
 
 

 

INSTYTUT AGROFIZYKI 

IM. BOHDANA DOBRZAŃSKIEGO 

POLSKIEJ AKADEMII NAUK 

 

 

Wiktoria Maj 

 

ROLA WŁAŚCIWOŚCI METABOLICZNYCH, 

MORFOLOGICZNYCH I GENETYCZNYCH GRZYBÓW 

NEOSARTORYA SPP. (ASPERGILLUS SPP.) W 

KSZTAŁTOWANIU ICH ODPORNOŚCI NA ZWIĄZKI 

KONSERWUJĄCE, CHEMICZNE ORAZ NATURALNE 

EKSTRAKTY ROŚLINNE 

 

The role of the metabolic, morphological and genetic properties of  

Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) fungi in shaping their resistance to 

preservatives, chemicals and natural 

plant extracts 

 

 

Rozprawa doktorska 

Doctoral thesis 

 

 

Rozprawa doktorska przygotowana pod kierunkiem 

Promotora: prof. dr hab. Magdaleny Frąc 

oraz 

Promotora pomocniczego: dr Giorgii Pertile 

 

 

 

© Wiktoria Maj 

Lublin, 2025 



 

  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Niniejszą pracę pragnę zadedykować mojej rodzinie, 

 Marcie, Ewie i Januszowi Maj, 

których nieustanne wsparcie, wiara i motywacja pozwoliły mi rozwijać się, 

podejmować nowe wyzwania i z pasją dążyć do realizacji moich celów 

naukowych. 

 

Pragnę złożyć serdeczne podziękowania mojej promotor, 

Pani prof. dr hab. Magdalenie Frąc, 

za wsparcie, inspirację i zaufanie, jakim mnie obdarzyła. 

Dziękuję za możliwość rozwoju w inspirującym środowisku naukowym, 

za cenne wskazówki i merytoryczną opiekę, 

które były dla mnie nieocenioną pomocą na każdym etapie pracy. 

 

Podziękowania składam również mojemu promotorowi pomocniczemu, 

Pani dr Giorgii Pertile, 

za formalne wsparcie w trakcie realizacji rozprawy.  



 

 

 

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki 

w ramach programu PRELUDIUM BIS 2 

numer umowy 2020/39/O/NZ9/03421 

Tytuł projektu: 

ROLA WŁAŚCIWOŚCI METABOLICZNYCH, MORFOLOGICZNYCH I 

GENETYCZNYCH GRZYBÓW NEOSARTORYA SPP. W 

KSZTAŁTOWANIU ICH ODPORNOŚCI NA ZWIĄZKI KONSERWUJĄCE, 

CHEMICZNE ORAZ NATURALNE EKSTRAKTY ROŚLINNE 

 

       

 

 

oraz przez  

Narodową Agencję Wymiany Akademickiej  

w ramach programu NAWA PRELUDIUM BIS 2 

numer umowy BPN/PRE/2022/1/00083/U/00001. 



5 
 

Streszczenie 

Polska należy do czołowych producentów owoców w Unii Europejskiej, odgrywając 

szczególnie istotną rolę w uprawie truskawek oraz innych owoców miękkich. Ze względu na 

wysokie walory smakowe, bogactwo składników odżywczych oraz szerokie zastosowanie w 

przetwórstwie, owoce te stanowią kluczowy element krajowego sektora rolno-spożywczego. 

Jednocześnie ich znaczna podatność na zakażenia mikrobiologiczne stanowi poważne 

wyzwanie i zagrożenie zarówno dla producentów, jak i konsumentów. Szczególne ryzyko w 

tym kontekście stwarzają grzyby z rodzaju Neosartorya, charakteryzujące się wyjątkową 

odpornością na niekorzystne czynniki środowiskowe, w tym wysoką temperaturę oraz 

obecność środków konserwujących. Gatunki tego rodzaju, będące formami teleomorficznymi 

grzybów z rodzaju Aspergillus, są zdolne do przetrwania procesów pasteryzacji, co może 

prowadzić do wtórnego skażenia produktów spożywczych, skutkując zarówno stratami 

ekonomicznymi, jak i zagrożeniem dla zdrowia konsumentów z powodu wytwarzania 

niebezpiecznych mykotoksyn. 

Badania zawarte w niniejszej rozprawie podejmują temat charakterystyki właściwości 

morfologicznych, metabolicznych i genetycznych grzybów Neosartorya spp., które wpływają 

na mechanizmy przetrwania, aktywności oraz wrażliwości na substancje 

przeciwdrobnoustrojowe. W pracy istotna była także ocena wpływu tych substancji na 

mikrobiom i potencjał metaboliczny truskawek sztucznie zakażonych tymi grzybami w 

rzeczywistych warunkach przechowywania produktów roślinnych. W ramach badań w 

pierwszej kolejności oceniono skuteczność zarówno naturalnych ekstraktów roślinnych, jak i 

syntetycznych środków konserwujących wobec 20 izolatów, wykorzystując testy inhibicji 

wzrostu metodą dyfuzyjno-krążkową. Następnie dla 10 izolatów, wybranych w ramach 

pierwszego etapu badań, dokonano oceny wrażliwości z użyciem mikropłytek MT2 systemu 

Biolog™. Uzyskane wyniki potwierdziły zróżnicowaną skuteczność badanych substancji oraz 

wykazały różnice wrażliwości testowanych izolatów grzybów, wskazując na wyodrębnienie 5 

grup izolatów o rosnącej podatności na substancje o właściwościach antymikrobiologicznych, 

pomimo ich bliskiego pokrewieństwa. Wszystkie testowane ekstrakty naturalne wykazywały 

działanie hamujące wzrost Neosartorya spp., choć to ekstrakty z lawendy, drzewa herbacianego 

i nagietka wykazały najsilniejsze działanie przeciwgrzybicze. Pirosiarczyn sodu, sorbinian 

potasu, wodorosiarczyn sodu oraz kwas sorbowy również wykazały działanie hamujące wzrost 

grzybów, przy czym najbardziej skuteczny okazał się pirosiarczyn sodu. 

W ramach badania wrażliwości chemicznej Neosartorya spp., przeanalizowano reakcje 

metaboliczne na 120 związków chemicznych dostępnych w mikropłytkach PM 21–25 z 

wykorzystaniem systemu Biolog™. Wykazano, że większość testowanych związków 

stymulowała wzrost grzybów, przy czym po 96-godzinnej inkubacji wszystkie izolaty 

wykształciły zdolność adaptacji do warunków stresowych. Faza równowagi wzrostu została 

osiągnięta po około 144 godzinach, co wskazuje na efektywną aklimatyzację do obecności 

związków toksycznych. Największy przyrost biomasy odnotowano w obecności antybiotyków, 

anionów oraz związków modyfikujących funkcjonowanie błon komórkowych. Z kolei wyraźne 

właściwości hamujące wykazały m.in. cyjanian sodu, dwuwodny chlorek miedzi (II) i  

cis-platyna. Uzyskane dane potwierdzają znaczący potencjał adaptacyjny Neosartorya spp. do 
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zróżnicowanych stresorów chemicznych. Zdolność ta może stanowić czynnik umożliwiający 

kolonizację środowisk o wysokim stopniu przetworzenia i obecności substancji 

konserwujących, co ma istotne implikacje dla kontroli mikrobiologicznej w przemyśle. 

W kolejnych etapach badań scharakteryzowano potencjał metaboliczny wybranych 

izolatów Neosartorya spp. w warunkach optymalnego wzrostu oraz po ekspozycji na wybrane 

ekstrakty roślinne i konserwanty żywności, wykorzystując test mikromacierzy fenotypowych z 

wykorzystaniem mikropłytek Biolog™ FF. Uzyskane profile metaboliczne wykazały wysoką 

plastyczność metaboliczną badanych izolatów oraz zdolność do wykorzystania różnorodnych 

źródeł węgla, w tym związków charakterystycznych dla substratów owocowych. Reakcja 

grzybów na stres w obecności ekstraktu z nagietka charakteryzowała się zmniejszonym 

zużyciem aminokwasów i węglowodanów oraz zwiększonym wykorzystaniem kwasów 

karboksylowych na płytkach FF. Po ekspozycji grzybów na konserwanty spożywcze, w 

porównaniu do kontroli, odnotowano istotne obniżenie wykorzystania wszystkich badanych 

grup związków organicznych. W badaniu 10 izolatów zaobserwowano również różnice w ich 

odporności, co pozwoliło wyróżnić trzy wyraźne grupy wrażliwości grzybów, w tym izolaty 

charakteryzujące się wysoką, średnią i niską wrażliwością na testowane ekstrakty i 

konserwanty.  

Badania mikroskopowe, przeprowadzone z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii 

elektronowej (SEM – Scanning Electron Microscopy) oraz konfokalnej mikroskopii 

fluorescencyjnej, wykazały, że zarówno kontakt z konserwantem, jak i z ekstraktem roślinnym 

powodował deformacje powierzchni strzępek. Obserwowane zmiany były zróżnicowane w 

zależności od izolatu, co wskazuje na istotną rolę cech fenotypowych w determinowaniu 

odporności grzybów na czynniki stresowe. Uzupełniająco, przeprowadzono niecelowaną 

analizę metabolomiczną metodą LC-QTOF MS w celu charakterystyki profili metabolicznych 

wybranych izolatów grzybów pod wpływem działania substancji o właściwościach 

antymikrobiologicznych. Dodatek do podłoża hodowlanego ekstraktu z nagietka lub 

pirosiarczynu sodu spowodował wyraźne zmiany metabolomiczne i podział widm metabolitów 

w zależności od warunków wzrostu. Każdy z izolatów posiadał unikalny metaboliczny „odcisk 

palca” i różnił się swoim profilem od pozostałych próbek, wskazując, że izolaty grzybów o 

różnej wrażliwości na ekstrakty roślinne i konserwanty posiadały odmienny profil 

metabolomiczny. 

Analizy genomowe wybranych izolatów Neosartorya spp. przeprowadzono metodą 

sekwencjonowania całogenomowego (WGS – Whole Genome Sequencing). Uzyskane dane 

umożliwiły identyfikację genów potencjalnie związanych z termotolerancją, detoksykacją 

związków chemicznych oraz syntezą metabolitów wtórnych. Obecność licznych genów 

kodujących m.in. białka szoku cieplnego oraz enzymy antyoksydacyjne sugeruje złożone 

mechanizmy adaptacyjne tych grzybów do stresu środowiskowego i chemicznego. 

Końcowy etap badań obejmował eksperyment z wykorzystaniem owoców truskawki 

kontaminowanych wybranymi izolatami Neosartorya spp. Owoce poddano działaniu 

konserwantu lub ekstraktu roślinnego, a następnie analizowano zmiany w składzie mikrobiomu 

metodą sekwencjonowania następnej generacji (NGS – Next Generation Sequencing) oraz 

aktywności metabolicznej przy użyciu mikropłytek EcoPlates (Biolog™). Sekwencjonowanie 



 

amplikonów wykazało, że rodzaj Pseudomonas był dominujący wśród zbiorowisk 

bakteryjnych, a rząd Burkholderiales ulegał wzbogaceniu pod wpływem naturalnego ekstraktu, 

podczas gdy Microbacteriaceae redukcji w obecności środka konserwującego. W 

zbiorowiskach grzybowych, w próbach kontrolnych dobrze reprezentowane były zarówno 

Ascomycota, jak i Basidiomycota. Ekstrakt naturalny sprzyjał rozwojowi Basidiomycota, z 

kolei środek konserwujący utrzymywał wyższy udział Ascomycota, w tym rodzajów 

Aspergillus i Botrytis, które są związane z procesami psucia owoców. Oba stosowane zabiegi 

przeciwgrzybicze, obejmujące traktowanie owoców ekstraktem roślinnym lub konserwantem, 

istotnie wpływały na profil metaboliczny mikroorganizmów zasiedlających owoce, jednak 

efekty te były zróżnicowane w czasie i zależne od zastosowanego zabiegu. 

Uzyskane wyniki wskazują na znaczne zróżnicowanie odpowiedzi izolatów 

Neosartorya spp. na substancje o właściwościach przeciwdrobnoustrojowych oraz 

potwierdzają ich zdolność do przetrwania w niekorzystnych warunkach środowiskowych. 

Zgromadzone dane wskazują na istotną rolę właściwości metabolicznych, morfologicznych i 

genetycznych grzybów Neosartorya spp. w kształtowaniu ich odporności na związki 

konserwujące, chemiczne oraz naturalne ekstrakty roślinne i mogą stanowić podstawę do 

opracowania skutecznych strategii ograniczania obecności tych grzybów w łańcuchu produkcji 

żywności oraz wspierać rozwój bardziej zrównoważonych i selektywnych metod utrwalania 

owoców miękkich. 

Słowa kluczowe: grzyby termooporne, konserwanty, ekstrakty roślinne, aktywność 

metaboliczna, mikromacierze fenotypowe, mikroskopia elektronowa, sekwencjonowanie 

całogenomowe, mikrobiom. 
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Abstract 

Poland is among the leading fruit producers in the European Union, playing a 

particularly important role in the cultivation of strawberries and other soft fruits. Due to their 

excellent taste, rich nutritional value, and wide range of applications in food processing, these 

fruits constitute a key element of the national agri-food sector. At the same time, their 

significant susceptibility to microbiological contamination poses a major challenge and a threat 

to both producers and consumers. Of particular concern in this context are fungi of the genus 

Neosartorya, characterised by exceptional resistance to unfavourable environmental 

conditions, including high temperatures and the presence of preservatives. Species of this genus 

which are the teleomorphic forms of Aspergillus fungi, are capable of surviving pasteurisation 

processes, potentially leading to secondary contamination of food products, resulting in both 

economic losses and a threat to consumer health due to the production of hazardous mycotoxins. 

The research presented in this dissertation addresses the characterisation of the 

morphological, metabolic, and genetic properties of Neosartorya spp. fungi, which influence 

their survival mechanisms, activity, and susceptibility to antimicrobial substances. An 

important aspect of the study was also the evaluation of the effects of these substances on the 

microbiome and metabolic potential of strawberries artificially contaminated with these fungi 

under real storage conditions for plant products. Initially, the effectiveness of both natural plant 

extracts and synthetic preservatives was evaluated for 20 isolates using disc-diffusion inhibition 

tests. Then, for 10 isolates selected during the first stage of the study, sensitivity was assessed 

using Biolog™ MT2 microplates. The results confirmed the diverse efficacy of the tested 

substances and revealed differences in sensitivity, indicating the existence of five groups of 

isolates with increasing susceptibility to antimicrobial agents, despite their close genetic 

relatedness. All tested natural extracts inhibited the growth of Neosartorya spp., with lavender, 

tea tree, and marigold extracts showing the strongest antifungal effects. Sodium metabisulphite, 

potassium sorbate, sodium bisulphite, and sorbic acid also exhibited inhibitory effects, with 

sodium metabisulphite being the most effective. 

To study the chemical resistance of Neosartorya spp., metabolic responses to 120 

chemical compounds available in Biolog™ PM 21–25 microplates were analysed. It was 

demonstrated that the majority of substances stimulated fungal growth, and after 96 hours of 

incubation, all isolates developed the ability to adapt to stress conditions. The growth plateau 

phase was reached after approximately 144 hours, indicating effective acclimatization to the 

presence of toxic compounds. The greatest biomass increase was observed in the presence of 

antibiotics, anions, and compounds modifying cell membrane function. Sodium cyanate, copper 

(II) chloride dihydrate, and cisplatin showed pronounced inhibitory properties. Obtained data 

confirms the significant adaptive potential of Neosartorya spp. to various chemical stressors. 

This ability may be a factor enabling the colonisation of highly processed environments 

containing preservatives, which has important implications for microbiological control in the 

industry. 

In subsequent stages of the study, the metabolic potential of selected Neosartorya spp. 

isolates was characterised under optimal growth conditions and after exposure to selected plant 

extracts and food preservatives, using phenotypic microarray tests with Biolog™ FF 



 

microplates. The obtained metabolic profiles demonstrated high metabolic plasticity of the 

tested isolates and their ability to utilise a wide range of carbon sources, including compounds 

typical for fruit-based substrates. The fungal response to stress in the presence of marigold 

extract was characterised by reduced utilisation of amino acids and carbohydrates and increased 

use of carboxylic acids on FF plates. After exposure to food preservatives, a significant decrease 

in the utilisation of all tested groups of organic compounds was observed compared to the 

control. In the study of 10 isolates, differences in resistance were also observed, which allowed 

the identification of three distinct sensitivity groups, including isolates with high, medium, and 

low sensitivity to the tested extracts and preservatives. 

Microscopic analyses, conducted using scanning electron microscopy (SEM) and 

confocal fluorescence microscopy, showed that both contact with a preservative and with a 

plant extract caused deformation of the hyphal surface. The observed changes varied depending 

on the isolate, indicating a significant role of phenotypic traits in determining fungal resistance 

to stress factors. Additionally, untargeted metabolomic analysis using LC-QTOF MS was 

conducted to characterise the metabolic profiles of selected fungal isolates under the influence 

of antimicrobial substances. The addition of marigold extract or sodium metabisulphite to the 

growth medium caused distinct metabolomic changes and separation of metabolite spectra 

depending on the growth conditions. Each isolate had a unique metabolic “fingerprint" and 

differed in its profile from the other samples, indicating that fungal isolates with varying 

sensitivity to plant extracts and preservatives had different metabolomic profiles. 

Genomic analyses of selected Neosartorya spp. isolates were performed using whole 

genome sequencing (WGS). The obtained data enabled the identification of genes potentially 

involved in thermotolerance, detoxification of chemical compounds, and the synthesis of 

secondary metabolites. The presence of numerous genes encoding heat shock proteins and 

antioxidant enzymes suggests complex adaptive mechanisms of these fungi to environmental 

and chemical stress. 

The final stage of the study included an experiment using strawberries artificially 

contaminated with selected Neosartorya spp. isolates. The fruits were treated with a 

preservative or a plant extract and subsequently analysed for changes in microbiome 

composition using next-generation sequencing (NGS) and metabolic activity using EcoPlates 

(Biolog™). Amplicon sequencing showed that the genus Pseudomonas was dominant among 

the bacterial communities, and the order Burkholderiales increased under the influence of the 

natural extract, whereas Microbacteriaceae decreased in the presence of the preservative. In 

fungal communities, both Ascomycota and Basidiomycota were well represented in control 

samples. The natural extract promoted the development of Basidiomycota, while the 

preservative maintained a higher share of Ascomycota, including Aspergillus and Botrytis, 

which are associated with fruit spoilage. Both antifungal treatments, involving exposure to 

either a plant extract or a preservative, significantly affected the metabolic profile of 

microorganisms colonising the fruit, although these effects varied over time and depended on 

the treatment applied. 

The obtained results indicate considerable variation in the response of Neosartorya spp. 

isolates to antimicrobial substances and confirm their ability to survive under adverse 
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environmental conditions. The collected data point to the important role of metabolic, 

morphological, and genetic characteristics of Neosartorya spp. fungi in shaping their resistance 

to chemical preservatives and natural plant extracts. These findings may serve as a basis for 

developing effective strategies to reduce the presence of these fungi in the food production 

chain and support the development of more sustainable and selective preservation methods for 

soft fruits. 

Keywords: heat-resistant fungi, preservatives, plant extracts, metabolic activity, phenotypic 

microarrays, electron microscopy, whole genome sequencing, microbiome.  
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Lista publikacji stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej 

Niniejsza rozprawa doktorska oparta jest na cyklu trzech publikacji powiązanych z 

tematem: 

„Rola właściwości metabolicznych, morfologicznych i genetycznych grzybów  

Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) w kształtowaniu ich odporności na związki konserwujące, 

chemiczne oraz naturalne ekstrakty roślinne”. 

P.1: Maj, W., Pertile, G., Frąc, M. 2023. Soil-Borne Neosartorya spp.: A Heat-Resistant Fungal 

Threat to Horticulture and Food Production –An Important Component of the Root-Associated 

Microbial Community. International Journal of Molecular Sciences, 24(2), 1543. 

https://doi.org/10.3390/ijms24021543 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports 

Impact Factor2023: 4.9 

5-letni Impact Factor2023: 5.6 

punktacja MNiSzW: 140 punktów 

P.2: Maj, W., Pertile, G., Różalska, S. Skic, K., Frąc, M. 2024. Comprehensive antifungal 

investigation of natural plant extracts against Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) of 

agriculturally significant microbiological contaminants and shaping their metabolic profile. 

Scientific Reports, 14, 8399. https://doi.org/10.1038/s41598-024-58791-4 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports 

Impact Factor2023: 3,8 

5-letni Impact Factor2023: 4.3  

punktacja MNiSzW: 140 punktów 



 

P.3: Maj, W., Pertile, G., Różalska, S., Skic, K., Frąc, M. 2024. The role of food preservatives 

in shaping metabolic profile and chemical sensitivity of fungi-an extensive study on crucial 

mycological food contaminants from the genus Neosartorya (Aspergillus spp.). Food 

Chemistry, 453, 139583. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.139583 

Czasopismo umieszczone w bazie ISI Journal Citation Reports  

Impact Factor2023: 8.5  

5-letni Impact Factor2023: 8.3  

punktacja MNiSzW: 200 punktów 

Uzupełnieniem wyników badań przedstawionych w wyżej wymienionych publikacjach 

jest zastosowanie metody sekwencjonowania całogenomowego Illumina® na platformie 

MiSeq do scharakteryzowania genomów blisko spokrewnionych izolatów Neosartorya spp. 

wykazujących różnice we wrażliwości na naturalne ekstrakty roślinne i konserwanty żywności. 

Dodatkowo, chromatografia cieczowa sprzężona z kwadrupolowym spektrometrem masowym 

czasu przelotu (LC-QTOF MS) została zastosowana do analizy zmian w profilu 

metabolicznym, skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) umożliwiła ocenę adaptacji 

morfologicznych, a mikroskopia konfokalna fluorescencyjna pozwoliła na określenie 

żywotności komórek grzybów poddanych ekspozycji na ekstrakt z nagietka i pirosiarczyn sodu. 

Wyniki tych badań zostały przygotowane do publikacji w manuskrypcie zatytułowanym:  

P4: Maj, W., Pertile, G., Panek, J., Różalska, S., Skic, K., Kozub-Pędrak, A., Wielgosz, A., 

Fornal, E., Frąc, M., Genome-Wide Analysis, Metabolomic Profiling and Microscopic 

Evaluation of Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) Diversity and Adaptations to Natural and 

Synthetic Antimicrobials. 

