7. Dodać 250 µl roztworu PPS, energicznie wstrząsnąć w celu wymieszania i inkubować 

w temperaturze 4°C przez 10 minut. Nie worteksować! Odwirować próbki przy 14.000 

x g przez 2 minuty. 

8. Podczas gdy próbki są odwirowywane, dodać 500 µl Binding Matrix Solution do czystej 

probówki wirówkowej o pojemności 2,0 ml. 

9. Przenieść supernatant do Binding Matrix Solution w probówce 2,0 ml. Delikatnie 

wstrząsnąć ręką w celu wymieszania, a następnie umieścić na wytrząsarce/wirówce na 

5 minut. 

10. Odwirować próbki przy 14.000 x g przez 2 minuty. Zdekantować supernatant. 

11. Dodać 500 µl Wash Buffer #1 do peletu mieszaniny wiążącej i umieścić na 

wytrząsarce/wirówce na 5 minut. 

12. Przenieść około 600 µl mieszaniny wiążącej do probówki SPIN Filter i odwirować przy 

14.000 x g przez 1 minutę. Opróżnić probówkę. 

13. Dodać 500 µl przygotowanego Wash Buffer #2 do probówki SPIN Filter. UWAGA: 

Upewnić się, że do Wash Buffer #2 został dodany etanol (100 ml 100% etanolu). 

14. Odwirować próbki przy 14.000 x g przez 5 minut. Zlać odwirowany supernatant. 

15. Powtórzyć kroki 13 i 14. 
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16. Ponownie odwirować próbki przez 5 minut w celu ekstrakcji pozostałości etanolu 

z matrycy wiążącej i wysuszyć próbki. 

17. Przenieść SPIN Filter do czystej 1,5 ml probówki typu Eppendorfa. Dodać 100 µl TES, 

delikatnie wymieszać pelet pipetując roztwór i inkubować w temperaturze pokojowej 

przez 2 minuty. Nie worteksować! 

18. Odwirować próbki przy 14.000 x g przez 2 minuty w celu elucji oczyszczonego DNA 

do czystej probówki wychwytującej. 

19. DNA jest teraz gotowe do analiz PCR i innych zastosowań lub może być rozcieńczone 

w stosunku 1:9 z wodą, jeśli to konieczne. 

20. Przechowywać w temperaturze -20°C przez dłuższy czas lub w temperaturze 4°C przez 

okres do 12 godzin. 
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7.2. Protokół potrójnej detekcji real-time PCR 

 

 

Sekwencje oligonukleotydów do reakcji: 

Starter/sonda Fluorofor Sekwencja (5’ – 3’) Wygaszacz 

D2LSU_F  AGA CCG ATA GCG MAC AAG  

D2LSU_R  CTT GGT CCG TGT TTC AAG  

Botrytis6FAM 6FAM TCAGGGTCTCGTACCCTGTGTACTT BHQ-1 

ColletotrichumTamra Tamra(R) TGTGACCAGACTTGCGTCCGGTGAA BHQ-2 

VerticilliumCy5 Cy5 TGGTTCAACCAGGTCCATGACCT BHQ-2 

 

 

Warunki reakcji: 

(Opcjonalnie) UNG:  37°C  2 minuty 

Denaturacja wstępna:  95°C 12 minut 

40 cykli : 

Denaturacja   95°C 5 s 

Hybrydyzacja i elongacja: 60°C 2 min (Odczyt danych fluorescencji) 

 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 

MP qPCR MM (EURx)(2×)  1×  10 µl 

D2LSU_F    0,3µM  0,6 µl 

D2LSU_R    0,3µM  0,6 µl 

Botrytis6FAM    0,15µM 0,3 µl 

ColletotrichumTamra   0,15µM 0,3 µl 

VerticilliumCy5   0,15µM 0,3 µl 

ROX       0,25 µl 

(Opcjonalnie)UNG     0,2 µl 

DNA       4 µl 

Woda       do 20 µl 
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7.3. Protokół detekcji LAMP 

 

 

Sekwencje oligonukleotydów do reakcji: 

Marker Mikroorganizm Nazwa startera* Sekwencja starterów 5’→3’ 

tr
an

sl
at

io
n
 e

lo
n
g

at
io

n
 f

ac
to

r 
1

-α
 (

E
F

1
a)

 

g
en

e 

Phytophthora 

spp. 

