Streszczenie

Polska jest jednym z kluczowych producentéow truskawki na swiecie - w 2020 roku
powierzchnia pod upraweg tego owocu zajmowata ponad 30 000 hektaréow i byta mniejsza
jedynie od tej w Chinskiej Republice Ludowej. Polska produkuje niemal 200 000 ton owocoéw
truskawek rocznie, ustgpujac w Europie jedynie Hiszpanii i plasujac si¢ zaraz przed Niemcami.
Co warto rowniez zauwazy¢, Polska jest liderem w produkcji ekologicznej truskawki w Europie
i na $wiecie.

Rolnictwo ekologiczne nabiera w ostatnich latach coraz wigkszego znaczenia - Unia
Europejska przedstawita w 2020 roku strategie ‘od pola do stotu’ (ang. Farm to Fork Stategy),
ktéra wehodzi w sktad Europejskiego Zielonego Ladu (ang. European Green Deal). Strategia
ta zaklada znaczne zmniejszenie zuzycia chemicznych §rodkéw ochrony ro$lin, w tym
fungicydow 1 pestycydow, przy jednoczesnym zwigkszeniu udzialu rolnictwa ekologicznego.
Nalezy jednak pamigtaé, ze ekologiczny sposob produkeji zywnosci wymaga wykluczenia
wielu nawozow mineralnych i §rodkéw ochrony roslin, co znacznie utrudnia utrzymanie
zdrowej plantacji, jak i wysokich plonow. Dodatkowo, owoce truskawki charakteryzuja si¢
delikatng $ciang komorkowa, ktora moze by¢ w tatwy sposéb spenetrowana przez patogeny, co
przyczynia si¢ do obnizenia plonéw i ich jako$ci. Dlatego tez, niezbednym dziataniem w
rolnictwie jest szybkie 1 skuteczne monitorowanie upraw pod katem wystepowania
patogenicznych mikroorganizméw, w celu uzycia wycelowanych dzialan ochronnych, jeszcze
przed rozprzestrzenieniem si¢ chordb na plantacji. Dodatkowo, scharakteryzowanie rdznic
pomiedzy zdrowymi oraz porazonymi plantacjami, pozwoli na opracowanie skutecznych
rozwigzan, w tym biopreparatow oraz strategii produkcji, ktére moga zwigkszy¢ zdrowotnos¢
1 produktywnos$¢ upraw owocow migkkich w zréwnowazony sposob.

Klasyczne metody identyfikacji czynnika patogennego atakujacego plantacje
owocow, skupiaja si¢ gtownie wokot rozpoznania objawow chorobowych na roslinach, badz
obserwacji cech morfologicznych czystych szczepéw wyizolowanych z porazonych czgsci
roslin patogendw na pozywkach mikrobiologicznych oraz pod mikroskopem. Co wazne,
identyfikacja czynnika chorobotwodrczego przeprowadzona w taki sposob, jest czasochlonna
oraz w duzej czgsci przypadkdéw niedoktadna i moze powodowac wdrozenie nieodpowiednich
srodkow ochrony plantacji, co niepotrzebnie obcigza S$rodowisko 1 jest niekorzystne
ekonomicznie.

W niniejszej rozprawie doktorskiej zebrano najwazniejsze informacje dotyczace
charakterystyki, opracowanych wcze$niej, obecnych w $wiatowej literaturze naukowej, metod
molekularnej detekcji kluczowych patogenow truskawek - grzyboéw Botrytis cinerea,
Colletotrichum acutatum, Verticillium spp. oraz grzybopodobnych lggniowcoéw z rodzaju
Phytopthtora, oraz zagrozen dla rolnictwa i produkcji Zywno$ci powodowanych przez te
fitopatogeny.

W dalszej czgsci badan zoptymalizowano oraz wykazano przydatno$¢
molekularnych metod detekcji wymienionych kluczowych patogendéw truskawki w celu
rozpoznania czynnika chorobotworczego na plantacjach ekologicznych. W tym celu
opracowano oraz zoptymalizowano metody oparte o techniki tancuchowej reakcji polimerazy
z detekcja w czasie rzeczywistym - real-time Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) oraz
izotermicznej reakcji amplifikacji wykorzystujacej zapetlanie - Loop-Medaited Isothermal
Amplification (LAMP), do ktoérych zaprojektowano sekwencje odpowiednich markeréw



molekularnych, zoptymalizowano stezenia odczynnikéw reakcji oraz profil temperaturowy,
zapewniajac - 6 - optymalny przebieg reakcji i skuteczng detekcje. Metody te zwalidowano na
materiale genetycznym pochodzacym zardwno z czystych szczepéw patogenow,
wyizolowanych z porazonych czesci roslin truskawki, jak réwniez na catkowitym DNA
wyizolowanym z probek srodowiskowych (gleba, czgsci nadziemne roslin oraz owoce). Dla
opracowanej reakcji real-time PCR limit detekcji wynosit 39 fg/uL dla patogenéw z rodzaju
Botrytis oraz Verticillium, natomiast dla Colletotrichum spp. - 156 fg/uL. Z kolei limit detekcji
opracowane]j reakcji LAMP wynosit 3 pg/uL dla Phytophthora spp. oraz 300 fg/ uL dla
Phytophthora cactorum, co §wiadczy o wysokiej czutosci zoptymalizowanych metod.

W kolejnym etapie niniejszych badan wykorzystano roéwniez sekwencjonowanie
nastepnej generacji Illumina Sequencing-by-Synthesis (SBS) oraz analizy bioinformatyczne
przeprowadzone w jezykach programowania R, Python oraz C++, ktore pozwolity na
scharakteryzowanie mykobiomu gleby, ryzosfery, korzeni oraz cze¢$ci nadziemnych truskawki
oraz na okreslenie r6znic w strukturze mikroorganizméw grzybowych plantacji zdrowych oraz
porazonych.
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