Kolejnym uzupełnieniem wyników badań przedstawionych w wyżej wymienionych 

publikacjach jest analiza wpływu naturalnego ekstraktu oraz konserwantu spożywczego na 
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mikrobiom owoców truskawki kontaminowanych izolatami Neosartorya spp., o różnej 

wrażliwości na ekstrakty roślinne i konserwanty. Sekwencjonowanie przez syntezę markerów 

molekularnych (v4 16S rRNA oraz ITS2) przeprowadzone na platformie Illumina® MiSeq oraz 

analiza metataksonomiczna uzyskanych wyników pozwoliły na  określenie składu 

taksonomicznego bakteryjnych i grzybowych społeczności mikrobiologicznych oraz 

wskaźników bioróżnorodności, a także predykcję cech funkcjonalnych mikrobiomu 

bakteryjnego i grup troficznych mykobiomu. Dodatkowo, testy Biolog™ EcoPlates umożliwiły 

ocenę aktywności metabolicznej mikrobiomów owoców truskawki w odpowiedzi na 

zastosowane czynniki antymikrobiologiczne. Wyniki tych badań zostały przygotowane do 

publikacji w manuskrypcie zatytułowanym: 

P5: Maj, W., Pertile, G., Panek, J., Frąc, M., Antifungal Agents Alter Strawberry Microbial 

and Metabolic Profiles During Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) Contamination.  



 

1. Wprowadzenie 

1.1 Produkcja owoców w Polsce i Unii Europejskiej – skala, trendy i regulacje 

środowiskowe 

Produkcja płodów rolnych odgrywa kluczową rolę w gospodarce Polski, stanowiąc 

istotne źródło surowców zarówno dla rynku krajowego, jak i międzynarodowego (Łakomiak & 

Zhichkin, 2020). Polska, jako jeden z czołowych producentów żywności w Unii Europejskiej, 

może konkurować z takimi krajami jak Francja i Niemcy pod względem popularności swoich 

produktów na rynku amerykańskim (Bajan et al., 2021). Dynamiczny rozwój agrobiznesu, w 

tym sektora przetwórstwa, jest ściśle związany z rosnącą intensyfikacją handlu zagranicznego 

(Mickiewicz et al., 2021). Polska jest także piątym krajem w Unii Europejskiej pod względem 

powierzchni użytków rolnych i pierwszym pod względem liczby ludności zatrudnionej w 

rolnictwie, co podkreśla znaczenie tego sektora dla krajowej gospodarki i rynku pracy. 

(Klikocka et al., 2022). Dodatkowo, Polska jest jednym z czołowych producentów owoców w 

Europie, przodując w uprawie m.in. jabłek (3.08 milionów ton w 2019, Muder et al., 2022), 

truskawek (167.3 tysięcy ton w 2020, Pawlak & Wróblewska, 2022), wiśni (200 tysięcy ton w 

2018, Sokół-Łętowska et al., 2020) czy malin (121.7 tysięcy ton w 2020, Pawlak & 

Wróblewska, 2022). Celem dalszego rozwoju gospodarczego, nieustannie potrzebne są badania 

przyczyniające się do zwiększenia innowacyjności procesów produkcyjnych. Wysoka jakość 

surowców oraz ich bezpieczeństwo mikrobiologiczne są niezbędne do utrzymania 

konkurencyjności na rynku, szczególnie w kontekście zaostrzających się regulacji oraz 

rosnących oczekiwań konsumentów.  

W ostatnich latach produkcja ekologicznych owoców w Unii Europejskiej dynamicznie 

wzrasta, odzwierciedlając ogólny trend wzrostu rolnictwa ekologicznego (Trávníček et al., 

2021; Siegieda et al., 2024). W latach 2012–2020 udział gruntów rolnych prowadzonych 

zgodnie z zasadami rolnictwa ekologicznego zwiększył się o ponad 50%, a sektor owoców, 
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oliwek i winorośli stanowił 11% tego obszaru (Malusà & Neri, 2023). Przejście z 

konwencjonalnej na ekologiczną produkcję owoców wymaga intensywnych badań oraz 

efektywnego transferu wiedzy, aby sprostać rosnącym wymaganiom rynkowym i 

regulacyjnym. W tym kontekście, główne znaczenie ma implementacja systemu rolnictwa 

zrównoważonego, co jest jednym z głównych założeń Europejskiego Zielonego Ładu (Fetting, 

2020; Boix-Fayos & de Vente, 2023). Jego celem jest osiągnięcie neutralności klimatycznej 

Europy do 2050 roku, a także ochrona różnorodności biologicznej i łagodzenie skutków zmian 

klimatu (Peeters et al., 2020). W ramach tych działań Komisja Europejska zaleca wdrażanie 

strategii „od pola do stołu”, która ma na celu zwiększenie produkcji i dystrybucji żywności 

ekologicznej (Santos et al., 2023). Najważniejszymi założeniami strategii są: ograniczenie 

negatywnego wpływu sektora rolno-spożywczego na środowisko, poprawa bezpieczeństwa 

żywności, oraz promowanie metod upraw i ochrony roślin, które zmniejszają wykorzystanie 

środków chemicznych (Silva et al., 2022). Chociaż wokół Europejskiego Zielonego Ładu w 

ostatnim czasie toczą się różnorodne dyskusje, to niewątpliwie produkcja zdrowej, wysokiej 

jakości żywności, przy dbałości o zdrowie i równowagę agroekosystemów, jest kluczowa dla 

rozwoju rolnictwa przyszłości odpornego na zmiany klimatu (Frąc et al., 2022). W związku z 

tym wzrasta zapotrzebowanie na alternatywne metody ochrony owoców i żywności 

przetworzonej przed zakażeniami mikrobiologicznymi, obejmujące m.in. zastosowanie 

naturalnych substancji konserwujących oraz biologicznych środków ochrony roślin, zgodnych 

z założeniami polityki Unii Europejskiej (Tataridas et al., 2022). Skuteczność tych strategii jest 

szczególnie istotna w kontekście zagrożeń wynikających z zanieczyszczeń 

mikrobiologicznych, które mogą prowadzić do strat środowiskowych i ekonomicznych na 

różnych etapach produkcji i dystrybucji owoców (Maj et al., 2023). 



 

1.2 Zagrożenia wynikające z mikrobiologicznego skażenia owoców 

Mikroorganizmy, w tym grzyby, mogą powodować psucie się żywności, zmniejszając 

jej wartość handlową i prowadząc do konieczności wycofywania partii produktów (Frąc et al., 

2015; Karanth et al., 2023). Szacuje się, że za sprawą psucia powodowanego czynnikami 

mikrobiologicznymi tracona jest około jedna trzecia całej żywności produkowanej na świecie 

(Guleria, 2025). Oblicze strat spowodowanych przez mikroorganizmy wynika z różnych 

czynników, począwszy od łatwości kolonizacji i pogorszenia parametrów jakościowych 

produktów, związanych z ich strukturą i zawartością składników odżywczych (Bevilacqua et 

al., 2024). Ważne są także czynniki środowiskowe sprzyjające rozwojowi patogenów, w tym 

wilgotność, pH, temperatura czy dostępność tlenu (Alegbeleye et al., 2022). Istotna jest także 

obecności uszkodzeń mechanicznych owoców i brak, lub niewystarczająca skuteczność metod 

konserwacji i ochrony plonów (Adams et al., 2024).  

Choć jakość owoców i warzyw zaczyna obniżać się tuż po ich odcięciu od naturalnego 

źródła składników odżywczych, okres ich największej podatności na zakażenia 

mikrobiologiczne przypada na czas dojrzewania i starzenia się komórek (James & Zikankuba, 

2017). Mechanizm tworzenia się zakażenia jest niezwykle prosty, ponieważ mikroorganizmy 

powodujące psucie się żywności mogą przenosić się na plony poprzez kontakt z glebą i 

otoczeniem rolniczym, zarówno w fazie wzrostu, zbiorów, a także w trakcie przechowywania, 

przetwarzania czy transportu (Snyder & Worobo, 2018).  

Samo psucie się żywności jest konsekwencją biochemicznych procesów zachodzących 

pod wpływem mikroorganizmów, które rozkładają składniki ścian komórkowych owoców i 

przekształcają składniki pokarmowe prowadząc do zmian sensorycznych, takich jak 

pogorszenie smaku, tekstury, barwy oraz zapachu (Rawat, 2015; Cybulska et al., 2022). Wśród 

głównych mechanizmów psucia wyróżnia się proteolizę, lipolizę, fermentację, zakwaszenie 

oraz produkcję gazów (Kapoor et al., 2023). Proteoliza, czyli rozkład białek do peptydów i 
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aminokwasów, jest szczególnie istotnym mechanizmem psucia w produktach bogatych w 

białko, takich jak mięso, nabiał czy ryby. Proces ten jest katalizowany przez enzymy bakteryjne 

i grzybowe, a jego skutkiem jest degradacja tkanek oraz nieprzyjemny zapach produktów 

(Singh & Benjakul, 2018). Ponadto, rozkład białek może prowadzić do powstawania amin 

biogennych, takich jak histamina czy putrescyna, które stanowią zagrożenie dla zdrowia 

konsumentów (Durak-Dados et al., 2020). Dla grzybów z rodzaju Aspergillus, proteoliza to 

narzędzie ułatwiające kolonizację struktur owoców poprzez wykorzystanie enzymów 

proteolitycznych do wnikania w tkanki roślinne (Asis et al., 2009). Z kolei lipoliza, to hydroliza 

tłuszczów do wolnych kwasów tłuszczowych, aldehydów i ketonów (Edwards & Mohiuddin, 

2020). Grzyby z rodzaju Aspergillus rozkładają tłuszcze w takich produktach jak ziarna kakao 

i olej, generując krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe, które nadają żywności nieprzyjemny 

smak i zmniejszają jej wartość odżywczą poprzez modyfikację składu tłuszczowego (Pérez et 

al., 2021; Stéphanie et al., 2023). Fermentacja, polegająca na metabolizowaniu cukrów, również 

może prowadzić do psucia produktów spożywczych (Pitt & Hocking, 2022a). Komercyjnie, 

grzyby z rodzaju Aspergillus, a zwłaszcza Aspergillus oryzae, wykorzystywane są do celowej 

fermentacji żywności celem jej obróbki i uzyskania pożądanych właściwości reologicznych 

(Daba et al., 2021). Jednak w sprzyjających im warunkach, Aspergillus spp. mogą dokonywać 

niekontrolowanej fermentacji powodując zmiany żywności, co skutkuje jej 

zdyskwalifikowaniem z obrotu handlowego. Powiązana z wymienionymi mechanizmami jest 

produkcja gazów na skutek procesów gnilnych. Grzyby z rodzaju Aspergillus wytwarzają 

szeroki zakres lotnych związków organicznych (VOCs – Volatile Organic Compounds) 

zarówno w procesach metabolizmu pierwotnego, jak i wtórnego, co może mieć istotne 

konsekwencje dla jakości i bezpieczeństwa żywności (Schnürer et al., 1999). W zamkniętych 

opakowaniach objawia się to ich pęcznieniem, stanowiącym jednoznaczny sygnał zepsucia 

produktu (Ogwu & Ogunsola, 2024). W trakcie wzrostu kolonii tych grzybów dochodzi do 



 

emisji lotnych alkoholi, ketonów, estrów i znacznej ilości dwutlenku węgla, co w dużej mierze 

zmienia sensoryczne właściwości produktów spożywczych (Zhai et al., 2015; Josselin et al., 

2021).  

Przedstawione mechanizmy obrazują złożoność procesów degradacyjnych 

zachodzących przy udziale grzybów z rodzaju Aspergillus, które wykorzystują szeroki zakres 

narzędzi metabolicznych prowadzących do psucia żywności. Ponadto, w wielu przypadkach 

procesy te nie przebiegają w izolacji, lecz są wynikiem synergistycznych interakcji między 

różnymi grupami mikroorganizmów. Na przykład bakterie mogą zakwaszać środowisko 

sprzyjając rozwojowi pleśni i drożdży, co przyspiesza procesy psucia się żywności (Guleria, 

2025). Zrozumienie podłoża tych mechanizmów, w tym wrażliwości na środki ochrony 

plonów, a także właściwości genetycznych, morfologicznych oraz metabolicznych grzybów z 

rodzaju Neosartorya, jest kluczowe dla opracowania skutecznych metod zabezpieczania 

żywności przed psuciem, a tym samym dla ograniczenia strat ekonomicznych i zmniejszenia 

ilości odpadów spożywczych (Maj et al., 2023).  

1.3 Metody ochrony owoców przed psuciem mikrobiologicznym – skuteczność i 

kierunki badań 

Obecnie, w celu ochrony plonów stosuje się przeważnie zabiegi termiczne (np. gorąca 

woda, para wodna, gorące powietrze), które zwalczają patogeny roślinne poprzez wywoływanie 

umiarkowanych warunków stresowych (Moradinezhad & Ranjbar, 2023). Takie zabiegi mogą 

jednak negatywnie wpływać na jakość odżywczą i sensoryczną produktów (Aghajanzadeh et 

al., 2023). Dodatkowo, pasteryzacja żywności podczas przetwórstwa nie jest adekwatną metodą 

ochrony produktów przed mikroorganizmami termoodpornymi (Ishara & Gunasena, 2021; 

Zhao et al., 2024). W rolnictwie konwencjonalnym popularne jest za to wykorzystanie 

chemicznych pestycydów do kontroli zanieczyszczeń mikrobiologicznych. Jednakże poprzez 

zbyt intensywną chemizację rolnictwa, wiele patogenów wykształciło odporność na często 
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używane środki ochrony roślin (Frąc et al., 2016; Paul & Mandal, 2019). Dodatkowo, 

chemiczne środki ochrony plonów i roślin są negatywnie postrzegane przez społeczeństwo, 

ponieważ często ich nadmierne użycie przyczynia się do pogorszenia stanu ekosystemów 

naturalnych oraz zdrowia konsumentów (Kumar et al., 2023; Soudani et al., 2020). W związku 

z tym, stosowanie fungicydów na owoce po zbiorach w celu zapobiegania gniciu jest coraz 

bardziej ograniczane. W wielu krajach wprowadzane są odgórne limity wykorzystania 

substancji chemicznych w rolnictwie (de O. Gomes et al., 2020). Z tego względu poszukuje się 

pestycydów alternatywnych, czyli substancji o właściwościach antymikrobiologicznych lub 

insektobójczych, które mogą być wykorzystywane w rolnictwie zrównoważonym (Vlaiculescu 

& Varrone, 2022). Jednymi z bardziej popularnych kierunków nauki eksplorujących tę 

tematykę, są badania dotyczące organizmów antagonistycznych, opracowania formuł 

biopreparatów, czy wykorzystania substancji organicznych lub naturalnych do kontroli wzrostu 

patogenów (Pylak et al., 2019; Mącik et al., 2020; Coban, 2020; Guglielmi et al., 2020; Zhang 

et al., 2020), a także mikrobiologicznych zanieczyszczeń żywności, w tym grzybów 

termoopornych (Frąc et al. 2015; Panek et al., 2016). Wśród tych ostatnich, prym wiodą 

substancje biobójcze pozyskane z roślin, w tym pojedyncze kategorie związków takich jak 

związki polifenolowe, lub całe ich mieszaniny zawarte w olejkach eterycznych czy suchych 

ekstraktach (Bouarab Chibane et al., 2019; Othman et al., 2020). Warto wspomnieć, że 

substancje pochodzenia naturalnego były z powodzeniem wykorzystywane w rolnictwie na 

długo przed popularyzacją chemicznej ochrony roślin, a także, iż wiele badań donosi o ich 

komparatywnym działaniu w stosunku do syntetycznych pestycydów (Oguh et al., 2019) czy 

środków konserwujących żywność, zapobiegając przed rozwojem mikrobiologicznych 

zanieczyszczeń żywności (Oleszek et al., 2019). Jednakże, pomimo dynamicznego rozwoju 

badań nad nowoczesnym i ekologicznym rolnictwem, wciąż brakuje kompleksowego 

zrozumienia mechanizmów odpowiedzialnych za skuteczność substancji naturalnych, co 



 

warunkuje dalszą eksplorację naukową. Wiele badań koncentruje się na sprawdzaniu 

efektywności ekstraktów roślinnych w warunkach in vitro, często na pojedynczych szczepach 

danego mikroorganizmu (Seepe et al., 2020; Šernaitė et al., 2020; Kursa et al., 2022). Tego typu 

eksperymenty stanowią istotną podstawę w ocenie wrażliwości szczepów oraz potencjału 

badanych związków do hamowania wzrostu mikroorganizmów. Coraz częściej jednak 

podkreśla się potrzebę weryfikacji tych założeń w warunkach in vivo oraz w rzeczywistych 

systemach produkcji i przechowywania żywności (Boer, 2017; Ferrocino et al., 2023). 

Stosunkowo nowym, ale coraz popularniejszym podejściem są badania uwzględniające całą 

mikrobiotę żywności, co pozwala na pełniejszą ocenę interakcji między drobnoustrojami 

(Brown et al., 2019; Cybulska et al., 2022. Pomimo szerokiego zasięgu występowania grzybów 

z rodzaju Neosartorya, a także znając wyniki badań nad ich odpornością na szereg związków 

chemicznych (Panek et al., 2016), wciąż brakuje kompleksowych analiz ich wrażliwości na 

konserwanty żywności i ekstrakty roślinne, oraz badań nad zmianami w metabolizmie tych 

grzybów pod wpływem wymienionych substancji. Dodatkowo, w literaturze brakuje doniesień 

o skutkach stosowania  naturalnych ekstraktów roślinnych wobec jakości plonów roślin 

zakażonych Neosartorya spp., zwłaszcza w odniesieniu do zmian w zbiorowiskach 

bakteryjnych i grzybowych naturalnie rezydujących w surowcach roślinnych i żywności. 

Zrozumienie tych zmian i mechanizmów może dostarczyć cennych informacji na temat 

adaptacyjnych strategii tych mikroorganizmów i ich potencjalnej oporności, co jest kluczowe 

dla opracowania skutecznych metod ich kontroli. Ma to szczególne znaczenie w obliczu 

rosnącej odporności na fungicydy, która stanowi wyzwanie dla obecnych strategii zapobiegania 

rozwojowi mikroorganizmów (Maj et al., 2023). 

1.4 Grzyby z rodzaju Neosartorya (Aspergillus) jako czynnik psucia żywności 

Grzyby z rodzaju Neosartorya należą do rodziny Trichocomaceae i historycznie bywały 

traktowane jako odrębny takson od rodzaju Aspergillus (Taylor et al., 2016). Obecnie, na 
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podstawie badań filogenetycznych, uznaje się, że Neosartorya spp. reprezentują jedynie formy 

płciowe (teleomorficzne) niektórych gatunków Aspergillus, szczególnie w obrębie sekcji 

Fumigati (Samson et al., 2014). Z ponad 450 odkrytych gatunków w rodzaju Aspergillus, tylko 

około 30 ma zdolność do wykształcania form teleomorficznych (Hong et al., 2008; Riedling et 

al., 2024). Kluczową cechą odróżniającą zatem Neosartorya spp. od Aspergillus spp. jest 

zdolność do tworzenia askospor, czyli zarodników workowych stadium płciowego, które są 

wyjątkowo odporne na warunki środowiskowe, w tym na wysokie temperatury stosowane w 

przetwórstwie żywności (Wyatt et al., 2015a). W badaniach skupiających się tylko na grzybach 

tworzących takie zarodniki, czasem wciąż zaleca się używanie nazwy Neosartorya spp. ze 

względu na wysoką zmienność fenotypową form płciowych (Samson & Varga, 2009).  

Grzyby z rodzaju Neosartorya występują powszechnie w środowisku, zwłaszcza w 

glebie, wodzie morskiej, na roślinach oraz na rozkładających się materiałach organicznych 

(War May Zin et al., 2016; Fornal et al., 2017; Lin et al., 2024). Ich częste występowanie 

uzasadnione jest elastycznością co do warunków wzrostu. Grzyby te, mogą bowiem swobodnie 

wzrastać w temperaturze od 7°C do 52°C, zarówno przy niskiej (0.1%), jak i normalnej 

dostępności tlenu i w szerokim spektrum pH (3–8; Evelyn et al., 2016; Lane Paixão dos Santos 

et al., 2020). Mogą też kolonizować szeroki wachlarz produktów spożywczych, w tym surowe 

owoce, przeciery, puree, soki, dżemy czy żywność w puszkach (Gryta et al., 2015; Evelyn et 

al., 2016; Berni et al., 2017; Lane Paixão dos Santos et al., 2020; J. Santos et al., 2020). Grzyby 

Neosartorya spp. stanowią szczególne zagrożenie dla żywności przetwarzanej przez procesy 

ukierunkowane na ochronę termiczną, w tym pasteryzację, ponieważ ich askospory wykazują 

odporność na temperatury dochodzące do 85-95°C (Wyatt et al., 2015a; Berni et al., 2017). 

Uważa się, że spowodowane jest to zawartością takich czynników ochronnych jak trehaloza 

oraz poliole (np. mannitol) oraz oligosacharydy na bazie trehalozy, takie jak izobemizioza, 

neosartoza i fiszeroza (Wyatt et al., 2015a; Wyatt et al., 2015b). W konsekwencji askospory 



 

mogą przetrwać standardowe procedury konserwacji i doprowadzać do późniejszego psucia 

produktów, często objawiającego się zmianą smaku, tekstury oraz obecnością niepożądanych 

metabolitów wtórnych (Pitt & Hocking, 2022b).  

Jednym z głównych zagrożeń związanych z zakażeniami grzybami Neosartorya spp. 

jest ich zdolność do produkcji mykotoksyn, takich jak fumitremorgina C, werrukulogen, 

aflatoksyna czy gliotoksyna, które mogą wykazywać działanie immunosupresyjne i 

cytotoksyczne (Hubka et al., 2013; Liang et al., 2014; Fornal et al., 2017; Darsana & 

Chandrasehar, 2021). Spożywanie mykotoksyn wraz z żywnością może przyczynić się do 

zakłócania normalnego funkcjonowania układu nerwowego (Bridgeman et al., 2023). Co 

istotne, mykotoksyny Neosartorya spp. wykazują wysoką stabilność termiczną, co oznacza, że 

nawet po eliminacji strzępek grzyba w procesie przetwarzania żywności, te toksyczne 

metabolity mogą pozostawać w produkcie końcowym (Stadler et al., 2020). Dodatkowo, 

niektóre Neosartorya spp. wykazują się potencjałem do oportunistycznej patogenności, 

powodując infekcje układu oddechowego lub zakażenia skóry (Bilovol & Panaccione, 2016; 

Patel et al., 2024; Tatarinova et al., 2024). Właśnie dlatego identyfikacja, charakterystyka i 

monitoring Neosartorya spp., a w szczególności poznanie roli ich właściwości metabolicznych, 

morfologicznych i genetycznych w kształtowaniu odporności na różne związki, są kluczowe 

dla zrozumienia mechanizmów adaptacyjnych tych grzybów oraz zapewnienia bezpieczeństwa 

konsumentów i ograniczenia strat ekonomicznych (Maj et al., 2023). 