Psp_Ef1a_F3 GTACTTCTTCACGGTCATTGA 

Psp_Ef1a_B3 GTACATGACAGACGAGTCG 

Psp_Ef1a_FIP 
AGCAACCACCAGrATGGC|CACCGTGACTTCATCAAGA

A 

Psp_Ef1a_BIP 
TyGArGCTGGTATCTCCAAGGA|ACrATCATCTGCTTCA

CAC 

Psp_Ef1a_LoopF CTGCGAGGTrCCCGTAATC 

Psp_Ef1a_LoopB TGCTTGCCTTCACyCTGG 

Phytophthora 

cactorum 

Pca_Ef1a_FIP 
AGCAACCACCAGGATGGC|CACCGTGACTTCATCAAG

AA 

Pca_Ef1a_BIP 
TyGAAGCTGGTATCTCCAAGGA|ACrATCATCTGCTTCA

CAC 

Pca_Ef1a_LoopF CTGCGAGGTACCCGTAATC 

Pca_Ef1a_LoopB TGCTTGCCTTCACTCTGG 

 

Warunki reakcji: 

cały czas trwania reakcji:  65°C  40 minut 

 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 

ISO-001 (OptiGene)(2×)  1×  10 µl 

FIP/BIP    0,8 µM  1,6 µl 

F3/B3     0,2 µM  0,4 µl 

LoopF/LoopB   0,4 µM  0,8 µl 

ROX       0,2 µl 

DNA       1 µl 

Woda       do 20 µl 
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8. Oświadczenia współautorów 
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Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydział Nauk o Żywności i Biotechnologii, studia 

stacjonarne I°, kierunek: biotechnologia, obszar nauk rolniczych, leśnych i weterynaryjnych. 

2015 - uzyskanie tytułu inżynier, praca pt.: Ocena zależności między temperaturą gniazda 

pszczelego a szerokością komórek plastrów - praca projektowa, wykonana w Katedrze 

Biologicznych Podstaw Produkcji Zwierzęcej pod opieką promotorską dra hab. Krzysztofa 

Olszewskiego. 
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Osiągnięcia związane z rozprawą doktorską 

 

Ustne wystąpienia na międzynarodowych konferencjach naukowych: 

1. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022 Metataxonomy in organic strawberry cultivation - 

what’s the big deal?  “21st International Workshop for Young Scientists BioPhys Spring 

2022”, 30-31 V 2022, Nitra, Słowacja 

2. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022, Correlations between fungal trophic modes in 

healthy and unhealthy strawberry samples “MycoRiseUp! Youth in mycology”, 27-29 

V 2022, Warszawa 

3. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2021, LAMP - efficient detection of Phytophthora  spp. 

found in organic strawberry plantations, “20th International Workshop for Young 

Scientists BioPhys Spring 2021”, 15 V 2021, on-line 

4. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2020, Detection of crucial fungal pathogens of soft 

fruits in environmental samples derived from organic strawberry plantations, 19th 

International Workshop for Young Scientists BioPhys Spring 2020, 19-21 V 2020, 

Praga, Republika Czeska 

5. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2019, Fungal pathogens in ecological strawberry 

fields, 18th International Workshop for Young Scientists BioPhys Spring 2019, 22-24 V 

2019, Gödöllő, Węgry 

 

Ustne wystąpienia na ogólnopolskich konferencjach naukowych: 

6. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022, Abundance of phytopathogenic fungi and other 

guilds in soil, rhizosphere, roots and leaves of organic strawberry, konferencja 

„Nowoczesne spojrzenie na fitopatologię” Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego, 

Poznań, 7-8 IX 2022 

7. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2021, Sekwencjonowanie nowej generacji w badaniach 

mikrobiomu próbek gleby i roślin, IV Konferencja Doktorantów pt. „Cztery żywioły – 

współczesne problemy w naukach o życiu”, Lublin, 14 XII 2021 

8. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2021, Structural and functional analysis of fungal 

communities occurring in organic strawberry plantations, ”MycoRiseUp! Youth in 

mycology”, 23 IV 2021, on-line 
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9. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2020, Interakcje mykobiomu gleby i roślin 

w ekologicznej uprawie truskawki, III Konferencja Doktorantów pt. „Cztery żywioły – 

współczesne problemy w naukach o życiu”, 18 XII 2020, Warszawa-Lublin 

10. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2019, Zagrożenie fitopatogenami w ekologicznej 

uprawie owoców, II Konferencja Doktorantów pt. „Cztery żywioły – współczesne 

problemy w naukach o życiu”, 24 X 2019, Lublin 

11. Panek J., Malarczyk D., Gryta A., Oszust K., Frąc M., 2019, Detekcja i identyfikacja 

patogenów grzybowych występujących w ekologicznej uprawie truskawek, Ochrona 

bioróżnorodności gleby warunkiem zdrowia obecnych i przyszłych pokoleń, 16 X 2019, 