1.5 Strategie badawcze w analizie odpowiedzi grzybów Neosartorya spp. na stres 

środowiskowy 

Badania nad mechanizmami odporności grzybów z rodzaju Neosartorya na stres 

środowiskowy mają kluczowe znaczenie dla bezpieczeństwa żywności, zwłaszcza w 

kontekście przechowywania owoców i ich przetworów (Maj et al., 2023). Pomimo identyfikacji 

niektórych związków odpowiadających za tolerancję niekorzystnych warunków 
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środowiskowych przez Neosartorya spp., brakuje kompleksowych analiz łączących cechy 

morfologiczne, genetyczne i metaboliczne z opornością na stresory. Literatura uboga jest także 

w doniesienia ilustrujące wrażliwość Neosartorya spp. na związki naturalne i syntetyczne o 

potencjale antymikrobiologicznym, co uniemożliwia ocenę zmian w oporności szczepów w 

kontekście globalnego nabywania odporności przez mikroorganizmy. 

Badania nad mechanizmami odporności grzybów na stres środowiskowy integrują 

metody molekularne, a także te służące do oceny fizjologii i morfologii, uwzględniając zarówno 

adaptacje strukturalne, metaboliczne, jak i genetyczne. Aby lepiej zrozumieć te zależności, w 

pierwszym etapie badań nad grzybami przede wszystkim dokonuje się identyfikacji izolatów 

na podstawie sekwencjonowania fragmentów regionu ITS (Internal Transcribed Spacer). 

Wykorzystywanie „barcodingu”, czyli ściśle określonych fragmentów DNA do identyfikacji 

gatunku jest powszechnym sposobem na dokonanie klasyfikacji izolatów (Lücking et al., 

2020). Jednakże użycie pojedynczego markera często uniemożliwia rozgraniczenie gatunków, 

ponieważ między blisko spokrewnionymi taksonami na ogół brakuje znaczącej rozbieżności 

(Kauserud, 2023). Z tego powodu wykorzystuje się także sekwencjonowanie fragmentów 

kodujących białka, takich jak β-tubulina czy kalmodulina (Michalecka & Puławska, 2021; 

Yaguchi et al., 2012; Pertile et al., 2020). Pozwala to na bardziej precyzyjne określenie 

pokrewieństwa filogenetycznego i jest stosowane w badaniach taksonomicznych nad grzybami 

pleśniowymi, w tym z rodzaju Aspergillus (Tekpinar & Kalmer, 2019). To podejście pozwala 

także na odróżnienie form anamorficznych od teleomorficznych, co jest istotne w kontekście 

badań koncentrujących się na wrażliwości grzybów, ponieważ wykazują one odmienną 

odporność na warunki środowiskowe (Yaguchi, 2023). Do samego sekwencjonowania 

wykorzystuje się zazwyczaj metodę Sangera, która do dziś jest jedną z najbardziej efektywnych 

i niezawodnych sposobów analizy krótkich ciągów DNA (Salem-Bango et al., 2023). Ponadto, 

metoda dideoksy opisywana jest zazwyczaj jako dokładniejsza od sekwencjonowania następnej 



 

generacji (NGS), a zatem pozwala na bardziej dogłębną analizę „barkodów” DNA (Al-Shuhaib 

& Hashim, 2023). Z kolei NGS, pozwala na wysoką przepustowość i poznanie długich 

sekwencji, w tym całych genomów (Nafea et al., 2024). Wykorzystanie tej technologii pozwala 

zatem na dokładną charakterystykę gatunkową patogenów i mikrobiologicznych 

zanieczyszczeń żywności, a także na identyfikację genów kodujących m.in. oporność na 

substancje antymikrobiologiczne w każdym badanym izolacie (Tsang et al., 2021).  

Tradycyjnym podejściem do badań wrażliwości grzybów są testy inhibicji metodą 

dyfuzyjno-krążkową na podłożu agarozowym. Polega ona na pomiarze stref zahamowania 

wzrostu powodowanych przez podaż czynnika wstrzymującego rozwój mikroorganizmu na 

krążki bibułowe (Farian & Wójcik-Fatla, 2022; Oszust and Frąc, 2020; Maj et al., 2024a; Maj 

et al., 2024b). Metoda ta znajduje zastosowanie w badaniach efektywności związków 

naturalnych w kontroli wzrostu patogenów roślinnych, a także do oceny oporności Aspergillus 

spp. na azole (Habisukan et al., 2021; Yerbanga et al., 2023). Istnieją jednak nowoczesne 

alternatywy tej metody, na przykład mikropłytki MT2 systemu Biolog™, które pozwalają na 

dokładną analizę wrażliwości mikroorganizmów na zadane związki (Frąc et al., 2016; Oleszek 

et al., 2019; Rafieenia et al., 2022). Mikropłytki MT2 nie zawierają źródeł węgla, co pozwala 

na ich dowolne dostosowanie poprzez uzupełnienie roztworem badanych substancji. Zmiana 

gęstości optycznej oceniana jest spektrofotometrycznie i dostarcza informacji o potencjale do 

wzrostu mikroorganizmów (Frąc et al., 2016; Ali et al., 2025). Oprócz płytek MT2, istnieje 

wiele różnych rodzajów mikropłytek systemu Biolog™. Na przykład mikropłytki FF to metoda 

dedykowana grzybom strzępkowym, która pozwala na analizę zdolności mikroorganizmów do 

metabolizowania 95 różnych źródeł węgla (Frąc, 2012; Chou et al., 2022; Maj et al., 2024a; 

Maj et al., 2024b). Mikropłytki FF bywały wykorzystywane do opisywania profilu 

metabolicznego grzybów termoopornych (Panek et al., 2016; Pertile et al., 2020), 

charakterystyki fitopatogenów i mikroorganizmów dobroczynnych (Oszust et al., 2020; Pylak 
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et al., 2020), a także różnorodności funkcjonalnej grzybów z próbek środowiskowych (Oszust 

et al., 2019; Masigol et al., 2021; Oszust & Frąc, 2021). Z kolei mikropłytki PM umożliwiają 

testy wrażliwości na szereg związków chemicznych (Panek et al., 2016; Hu et al., 2024; Maj et 

al., 2024b). Oprócz systemu Biolog™, analizy zdolności metabolicznych techniką 

spektrofotometrii można dokonać przy użyciu m.in. dioctanu fluoresceiny (FDA), który jest 

substratem dla esteraz komórkowych (Różalska et al., 2014; Maj et al., 2024b). Barwnik może 

funkcjonować jako wskaźnik żywotności i pozwala na ocenę zarówno aktywności 

enzymatycznej, niezbędnej do zainicjowania fluorescencji, jak i integralności błony 

komórkowej, kluczowej dla zatrzymania produktu fluorescencyjnego w komórce (Soboń et al., 

2018). 

Morfologia strzępek grzybów stanowi ważny element ich zróżnicowania gatunkowego. 

Analizy wyglądu strzępek dokonuje się metodami mikroskopowymi, ze szczególnym 

uwzględnieniem elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM) pozwalającej na dokładną 

obserwację niewielkich struktur w powiększeniu osiągającym nawet 1000000x (Mohammed & 

Abdullah, 2018; Maj et al., 2024a). Metoda ta, bywa używana do obserwacji zmian w 

morfologii pod wpływem toksycznych substancji czy przy zarodkowaniu grzybów (Chen et al., 

2017; Vujanovic et al., 2019). Obserwacje SEM pozwalają na połączenie zmian zaistniałych w 

niekorzystnych warunkach środowiskowych z adaptacją strzępek grzybów do tych warunków 

(Bowen et al., 2007). Oprócz weryfikacji zmian strukturalnych powierzchni komórek, istotne 

jest także ilustrowanie ich żywotności, na co pozwala fluorescencyjna mikroskopia konfokalna 

(Hickey et al., 2004). Jest to technika umożliwiająca wykonywanie zdjęć w wysokiej 

rozdzielczości, nawet przy dużej grubości badanego materiału (Elliott, 2020). W praktyce, 

fluorescencyjna mikroskopia konfokalna bywa używania między innymi do dynamicznej 

wizualizacji tworzenia się biofilmów grzybów strzępkowych na żywności i obserwacji ich 

wzrostu (Kulišová et al., 2023).  



 

Innym podejściem do badania wrażliwości grzybów jest wykorzystanie metod 

metabolomiki czy proteomiki. Nauki omiczne przyczyniają się do poznania cyklu życiowego, 

mechanizmów infekcji, odporności i wirulencji grzybów (Gonzalez-Fernandez & Jorrin-Novo, 

2012). Dzięki ilościowej proteomice celowanej, w przeszłości zidentyfikowano m.in. białka 

związane z degradacją substancji toksycznych i neutralizacją antybiotyków, co wiąże się z 

adaptacją do środowiska i tolerancją na ciepło u Neosartorya pseudofischeri (Chen et al., 2022). 

Z kolei podejście metabolomiczne, na przykład z wykorzystaniem chromatografii cieczowej ze 

spektrometrią masową (LC-MS), pozwala na ocenę przemiany lub produkcji metabolitów 

(Isogai et al., 2021; Huang et al., 2023). Metabolomika dostarcza zatem cennych informacji o 

fizjologii grzybów i ich reakcji na stres środowiskowy (Pellissier et al., 2023). Ponadto, analizy 

metabolomiczne mogą być stosowane do badania interakcji międzygatunkowych grzybów, 

dostarczając informacji o zmianach metabolicznych zachodzących podczas konkurencji o 

terytorium i zasoby (Luo et al., 2017). Integracja danych z różnych platform omicznych, w tym 

metabolomiki i proteomiki, w połączeniu z zaawansowanymi metodami obliczeniowymi, 

umożliwia także tworzenie kompleksowych modeli interakcji gospodarz-grzyb i 

opracowywanie metod zwalczania infekcji grzybiczych (Carvalho & Goldman, 2017).  

W ostatnich latach podkreśla się konieczność oceny interakcji między badanymi 

środkami konserwującymi a mikrobiomem w rzeczywistych systemach żywnościowych, 

zamiast wykonywania badań ściśle w warunkach laboratoryjnych (Ferrocino et al., 2023). W 

szczególności brakuje systematycznych analiz wpływu substancji mających zabezpieczać 

żywność przed patogenami i mikrobiologicznymi zanieczyszczeniami żywności na 

różnorodność mikrobiologiczną oraz aktywność metaboliczną zbiorowisk mikroorganizmów 

obecnych w surowcach rolniczych i produktach żywnościowych oraz w układach 

pokarmowych organizmów wyższych (Boer, 2017; Gultekin et al., 2020). Analiza mikrobiomu 

może być prowadzona dwiema głównymi metodami sekwencjonowania: metagenomiczną, 
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obejmującą całe genomy drobnoustrojów w podejściu „shotgun”, oraz metataksonomiczną, 

opartą na sekwencjonowaniu markerowych genów, takich jak gen rybosomalnego RNA 

(Kioroglou et al., 2019). W kontekście oceny interakcji między mikroorganizmami i 

substancjami konserwującymi szczególnie przydatne jest sekwencjonowanie 

metataksonomiczne z wykorzystaniem platformy Illumina® MiSeq. Pozwala ono między 

innymi na określenie dominujących taksonów w próbkach, co jest przydatne w ilustrowaniu 

zmian w składzie mikrobiomu przy zakażeniach czy pod wpływem stresorów środowiskowych 

(Alessandri et al., 2023; Ignacio et al., 2022; Siegieda et al., 2023; Siegieda et al., 2024). 

Uzupełnieniem tej metody mogą być dodatkowe analizy spektrofotometryczne, na przykład z 

wykorzystaniem mikropłytek EcoPlates systemu Biolog™ umożliwiających profilowanie 

zmian w aktywności metabolicznej mikrobiomu z próbek środowiskowych (Frąc, 2012; Gryta 

et al., 2014). EcoPlates były z powodzeniem wykorzystywane w badaniach toksyczności 

ścieków, do monitorowania aktywności metabolicznej glebowych zbiorowisk 

mikroorganizmów i w ocenie różnorodności funkcjonalnej gleb (Frąc 2012; Gryta et al., 2014; 

Xu et al., 2015; Rutgers et al., 2016; Mącik et al., 2025), a także różnych nisz ekologicznych 

roślin (Pylak et al., 2023; Pylak et al., 2025).  

Zastosowanie opisanych technik badawczych pozwala na wszechstronną analizę 

mechanizmów odpowiedzi grzybów na stres środowiskowy, obejmując zarówno aspekty 

morfologiczne, metaboliczne, jak i genetyczne. Połączenie metod mikroskopowych, 

omicznych oraz biologii funkcjonalnej umożliwia kompleksowe zrozumienie strategii 

przystosowawczych mikroorganizmów i ich interakcji z otoczeniem. Uzyskane w ten sposób 

dane mogą przyczynić się do opracowania skuteczniejszych strategii kontroli grzybów w 

środowisku żywnościowym oraz minimalizacji strat wynikających z ich odporności na czynniki 

konserwujące. 

  



 

2. Hipotezy badawcze oraz cel rozprawy doktorskiej 

2.1 Hipotezy badawcze 

Główna hipoteza badawcza zakładała, że właściwości metaboliczne, morfologiczne i 

genetyczne grzybów z rodzaju Neosartorya mają wpływ na kształtowanie wrażliwości tych 

grzybów na naturalne ekstrakty roślinne i związki konserwujące, a adaptacja Neosartorya spp. 

do wykorzystania wielu substratów, nawet potencjalnie szkodliwych, wiąże się ze zmianami 

ich profilu metabolicznego i cech morfologicznych. 

Na podstawie przeglądu literatury dotyczącego przeżywalności grzybów termofilnych w 

warunkach przechowalniczych, skuteczności naturalnych i syntetycznych środków 

konserwujących stosowanych w ochronie owoców, a także zmian zachodzących w grzybach 

pod wpływem czynników stresowych, postawiono następujące szczegółowe hipotezy 

badawcze: 

1. Pomimo bliskiego pokrewieństwa izolaty Neosartorya spp. wykazują zróżnicowaną 

wrażliwość na zastosowane naturalne ekstrakty roślinne, konserwanty żywności i 

substancje chemiczne. 

2. Konserwanty żywności i naturalne ekstrakty roślinne charakteryzują się podobną 

efektywnością co do właściwości grzybobójczych. 

3. Ekspozycja Neosartorya spp. na działanie naturalnego ekstraktu roślinnego lub 

konserwantu żywności wpływa na morfologię tych grzybów.  

4. Naturalne i syntetyczne środki konserwujące mogą indukować specyficzne strategie 

przystosowawcze Neosartorya spp. do warunków stresowych. 

5. Zastosowanie naturalnego ekstraktu roślinnego lub konserwantu żywności prowadzi do 

zmian w profilu metabolicznym oraz metabolomicznym Neosartorya spp. 

6. Czas inkubacji wraz z substancjami o właściwościach antymikrobiologicznych ma 

istotny wpływ na przeżywalność i aktywność metaboliczną izolatów Neosartorya spp. 
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7. Sekwencjonowanie całogenomowe (NGS Illumina®) daje możliwość identyfikacji 

mechanizmów obronnych Neosartorya spp., które mogą odpowiadać za ich wysoką 

odporność na czynniki stresowe. 

8. Ekspozycja owoców truskawki na działanie naturalnego ekstraktu roślinnego lub 

konserwantu żywności powoduje ukierunkowane, specyficzne zmiany w składzie 

taksonomicznym społeczności drobnoustrojów i strukturze mikrobiomu owoców. 

9. Różna wrażliwość izolatów Neosartorya spp. na antygrzybiczne działanie naturalnego 

ekstraktu roślinnego i konserwantu spożywczego wpływa na skład mikrobiomu oraz 

profil metaboliczny sztucznie zakażonych owoców truskawki. 

2.2 Główny cel rozprawy doktorskiej 

Głównym celem badawczym rozprawy doktorskiej było określenie roli właściwości 

metabolicznych, morfologicznych i genetycznych grzybów z rodzaju Neosartorya w 

kształtowaniu ich odporności na konserwanty, substancje chemiczne i naturalne ekstrakty 

roślinne, obejmując również testy in vivo nad wpływem tych czynników na profil metaboliczny 

i  mikrobiom owoców truskawki.  

2.3 Cele szczegółowe rozprawy doktorskiej  

Cele szczegółowe pracy obejmowały: 

1. Określenie wrażliwości izolatów Neosartorya spp. na naturalne ekstrakty roślinne i 

związki konserwujące. 

2. Określenie wrażliwości chemicznej oraz właściwości metabolicznych i 

morfologicznych izolatów Neosartorya spp. o różnej wrażliwości na naturalne ekstrakty 

roślinne i konserwanty żywności.  

3. Określenie wpływu ekstraktu z nagietka oraz pirosiarczynu sodu na fenotyp izolatów z 

rodzaju Neosartorya, o różnej wrażliwości na naturalne ekstrakty roślinne i 



 

konserwanty żywności, wraz z określeniem zmian w metabolomie, uzdolnieniach 

metabolicznych oraz żywotności i morfologii tych grzybów.  

4. Analizę genomu izolatów Neosartorya spp. o różnej wrażliwości na konserwanty i 

ekstrakty roślinne w celu zidentyfikowania różnic w sekwencjach genów, które mogą 

wpływać na oporność tych izolatów na badane czynniki antymikrobiologiczne. 

5. Określenie odporności wybranych izolatów Neosartorya spp. na konserwanty i 

ekstrakty roślinne w warunkach rzeczywistych, tj. w owocach truskawki 

kontaminowanych tymi grzybami, poprzez analizę wpływu czynników konserwujących 

na profil metaboliczny i mikrobiom owoców przechowywanych w warunkach 

chłodniczych. 
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3. Materiały i metody 

3.1 Identyfikacja badanych izolatów 

Badania przeprowadzono na wybranych izolatach grzybów z rodzaju Neosartorya, 

pochodzących z kolekcji Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej Instytutu 

Agrofizyki PAN w Lublinie. Grzyby te zostały wcześniej wyizolowane z powierzchni owoców 

pozornych truskawki (Fragaria × ananassa Duchesne) oraz gleby pobranej z plantacji 

truskawek zlokalizowanych na terenie Polski w ramach projektu realizowanego pod 

kierunkiem prof. dr hab. M. Frąc (SONATA 4, NCN, 2012/07/D/NZ9/03357). Szczepy 

przechowywano w kriobanku w temperaturze -80°C i przed rozpoczęciem doświadczeń 

poddano ożywieniu na podłożu stałym PDA (Potato Dextrose Agar, BioMaxima S. A., Lublin, 

Polska) w optymalnej temperaturze 30°C. 

Po pięciodniowej inkubacji grzybnię przenoszono do probówek o pojemności 2 ml 

zawierających kulki szklane (250 mg o średnicy 1,45 mm oraz 500 mg o średnicy 3,15 mm) i 

bufor Lyse F (EURx®, Polska), a następnie homogenizowano za pomocą homogenizatora 

FastPrep-24 (MP Biomedicals, USA) przez 20 sekund przy prędkości 4 m s-1. Izolację DNA 

przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu GeneMATRIX Plant and Fungi DNA Purification 

Kit (EURx®, Polska; Malarczyk et al., 2020). 

Identyfikację molekularną szczepów wykonano na podstawie amplifikacji fragmentów 

genów ITS1 (z użyciem starterów ITS1/ITS2; White et al., 1989) oraz β-tubuliny (startery 

specyficzne dla Neosartorya spp. N2F/N2R oraz Aspergillus fumigatus Af1F/R4; Yaguchi et 

al., 2012). Reakcje PCR prowadzono z wykorzystaniem mieszanki REDTaq® ReadyMix™ 

(Sigma-Aldrich, USA) oraz 10 μM starterów i 2 μl rozcieńczonego DNA. Produkty PCR 

analizowano na żelu agarozowym o stężeniu 2%, a następnie oczyszczano enzymatycznie  

(Exo-BAP, EURx) i poddawano sekwencjonowaniu metodą Sangera (Big Dye® Terminator 



 

v1.1, Thermo Fisher Scientific, USA) z wykorzystaniem analizatora genetycznego Applied 

Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Yaguchi et al., 2012). 

W celu określenia pokrewieństwa filogenetycznego, uzyskane sekwencje porównano z 

danymi dostępnymi w bazie NCBI, włączając sekwencje reprezentatywnych gatunków z 

rodzaju Neosartorya oraz innych blisko spokrewnionych rodzajów grzybów. Analizy 

filogenetyczne wykonano w programie MEGA 11, stosując 3-parametrowy model Tamury z 

dyskretnym rozkładem gamma dla regionu ITS1 (Tamura et al., 2021) oraz 2-parametrowy 

model Kimury (Nishimaki & Sato, 2019) z dyskretnym rozkładem gamma dla sekwencji  

β-tubuliny. Wyniki identyfikacji pozwoliły na wybór do kolejnych etapów badań 20 izolatów 

przypisanych do rodzaju Neosartorya. 

3.2 Testy inhibicji metodą dyfuzyjno-krążkową 

W celu oceny przeciwgrzybiczego działania wybranych ekstraktów roślinnych oraz 

konserwantów żywności wobec 20 izolatów z rodzaju Neosartorya zastosowano metodę 

dyfuzyjno-krążkową (Jeannot et al., 2023). Badaniom poddano suche ekstrakty z nagietka 

(Calendula officinalis; Zrób Sobie Krem Kosmetyki Naturalne, Polska) i lawendy (Lavandula 

angustifolia; Greenvit Sp. z o.o., Polska), a także olejki eteryczne (Dr Beta®, FSZ Pollena-

Aroma Sp. z o.o., Polska): eukaliptusowy (Eucalyptus globulus), lawendowy (Lavandula 

angustifolia), rozmarynowy (Rosmarinus officinalis L.), goździkowy (Eugenia caryophyllus) i 

drzewa herbacianego (Melaleuca alternifolia). Ekstrakty suche rozpuszczano w wodzie do 

stężenia 1000 µg mL-1, natomiast olejki przygotowywano w postaci wodnych dyspersji o 

analogicznym stężeniu, celowo unikając stosowania rozpuszczalników organicznych, które 

mogłyby zakłócić naturalne właściwości lotnych związków czynnych (Pesis, 2005). Następnie 

wszystkie preparaty rozcieńczano do stężeń: 250, 150, 100, 50 i 5 µg mL-1. Konserwanty 

chemiczne, takie jak pirosiarczyn sodu, sorbinian potasu, wodorosiarczyn sodu i kwas sorbowy 

(Sigma-Aldrich, USA), rozpuszczano w wodzie do stężeń 6.25 mg mL−1, 12.5 mg mL−1, 
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25 mg mL−1, 50 mg mL−1, 75 mg mL−1 i 100 mg mL−1. Dodatkowo analizowano wpływ 

parametrów fizykochemicznych typowych dla przetworów owocowych, takich jak wartość pH 

(3,2 i 3,5) oraz zawartość cukru ogólnego wyrażona w stopniach Brix (°Bx) o wartościach 

45°Bx, 43°Bx, 39°Bx i 35°Bx (Ermis et al., 2015; Park et al., 2017). 