Skierniewice 

 

Postery na międzynarodowych konferencjach naukowych: 

12. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2021, Aprica strawberry cultivation on four types of 

soil. Does it impact the mycobiome composition?, 13th International Conference on 

Agrophysics: Agriculture in changing climate, 15-16 XI 2021, Lublin 

13. Panek J., Malarczyk D., Frąc M., 2019, Multiplex qPCR method for detection of 

Verticillium sp. and Phytophthora sp., XVIII Congress of European Mycologists, 16-

21 IX 2019, Warszawa/Białowieża 

 

Postery na ogólnopolskich konferencjach naukowych: 

14. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022, Are fungi good networkers? Mycobiome networks 

in healthy and diseased strawberry fields, Ogólnopolska Konferencja naukowa z okazji 

X-lecia Polskiego Towarzystwa Mykologicznego, 24-28 IX 2022, Poznań 

15. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022 Analiza sieci powiązań bakterii w zdrowych 

i chorych próbkach ekologicznej truskawki, XXIX Ogólnopolski Zjazd Polskiego 

Towarzystwa Mikrobiologów, 15-17 IX 2022, Warszawa 

16. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2022, Comparing Differential Abundance (DA) methods 

on mycobiome of organic strawberry,  V Ogólnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne 

„Metagenomy różnych środowisk”, 23-24 VI 2022, Puławy 

17. Siegieda D., Panek J., Frąc M., 2021, Czy skład mykobiomu próbek roślin i gleby 

z plantacji truskawek jest identyczny dla odmian Honeoye, Aprica i Dipred?, 

54. Konferencja Mikrobiologiczna - „Mikroorganizmy różnych środowisk”, 20-21 IX 

2021, Warszawa 
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18. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2021, Różnice w składzie mykobiomu ekologicznych 

upraw truskawek odmian Honeoye i Aprica, IV Ogólnopolskie Sympozjum 

Mikrobiologiczne „Metagenomy różnych środowisk”, 17-18 VI 2021, Lublin 

19. Malarczyk D., Panek J., Frąc M., 2020, Detekcja roślinnych patogenów grzybowych 

w środowiskowych próbkach truskawek w zależności od warunków pogodowych 

i w trakcie przechowywania, Bioróżnorodność środowiska glebowego – wskaźniki 

oceny, 5 XI 2020, Puławy 

20. Panek J., Malarczyk D., Frąc M., 2019, Izolacja DNA z Verticillium sp. 

i Phytophthora sp., 53. Ogólnopolska Konferencja Mikrobiologiczna, 08-11 IX 2019, 

Poznań 

 

Współautorstwo doniesień pokonferencyjnych: 

21. Frąc M., Oszust K., Panek J., Pertille G., Gryta A., Mącik M., Pylak M., Siegieda D., 

2022, Soil microbiome and mycobiome as an important driver of plant health and soil 

quality, 22nd World Congress of Soil Science, 31 VII - 5 VIII 2022, Glasgow, Szkocja 

22. Panek J., Malarczyk D., Frąc M., 2019, Porównanie wybranych metod izolacji DNA 

z gleby w badaniach metataksonomicznych, IV Ogólnopolskie Sympozjum 

Mikrobiologiczne „Metagenomy Różnych Środowisk” 27–28 VI  2019, Lublin 

23. Panek J., Malarczyk D., Frąc M., 2019, Isolation of microbial DNA from soil – 

metagenomic approach, 18th International Workshop for Young Scientists BioPhys 

Spring 2019, 22-24 V 2019, Gödöllő, Węgry 

 

Udział w projekcie naukowym: 

• XI 2021 - IX 2022, pracowniczka badawczo-techniczna w projekcie: Nowe rozwiązania 

biotechnologiczne w diagnostyce, kontroli i monitoringu kluczowych patogenów 

grzybowych w ekologicznych uprawach owoców miękkich (akronim: EcoFruits), 

finansowane przez Narodowe Centrum Badań i Rozwoju w ramach projektu 

BIOSTRATEG 

• XI 2019 - XI 2021, pracowniczka inżynieryjna w projekcie: Nowe rozwiązania 

biotechnologiczne w diagnostyce, kontroli i monitoringu kluczowych patogenów 

grzybowych w ekologicznych uprawach owoców miękkich (akronim: EcoFruits), 

finansowane przez Narodowe Centrum Badań i Rozwoju w ramach projektu 

BIOSTRATEG 
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Patenty: 

• P.431985. Startery oligonukleotydowe oraz sonda molekularna do wykrywania 

fitopatogenicznego grzyba Botrytis sp. oraz sposób jego wykrywania. Twórcy: Jacek 

Panek, Magdalena Frąc, Dominika Malarczyk, Data zgłoszenia: 2019-11-28. 