Do przeprowadzenia testów zastosowano podłoże PDA (Potato Dextrose Agar), które 

inokulowano zawiesiną zawierającą grzybnię i askospory pochodzące z 10-dniowych kultur 

grzybów z rodzaju Neosartorya, standaryzowaną do 75% transmitancji, co odpowiadało 

liczebności askospor na poziomie około 4,4 × 10⁴ w 1 mL zwiawiesiny inokulacyjnej. Po 

wysianiu mikroorganizmów na podłoże, na powierzchnię agaru nanoszono sterylne krążki 

bibułowe o średnicy 5 mm (Whatman No. 1), na które aplikowano po 30 µL badanego ekstraktu 

roślinnego lub konserwantu żywności (Pertile & Frąc, 2023). Każdy wariant testowano w trzech 

powtórzeniach, umieszczając po trzy krążki, zawierające preparaty o tym samym stężeniu w 

jednej szalce Petriego. Płytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 10 dni, a pomiary 

średnicy stref zahamowania wzrostu prowadzono codziennie przy użyciu cyfrowej suwmiarki.  

Uzyskane wyniki umożliwiły ocenę wrażliwości poszczególnych izolatów na badane 

ekstrakty roślinne i konserwanty żywności oraz identyfikację grup o zróżnicowanym stopniu 

wrażliwości na analizowane ekstrakty i konserwanty. Na podstawie wyników wytypowano 10 

izolatów reprezentujących różne grupy wrażliwości oraz wybrano czynniki konserwujące do 

dalszych testów inhibicji wzrostu: suche ekstrakty z nagietka i lawendy oraz olejki eteryczne z 

lawendy, rozmarynu, drzewa herbacianego i goździka, pirosiarczyn sodu, sorbinian potasu, 

wodorosiarczyn sodu i kwas sorbowy. 

3.3 Testy inhibicji metodą mikropłytek MT2 Biolog™ 

W celu oceny wrażliwości oraz zdolności metabolicznej izolatów Neosartorya spp. w 

obecności wybranych naturalnych ekstraktów roślinnych oraz konserwantów żywności 

zastosowano testy na mikropłytkach MT2 (Biolog™, Hayward, CA, USA; Frąc et al., 2016). 



 

Na podstawie badań przeprowadzonych w pierwszym etapie wybrano odpowiednie stężenia do 

testów inhibicji metodą mikropłytek MT2. Każdy ekstrakt roślinny testowano w czterech 

stężeniach: 1000, 150, 50 oraz 5 µg mL-1, a konserwanty żywności badano  w trzech stężeniach: 

25, 50 oraz 100 mg mL-1. Dodatkowo, badaniami objęto wpływ wodnych roztworów 

cukrowych o ustalonym pH, odpowiadających warunkom stosowanym w przetwórstwie 

owoców: 45°Bx przy pH 3,5, 43°Bx przy pH 3,2 oraz 39°Bx przy pH 3,2 (Ermis et al., 2015; 

Park et al., 2017). Do przygotowania inokulum, izolaty hodowano na podłożu PDA 

(BioMaxima S.A., Lublin, Polska) w temperaturze 30°C przez 10 dni. Po inkubacji zebrano 

askospory wraz z grzybnią, które zawieszono w sterylnym płynie inokulacyjnym FF IF 

(Biolog™, Hayward, CA, USA) i poddano homogenizacji. Zawiesinę standaryzowano do 75% 

transmitancji. Do każdego dołka płytki MT2 wprowadzano 100 µL roztworu ekstraktu oraz 50 

µL zawiesiny grzybni z askosporami. Kontrolę stanowiła zawiesina grzybni z 100 µL wody, 

bez dodatku ekstraktu. Płytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 10 dni, a pomiary 

wykonywano co 24 godziny przy długościach fali 490 nm (ocena wykorzystania substratów 

metabolicznych) oraz 750 nm (ocena przyrostu biomasy grzybni) za pomocą czytnika Biolog™ 

MicroStation (Biolog™, Hayward, CA, USA; Oszust et al., 2023). 

Wyniki spektrofotometryczne korygowano poprzez odjęcie wartości tła uzyskanych dla 

próbek kontrolnych, w których ekstrakty rozcieńczono w płynie inokulacyjnym bez inokulum, 

aby wyeliminować zakłócenia związane z właściwościami optycznymi ekstraktów. Na 

podstawie skorygowanych danych obliczono wskaźniki: Średnią Intensywność Oddychania 

Grzybni (AFRI – Average Fungal Respiration Intensity) oraz Średnią Intensywność Wzrostu 

Grzybni (AFGI – Average Fungal Growth Intensity). Porównanie wartości AFRI i AFGI dla 

próbek z ekstraktami i kontroli pozwoliło na ocenę wpływu poszczególnych ekstraktów na 

metabolizm i rozwój grzybów (Pertile & Frąc, 2023). 
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3.4 Analiza profilu metabolicznego izolatów Neosartorya spp. z wykorzystaniem 

płytek Biolog™ FF 

 Zdolność 10 wybranych izolatów Neosartorya spp. do wykorzystania 95 różnych źródeł 

węgla oceniano za pomocą mikropłytek Biolog™ FF (Filamentous Fungi MicroPlates; 

Biolog™, USA), zawierających barwnik tetrazolowy, który umożliwia pomiar aktywności 

metabolicznej grzybów (Dobranic & Zak, 1999; Preston-Mafham et al., 2002; Oszust et al., 

2018). Izolaty hodowano przez 10 dni w temperaturze 30°C na standardowym podłożu PDA 

(kontrola), PDA wzbogaconym o pirosiarczyn sodu w stężeniu 150 µg mL-1 lub PDA 

wzbogaconym o ekstrakt naturalny z nagietka (C. officinalis) w stężeniu 150 µg mL-1. 

Po inkubacji askospory wraz z grzybnią zbierano i zawieszano w sterylnym płynie 

inokulacyjnym FF IF (Biolog™), standaryzując zawiesinę do 75% transmitancji (Pawlik et al., 

2019). Do każdego dołka płytki dodawano 100 µL zawiesiny grzybni. Eksperyment 

prowadzono w dwóch powtórzeniach biologicznych i trzech powtórzeniach technicznych, 

wykonując pomiary w odstępach 24 godzinnych przez 10 dni, przy długościach fali 490 nm 

oraz 750 nm za pomocą czytnika Biolog™ MicroStation (Biolog™, Hayward, CA, USA). 

Wyniki korygowano przez odjęcie wartości tła uzyskanych dla kontroli (zawiesina wody bez 

substratów). Na podstawie skorygowanych danych obliczano wskaźniki: Średnią Intensywność 

Oddychania Grzybni (AFRI) oraz Średnią Intensywność Wzrostu Grzybni (AFGI). 

Różnorodność funkcjonalną określano jako bogactwo substratów (Substrate Richness, R), czyli 

liczbę różnych źródeł węgla wykorzystywanych przez dany szczep, przyjmując próg 

absorbancji OD > 0,25. Analizowano wykorzystanie substratów z sześciu grup związków 

organicznych: amin i amidów, węglowodanów, polimerów, aminokwasów, kwasów 

karboksylowych oraz innych związków (Frąc, 2012; Pinzari et al., 2016) .  



 

 3.5 Analiza wrażliwości chemicznej izolatów Neosartorya spp. z wykorzystaniem 

płytek Biolog™ PM 

Do oceny wrażliwości chemicznej 10 izolatów Neosartorya spp. wykorzystano panele 

Biolog™ PM21-PM25 (Biolog™, USA), zawierające 120 różnych związków chemicznych 

(Panek et al., 2016). Izolaty grzybów hodowano przez 10 dni na podłożu PDA w temperaturze 

30°C, a następnie askospory z grzybnią zawieszano w płynie inokulacyjnym FF IF, 

standaryzując inokulum do 62% transmitancji. Po 100 μL przygotowanej zawiesiny 

mikrobiologicznej nanoszono do każdego dołka płytki. 

Inkubację prowadzono przez 9 dni w temperaturze 30°C, wykonując codzienne pomiary 

przy długościach fali 490 nm i 750 nm za pomocą czytnika Biolog™ MicroStation. Wyniki 

korygowano o tło z kontroli, a na ich podstawie obliczano wskaźniki intensywności oddychania 

(AFRI) i wzrostu grzybni (AFGI). Linie bazowe ustalano na podstawie kontroli bez dodatku 

substancji chemicznych.  

3.6  Analiza aktywności metabolicznej izolatów Neosartorya spp. metodą 

fluorescencyjną z wykorzystaniem dioctanu fluoresceiny (FDA)  

Aktywność metaboliczną pięciu wybranych izolatów Neosartorya spp. o różnym stopniu 

wrażliwości na ekstrakty roślinne i konserwanty oceniano po 10 i 30 dniach inkubacji w 

temperaturze 30°C na trzech wariantach podłoża PDA: standardowym, z dodatkiem 

pirosiarczynu sodu (150 µg mL-1) lub ekstraktu z nagietka (150 µg mL-1). Do oceny 

metabolicznej zastosowano zmodyfikowaną metodę fluorescencji dioctanu fluoresceiny (FDA; 

Różalska et al., 2014). Po zakończeniu hodowli askospory wraz z grzybnią delikatnie 

zeskrobywano z powierzchni podłoża i zawieszano w wodzie, standaryzując zawiesinę do 10% 

transmitancji. Następnie 1 mL zawiesiny przenoszono do dołków płytki 24-dołkowej 

(BiologiX®, USA). Roztwór FDA (0,7 mM) przygotowywano przez rozpuszczenie proszku 

FDA (Sigma-Aldrich, USA) w acetonie, a następnie mieszano z buforem fosforanowym o pH 
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6,4 w stosunku 1:9. Do każdego dołka dodawano 1 mL mieszanki roztworu FDA i buforu. 

Inkubację prowadzono w ciemności w temperaturze pokojowej, a pomiary fluorescencji 

wykonywano po 0, 30 i 60 minutach za pomocą czytnika Infinite® 200 Pro (Tecan, Szwajcaria) 

przy długości fali wzbudzenia 485 nm i emisji 520 nm. Wyniki wyrażano jako intensywność 

fluorescencji w jednostkach arbitralnych (AU), co pozwalało na ocenę metabolicznej 

aktywności komórek grzybów (Soboń et al., 2018).  

3.7   Analizy mikroskopowe: skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) 

Pięć izolatów Neosartorya spp., wybranych ze względu na różny poziom wrażliwości na 

ekstrakty roślinne, hodowano przez 10 i 30 dni na podłożu PDA: standardowym, z dodatkiem 

pirosiarczynu sodu (150 µg mL-1) lub ekstraktu z nagietka (150 µg mL-1). Następnie próbki 

przygotowano do analizy skaningowym mikroskopem elektronowymPhenom ProX (Thermo 

Fisher Scientific, USA). Materiał umieszczano na aluminiowych stelażach za pomocą 

przewodzącej taśmy węglowej, suszono w obecności żelu krzemionkowego, a następnie 

pokrywano warstwą złota o grubości 5 nm (Sputter coater CCU-010 LV, Safematic GmbH, 

Szwajcaria). Obrazy rejestrowano przy napięciu przyspieszającym 10 kV, z powiększeniami 

od 200× do 10 000×, wykorzystując detektor BS (Beer-Lech et al., 2022). 

3.8   Analizy mikroskopowe: mikroskopia konfokalna fluorescencyjna 

Izolaty Neosartorya spp. badano również za pomocą konfokalnego mikroskopu 

fluorescencyjnego Leica TCS SP8 (Wetzlar, Niemcy; Agier et al., 2020). Po 10 i 30 dniach 

inkubacji na trzech wariantach podłoża PDA (standardowe PDA, PDA z dodatkiem ekstraktu 

z nagietka w stężeniu 150 µg mL-1 oraz PDA z pirosiarczynem sodu w stężeniu 150 µg mL-1) 

zbierano askospory wraz z grzybnią. Materiał zawieszano w buforze (2% D-glukoza i Na-

HEPES), a następnie po wirowaniu (10 000×g, 5 min) zawiesinę barwiono barwnikiem FUN-

1 (10 mM w DMSO, Thermo Fisher Scientific, USA). Inkubację prowadzono w ciemności w 

temperaturze 30°C przez 5 minut. 



 

Zabarwiony materiał nanoszono na szkiełko podstawowe, przykrywano szkiełkiem 

nakrywkowym i obrazowano przy długości fali wzbudzenia 488 nm oraz emisji 530 nm 

(Walaszczyk et al., 2024). Dodatkowo wykonywano zdjęcia w świetle widzialnym w celu 

wizualizacji różnic w produkcji zarodników. Analizę żywotności przeprowadzano, 

wyznaczając stosunek intensywności fluorescencji czerwonej do zielono-żółtej w jedenastu 

obszarach o wymiarach 20 × 20 µm na trzech powtórzeniach dla każdego wariantu hodowli 

(Lee & Bae, 2018). Otrzymany stosunek mnożono przez 100, aby wyrazić procentową wartość 

żywotności komórek. 

3.9 Analiza metabolomiczna metodą LC-QTOF MS 

Profilowanie metabolomiczne izolatów Neosartorya spp. wykonano przy użyciu 

chromatografii cieczowej (LC) sprzężonej z kwadrupolowym spektrometrem mas czasu 

przelotu (QTOF MS) – Agilent Infinity 1290 oraz Agilent 6550 iFunnel QTOF (Agilent 

Technologies, USA) z jonizacją elektrosprejową (ESI; Fornal et al., 2013). Materiał 

biologiczny stanowiła grzybnia z 10- i 30-dniowych kultur Neosartorya spp. na podłożu PDA, 

hodowanych z i bez dodatku pirosiarczynu sodu lub ekstraktu z nagietka. Z każdej próbki 

odważano  20 mg grzybni, a rozdrabnianie tkanek przeprowadzono za pomocą kul 

ceramicznych (2,8 mm) w homogenizatorze Bead Mill MAX (VWR) w czterech cyklach po 10 

sekund przy prędkości 6 m s-1. Do zhomogenizowanej grzybni dodano 1 mL schłodzonego 

roztworu ekstrakcyjnego (metanol:chloroform:woda, stosunek objętościowy 2,5:1:0,5), 

mieszano przez 10 sekund i inkubowano na lodzie przez 8 minut. Po wirowaniu (14 000 × g, 4 

min, 4°C) oddzielono supernatant zawierający metabolity od osadu. Dodano 500 µL wody 

Milli-Q, wymieszano i ponownie odwirowano w celu rozdzielenia faz polarnych i 

niepolarnych. Fazę polarną przeniesiono do nowej probówki i suszono w warunkach 

próżniowych (miVac Duo, Genevac). Próbki rozpuszczano w 100 µL mieszaniny 

metanol:etanol (1:1) dla frakcji niepolarnej lub metanol:woda z 0,1% dodatkiem kwasu 
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mrówkowego (1:1) dla frakcji polarnej, mieszając przez 5 minut. Separację chromatograficzną 

przeprowadzono na kolumnie Agilent ZORBAX RRHD Extend-C18 (2,1 × 100 mm, 1,8 µm) 

z fazą ruchomą: 0,1% kwas mrówkowy w wodzie (faza A) oraz 0,1% kwasu mrówkowego w 

acetonitrylu (faza B), przy przepływie 0,4 mL min-1 i gradiencie 3–95% fazy B w ciągu 25 

minut. Temperatura kolumny wynosiła 45°C, a objętość wtrysku 10 µL. Analizy prowadzono 

w trybie jonizacji dodatniej (ESI+), z parametrami: temperatura źródła jonów 225°C, przepływ 

azotu 12 L min-1, ciśnienie nebulizatora 50 psi, temperatura gazu osłonowego 275°C, napięcie 

kapilarne 3500 V, napięcie dyszy 1000 V oraz fragmentatora 275 V. Spektrometr pracował z 

szybkością skanowania 1,2 spektrum s-1. Kalibrację wewnętrzną zapewniono za pomocą dwóch 

mas referencyjnych (121,0509 i 922,0098 m/z). Dane rejestrowano i analizowano przy użyciu 

oprogramowania Agilent Mass Hunter (wersje B.09.00 i B.10.00). 

3.10 Sekwencjonowanie całogenomowe (WGS) izolatów Neosartorya spp. 

Do analizy różnic genetycznych między pięcioma izolatami Neosartorya spp. zastosowano 

technikę sekwencjonowania następnej generacji (NGS - Next Generation Sequencing). 

Materiał genetyczny izolowano z homogenizowanych próbek grzybni przy użyciu zestawu 

GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURx, Polska; Malarczyk et al., 2020). 

Jakość i ilość DNA oceniono spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000) oraz fluorometrycznie 

(QuantusFluor® dsDNA, Promega). DNA rozcieńczono do stężeń 100–500 ng w objętości 30 

µl. Biblioteki do sekwencjonowania przygotowano za pomocą zestawu Illumina DNA Prep Kit 

(Price et al., 2021). Jakość bibliotek weryfikowano za pomocą systemu TapeStation 4150 oraz 

fluorometru Quantus. Biblioteki normalizowano do stężenia 0,02 nmol L-1, łączono i 

denaturowano przed sekwencjonowaniem na platformie Illumina MiSeq w trybie 300 par 

odczytów (paired-end). Dane surowe poddano obróbce bioinformatycznej. Porównania 

sekwencji i wyrównania wykonano za pomocą narzędzi BLAST (Basic Local Alignment 



 

Search Tool, Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009) oraz zasobów NCBI (National Center 

for Biotechnology Information, Sayers et al., 2022). 

3.11 Analiza aktywności metabolicznej mikrobiomu owoców truskawki metodą 

Biolog™ EcoPlates 

Do oceny aktywności metabolicznej społeczności mikrobiologicznych owoców truskawki 

zakażonych Neosartorya spp. poddanych różnym zabiegom zastosowano system Biolog™ z 

wykorzystaniem mikropłytek EcoPlates (Biolog™, USA; Pylak et al. 2023). Z każdej próbki 

tworzono homogenizat (Smasher®, AES Laboratoire, Francja), z którego 1 g dodawano do 99 

mL jałowej soli peptonowej. Zawiesinę poddawano 20-minutowemu wstrząsaniu w 

temperaturze pokojowej, a następnie inkubowano przez 30 minut w 4°C. Po inkubacji do 

każdego dołka płytek EcoPlates, zawierających 31 różnych źródeł węgla przeznaczonych do 

profilowania metabolicznego mikrobiomu, nanoszono 120 µL przygotowanego inokulum 

(Mącik et al., 2023). Płytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 216 godzin, dokonując 

pomiarów gęstości optycznej przy długości fali 590 nm w odstępach 24-godzinnych za pomocą 

czytnika MicroStation (Biolog™, Hayward, CA, USA). 

3.12 Sekwencjonowanie metataksonomiczne (Illumina MiSeq) 

Z 0,25 g homogenatu każdej próbki owoców truskawki kontaminowanych Neosartorya spp. 

izolowano całkowite DNA za pomocą zestawu Fast DNA Spin Kit for Feces (MP Biomedical, 

USA) zgodnie z protokołem producenta, wzbogaconym o dodatkowy etap homogenizacji 

kulkami w homogenizatorze FastPrep-24 (MP Biomedical, USA) przez 40 sekund przy 

prędkości 6,0 m s-1, co zwiększało wydajność izolacji DNA grzybów. Jakość i ilość DNA 

oceniano spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000/2000c) oraz fluorometrycznie (Quantus z 

odczynnikami QuantiFluor® ONE, Promega). 

Do profilowania społeczności mikrobiologicznych amplifikowano fragmenty genu 16S 

rRNA (region V4) dla bakterii przy użyciu starterów 515F–806R (Apprill et al., 2015) oraz 
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region ITS2 dla grzybów za pomocą starterów ITS3/ITS4 (Op De Beeck et al., 2014). 

Przygotowano biblioteki do sekwencjonowania (Siegieda et al., 2023). W tym celu amplifikację 

prowadzono z użyciem polimerazy KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems) w 

warunkach: denaturacja 95°C przez 3 minuty, 35 cykli (95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 60 s) oraz 

elongacja końcowa 72°C przez 5 minut. Amplikony oczyszczano za pomocą kulek 

magnetycznych CleanNGS (CleanNA). 

Każda próbka została zindeksowana unikalnym adapterem Illumina. Po oczyszczeniu i 

pomiarze stężenia DNA (Quantus, Promega) oraz ocenie jakości i rozmiaru fragmentów 

(D1000 DNA ScreenTape, TapeStation 4150, Agilent), próbki rozcieńczano do jednolitego 

stężenia i łączono w pulę o końcowej koncentracji 8 pM. Sekwencjonowanie przeprowadzono 

na platformie Illumina MiSeq w trybie 2 × 300 par odczytów, z dodatkiem 2.5% PhiX. 



 

4. Omówienie wyników publikacji oraz badań uzupełniających 

W publikacjach P.1, P.2, P.3 oraz w badaniach uzupełniających przedstawionych w 

manuskryptach publikacji P.4 i P.5 przeanalizowano wpływ właściwości metabolicznych, 

morfologicznych i genetycznych grzybów Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) na ich 

odporność wobec związków konserwujących, substancji chemicznych oraz naturalnych 

ekstraktów roślinnych. Szczególną uwagę poświęcono zmianom w fizjologii i morfologii, 

zachodzącym pod wpływem wyżej wymienionych czynników stresowych. Ponadto, istotną 

część badań stanowiła analiza mikrobiomu owoców truskawki kontaminowanych izolatami 

Neosartorya spp., w tym analiza metaboliczna oraz metataksonomiczna, pozwalające na ocenę 

interakcji między grzybami, ekstraktem roślinnym lub konserwantem, a środowiskiem 

żywnościowym. 