• P.431986. Startery oligonukleotydowe oraz sonda molekularna do wykrywania 

fitopatogenicznego grzyba Colletotrichum sp. oraz sposób jego wykrywania. Twórcy: 

Jacek Panek, Magdalena Frąc, Dominika Malarczyk, Data zgłoszenia: 2019-11-28. 

• P.431987. Startery oligonukleotydowe oraz sonda molekularna do wykrywania 

fitopatogenicznego grzyba Verticillium sp. oraz sposób jego wykrywania. Twórcy: 

Jacek Panek, Magdalena Frąc, Dominika Malarczyk, Data zgłoszenia: 2019-11-28. 

• P.431988. Startery oligonukleotydowe oraz sondy molekularne do jednoczesnego 

wykrywania fitopatogenicznych grzybów Botrytis sp., Colletotrichum sp., 

Verticillium sp. oraz sposób ich wykrywania. Twórcy: Jacek Panek, Magdalena Frąc, 

Dominika Malarczyk, Data zgłoszenia: 2019-11-28. 

 

Zgłoszenia patentowe: 

• P.437110. Startery oligonukleotydowe do wykrywania fitopatogennych 

mikroorganizmów Phytophthora cactorum i sposób ich wykrywania. Twórcy: Jacek 

Panek, Dominika Malarczyk, Magdalena Frąc, Data zgłoszenia: 2021-02-24 

• P.437111. Startery oligonukleotydowe do wykrywania fitopatogennych 

mikroorganizmów Phytophthora spp. oraz sposób ich wykrywania. Twórcy: Jacek 

Panek, Dominika Malarczyk, Magdalena Frąc, Data zgłoszenia: 2021-02-24 

 

 

Osiągnięcia niezwiązane z rozprawą doktorską 
 

Staż naukowy: 

• II - III 2017, Uniwersytet Techniczny w Monachium, Niemcy, Zakład Biotechnologii 

Zwierząt Gospodarskich, Sekcja Analiz Genetycznych i Epigenetycznych, program 

stażowy ERASMUS+ 

 

Współautorstwo doniesień pokonferencyjnych: 

• Frąc M., Panek, J., Siegieda, D., Treder, K., Pawłowska A., Michałowska A., Salles, 

J.F., 2022, Strategies to improve soil resource-use efficiency through plant-microbiome 

interactions - microbiome discrete groups of potato cultivars and their fungal trophic 
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guilds,  Ogólnopolska Konferencja naukowa z okazji X-lecia Polskiego Towarzystwa 

Mykologicznego, 24-28 IX 2022, Poznań 

 

 

Udział w projekcie międzynarodowym: 

• V 2022 - XI 2022: Harnessing the potato-microbiome interactions for development of 

sustainable breeding and production strategies (potatoMETAbiome); Międzynarodowe 

konsorcjum naukowe SusCrop ERA-Net Cofund Action H2020: Uniwersytet 

w Groningen, Niderlandy - Lider, Partnerzy: Instytut Agrofizyki PAN - Polska (Lider 

Polskiego Konsorcjum), Uniwersytet Techniczny w Monachium - Niemcy, 

Politechnika w Graz - Austria, University of Limerick - Irlandia, Université de Pau et 

des Pays de l'Adour - Francja, Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego - Polska, 

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin - Państwowy Instytut Badawczy - Polska, 

Instytut Molekularnej Fizjologii Roślin im. Maxa Plancka - Niemcy 

 

Złożony projekt: 

• Charakterystyka multiomiczna oraz detekcja rozprzestrzeniającego się grzyba 

fitopatogenicznego - Pilidium lythri w konkursie PRELUDIUM 21, organizowanym 

przez Narodowe Centrum Nauki 

 

Wyróżnienia i nagrody: 

• 2021, Stypendium Dyrektora Instytutu Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk, prof. dra 

hab. Cezarego Sławińskiego, czł. koresp. PAN, dla najlepszych doktorantów na rok 

akademicki 2021/2022 

• 2021, Wyróżnienie posteru pt.: Czy skład mykobiomu próbek roślin i gleby z plantacji 

truskawek jest identyczny dla odmian Honeoye, Aprica i Dipred? na 54. Konferencji 

Mikrobiologicznej "Mikroorganizmy różnych środowisk" 

• 2021, Dyplom za II miejsce w sesji posterowej za poster pt.: Różnice w składzie 

mykobiomu ekologicznych upraw truskawek odmian Honeoye i Aprica na 

V Ogólnopolskim Sympozjum Mikrobiologicznym "Metagenomy różnych środowisk" 

• 2018, Stypendium Dyrektora Instytutu Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk, prof. dra 

hab. Cezarego Sławińskiego, dla najlepszych doktorantów na rok akademicki 

2018/2019 
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• 2018, Dyplom Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, prof. dr hab. 