4.1 Publikacja P.1: Soil-Borne Neosartorya spp.: A Heat-Resistant Fungal Threat to 

Horticulture and Food Production –An Important Component of the Root-Associated 

Microbial Community 

Bibliografia: Maj, W., Pertile, G., Frąc, M. 2023. Soil-Borne Neosartorya spp.: A Heat-

Resistant Fungal Threat to Horticulture and Food Production—An Important Component of 

the Root-Associated Microbial Community. International Journal of Molecular Sciences, 24(2), 

1543. https://doi.org/10.3390/ijms24021543 

Celem publikacji P.1 było zebranie i usystematyzowanie aktualnej wiedzy na temat 

mechanizmów molekularnych, biochemicznych i strukturalnych warunkujących szeroką 

odporność na niekorzystne warunki środowiskowe u grzybów z rodzaju Neosartorya. Grzyby 

te, zostały przedstawione jako istotny czynnik zanieczyszczający produkty roślinne i owocowe, 

podkreślając ich negatywny wpływ na jakość produktów spożywczych. W pracy przedstawiono 

także mechanizmy adaptacyjne grzybów, które zwiększają ich odporność na niekorzystne 

warunki środowiskowe. Przedstawiono również potencjalne kierunki wykorzystania tej wiedzy 
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w celu opracowania metod przedłużania trwałości produktów spożywczych oraz 

przeciwdziałania zakażeniom w kontekście zrównoważonego rolnictwa. 

Unia Europejska promuje zrównoważone rolnictwo oraz ograniczenie stosowania 

syntetycznych środków chemicznych, kładąc nacisk na naturalne rozwiązania wspierające 

zdrowie roślin i jakość żywności. W tym kontekście istotne są grzyby termoodporne, takie jak 

niektóre gatunki z rodzaju Neosartorya, które kolonizują ryzosferę i mogą obniżać jakość 

produktów przetworzonych. Grzyby te są w stanie przetrwać procesy pasteryzacji i powodować 

psucie się owoców. Wysoka odporność chemiczna dodatkowo utrudnia ich zwalczanie. Choć 

wybrane konserwanty i kwasy organiczne wykazują częściową skuteczność, obserwuje się 

wzrost oporności Neosartorya spp., m.in. na azole. Publikacja przeglądowa systematyzuje 

wiedzę o Neosartorya spp. w kontekście jakości żywności i zgodności z europejskimi 

strategiami ekologicznymi. 

W pracy przedstawiono charakterystykę morfologii, cyklu życiowego oraz 

bioróżnorodności gatunków rodzaju Neosartorya. Neosartorya spp. to grzyby należące do 

rodziny Aspergillaceae, będące teleomorficzną formą Aspergillus spp., zdolne do wytwarzania 

wysoce termoodpornych askospor. Ich struktury rozrodcze, takie jak kleistotecja i gymnotecja, 

oraz ornamentyka powierzchni askospor stanowią cechy taksonomiczne, umożliwiające 

rozróżnianie gatunków. Mimo morfologicznych podobieństw do Aspergillus fumigatus, 

gatunki takie jak N. fischeri, N. pseudofischeri, czy N. glabra wykazują większą różnorodność 

genetyczną oraz odmienność w tempie wzrostu oraz morfologii i strukturze kolonii. Sekcja 

Fumigati obejmuje 23 potwierdzone gatunki Neosartorya, z których niektóre – jak N. spinosa, 

N. laciniosa, N. hiratsukae – były izolowane z owoców i gleby w Polsce i odpowiadają za 

psucie żywności poddawanej obróbce cieplnej. 

Następnie opisano zagrożenia oraz korzyści związane z występowaniem grzybów z 

rodzaju Neosartorya. To wyjątkowo termooporne grzyby, zdolne do wzrostu i sporulacji nawet 



 

po obróbce cieplnej żywności, szczególnie w produktach kwaśnych o niskim progu tolerancji 

temperaturowej. Skutkiem ich obecności może być produkcja mykotoksyn, takich jak 

aflatoksyny, fumitremorginy, werrukulogen i gliotoksyna, które stanowią zagrożenie dla 

jakości roślin oraz zdrowia ludzi i zwierząt. Neosartorya spp. może być też patogenem ludzi, 

często błędnie identyfikowanym jako A. fumigatus, co utrudnia diagnostykę i leczenie. Należy 

jednak podkreślić, że chociaż grzyby te syntetyzują trwałe metabolity wtórne, które mogą być 

szkodliwe, to część z nich znajduje również zastosowanie w przemyśle, co czyni je przydatnymi 

np. procesach bioremediacji, zwalczaniu szkodliwych, często fitopatogenicznych 

drobnoustrojów dzięki właściwościom przeciwbakteryjnym, a także degradacji różnych 

niepożądanych i toksycznych związków ze względu na syntezę  enzymów. Grzyby z rodzaju 

Neosartorya mogą być zatem zarówno zagrożeniem, jak i stanowić potencjalne narzędzie 

biotechnologiczne. 

W pracy przedstawiono także mechanizmy odpowiedzialne za wysoką odporność 

Neosartorya spp. na niekorzystne warunki otoczenia. Zdefiniowano też wytrzymałość grzybów 

należących do tego rodzaju na takie czynniki jak wysoka temperatura, pH, czy zawartości 

cukru. Termoodporność Neosartorya spp. powodowana jest m.in. obecnością białek szoku 

cieplnego, struktur wielokomórkowych i przetrwalników. Białka szoku cieplnego (HSP), takie 

jak Hsp90, Hsp70 i Hsp40, odgrywają kluczową rolę w odporności grzybów na stres, 

wspomagając procesy takie jak fałdowanie białek, transkrypcję i konidiację, co umożliwia 

przetrwanie w warunkach podwyższonej temperatury. Trehaloza oraz oligosacharydy na bazie 

trehalozy (izobemizioza, neosartoza i fiszeroza), nagromadzone w komórkach grzybów pod 

wpływem stresu cieplnego, działają jako substancje ochronne, stabilizując biomolekuły 

komórkowe, co przyczynia się do termotolerancji. Mannitol, współdziałając z trehalozą, 

zmniejsza stres oksydacyjny i wspomaga przetrwanie grzybów w trudnych warunkach 

termicznych. Grzyby z rodzaju Neosartorya produkują także różne metabolity odporne na 
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wysokie temperatury, takie jak egzopoligalakturonaza, które podtrzymują aktywność 

metaboliczną w warunkach o podwyższonej temperaturze. Produkcja enzymów termofilnych, 

takich jak glukoamylaza czy glikozydaza, także pozwala grzybom na przetrwanie i wzrost w 

wysokotemperaturowych środowiskach, zapewniając im odporność na stres cieplny. 

W pracy opisano również interakcje grzybów z rodzaju Neosartorya z roślinami, zwracając 

uwagę na ich powszechne występowanie w glebie, co ułatwia ich przenoszenie na rośliny i 

wpływa na jakość owoców po zbiorach. Grzyby te mogą zarówno szkodzić roślinom, 

przyspieszając ich gnicie, jak i tworzyć symbiozę, promując ich wzrost. Wskazano również, że 

Neosartorya spp. mogą powodować straty plonów, co stanowi zagrożenie dla sektora rolnego. 

W obliczu rosnącej potrzeby zrównoważonego rozwoju w rolnictwie, konieczne staje się 

prowadzenie badań nad odpornością Neosartorya spp. na środki zwalczania grzybów i 

opracowanie nowych metod ochrony plonów.  

W pracy podkreślono także znaczenie Polski w produkcji owoców. Kraj ten stał się liderem 

w produkcji owoców, takich jak jabłka, wiśnie czy truskawki, co ma ogromne znaczenie dla 

gospodarki, zwłaszcza w kontekście eksportu. Zwrócono uwagę na zagrożenia związane z 

grzybami termoodpornymi, które powodują straty po zbiorach i podkreślono potrzebę dalszych 

badań nad nowymi, ekologicznymi metodami ochrony plonów, w tym nad wykorzystaniem 

naturalnych fungicydów, roślinnych ekstraktów czy olejków eterycznych.  

W niniejszej pracy dokonano kompleksowego przeglądu mechanizmów adaptacyjnych 

grzybów Neosartorya spp. do warunków stresowych, szczególnie pod kątem ich odporności na 

metody ochrony plonów i roślin. Przedstawiono także analizę potencjalnych zagrożeń 

związanych z obecnością tych grzybów w produktach roślinnych i owocowych, zwracając 

uwagę na ich wpływ na jakość żywności. Wskazano na potrzebę dalszych badań w celu 

opracowania nowych, ekologicznych metod ochrony plonów, które będą mogły skutecznie 



 

przeciwdziałać zakażeniom przez grzyby termoodporne, jednocześnie wspierając rozwój 

zrównoważonego rolnictwa. 

4.2 Publikacja P.2: Comprehensive antifungal investigation of natural plant extracts 

against Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) of agriculturally significant microbiological 

contaminants and shaping their metabolic profile 

Bibliografia: Maj, W., Pertile, G., Różalska, S. Skic, K., Frąc, M. 2024. Comprehensive 

antifungal investigation of natural plant extracts against Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) 

of agriculturally significant microbiological contaminants and shaping their metabolic profile. 

Scientific Reports 14, 8399. https://doi.org/10.1038/s41598-024-58791-4 

Celem przeprowadzonych i opisanych w publikacji P.2 badań była ocena wrażliwości 

izolatów grzybów Neosartorya spp. na naturalne ekstrakty roślinne o udowodnionych w 

literaturze właściwościach antymikrobiologicznych. Dodatkowo, zbadano i porównano 

efektywność właściwości przeciwgrzybiczych testowanych naturalnych ekstraktów roślinnych 

oraz przeprowadzono profilowanie metaboliczne wybranych izolatów, aby określić zmiany w 

zdolnościach metabolicznych pod wpływem działania ekstraktów roślinnych. 

W ostatnich latach, w wyniku zmian klimatycznych oraz częstszych zakażeń patogenami, 

obserwuje się nowe wyzwania ekonomiczne dla sektora rolnictwa, szczególnie w zakresie 

produkcji owoców i przechowywania produktów pożniwnych. Grzyby odporne na wysokie 

temperatury (HRF - Heat-Resistant Fungi) są istotnym problemem w łańcuchu żywnościowym, 

zwłaszcza w produktach spożywczych bazujących w swoim składzie na owocach, ponieważ 

zarodniki grzybów są zdolne do przetrwania procesów pasteryzacji i sterylizacji, co znacząco 

utrudnia skuteczną konserwację. Na szczególną uwagę zasługują grzyby z rodzaju 

Neosartorya, teleomorficzne formy Aspergillus spp., które należą do najczęściej występujących 

grzybów w produkcji spożywczej. Odporność grzybów z rodzaju Neosartorya na wysokie 

temperatury, azole i szereg związków chemicznych, a także ich zdolność do produkcji 
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mykotoksyn powodują, że stanowią one istotny przedmiot badań nad alternatywnymi metodami 

kontroli i ograniczania ich występowania. 

Pierwszy etap opisywanych badań obejmował wyselekcjonowanie 20 izolatów ze zbioru 

Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej Instytutu Agrofizyki Polskiej 

Akademii Nauk (Lublin, Polska), stworzonej w ramach wcześniej realizowanego, pod 

kierunkiem prof. dr hab. M. Frąc, projektu SONATA 4 (2012/07/D/NZ9/03357), poprzez 

sekwencjonowanie markera ITS1 oraz fragmentu funkcjonalnego genu β-tubuliny 

specyficznego dla tego rodzaju grzybów. Następnie, do oceny wpływu ekstraktów roślinnych 

na wzrost 20 izolatów Neosartorya spp. zastosowano test dyfuzyjno-krążkowy. W 

eksperymencie wykorzystano suszony ekstrakt z lawendy i nagietka oraz olejki eteryczne: 

lawendowy, herbaciany, goździkowy i rozmarynowy, w różnych stężeniach (1000, 250, 150, 

100, 50 i 5 µg mL-1). Inokulum zawierające askospory Neosartorya spp. naniesiono na podłoże 

agarowe w płytkach Petriego, na którym umieszczono jałowe krążki papierowe (bibuła 

Whatman No. 1) nasączone badanymi ekstraktami. Płytki inkubowano w temperaturze 30°C 

przez 10 dni, codziennie obserwując wzrost grzybów oraz mierząc średnicę stref zahamowania 

wzrostu. Na podstawie wyników, 20 izolatów Neosartorya spp. podzielono na 5 grup o 

odmiennej wrażliwości na ekstrakty roślinne. Izolat G150/14 okazał się najbardziej wrażliwy, 

a G135/14 i G160/14 najodporniejsze na ogólny wpływ ekstraktów roślinnych. Najsilniejszy 

efekt hamujący wzrost grzybów zaobserwowano w szczególności dla olejku goździkowego w 

stężeniu 1000 µg mL−1. 

W celu jeszcze dokładniejszej oceny wrażliwości Neosartorya spp. na różne stężenia wyżej 

wymienionych ekstraktów roślinnych przeprowadzono testy mikropłytkowe MT2 (Biolog™). 

Czyste kultury grzybów hodowano na podłożu PDA, a następnie przygotowane z kultur płynne 

inokulum poddano analizie z zastosowaniem ekstraktów w różnych stężeniach w dołkach 

mikropłytek. Inkubację prowadzono w temperaturze 30°C przez 10 dni, a rozwój grzybów 



 

monitorowano za pomocą spektrofotometrii przy długościach fal 490 nm i 750 nm. Wyniki 

porównano z kontrolą, w której grzyby nie były eksponowane na działanie ekstraktów, co 

pozwoliło na ocenę wpływu badanych substancji na wzrost i metabolizm grzybów. Analiza 

testów mikropłytkowych MT2 pozwoliła na wyróżnienie trzech głównych grup izolatów 

Neosartorya spp., charakteryzujących się różną wrażliwością na ekstrakty roślinne: wysokiej 

(G150/14), średniej (G126/14, G127/14, G129/14, G130/14, G132/14, G151/14, G154/14) i 

niskiej (G135/14, G160/14). Większość ekstraktów wykazała działanie hamujące wzrost 

grzybów (AFGI), z wyjątkiem olejków lawendowego i rozmarynowego (1000 µg mL-1) oraz 

goździkowego (50 µg mL-1), które były nieskuteczne. Najsilniejsze właściwości 

przeciwgrzybicze zaobserwowano dla suszonego ekstraktu z lawendy  

(5 µg mL-1), ekstraktu z nagietka (5 i 150 µg mL-1), olejków lawendowego i rozmarynowego 

(150 µg mL-1) oraz olejku z drzewa herbacianego (5 µg mL-1). Ponadto, różnice w stosunku 

AFRI/AFGI wskazały na metaboliczny stres wywołany przez niektóre substancje, szczególnie 

ekstrakt z nagietka oraz olejki lawendowy i rozmarynowy. 

Aby zbadać zmiany metaboliczne Neosartorya spp. po preinkubacji z ekstraktem z 

nagietka, przeprowadzono test mikropłytkowy FF (Biolog™) na 10 wybranych izolatach. 

Grupa badawcza była hodowana na podłożu PDA wzbogaconym ekstraktem z nagietka (150 

µg mL-1), natomiast grupa kontrolna na podłożu bez dodatku ekstraktu. Po inkubacji zebrano 

askospory i grzybnię, które zostały wykorzystane celem stworzenia inokulum z płynem FF. 

Gęstość optyczną mierzono co 24 godziny przy długościach fal 490 nm i 750 nm. Mikropłytki 

FF zawierają sześć grup źródeł węgla, a zatem różnorodność funkcjonalną określono na 

podstawie liczby wykorzystywanych substratów w grupach, wyrażając ją jako bogactwo 

substratów (R). Dodatkowo różnorodność oceniono za pomocą średniej intensywności 

oddychania grzybów (Average Fungal Respiration Intensity, AFRI) oraz wzrostu grzybów 

(Average Fungal Growth Intensity, AFGI), przy czym wartości te skorygowano względem 
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kontroli wodnej. Preinkubacja izolatów Neosartorya spp. z ekstraktem z nagietka spowodowała 

odmienne odpowiedzi metaboliczne wśród izolatów. Większość wykazała utratę bogactwa 

substratów, podczas gdy trzy izolaty (G129/14, G135/14, G154/14), charakteryzujące się 

średnią i niską wrażliwością na działanie ekstraktów roślinnych, zachowały podobne 

właściwości metaboliczne do kontroli, co wskazuje na ich większą odporność na testowany 

ekstrakt z nagietka. Ekstrakt z nagietka na ogół powodował zmniejszenie zdolności 

metabolizowania amin, amidów i węglowodanów. Izolat G150/14, najbardziej wrażliwy na 

ekstrakty roślinne, wykazywał ograniczoną zdolność adaptacji do stresu metabolicznego. 

W publikacji zwizualizowano również morfologię pięciu izolatów o różnych poziomach 

wrażliwości na testowane ekstrakty. Izolaty były w tym celu kultywowane w optymalnych 

warunkach i poddane wizualizacji technikami elektronowej mikroskopii skaningowej oraz 

fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. Wyniki wykazały, że już po 10 dniach inkubacji 

wszystkie izolaty grzybów wytworzyły dobrze rozwinięte askospory. 

W ramach przedstawionych badań zidentyfikowano trzy główne grupy izolatów o różnej 

wrażliwości na ekstrakty roślinne. Zaobserwowano także związek między preferencjami 

metabolicznymi (np. wykorzystaniem związków azotowych lub kwasów karboksylowych) a 

odpornością na naturalne ekstrakty roślinne. Wyniki podkreśliły skuteczność roślinnych 

ekstraktów naturalnych w hamowaniu wzrostu Neosartorya spp. oraz znaczenie tych badań dla 

opracowania nowych metod kontroli mikrobiologicznych zanieczyszczeń żywności i 

zrównoważonego rolnictwa. 

4.3 Publikacja P.3: The role of food preservatives in shaping metabolic profile and 

chemical sensitivity of fungi-an extensive study on crucial mycological food contaminants 

from the genus Neosartorya (Aspergillus spp.) 

Bibliografia: Maj, W., Pertile, G., Różalska, S., Skic, K., Frąc, M. 2024. The role of food 

preservatives in shaping metabolic profile and chemical sensitivity of fungi-an extensive study 



 

on crucial mycological food contaminants from the genus Neosartorya (Aspergillus spp.). Food 

Chemistry, 453, 139583. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.139583 

Celem badań zaprezentowanych w pracy P.3 było określenie poziomu wrażliwości izolatów 

Neosartorya spp. na wybrane konserwanty żywności i substancje chemiczne. Zakładano, że 

podobnie jak w przypadku ekstraktów naturalnych, blisko spokrewnione izolaty różnią się pod 

względem wrażliwości, co może wynikać z ich profilu metabolicznego oraz stopnia adaptacji.  

Jak wcześniej wspomniano, grzyby z rodzaju Neosartorya są powszechnymi 

zanieczyszczeniami produktów rolnych i spożywczych, wykazującymi wysoką odporność na 

temperaturę oraz zdolność do przetrwania procesów pasteryzacji. Ich termooporność i oporność 

na środki konserwujące wiąże się z obecnością askospor o specjalnych właściwościach 

ochronnych oraz adaptacjami metabolicznymi. Skuteczność konserwantów, zarówno 

naturalnych, jak i syntetycznych, zależy od wielu czynników, w tym składu produktu (pH, 

zawartość cukrów) oraz mechanizmów oporności rozwiniętych przez mikroorganizmy. Ze 

względu na wzrastającą odporność grzybów na konwencjonalne środki grzybobójcze, 

konieczne jest monitorowanie ich wrażliwości oraz badanie skutecznych alternatyw. W 

niniejszej pracy oceniono wrażliwość izolatów Neosartorya spp. na różne substancje 

chemiczne i konserwanty oraz określono związek między ich profilem metabolicznym a 

poziomem oporności na związki konserwujące. 

W publikacji P.3 dwadzieścia izolatów z rodzaju Neosartorya, które zostały wcześniej 

przebadane pod kątem wrażliwości na naturalne ekstrakty roślinne, zostało w podobny sposób 

przetestowanych w kontekście oporności na konserwanty żywności. W pierwszym etapie 

prezentowanych badań testowano zatem działanie pirosiarczynu sodu, sorbinianu potasu, 

wodorosiarczynu sodu i kwasu sorbowego, a także różnych kombinacji °Bx/pH na wzrost 

grzybów z rodzaju Neosartorya. W tym celu, przygotowano zawiesiny zarodników i grzybni 

każdego z izolatów, którymi zaszczepiono płytki z podłożem PDA, a następnie na które 
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nanoszono po trzy krążki filtracyjne nasączone roztworami substancji chemicznych w czterech 

stężeniach (25 mg mL−1, 50 mg mL−1, 75 mg mL−1, 100 mg mL−1). Dodatkowo analizowano 

roztwory o zróżnicowanym °Bx i pH, odpowiadające warunkom w sokach owocowych (45°Bx, 

43°Bx, 39°Bx, 35°Bx, każdy o pH 3.2 i 3.5). Wszystkie testowane konserwanty chemiczne – 

pirosiarczyn sodu, sorbinian potasu, wodorosiarczyn sodu oraz kwas sorbowy – wykazały 

zdolność hamowania wzrostu 20 izolatów Neosartorya spp., choć ich skuteczność była 

zróżnicowana w zależności od testowanego związku konserwującego i izolatu grzyba. 

Najsilniejsze działanie zaobserwowano dla pirosiarczynu sodu oraz wodorosiarczynu sodu, 

natomiast kwas sorbowy był ogólnie najmniej skuteczny wobec testowanych izolatów 

grzybów. Kombinacje °Bx/pH również powodowały zahamowanie wzrostu grzybni, jednak 

efekt ten był słabszy i bardziej zbliżony między izolatami. Analiza wyników wykazała także 

dużą zmienność wrażliwości grzybów na testowane związki konserwujące, pomiędzy 

poszczególnymi izolatami, pomimo bliskiego stopnia pokrewieństwa. 

W opisywanych badaniach, oprócz wykorzystania metody dyfuzyjno-krążkowej, 

przeprowadzono także testy na mikropłytkach MT2 (Biolog™) dla 10 izolatów wybranych na 

podstawie wyników pomiarów stref inhibicji. Zawiesiny grzybowe rozcieńczano do 75% 

transmitancji i nanoszono na mikropłytki zawierające wyżej wymienione chemiczne środki 

konserwujące lub roztwory cukru o określonym pH. Odczyty prowadzono codziennie przez 10 

dni, a mikropłytki inkubowano w temperaturze 30°C. Na podstawie wartości absorbancji 

uzyskanych przy długościach fali 490 i 750 nm, obliczono wskaźniki AFRI i AFGI, które 

odzwierciedlają intensywność oddychania i wzrostu grzybów. Wyniki analizy przy użyciu 

mikropłytek Biolog™ MT2 wykazały, że wszystkie konserwanty hamowały wzrost 

Neosartorya spp., lecz w różnym stopniu i mniej konsekwentnie niż w klasycznym teście 

inhibicji. Najsilniejsze działanie przeciwdrobnoustrojowe wykazywały wodorosiarczyn sodu i 

sorbinian potasu w stężeniu 50 mg mL⁻¹, podczas gdy kwas sorbowy przy tym samym stężeniu 



 

powodował wzrost biomasy grzybowej. Kombinacje °Bx/pH wykazywały ograniczoną 

skuteczność, a istotne zahamowanie wzrostu grzybni zaobserwowano tylko dla niektórych 

izolatów. Na podstawie obu testów wybrano pirosiarczyn sodu w niskim stężeniu (150 µg 

mL⁻¹), który był efektywnym czynnikiem kontroli grzybów, jednakże umożliwiającym 

wystarczający niezbędny wzrost kolonii grzybów, jako dodatek do dalszych analiz 

metabolicznych. 

W celu określenia wrażliwości chemicznej 10 izolatów Neosartorya spp. zastosowano 

zestaw mikropłytek Biolog™ PM (PM21–PM25), umożliwiających analizę 120 substancji, 

m.in. anionów, kationów, antybiotyków, chelatorów oraz związków cyklicznych. Izolaty 

hodowano przez 10 dni na pożywce PDA w temperaturze 30°C, a następnie pobrano askospory 

z grzybnią, które zawieszono w sterylnym płynie inokulacyjnym i rozcieńczono do 62% 

transmitancji. Do każdej płytki wprowadzono 100 µL roztworu przygotowanego zgodnie z 

protokołem producenta, przy czym inkubowano przez 216 godzin w temperaturze 30°C, z 

odczytami co 24 godziny. Otrzymane wyniki skorygowano o wartości kontrolne, a następnie 

obliczono wskaźniki AFRI i AFGI dla optycznych gęstości przy 490 nm i 750 nm, ustalając 

linie odniesienia na podstawie wyników kontroli pozytywnej. Analiza wykazała, że większość 

z 120 testowanych substancji chemicznych nie hamowała wzrostu izolatów Neosartorya spp., 

a w wielu przypadkach go stymulowała. Największy przyrost biomasy zaobserwowano w 

obecności antybiotyków, a także anionów, chelatorów, związków cyklicznych, związków 

wpływających na błony komórkowe i niektórych związków organicznych. Silne działanie 

hamujące wykazywały m.in. cyjanian sodu, chlorek miedzi (II), Niaproof®, wodzian metylu 

oraz cis-platyna. Zauważono znaczną zmienność między izolatami – np. G127/14 cechował się 

szerokim zakresem możliwości wzrostu na różnych substancjach, podczas gdy G150/14 

wykazywał większą odporność na toksyczne związki, ale słabsze zdolności metaboliczne. 

Wzorce wzrostu wskazują na istnienie izolatów wrażliwych i odpornych, różniących się 



56 
 

zarówno intensywnością wzrostu, jak i zakresem wykorzystania poszczególnych grup 

związków. 

W publikacji przedstawiono także zdolność 10 izolatów Neosartorya spp. do 

wykorzystywania 95 źródeł węgla, którą oceniono przy użyciu płytek Biolog FF, zarówno po 

hodowli na standardowym podłożu PDA, jak i PDA z dodatkiem pirosiarczynu sodu. Na 

podstawie skorygowanych wartości OD obliczono wskaźniki AFRI i AFGI oraz określono 

różnorodność funkcjonalną jako liczbę wykorzystywanych substratów (OD > 0,25). 

Preinkubacja z pirosiarczynem sodu znacząco ograniczyła zdolność 10 izolatów Neosartorya 

spp. do wykorzystywania źródeł węgla, obniżając zarówno intensywność oddychania (AFRI), 

jak i produkcję biomasy (AFGI). Najsilniejszą wrażliwość na działanie konserwantu, podobnie 

jak w przypadku ekstraktów roślinnych, wykazał izolat G150/14, a największą odporność — 

G129/14 i G135/14, które zachowały wysoką aktywność metaboliczną mimo działania 

konserwantu. Spośród 95 substratów jedynie i-erytrytol był uniwersalnie wykorzystywany 

przez wszystkie izolaty, pozwalając zarówno na oddychanie, jak i wzrost grzybni po kontakcie 

z pirosiarczynem sodu. Mimo identycznych warunków preinkubacji, profile metaboliczne 

izolatów istotnie się różniły. 

W pracy dokonano również oceny aktywności metabolicznej z wykorzystaniem metody 

fluorescencyjnej. W tym celu, wybrano pięć izolatów Neosartorya spp. o różnej wrażliwości 

na konserwanty, które hodowano przez 10 lub 30 dni w temperaturze 30°C na podłożu PDA z 

dodatkiem pirosiarczynu sodu (150 μg mL−1) oraz na podłożu kontrolnym (PDA bez dodatku). 

Aktywność metaboliczną komórek oceniano metodą fluorescencji dioctanu fluoresceiny 

(FDA), która wskazuje żywotność komórek poprzez emisję żółto-zielonej fluorescencji. Po 

inkubacji z roztworem FDA, pomiary fluorescencji prowadzono po 0, 30 i 60 minutach przy 

użyciu czytnika mikropłytek z funkcją fluorymetru. Spadek intensywności fluorescencji po 

zastosowaniu konserwantu wskazywał na uszkodzenie struktur komórkowych i obniżoną 



 

aktywność metaboliczną. Barwienie wykazało, że długotrwała ekspozycja na pirosiarczyn sodu 

na ogół obniża aktywność metaboliczną izolatów Neosartorya spp., podczas gdy krótsza 

ekspozycja nie powodowała istotnych zmian. Niemniej jednak, reakcja na konserwant była 

zróżnicowana pomiędzy indywidualnymi izolatami w obydwu terminach. 

 4.4 Badania uzupełniające – P.4: Genome-Wide Analysis, Metabolomic Profiling 

and Microscopic Evaluation of Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) Diversity and 

Adaptations to Natural and Synthetic Antimicrobials 

 4.4.1 Wstęp 

Przedstawiciele Neosartorya spp. (rodzina Trichocomaceae), stanowiący 

teleomorficzną formę grzybów z sekcji Fumigati rodzaju Aspergillus, obejmują gatunki 

charakteryzujące się wysoką termoopornością oraz znaczną różnorodnością metaboliczną 

(Poeaim, 2015; de Sá et al., 2022). Grzyby te wytwarzają zarówno askospory, jak i 

konidiospory, co sprzyja ich przystosowaniu do różnorodnych środowisk, takich jak gleba czy 

wody morskie (Eamvijarn et al., 2013). Grzyby z rodzaju Neosartorya należą do grupy pleśni 

termoopornych (HRM - Heat-Resistant Moulds), które są zdolne do przetrwania procesów 

pasteryzacji i stanowią poważne zagrożenie dla bezpieczeństwa żywności, szczególnie 

produktów owocowych o wysokiej kwasowości (Santos et al., 2020; Alam et al., 2024). 

Askospory tych grzybów mogą pozostać nieaktywne w trakcie procesów konserwacji, lecz 

wykazują zdolność do ponownego rozwoju w warunkach ograniczających wzrost innych 

drobnoustrojów (Racchi et al., 2020). Dotychczasowe środki konserwujące, takie jak 

sorbiniany, okazują się wobec nich jedynie częściowo skuteczne lub nieskuteczne, co wskazuje 

na konieczność pogłębienia wiedzy na temat ich mechanizmów oporności (Berni et al., 2017). 

Choć obecnie prowadzone są badania genetyczne dotyczące rodzaju 

Aspergillus/Neosartorya, koncentrują się one głównie na aspektach medycznych lub 

biotechnologicznych (Hajdu et al., 2019; Daisuke et al., 2020). Sekwencjonowanie 
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całogenomowe (WGS) umożliwia kompleksową analizę zmienności genetycznej oraz 

identyfikację potencjalnych mechanizmów oporności (Mariana et al., 2017). W niniejszej 

pracy, WGS zastosowano do analizy niezmienionych genomów blisko spokrewnionych 

izolatów Neosartorya spp., wykazujących uprzednio różnice we wrażliwości na środki 

przeciwdrobnoustrojowe (Maj et al., 2024a, 2024b). 

W celu zbadania odpowiedzi fenotypowej oraz zdolności adaptacyjnych wybranych 

izolatów Neosartorya, przeprowadzono ekspozycję na dwa rodzaje substancji: syntetyczny 

konserwant – pirosiarczyn sodu, oraz naturalny ekstrakt z nagietka (Calendula officinalis), 

rozważany jako potencjalna alternatywa dla chemicznych konserwantów, zgodna z ideą 

zrównoważonego rolnictwa (Di Lorenzo et al., 2013; Ahmadi et al., 2018; do Nascimento & 

Canteri, 2020; Wesseler, 2022). Następnie, w analizie zastosowano techniki mikroskopowe: 

elektronową mikroskopię skaningową (SEM), umożliwiającą obserwację struktur 

morfologicznych (Hong et al., 2006), oraz konfokalną mikroskopię fluorescencyjną, 

pozwalającą na ocenę integralności błon komórkowych i aktywności metabolicznej (Różalska 

et al., 2018; Walaszczyk et al., 2024). Uzupełnieniem analiz było profilowanie metaboliczne z 

wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzężonej z wysokorozdzielczą spektrometrią mas 

(LC–QTOF–MS), umożliwiające identyfikację metabolitów związanych z odpowiedzią na 

stres (Tiwari et al., 2016; Chen et al., 2022; Yurchenko et al., 2023). 

Celem przeprowadzonych badań była analiza niezmienionych genomów blisko 

spokrewnionych izolatów Neosartorya spp. wykazujących odmienną wrażliwość na środki 

przeciwdrobnoustrojowe. Przeprowadzona została także ocena fenotypowej odpowiedzi 

izolatów Neosartorya spp. na wybrane środki przeciwgrzybicze, w kontekście ich 

potencjalnych mechanizmów przystosowawczych i podatności na działanie ekstraktów 

roślinnych i konserwantów żywności, istotnych z punktu widzenia bezpieczeństwa żywności. 



 

 4.4.2 Materiały i metody 

4.4.2.1 Izolaty grzybowe i kultywacja 

 Do badań wybrano pięć izolatów z kolekcji Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej 

i Środowiskowej Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie. Izolaty te zostały po raz pierwszy 

wyizolowane i zidentyfikowane w ramach projektu SONATA4 (ID: 2012/07/D/NZ9/03357, 

kierownik prof. dr hab. M. Frąc), a ich przynależność do rodzaju Neosartorya potwierdzono na 

podstawie sekwencjonowania regionu ITS1 oraz genu β-tubuliny (Maj et al., 2024a, 2024b). 

Do dalszych analiz wybrano pięć izolatów różniących się wrażliwością na naturalne ekstrakty 

roślinne i konserwanty spożywcze, co wykazano we wcześniejszych testach inhibicji (Maj et 

al., 2024a, 2024b). W celu oceny zmian morfologicznych i metabolicznych izolaty hodowano 

przez 10 i 30 dni w temperaturze 30°C na trzech wariantach podłoża PDA: bez dodatków, z 

ekstraktem z nagietka lekarskiego (Calendula officinalis) (150 µg mL⁻¹) oraz z pirosiarczynem 

sodu (150 µg mL⁻¹). Substancje te rozcieńczano do stężenia 150 µg mL⁻¹, które wybrano ze 

względu na jego zdolność do ograniczania wzrostu grzybni przy jednoczesnym zachowaniu jej 

rozwoju, co umożliwiało obserwację zmian strukturalnych. Do analizy genomowej izolaty 

hodowano wyłącznie przez 10 dni w optymalnych warunkach, tj. na podłożu PDA bez 

dodatków, w celu zachowania ich naturalnego profilu genetycznego. 

4.4.2.2 Sekwencjonowanie całogenomowe (WGS) 

 W celu analizy naturalnych różnic genetycznych pomiędzy pięcioma izolatami 

Neosartorya spp. zastosowano technikę sekwencjonowania całogenomowego następnej 

generacji (WGS). Materiał genetyczny wyizolowano z użyciem zestawu GeneMATRIX Plant 

& Fungi DNA Purification Kit (EURx, Polska), zgodnie z protokołem producenta. Jakość i 

ilość pozyskanego DNA oceniano za pomocą spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, USA) oraz fluorymetru Quantus z odczynnikami QuantusFluor®DNA dsDNA 

(Promega, USA; Malarczyk et al., 2020). DNA rozcieńczano do stężenia 100–500 ng w 
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objętości końcowej 30 μl. Biblioteki do sekwencjonowania przygotowano przy użyciu zestawu 

Illumina DNA Prep Kit, zgodnie z instrukcją producenta oraz z modyfikacjami według 

literatury (Price et al., 2021). Genomowe DNA poddano tagmentacji w 55°C, a następnie 

oczyszczono i amplifikowano w 8 cyklach PCR. Jakość bibliotek oceniano przy użyciu systemu 

TapeStation 4150 i D1000 ScreenTape (Agilent Technologies), a następnie normalizowano do 

stężenia 0,02 nmol L⁻¹. Sekwencjonowanie przeprowadzono na platformie Illumina MiSeq 

(tryb 301–301 bp paired-end, zestaw MiSeq v3). Uzyskane dane analizowano 

bioinformatycznie.  

4.4.2.3 Chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas z analizatorem 

kwadrupolowym czasu przelotu (LC-QTOF MS) 

 Profilowanie metabolomiczne metodą LC-QTOF MS przeprowadzono z użyciem 

systemu Agilent Infinity 1290 UPLC połączonego ze spektrometrem mas Agilent 6550 iFunnel 

QTOF z jonizacją ESI (JetStream, Agilent Technologies, USA; Fornal 2013). Analizowano 

grzybnię 10- i 30-dniowych kolonii Neosartorya spp. hodowanych na podłożu PDA, w 

warunkach kontrolnych oraz po inkubacji z pirosiarczynem sodu lub ekstraktem z nagietka 

lekarskiego (Calendula officinalis). Rozdział chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie 

ZORBAX RRHD Extend-C18 (2,1 × 100 mm, 1,8 µm) z fazą ruchomą A: 0,1% HCOOH w 

wodzie i B: 0,1% HCOOH w acetonitrylu, z przepływem 0,4 mL min⁻¹ i gradientem: 0–25 min 

(3–95% B), 25–30 min (95% B). Objętość próbki wynosiła 10 µL, a temperatura kolumny – 

45°C. Analizy prowadzono w trybie ESI+ przy następujących parametrach: temperatura gazu 

– 225°C, przepływ azotu – 12 L min⁻¹, ciśnienie nebulizatora – 50 psi, temperatura gazu 

osłonowego – 275°C, napięcie kapilary – 3500 V, napięcie fragmentora – 275 V. Kalibrację 

wewnętrzną zapewniały dwie masy referencyjne (121,0509 i 922,0098 m/z). Dane analizowano 

w oprogramowaniu Agilent MassHunter (B.09.00 i B.10.00). 



 

4.4.2.4 Analizy mikroskopowe 

Pięć izolatów Neosartorya spp. o odmiennej wrażliwości na substancje o 

właściwościach antymikrobiologicznych poddano analizie skaningowej mikroskopii 

elektronowej (SEM) z użyciem mikroskopu Phenom ProX (Thermo Fisher Scientific, USA). 

Fragmenty kolonii przeniesiono na aluminiowe podstawki z przewodzącą taśmą węglową, 

osuszono przy użyciu żelu krzemionkowego, a następnie pokryto 5 nm warstwą złota 

(napylarka CCU-010 LV, Safematic, Szwajcaria). Obrazowanie wykonano detektorem BS przy 

napięciu 10 kV (Beer-Lech et al., 2022). Pomiarów dokonano w programie ImageJ 1.54g (NIH, 

USA). 

Dodatkowo izolaty analizowano za pomocą konfokalnego mikroskopu laserowego 

Leica TCS SP8. Po 10 i 30 dniach hodowli na trzech podłożach PDA (kontrolnym, z ekstraktem 

z C. officinalis 150 µg mL⁻¹, lub z pirosiarczynem sodu 150 µg mL⁻¹), zarodniki i grzybnia 

zostały zawieszone w buforze (2% glukoza, Na-HEPES) i odwirowane (10 000 × g, 5 min). 

Osad zawieszono w buforze z 1 µL barwnika FUN-1 (10 mM w DMSO, Thermo Fisher), 

inkubowano w ciemności (30°C, 5 min), a następnie naniesiono na szkiełko podstawowe i 

obrazowano przy użyciu lasera o długości fali wzbudzenia 488 nm i emisji 530 nm (Walaszczyk 

et al., 2024). Żywotność komórek określono na podstawie fluorescencji: komórki żywe 

wykazywały emisję czerwonej barwy, a komórki martwe – rozproszoną zielono-żółtą 

fluorescencję. Intensywność fluorescencji mierzono w jedenastu obszarach (20 × 20 µm) dla 

każdego wariantu (3 powtórzenia), a stosunek czerwonej do zielonej fluorescencji przeliczano 

na procent komórek żywych. 

4.4.2.5 Analiza statystyczna 

 Surowe dane LC-QTOF MS dla izolatów Neosartorya spp. hodowanych na 3 

wariantach podłoży i w 2 punktach czasowych analizowano w Mass Hunter Qualitative 

B.10.00, a następnie w Mass Profiler Professional 15.1. W celu redukcji wymiarowości i oceny 
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klasteryzacji (izolaty, warunki inkubacji, interakcje) zastosowano analizę głównych 

składowych (PCA) z użyciem danych skalowanych metodą Pareto. 

Analizy statystyczne danych dotyczących żywotności przeprowadzono w Statistica™ 

V13.3 (TIBCO Software Inc.). Normalność rozkładu sprawdzono testem Shapiro-Wilka, a 

homogeniczność wariancji testem Levene’a. W przypadku spełnienia obu założeń zastosowano 

test t dla prób niezależnych; przy braku homogeniczności – test t Welcha. Dla danych 

niespełniających normalności użyto testu U Manna-Whitneya. Za istotne statystycznie 

uznawano wyniki przy p < 0.05 (95% CI). 

 4.4.3 Wyniki i dyskusja 

 4.4.3.1 Sekwencjonowanie całogenomowe (WGS) 

Sekwencjonowanie całogenomowe (WGS) pięciu izolatów Neosartorya spp. ujawniło 

wyraźne podobieństwa w ogólnej strukturze funkcjonalnej genomów, pomimo zróżnicowania 

fenotypowego izolatów (Rys. 1). We wszystkich genomach dominowały geny o nieznanej 

funkcji (15,53–19,86%), natomiast najmniej liczne były te związane z ruchem komórkowym 

(0,03–0,19%). Najczęściej reprezentowane grupy funkcjonalne obejmowały geny związane z 

metabolizmem węglowodanów, obróbką potranslacyjną białek, replikacją i naprawą DNA oraz 

biosyntezą metabolitów wtórnych. Podobna kompozycja funkcjonalna sugeruje 

konserwatywność podstawowych mechanizmów metabolicznych u tych organizmów. Niektóre 

różnice w rozkładzie genów między izolatami można jednak powiązać z wcześniej ustalonym 

profilem odporności. Przykładowo, izolat G135/14 (Rys. 1d), określony wcześniej jako 

najbardziej odporny na testowane naturalne ekstrakty roślinne i środki konserwujące, 

wykazywał największą ogólną liczbę genów  (14 339) oraz najwyższy udział genów 

związanych z replikacją i naprawą DNA, a także z metabolizmem energetycznym i 

węglowodanów (7,87%). Z kolei izolat G127/14 (Rys. 1a), oceniany jako najmniej odporny, 

posiadał najwięcej genów związanych z transportem wewnątrzkomórkowym, biosyntezą 



 

metabolitów wtórnych oraz strukturą cytoszkieletu. Może to wskazywać na inwestowanie 

zasobów w inne mechanizmy przetrwania niż odporność na zastosowane naturalne środki 

grzybobójcze. 
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Rys. 1. Analiza składu funkcjonalnego całego genomu każdego z 5 genomów Neosartorya spp. 

objętych badaniem: G127/14 (a), G130/14 (b), G132/14 (c), G135/14 (d), G150/14 (e). 



 

Genomy izolatów zostały również przeanalizowane pod kątem funkcji obronnych (Rys. 

2). Najwięcej genów związanych z mechanizmami obronnymi posiadał izolat G135/14 (Rys. 

2d, 1,92%), natomiast najmniej – G127/14 (Rys. 2a, 1,55%) i G150/14 (Rys. 2e, 1,54%). Geny 

te odpowiadały głównie za rozpoznawanie patogenów, produkcję substancji 

przeciwwirusowych i antybiotyków oraz odpowiedź immunologiczną. Wysoka liczba takich 

genów u izolatu G135/14 mogła przyczynić się do jego wcześniej wykazanej odporności (Maj 

et al., 2024a, 2024b). Izolat G135/14 zawierał najwięcej genów kodujących 

antybiotykooporność (16,73%), w tym β-laktamazy i aminoglikozydowe fosfotransferazy, oraz 

geny zwiększające sporulację i rozwój płciowy w warunkach niedoboru cynku (np. Ecl1/2/3). 

Równocześnie charakteryzował się najmniejszym udziałem genów związanych z odpornością 

temperaturową, produkcją mykotoksyn i czynników nekrotycznych. To może świadczyć o jego 

strategicznej specjalizacji w odporności na związki chemiczne. 
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Rys. 2. Występowanie genów związanych z mechanizmami obronnymi izolatów Neosartorya 

spp:  G127/14 (a), G130/14 (b), G132/14 (c), G135/14 (d), G150/14 (e). 



 

Choć źródła literaturowe donoszą o odporności Neosartorya spp. na wysokie 

temperatury (Salomão et al., 2007), analiza wykazała stosunkowo niewielki udział genów 

bezpośrednio związanych z tolerancją termiczną u badanych izolatów (1,09–2,92%), głównie 

kodujących białka szoku cieplnego (HSP). Wśród nich zidentyfikowano domeny funkcjonalne 

charakterystyczne dla mechanizmów ochrony przed stresem cieplnym, jak STI1_HS-bd, 

Hikeshi-podobne czy HS1-bd, co potwierdza aktywację złożonych systemów szlaków białek 

opiekuńczych (Lässle et al., 1997; Muthusamy et al., 2023; Santoro, 2000). Obecność białka 

STI1 – szaperonu HSP90 – oraz domeny Hikeshi wskazuje na możliwość ochrony białek 

komórkowych w czasie skoków temperatury, podobnie jak u Saccharomyces cerevisiae czy 

Aspergillus fumigatus (Nicolet & Craig, 1989; Tiwari et al., 2015). Co istotne, we wszystkich 

izolatach obecne były również geny związane z tolerancją niskiej temperatury, takie jak Ltv1, 

Low temperature requirement A i Dlt1, które mogą umożliwiać tym organizmom przetrwanie 

nawet w warunkach chłodniczych (Merwin et al., 2014; Zheng & Kathariou, 1995). Pojawienie 

się tych genów u Neosartorya spp. może wskazywać na szeroki zakres tolerancji 

temperaturowej, co utrudnia eliminację tych mikrobiologicznych zanieczyszczeń żywności 

zarówno w warunkach podwyższonej, jak i obniżonej temperatury. 