Zygmunta Litwińczuka, za wyróżniającą się pracę magisterską pt. Zróżnicowanie 

genetyczne orlika krzykliwego (Aquila pomarina) i orlika grubodziobego (Aquila 

clanga) na podstawie analizy mtDNA 

 

Szkolenia i certyfikaty: 

• NGSchool: Machine Learning in Computational Biology, 15 - 23 IX 2022 

• Data Analytics With R, NobleProg, 14 - 31 III 2022 

• NGSeminars2021, 9 VI - 10 XI 2021 

• NGSeminars2020, 18 VI - 17 IX 2020 

• London Calling 2020: Flow cell loading demonstration workshop, 17 VI 2020 

• Nanopore seminars: an online series, 12-26 V 2020 

• Python dla początkujących, Rafał Mobilo Certyfikowany Instruktor Microsoft, Udemy, 

15 V 2020 

• Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej IA PAN, szkolenie 

z obsługi autoklawów, 20 I 2020 

• Instytut Chemii Organicznej PAN oraz Pałac w Jabłonnie, III Konferencja Doktorantów 

PAN, szkolenie z wystąpień publicznych, 11-13 X 2019 

• Certyfikat EF SET znajomości języka angielskiego na poziomie C2 (Proficient), 26 VII 

2019 

• Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej IA PAN, Szkolenie 

aplikacyjne obejmujące szlak wykonania bibliotek, metagenomikę i sekwencjonowanie 

małych genomów, w tym wykonanie oznacze-nia WGS próbki DNA izolatu 

bakteryjnego i grzybowego, 31 I 2019 

• Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego,  Dni 

aplikacyjne Illumina, 15 XI 2018 

• Ośrodek Doskonalenia Kadr MECHANIKA, Obsługa autoklawów, sterylizatorów 

laboratoryjnych do 50 kW, 08-15 IV 2015 

 

Pełnione funkcje: 

• Członkini Komisji Rekrutacyjnej Interdyscyplinarnej Szkoły Doktorskiej Nauk 

Rolniczych w roku akademickim 2022/2023 
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• Wiceprzewodnicząca Rady Samorządu Doktorantów IA PAN w roku akademickim 

2021/2022 

• Koordynatorka merytoryczna projektu PhD Mental Health, finansowanego przez 

Ministerstwo Edukacji i Nauki, pozyskanego przez Krajową Reprezentację 

Doktorantów 

• Koordynatorka zespołu ds. Public Relations I Targów Pracy dla Doktorantów 

Work&Science Forum 2021, organizowanych przez Krajową Reprezentację 

Doktorantów 

• Wiceprzewodnicząca Komisji ds. Public Relations przy Krajowej Reprezentacji 

Doktorantów w kadencji 2021 

• Członkini Komitetu Organizacyjnego IV Konferencji Doktorantów Cztery żywioły – 

współczesne problemy w naukach o życiu, 14 XII 2021, IA PAN, Lublin 

• Członkini Komisji Rekrutacyjnej Interdyscyplinarnej Szkoły Doktorskiej Nauk 

Rolniczych w roku akademickim 2020/2021 

• Przewodnicząca Komisji Stypendialnej ds. przyznawania świadczeń pomocy 

materialnej uczestnikom stacjonarnych studiów doktoranckich w Instytucie Agrofizyki 

PAN w roku akademickim 2021/2022 

• Członkini Komitetu Organizacyjnego III Konferencji Doktorantów Cztery żywioły – 

współczesne problemy w naukach o życiu, 18 XII 2020, SGGW, Warszawa 

• Członkini Komisji Stypendialnej ds. przyznawania świadczeń pomocy materialnej 

uczestnikom stacjonarnych studiów doktoranckich w Instytucie Agrofizyki PAN w roku 

akademickim 2020/2021 

• Członkini Komitetu Organizacyjnego II Konferencji Doktorantów Cztery żywioły – 

współczesne problemy w naukach o życiu, 24 X 2019, IA PAN, Lublin 

• Przewodnicząca Samorządu Doktorantów IA PAN w roku akademickim 2019/2020 

• Wiceprzewodnicząca Rady Samorządu Doktorantów IA PAN w roku akademickim 

2018/2019 