Oprócz odporności temperaturowej, w analizowanych genomach zidentyfikowano 

także geny kodujące mechanizmy adaptacyjne do innych stresów abiotycznych. Przykładem 

może być obecność czujników zasadowego pH (palH/rim21), genów odpowiedzi na hipoksję 

(HIG1) oraz białek reagujących na stresy środowiskowe, takich jak niskie stężenie glukozy lub 

promieniowanie UV. Niektóre izolaty posiadały również geny sugerujące zdolność do 

reagowania na stresy roślinne, np. domenę izomerazy triozowo-fosforanowej reagującą na 

alkaloidy roślinne, takie jak nikotyna (Cornilescu et al., 2004). 
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4.4.3.2 Chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas z analizatorem 

kwadrupolowym czasu przelotu (LC-QTOF MS) 

Stosując niecelowane podejście metabolomiczne, przeanalizowano profile 

metaboliczne pięciu izolatów Neosartorya spp. hodowanych na trzech wariantach podłóż 

mikrobiologicznych: PDA, PDA z ekstraktem z Calendula officinalis oraz PDA z 

pirosiarczynem sodu. Wyniki wykazały silny wpływ warunków hodowli na metabolom z 

jednoczesną obserwacją różnic między izolatami o zróżnicowanej wrażliwości na ekstrakty 

roślinne i konserwanty. 

Chromatogramy (Rys. 3 i 4) ujawniły wyraźne zróżnicowanie profili 

metabolomicznych. Szczególnie odmienny okazał się izolat G150/14 (Rys. 3e, 4e), dla którego 

obserwowano liczne metabolity eluujące między 6,5 a 15,5 min – niewystępujące u pozostałych 

izolatów w podobnym nasileniu. Zmiany intensywności pików metabolitów były widoczne we 

wszystkich warunkach, co potwierdza znaczenie składu podłoża dla metabolizmu grzybów z 

rodzaju Neosartorya. 



 

 

Rys. 3. Badanie LC-QTOF MS wpływu ekstraktu z nagietka lekarskiego (Calendula officinalis) 

i pirosiarczynu sodu (Sodium metabisulfite) na profile metaboliczne Neosartorya spp. po 10-

dniowej inkubacji. Chromatogramy przedstawiają izolaty: G127/14 (a), G130/14 (b), G132/14 

(c), G135/14 (d), G150/14 (e). 
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Rys. 4. Badanie LC-QTOF MS wpływu ekstraktu z nagietka lekarskiego (Calendula officinalis) 

i pirosiarczynu sodu (Sodium metabisulfite) na profile metaboliczne Neosartorya spp. po  

30-dniowej inkubacji. Chromatogramy przedstawiają izolaty: G127/14 (a), G130/14 (b), 

G132/14 (c), G135/14 (d), G150/14 (e). 



 

Analizy PCA potwierdziły zależność profili od czasu inkubacji i podłoża. Wszystkie 

izolaty grzybów hodowanych przez 10 dni na podłożu kontrolnym (PDA) uległy wyraźnej 

separacji w przestrzeni wykresu, natomiast po 30 dniach inkubacji izolaty G132/14 i G135/14 

utworzyły wspólny klaster, co sugeruje, że wraz z wydłużeniem czasu hodowli ich profile 

metabolomiczne zaczęły się do siebie upodabniać. Zastosowanie ekstraktu z nagietka 

lekarskiego (Calendula officinalis) istotnie zmodyfikowało profile metabolomiczne. Po 10 

dniach hodowli na tym podłożu największe podobieństwo wykazywały izolaty G130/14 i 

G132/14, natomiast po 30 dniach każda grupa izolatów tworzyła odrębny klaster, co może 

sugerować aktywację specyficznych szlaków metabolicznych dopiero po dłuższym okresie 

adaptacji do obecności ekstraktu roślinnego. Izolaty G130/14 i G132/14 wykazywały także 

podobieństwo metabolomu po 10 dniach hodowli na podłożu zawierającym pirosiarczyn sodu, 

lecz po 30 dniach profil metaboliczny G132/14 był bardziej zbliżony do G127/14. Wyniki te 

potwierdzają dynamiczny charakter zmian metabolomicznych oraz możliwość przebudowy 

szlaków metabolicznych w czasie. Dodatkowo, gdy analizowano izolaty indywidualnie, wyniki 

PCA jednoznacznie wskazywały na silny wpływ rodzaju podłoża – izolaty hodowane na PDA, 

PDA z ekstraktem z nagietka i PDA z pirosiarczynem sodu tworzyły odrębne skupiska 

niezależnie od czasu inkubacji. Oznacza to, że skład podłoża stanowił dominujący czynnik 

wpływający na metabolizm Neosartorya spp., co może mieć kluczowe znaczenie w kontekście 

projektowania strategii kontroli tych grzybów w środowiskach żywnościowych. 

4.4.3.3 Analizy mikroskopowe 

Po 10 dniach hodowli na podłożu PDA zaobserwowano silnie rozgałęzione strzępki 

powietrzne (Rys. 5a) oraz pojedyncze pęknięte kleistotecjum (Ø170,5 µm; Rys. 5b). Strzępki 

miały gładką powierzchnię (Rys. 5c) i średnicę 0,7–2,7 µm. Obecne były dojrzałe, 

soczewkowate askospory z dwoma wyraźnymi grzbietami (Ø5,0–6,0 µm; Rys. 5d) oraz kuliste 

worki (Ø10,6 µm; Rys. 5e). Po 30 dniach grzybnia pokryta była fragmentami perydium (Rys. 
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5f), a widoczne strzępki (0,5–1,9 µm) były gładkie (Rys. 5g) lub siateczkowate z brodawkami 

(Ø0,4 µm; Rys. 5h). Obecne były dojrzałe askospory (Ø4,7–6,4 µm; Rys. 5i), worki (Ø6,0 µm; 

Rys. 5j) oraz konidiofory z pęcherzykami (Ø5,4 µm), tworzące sześcienne konidiospory z 

zagłębieniami (1,7 × 1,6 µm; Rys. 5k). 



 

 

Rys. 5. Morfologia Neosartorya sp. G127/14 na podłożu PDA obserwowana za pomocą SEM 

po 10 (a, b, c, d, e) lub 30 (f, g, h, i, j, k) dniach inkubacji. Ogólna struktura grzybni (a, f), 
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klejstotecjum (b), powierzchnia strzępek (c, g), wypukłości strzępek (h), askospory (d, i), worki 

(e, j - zaznaczone strzałką), konidiospory (k). 

Wzrost grzybów na podłożu PDA z ekstraktem z nagietka prowadził do 

intensywniejszego tworzenia struktur przetrwalnikowych. Po 10 dniach widoczne były liczne, 

zapadnięte kleistotecja (Ø348,9 µm; Rys. 6a), strzępki często pokryte perydium (Rys. 6b), o 

powierzchni gładkiej lub z wypustkami (Ø0,6 µm; Rys. 6c). Stwierdzono obecność 

konidioforów (Ø13,2 µm) z łańcuchami konidiów (1,4 × 1,5 µm; Rys. 6d) oraz worków (Ø10,1 

µm; Rys. 6e), ale brak było dojrzałych askospor, co może świadczyć o hamowaniu lub 

opóźnieniu ich rozwoju przez ekstrakt z nagietka lekarskiego. Po 30 dniach grzybnia tworzyła 

struktury wielowarstwowe (Rys. 6f), obecne były kleistotecja (Ø217,5 µm) w różnych stadiach 

rozwoju, strzępki o powierzchni głównie brodawkowatej (0,8–1,6 µm; Rys. 6g), z wyraźnymi 

guzkami (Ø0,4 µm; Rys. 6h). Stwierdzono askospory (Ø5,4–6,6 µm) z dwoma grzbietami (Rys. 

6i), worki (Ø11,4 µm; Rys. 6j) oraz konidiofory (Ø6,7 µm) wytwarzające nieregularne 

konidiospory (1,7 × 1,8 µm; Rys. 6k). 

 



 

 

Rys. 6. Morfologia Neosartorya sp. G127/14 na podłożu PDA z dodatkiem Calendula 

officinalis obserwowana za pomocą SEM po 10 (a, b, c, d, e) lub 30 (f, g, h, i, j, k) dniach 
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inkubacji. Ogólna struktura grzybni (a, f), powierzchnia strzępek (b, g,), wypukłości strzępek 

(c, h), konidiospory (d, k), worki (e, j - zaznaczone strzałką), askospory (i). 

Obecność pirosiarczynu sodu wpływała na morfologię grzybni. Po 10 dniach obecne 

były nieregularne, często zapadnięte kleistotecja (Ø226,5 µm; Rys. 7a), faliste strzępki (0,9–

2,0 µm) z brodawkami (Ø0,4 µm; Rys. 7b), konidiofory (Ø10,5 µm) z konidiosporami (1,9 × 

1,5 µm; Rys. 7c), a także kuliste worki (Ø9,7 µm; Rys. 7d) i askospory (Ø4,8–7,3 µm; Rys. 

7e). Po 30 dniach zaobserwowano silniej brodawkowate strzępki (0,5–2,7 µm; Rys. 7g), liczne 

kleistotecja (Ø244,3 µm; Rys. 7f), dojrzałe askospory (Ø5,4–6,1 µm; Rys. 7h) i worki (Ø4,7 

µm; Rys. 7i). Konidiospory nie występowały. 



 

 

Rys. 7. Morfologia Neosartorya sp. G127/14 na podłożu PDA z pirosiarczynem sodu 

obserwowana za pomocą SEM po 10 (a, b, c, d, e) lub 30 (f, g, h, i) dniach inkubacji. Ogólna 



78 
 

struktura grzybni (a, f), powierzchnia strzępek (b, g,), konidiospory (c), worki (d, i - zaznaczone 

strzałką), askospory (e, h). 

Dla izolatu G130/14, po 10 dniach inkubacji na podłożu PDA zaobserwowano luźną 

sieć strzępek (1,2–2,2 µm). Obecne było jedno pęknięte, elipsoidalne kleistotecjum (Ø211,4 

µm), a także dobrze wykształcone, kuliste askospory (Ø3,9–6,3 µm) o wypukłej, szorstkiej 

powierzchni i dwóch wyraźnie oddzielonych horyzontalnych grzebieniach. Zidentyfikowano 

luźne, owalne worki (Ø9,2 µm) oraz konidiofory z maczugowatymi pęcherzykami (Ø7,4 µm) 

i butelkowatymi fialidami wytwarzającymi walcowate zarodniki konidialne (1,7 × 1,5 µm). Po 

30 dniach morfologia grzybni była podobna (1,3–2,3 µm), lecz nie obserwowano kleistotecjów 

ani struktur konidialnych, jedynie luźne dojrzałe askospory (Ø5,9–10,6 µm). Dodatek ekstraktu 

Calendula officinalis skutkował zagęszczeniem grzybni (0,6–2,1 µm) oraz obecnością 

kleistotecjów (Ø62,2 µm) już po 10 dniach inkubacji. Nie zidentyfikowano dojrzałych worków 

ani askospor, jednak na brzegach perydium widoczne były zawiązki struktur przypominających 

zalążki worków. Obserwowano konidiofory i gładkie zarodniki konidialne (2,4 × 2,0 µm). Po 

30 dniach grzybnia wykształcała wypukłe zgrubienia (Ø0,6 µm). Liczba kleistotecjów wzrosła 

(Ø247,4 µm), a ich kształt i stadium rozwoju były zróżnicowane. Obecne były okrągłe worki 

(Ø9,0 µm) i dobrze wykształcone askospory (Ø4,3–6,3 µm). Pęcherzyki konidioforów miały 

Ø11,2 µm, a zarodniki 1,7 × 1,6 µm. W warunkach dodatku pirosiarczynu sodu, już po 10 

dniach występowały liczne kleistotecja (Ø216,8 µm) oraz silnie rozgałęziona grzybnia o 

brodawkowatej powierzchni (0,9–3,4 µm; Ø0,5 µm). Widoczne były dojrzałe askospory (Ø4,7–

6,4 µm), sferyczne worki (Ø10,1 µm) oraz konidiofory z pęcherzykami (Ø6,0 µm) i 

zarodnikami konidialnymi (1,8 × 1,9 µm). Po 30 dniach struktura była zdominowana przez 

dojrzałe kleistotecja (Ø214,9 µm) otoczone skórzastym perydium. Strzępki (1,1–2,8 µm) 

zachowały brodawkowatą strukturę (Ø0,7 µm), a askospory miały Ø5,5–6,8 µm. Worki były 



 

głównie kuliste (Ø7,9 µm), a konidiofory liczne, z izodiametrycznymi zarodnikami (2,1 × 2,0 

µm). 

Izolat G132/14 po 10 dniach inkubacji na podłożu PDA wytworzył warstwową strukturę 

grzybni zbudowaną z gładkich strzępek o szerokości 0,7–1,8 µm. Nie zaobserwowano 

klejstotecjów, jednak w dolnych warstwach próbki obecne były luźne worki (Ø9,0 µm) o 

nieregularnym kształcie oraz dojrzałe, kuliste askospory (Ø4,5–6,1 µm) z dwiema brzeżnymi 

listewkami i chropowatą powierzchnią. Stwierdzono obfitą konidiację – zarodniki konidialne 

(2,0 × 1,7 µm) były owalne, połączone w łańcuszki i lekko zapadnięte. Po 30 dniach struktura 

grzybni pozostała zbliżona (0,8–1,9 µm), bez obecności kleistotecjów i konidioforów, ale z 

luźnymi, kulistymi zarodnikami konidialnymi (2,5 × 1,8 µm), dojrzałymi askosporami (Ø5,5–

6,9 µm) oraz kulistymi workami (Ø10,5 µm). Dodatek ekstraktu z nagietka lekarskiego po 10 

dniach spowodował agregację grzybni (0,9–2,7 µm), częściej z widocznymi przegrodami i 

drobnymi, kulistymi brodawkami (Ø0,4 µm). Klejstotecja nie występowały, lecz na obrzeżach 

próbki widoczne były pojedyncze dojrzałe askospory (Ø4,1–5,7 µm) i jeden kulisty worek 

(Ø7,2 µm). Obecne były liczne konidiofory z owalnymi zarodnikami (2,5 × 1,8 µm) o 

zapadniętych ścianach. Po 30 dniach grzybnia była bardziej zbita i miejscami przykryta luźnym, 

pofałdowanym perydium. Strzępki (0,8–2,7 µm) były rozgałęzione, o gładkiej lub 

brodawkowatej powierzchni (Ø0,4 µm). Liczne kleistotecja (Ø175,5 µm) miały zróżnicowany 

kształt – od kulistych po zapadnięte – i były na różnych etapach rozwoju. Obecne były dojrzałe 

askospory (Ø5,6–6,6 µm) oraz kuliste worki (Ø5,7 µm). Nie obserwowano form bezpłciowych. 

Dodatek pirosiarczynu sodu już po 10 dniach powodował zmiany morfologiczne – grzybnia 

przybrała włóknisty charakter (1,1–2,4 µm) i miała chropowatą powierzchnię z brodawkami 

(Ø0,5 µm). Górna warstwa zawierała liczne strzępy perydium, szczególnie wokół kulistych 

klejstotecjów (Ø220,9 µm). Obecne były kuliste worki (Ø12,7 µm), dojrzałe askospory (Ø5,6–

7,0 µm) oraz konidiofory z pęcherzykami (Ø5,8 µm) i łańcuszkami sześciennych zarodników 
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(2,0 × 1,7 µm). Po 30 dniach struktura była podobna, choć perydium występowało rzadziej. 

Kleistotecja (Ø178,7 µm) były kuliste, a strzępki (0,9–2,1 µm) pokryte owalnymi brodawkami 

(Ø0,4 µm). Obecne były kuliste askospory (Ø5,5–6,9 µm) i elipsoidalne worki (Ø6,2 µm). 

Izolat wytwarzał wiele konidiów – konidiofory miały łańcuszki sześciennych lub kulistych 

zarodników (1,9 × 1,8 µm). 

Izolat G135/14 po 10 dniach inkubacji na podłożu PDA wytworzył zwartą grzybnię 

zbudowaną z gładkich strzępek o szerokości 0,6–1,3 µm. Nie obserwowano klejstotecjów, 

jednak w pobliżu podłoża znajdowały się liczne dojrzałe askospory (Ø4,5–7,3 µm) oraz owalne 

worki (Ø7,4 µm), przytwierdzone do podłoża. Askospory miały chropowatą, brodawkowatą 

powierzchnię oraz wyraźne dwa listewkowate grzebienie. Obecne były liczne konidiofory, z 

których część tworzyła łańcuszki owalnych zarodników (2,1 × 1,6 µm) z lekko zapadniętymi 

ścianami. Po 30 dniach grzybnia była gęstsza, z licznymi, falistymi strzępkami o szerokości 

0,5–1,4 µm o gładkiej powierzchni. Struktura była jednorodna, bez owocników; jedynie przy 

powierzchni podłoża, w sąsiedztwie perydium, widoczne były kuliste, brodawkowate 

askospory (Ø5,3–6,6 µm). Dodatek ekstraktu z nagietka zmienił morfologię grzybni – po 10 

dniach przybrała ona formę zbitych agregatów strzępkowych (0,7–1,4 µm), pomiędzy którymi 

obserwowano liczne klejstotecja (Ø96,4 µm), przeważnie we wczesnym stadium rozwoju, 

otoczone dimorficznymi strzępkami o gładkiej lub silnie brodawkowatej powierzchni z 

owalnymi wypustkami (Ø0,5 µm). Obecne były sferyczne worki (Ø8,8 µm) oraz dojrzałe, 

kuliste askospory (Ø5,1–7,1 µm). Widoczne były kolumnowe konidiofory z krótkimi 

łańcuszkami kulistych zarodników (2,2 × 1,7 µm) o zapadniętych ścianach. Po 30 dniach 

struktura grzybni zdominowana była przez liczne dojrzałe klejstotecja (Ø143,3 µm), z których 

wiele było pękniętych. Strzępki (0,3–0,9 µm) łączyły poszczególne klejstotecja, często 

splecione napiętym, skórzastym perydium. Strzępki były cienkie i gładkie lub szersze, pokryte 

brodawkowatymi wypustkami (Ø0,4 µm). Askospory (Ø5,5–6,4 µm) miały zróżnicowaną 



 

budowę: kuliste i ząbkowane bez grzbietów; kuliste, brodawkowate z wyraźnymi listewkami; 

soczewkowate, z falistymi fałdami. Nie stwierdzono obecności struktur rozmnażania 

bezpłciowego. Dodatek pirosiarczynu sodu wywołał intensywne zagęszczenie grzybni i 

masowe tworzenie klejstotecjów już po 10 dniach inkubacji. Askokarpy (Ø169,1 µm) były 

kuliste, otoczone wielowarstwowym perydium. Strzępki (0,8–2,3 µm) były gładkie lub z 

wypustkami (Ø0,4 µm). Obecne były kuliste worki (Ø10,4 µm) i chropowate askospory (Ø5,2–

6,4 µm). Obserwowano obfitą konidiację – gładkie zarodniki (2,2 × 1,7 µm) tworzyły liczne 

łańcuszki i miały kulisty lub sześcienny kształt z lekko zapadniętymi ścianami. Po 30 dniach 

obserwowano większą obecność struktur perydialnych w górnych warstwach próbki. Strzępki 

(0,5–2,8 µm) prezentowały dwojaką ornamentację powierzchni, a wypustki były bardziej 

wyraźne (Ø0,4 µm). Obecne były kuliste klejstotecja (Ø171,4 µm), niemal dojrzałe, kuliste 

worki (Ø6,4 µm) oraz wielopostaciowe askospory (Ø5,0–6,5 µm) – najczęściej kuliste z 

wyraźnymi grzbietami, ale też soczewkowate z falistymi fałdami. Konidiofory były na wpół 

wyprostowane, z kulistymi zarodnikami (2,7 × 2,2 µm). 

W przypadku izolatu G150/14, po 10 dniach inkubacji na pożywce PDA grzybnia była 

zbudowana z nitkowatych, gładkich strzępek (0,8–2,4 µm). Obserwowano wczesne stadia 

rozwoju klejstotecjów (Ø186,1 µm), a na obrzeżach próbki, przy podłożu, obecne były dojrzałe, 

kuliste askospory (Ø5,2–6,6 µm) o szorstkiej powierzchni i wyraźnych podwójnych 

horyzontalnych grzebieniach, a także nieliczne sferyczne worki (Ø10,1 µm). Po 30 dniach 

grzybnia uległa umiarkowanemu rozluźnieniu (0,6–3,1 µm), bez wykształcenia owocników. 

Utrzymała się obecność askospor (Ø4,9–6,4 µm) i nieznacznej liczby worków (Ø5,4 µm) o 

bardziej kulistym kształcie niż wcześniej. Konidiospor nie zaobserwowano. Dodatek ekstraktu 

z Calendula officinalis już po 10 dniach inkubacji pobudzał tworzenie struktur ochronnych — 

luźno zorganizowanego, powierzchniowego perydium i licznych klejstotecjów (Ø180,3 µm). 

Strzępki (1,1–2,3 µm) były gładkie, natomiast askospory (Ø3,8–5,9 µm) kuliste, 
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brodawkowate, z dwoma grzebieniami. Po 30 dniach średnica klejstotecjów wzrosła (Ø253,4 

µm), perydium było luźne i miejscami oderwane. Strzępki (0,6–2,8 µm) cechowały się 

dwojakością tekstury (gładkie lub brodawkowate, Ø0,3 µm). Obecne były worki (Ø5,5 µm) i 

askospory (Ø5,7–6,2 µm) o morfologii zgodnej z wcześniejszym etapem. Nie zaobserwowano 

struktur bezpłciowych. Obecność pirosiarczynu sodu wpłynęła na wykształcenie warstwowej, 

włóknistej grzybni i licznych klejstotecjów (Ø198,2 µm), silnie splecionych ze strzępkami 

(1,1–2,8 µm) o falistej morfologii. Widoczne były kuliste worki (Ø10,1 µm) i dojrzałe 

askospory (Ø4,8–6,1 µm) o szorstkiej powierzchni i podwójnych grzebieniach. Występowały 

konidiofory z długimi łańcuchami konidiów (1,6 × 1,5 µm), o nieco zapadniętych ścianach. Po 

30 dniach grzybnia uległa przerzedzeniu, lecz liczba klejstotecjów wzrosła (Ø220,2 µm). Część 

z nich była pokryta segmentowanym perydium. Strzępki (0,7–1,3 µm) były gładkie lub 

brodawkowate (Ø0,3 µm). Obserwowano pojedyncze worki (Ø6,3 µm) i liczne askospory 

(Ø5,5–6,4 µm), lecz brakowało konidiospor. 

Obrazowanie SEM umożliwiło ocenę morfologii badanych izolatów. Pomimo różnic 

genomowych i metabolicznych, strukturalnie izolaty wykazywały duże podobieństwo, a 

ornamentacja konidioforów i askospor przypominała Neosartorya fischeri var. glabra (Hong et 

al., 2006; Samson et al., 1990). W badaniu zwrócono uwagę na pojawiające się na powierzchni 

strzępek drobne wypukłości, które na ogół nie występowały w warunkach kontrolnych, a ich 

obecność obserwowano po ekspozycji na ekstrakt roślinny lub konserwant. Po ekspozycji na 

wymienione środki ograniczające wzrost grzybów, powierzchnia strzępek często stawała się 

brodawkowata, co może świadczyć o reakcji stresowej. Choć kształtem wypukłości te 

przypominały początkowe formy komórek Hülle, wielojądrowych struktur magazynujących, 

charakterystycznych dla rodzaju Aspergillus, były one znacznie mniejsze (Bayram & Braus, 

2012; Troppens et al., 2020). Nie zaobserwowano również cech charakterystycznych dla 

appresoriów, a morfologia wypukłości bardziej odpowiada znanym z literatury ciałkom 



 

Woronina lub egzosomom (Gandhi & Joseph, 2022; Jedd, 2011; Money, 2016). W celu 

potwierdzenia tożsamości struktur wymagane byłyby dalsze analizy, np. z użyciem TEM lub 

mikroskopii konfokalnej z zastosowaniem przeciwciał (Jedd, 2011). 

4.4.3.4. Ocena żywotności metodą mikroskopii konfokalnej fluorescencyjnej 

Analiza żywotności grzybów z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii  

fluorescencyjnej ujawniła zależne od czasu i rodzaju pożywki różnice w przeżywalności 

izolatów G127/14, G130/14, G132/14, G135/14 i G150/14 (Rys. 8). Po 10 dniach inkubacji 

wszystkie izolaty hodowane na PDA z dodatkiem pirosiarczynu sodu wykazywały wyraźnie 

wyższą żywotność niż na standardowym PDA, natomiast dodatek Calendula officinalis nie 

miał istotnego wpływu na wzrost grzybni (Rys. 8a). Po 30 dniach nastąpiło odwrócenie tego 

trendu: ekstrakt z Calendula officinalis podtrzymywał wyższą żywotność grzybów, a efekt 

pirosiarczyn sodu nie powodował zmian względem kontroli. 
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Rys. 8. Wpływ ekstraktu z nagietka lekarskiego i pirosiarczynu sodu na żywotność Neosartorya 

spp. przy użyciu konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej. Wpływ składu podłoża na 

wszystkie izolaty łącznie po 10 lub 30 dniach hodowli (a). Wpływ składu podłoża na każdy 



 

izolat osobno po 10 lub 30 dniach hodowli (b). Gwiazdka wskazuje statystycznie istotne różnice 

między żywotnością grupy, na którą miał wpływ jeden z testowanych czynników 

przeciwmikrobiologicznych, a odpowiadającą jej kontrolą w danym dniu eksperymentu. 

Efekty substancji przeciwgrzybiczych były również zależne od konkretnego izolatu 

(Rys. 8b). G127/14 był stymulowany przez oba dodatki po 10 dniach, lecz po 30 dniach ich 

obecność obniżała przeżywalność grzyba. G130/14 wykazywał stymulację wzrostu przez obie 

substancje po 10 dniach, lecz ich efekt zanikał po 30 dniach inkubacji. Z kolei G132/14 

wykazywał niższą żywotność po ekspozycji na ekstrakt z Calendula officinalis, a wyższą po po 

pre-inkubacji w obecności pirosiarczynu sodu po 10 dniach inkubacji, jednak po 30 dniach oba 

dodatki wspomagały żywotność badanego izolatu. G135/14 wykazywał zmniejszoną 

żywotność po 10 dniach inkubacji z ekstraktem z Calendula officinalis oraz po 30 dniach 

inkubacji z pirosiarczynem sodu. W przypadku G150/14 oba dodatki początkowo negatywnie 

wpływały na wzrost grzyba, ale po 30 dniach inkubacji efekt ten utrzymywał się jedynie dla 

wariantu z pirosiarczynem sodu. 

Uzyskane wyniki wskazują, że pirosiarczyn sodu może początkowo poprawiać 

przeżywalność grzybów poprzez aktywację mechanizmów tolerancji stresu oksydacyjnego, jak 

np. dysmutaza ponadtlenkowa, jednak jego długotrwałe działanie może prowadzić do 

kumulacji toksycznych produktów przemiany materii, przekraczających możliwości obronne 

komórki (Elewski, 1993; Ivanov et al., 2022). Z kolei, ekstrakt z nagietka lekarskiego 

(Calendula officinalis) wykazał efekt grzybobójczy głównie w początkowym okresie 

ekspozycji, co może wynikać z obecności związków czynnych, takich jak saponiny, flawonoidy 

czy kwasy fenolowe, które zaburzają integralność błon komórkowych lub hamują enzymy 

metaboliczne (Doligalska et al., 2021; Al-Huqail et al., 2023; Tavallali et al., 2024). Po 

dłuższym czasie skuteczność ekstraktu jednak słabła, prawdopodobnie z powodu degradacji 

substancji czynnych lub adaptacji grzybów, jak ma to miejsce np. w przypadku oporności 
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Candida spp. na flukonazol (Bossche et al., 1998). Wskazuje to na potrzebę łączenia ekstraktu 

roślinnego Calendula officinalis z innymi środkami w celu osiągnięcia trwałego efektu 

grzybobójczego. 

   



 

4.4.4 Podsumowanie 

Przeprowadzone badania pozwoliły na dokonanie kompleksowej oceny mechanizmów 

odporności Neosartorya spp., obejmując analizę genomów, oraz odpowiedzi metabolicznych i 

morfologicznych na działanie naturalnych ekstraktów roślinnych i konserwantów żywności. 

Wykorzystanie WGS umożliwiło rozpoznanie genomów pięciu izolatów i scharakteryzowanie 

ponad 10 000 genów dla każdego z badanych grzybów, ze szczególnym uwzględnieniem 

mechanizmów obronnych. Izolaty grzybowe poddano także działaniu pirosiarczynu sodu i 

ekstraktu roślinnego z nagietka lekarskiego (Calendula officinalis), a ich reakcje na ekspozycje 

środków grzybobójczych oceniono na podstawie analizy metabolomicznej (LC-QTOF MS) 

oraz zmian morfologicznych wykonanych za pomocą obrazowania SEM oraz mikroskopii 

fluorescencyjnej. Wykazano, że ekstrakty roślinne i konserwanty wpływają na szlaki 

metaboliczne i strukturę grzybni – m.in. poprzez zwiększoną sporulację i pojawienie się 

wypukłych struktur na strzępkach grzybni. Analiza żywotności komórek wykazała, że 

pirosiarczyn sodu może początkowo zwiększać przeżywalność, lecz przy dłuższej ekspozycji 

prowadzi do stresu metabolicznego. Z kolei ekstrakt z Calendula officinalis działała 

krótkotrwale – początkowo obniżając żywotność grzybów, ale efekt ten zanikał w czasie.  

Uzyskane wyniki potwierdzają złożone mechanizmy adaptacyjne Neosartorya spp., 

łączące zmiany genetyczne, metaboliczne i strukturalne. Obecność genów związanych z 

wirulencją w genomach testowanych grzybów sugeruje także ich potencjalną rolę jako 

patogenów. Wyniki te stanowią podstawę do dalszych badań nad odpornością grzybów i 

rozwojem skuteczniejszych, zrównoważonych strategii przeciwdziałania psuciu się żywności. 
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 4.5 Badania uzupełniające – P.5: Antifungal Agents Alter Strawberry Microbial 

and Metabolic Profiles During Neosartorya spp. (Aspergillus spp.) Contamination 

4.5.1 Wstęp  

Owoce truskawki (Fragaria x ananassa) charakteryzują się wysoką podatnością na 

psucie, głównie z powodu dużej zawartości wody i składników odżywczych, co sprzyja 

rozwojowi grzybów w okresie przechowywania (Cybulska et al., 2022; Ladika et al., 2024; 

Moraga et al., 2006). Szczególne zagrożenie stanowią Neosartorya spp. (Aspergillus spp.), 

które dzięki termoopornym askosporom wykazują odporność na konwencjonalne metody 

utrwalania żywności, w tym obróbkę cieplną i chłodniczą (Frisón et al., 2012; Amaeze, 2013; 

Chen et al., 2022). Obecność tych grzybów wpływa negatywnie nie tylko na jakość owoców, 

ale może też wiązać się z produkcją szkodliwych metabolitów wtórnych (Doğan & Zorba, 

2024). 

W celu ograniczenia zakażeń grzybowych w przemyśle spożywczym stosuje się 

zarówno konserwanty chemiczne, np. pirosiarczyn sodu czy kwasy organiczne, jak i naturalne 

środki pochodzenia roślinnego (Ahmadi et al., 2021; Braïek & Smaoui, 2021). Ze względu na 

rosnące obawy konsumentów dotyczące bezpieczeństwa dodatków syntetycznych, coraz 

większym zainteresowaniem cieszą się substancje bioaktywne obecne w ekstraktach roślinnych 

(Falleh et al., 2020; Novais et al., 2022). Przykładem jest nagietek lekarski (Calendula 

officinalis), którego ekstrakty wykazały skuteczność przeciwgrzybiczą wobec wielu patogenów 

(Dey et al., 2024). Mimo znanego działania ograniczającego rozwój grzybów, wpływ tych 

substancji na mikrobiologiczny i metaboliczny profil owoców, zwłaszcza w warunkach 

rzeczywistej kontaminacji, pozostaje słabo poznany (Droby & Wisniewski, 2018; Kusstatscher 

et al., 2020). 

W niniejszych badaniach określono wpływ wybranych środków przeciwgrzybiczych na 

mikrobiotę i aktywność metaboliczną owoców truskawki sztucznie zakażonych izolatami 



 

Neosartorya spp. o różnej wrażliwości na ekstrakty roślinne i konserwanty. Analizy 

przeprowadzono z wykorzystaniem sekwencjonowania następnej generacji (v4 16S rRNA, 

ITS2) oraz testów Biolog™ EcoPlates (Pylak et al., 2023; Tenea & Reyes, 2024; Q. Zhao et al., 

2024). Wyniki dostarczają nowych danych na temat interakcji pomiędzy zanieczyszczeniami 

grzybowymi, substancjami konserwującymi i zbiorowiskami mikroorganizmów 

występujących w owocach truskawki, co może wspomóc rozwój zrównoważonych metod 

konserwacji  świeżej żywności. 

4.5.2 Materiały i metody 

4.5.2.1 Izolaty grzybowe i zakażenie truskawek 

Do doświadczenia wybrano trzy izolaty Neosartorya spp. z kolekcji Laboratorium 

Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej (IA PAN, Lublin), różniące się wrażliwością na 

konserwanty i ekstrakty roślinne: G127/14 (wysoka wrażliwość), G132/13 (średnia 

wrażliwość) i G130/14 (najmniejsza wrażliwość) (Maj et al., 2024a, 2024b). Analizie poddano 

wpływ pirosiarczynu sodu (Sigma-Aldrich, USA) i ekstraktu z Calendula officinalis (Zrób 

Sobie Krem, Polska) na mikrobiom owoców truskawki sztucznie zakażonych tymi izolatami. 

Oba środki przygotowano w wodzie jałowej (1000 µg mL⁻¹) i przefiltrowano przez filtry o 

średnicy porów 0,22 µm. Zawartość SO₂ w roztworze pirosiarczynu, oznaczona metodą 

destylacyjną zgodnie z normą PN-A-75101-23:1990/Az2:2002, wynosiła poniżej 10 mg kg⁻¹, 

co mieści się znacznie poniżej dopuszczalnych wartości dla żywności (Sooriya et al., 2024). 

Przed doświadczeniem izolaty grzybów były hodowane na podłożu PDA (BioMaxima, 

Polska) przez 10 dni w temperaturze 30°C. Następnie grzybnię wraz z zarodnikami zawieszono 

w sterylnej wodzie, uzyskując zawiesinę o transmisji 75%, odpowiadającą około 4,44 × 10⁴ 

askospor mL⁻¹. 
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Świeże, nieuszkodzone owoce truskawki (Fragaria × ananassa) sztucznie zakażano, 

rozpylając ok. 2,5 mL zawiesiny Neosartorya spp. przy użyciu spryskiwacza zapewniającego 

równomierne pokrycie powierzchni owocu. Następnie owoce truskawki poddawano jednemu z 

trzech zabiegów, traktując je: wodą (kontrola), ekstraktem z Calendula officinalis (1 mg mL⁻¹) 

lub pirosiarczynem sodu (1 mg mL⁻¹). Owoce umieszczano na jałowych tackach i inkubowano 

przez 7 dni w temperaturze 4°C. 

4.5.2.2 Izolacja DNA i sekwencjonowanie metataksonomiczne (Illumina® MiSeq) 

Każdego dnia inkubacji pobierano próbki do izolacji DNA (łącznie 36 owoców dziennie 

– po 9 dla każdego izolatu lub kontroli). W ramach każdej grupy trzy owoce truskawki 

traktowano ekstraktem z Calendula officinalis, trzy pirosiarczynem sodu, a trzy wodą. Owoce 

ważono, łączono po trzy w jałowych woreczkach i homogenizowano (2 minuty, Smasher®, 

AES Laboratoire). Z każdego homogenatu pobierano 0,25 g do izolacji DNA metodą Fast DNA 

Spin Kit for Feces (MP Biomedicals, USA), z dodatkowym etapem homogenizacji (FastPrep-

24 (MP Biomedical, USA), 40 s, 6.0 m s⁻¹) w celu poprawy wydajności izolacji grzybni. 

Stężenie i jakość DNA oceniano przy użyciu spektrofotometru NanoDrop (Thermo Fisher 

Scientific, West Palm Beach, FL, USA) i fluorometru Quantus (Promega, Madison, WI, USA). 

Do analizy mikrobiomu amplifikowano region V4 genu 16S rRNA (bakterie, startery 

515F–806R, Apprill et al., 2015) oraz ITS2 (grzyby, startery ITS3/ITS4, Op De Beeck et al., 

2014). Biblioteki przygotowano zgodnie z procedurą opisaną przez Siegiedę et al. (2023), 

stosując KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems, Cape Town, South Africa) 

(Siegieda et al., 2023). Produkty PCR oczyszczano (CleanNGS, CleanNA, Gouda, 

Netherlands), znakowano unikalnymi adapterami Illumina®, a następnie oceniano jakość 

(TapeStation 4150, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Próbki normalizowano do 8 pM. 

Sekwencjonowanie przeprowadzano w systemie Illumina® MiSeq (Illumina®, San Diego, CA, 

USA) z dodatkiem 5% PhiX (Illumina®, San Diego, CA, USA) jako kontroli jakościowej. 



 

4.5.2.3 Test aktywności metabolicznej (Biolog™ EcoPlates) 

Aktywność metaboliczną zbiorowisk mikroorganizmów występujących w owocach 

zakażonych Neosartorya spp. oceniano z wykorzystaniem systemu Biolog™ EcoPlates 

(Biolog™, USA) (Mącik et al., 2023; Pylak et al., 2025). Z homogenatu owoców truskawki 

pobierano 1 g materiału, który umieszczano w sterylnym słoiczku z 99 mL jałowej wody 

peptonowej, zgodnie z zaleceniami producenta. Zawiesinę poddawano mieszaniu przez 20 

minut w temperaturze pokojowej, a następnie inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C. 

Po inkubacji, do każdego dołka płytki EcoPlate wprowadzano po 120 µL przygotowanego 

inokulum. Płytki, zawierające 31 różnych źródeł węgla, umożliwiały ocenę profilu 

metabolicznego badanych zbiorowisk mikroorganizmów. Inkubację prowadzono w 

temperaturze 30°C przez 216 godzin, dokonując pomiarów absorbancji przy długości fali 590 

nm co 24 godziny za pomocą czytnika MicroStation (Biolog™, Hayward, CA, USA). 

4.5.2.4 Analiza statystyczna i bioinformatyczna 

Dane sekwencyjne pierwotnie analizowano narzędziami bioinformatycznymi. Liczbę 

odczytów znormalizowano metodą raryfikacji do 1 000 (grzyby) lub 2 000 (bakterie) odczytów 

na próbkę. Obliczono wskaźniki α-różnorodności (Shannon, Simpson, Fisher) i β-

różnorodności z analizą Bray-Curtis i wizualizacją metodą PCoA. Następnie analizy i 

wizualizacji metataksonomicznej dokonano z wykorzystaniem RStudio V.4.4.0.  

Różnice analizowano testami statystycznymi (p < 0,05). Przed ANOVA sprawdzano 

normalność (test Shapiro–Wilka) i jednorodność wariancji (test Levene’a). Przy niespełnieniu 

warunku równości wariancji zastosowano test ANOVA Welcha, a przy ich spełnieniu test 

ANOVA. Skład taksonomiczny analizowano na różnych poziomach taksonomicznych, a dane 

wizualizowano wykresami pudełkowymi, wskazując na 10 najliczniejszych taksonów w każdej 

próbce. Diagramy Venna przedstawiały wspólne i unikalne taksony dla izolatu i warunków 

hodowli w czasie 7 dni i osobno dla każdego dnia inkubacji kontaminowanych owoców 
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truskawki. Wyniki testu Biolog™ przedstawiono jako mapy cieplne, a także wykresy 

pokazujące wartości wskaźnika bogactwa substratowego dla poszczególnych wariantów 

eksperymentalnych. Różnice oceniano testem Wilcoxona i zaznaczano istotność statystyczną 

na wykresach słupkowych dla każdego izolatu i dnia inkubacji owoców. 

 4.5.3 Wyniki i dyskusja 

4.5.3.1 Różnorodność drobnoustrojów (wskaźniki α- i β-różnorodności) 

W celu oceny wpływu izolatów Neosartorya spp. oraz zastosowanych środków 

przeciwgrzybiczych na strukturę zbiorowisk mikroorganizmów w owocach truskawki, 

obliczono wskaźniki α-różnorodności (Shannon, Simpson, Fisher). W przypadku zbiorowisk 

bakterii nie zaobserwowano istotnych różnic pomiędzy żadnym z zastosowanych wariantów – 

woda, ekstrakt naturalny oraz konserwant – niezależnie od analizowanego wskaźnika i izolatu 

grzyba (Rys. 9A, 9C, 9E), co wskazuje na wysoką stabilność zbiorowisk bakteryjnych w 

obliczu zaburzeń środowiskowych. Obserwowana stabilność potwierdza tezę, że 

funkcjonalność zbiorowisk mikroorganizmów wykracza poza możliwości ich pojedynczych 

członków (Zaramela et al., 2021). Zbiorowiska grzybowe nie wykazywały zmian w indeksach 

Shannona (Rys. 9B) i Simpsona (Rys. 9D), ale ich różnorodność była bardziej podatna na 

działanie ekstraktu roślinnego i konserwantu, co potwierdziły wyniki wartości wskaźnika 

Fishera (Rys. 9F). Dla próbek zakażanych izolatami G127/14 i G130/14 odnotowano istotne 

różnice między wariantami z ekstraktem i konserwantem, przy czym kierunek zmian był 

odwrotny – ekstrakt roślinny dawał wyższe wyniki różnorodności grzybów niż konserwant w 

przypadku zakażenia owoców izolatem G127/14, a niższe dla owoców truskawki zakażanych 

izolatem G130/14. W przypadku owoców zakażonych izolatem G132/14 nie stwierdzono 

różnic między testowanymi wariantami. Zmienność ta wskazuje, że zbiorowiska grzybów są 

nieznacznie bardziej wrażliwe na działanie ekstraktu z C. officinalis oraz pirosiarczynu sodu 

niż zbiorowiska bakteryjne, co znajduje odzwierciedlenie również w zróżnicowaniu głównych 



 

taksonów na diagramach Venna. Jest to spójne z wynikami badań innych autorów, w których 

stwierdzono zróżnicowaną odpowiedź  zbiorowisk bakterii i grzybów na stres suszy czy 

degradację gleby (Chen et al., 2020; de Vries et al., 2018). 
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Rys. 9. Wskaźniki α-różnorodności dla zbiorowisk bakterii (A, C, E) i grzybów (B, D, F) w 

owocach truskawki zanieczyszczanych izolatami grzybów z rodzaju Neosartorya (G127/14, 

G130/14 i G132/14) oraz pod wpływem wody (W), ekstraktu naturalnego (NE) i konserwantu 

(P). Zastosowano wskaźniki Shannona (A, B), Simpsona (C, D), Fishera (E, F). Litery 

oznaczają różnice istotne statystycznie. 

Analiza β-różnorodności umożliwiła ocenę zmian w składzie zbiorowisk mikroorganizmów w 

próbkach owoców truskawki zanieczyszczanych izolatami G127/14, G130/14 i G132/14, 

poddanych działaniu wody, roślinnego ekstraktu naturalnego i konserwantu żywności. W 

przypadku bakterii, skład zbiorowisk w próbkach z izolatem G127/14 nie różnił się istotnie 

pomiędzy wariantami – grupy tworzyły zbliżone klastry, co wskazuje na dużą spójność pomimo 

stosowania różnych zabiegów (Rys. 10A). Dla G130/14 zaobserwowano oddzielenie klastra 

próbki kontroli wodnej od pozostałych, natomiast próbki traktowane ekstraktem i 

konserwantem były do siebie zbliżone (Rys. 10B). Podobny trend wystąpił przy 

zanieczyszczaniu owoców izolatem G132/14, gdzie wariant wodny był bardziej odseparowany, 

a warianty z ekstraktem i konserwantem grupowały się bliżej siebie (Rys. 10C). W przypadku 

grzybów, dla owoców zanieczyszczanych izolatem G127/14 nie odnotowano wyraźnych różnic 

pomiędzy zabiegami – wszystkie tworzyły zbliżone skupiska (Rys. 10D). Dla G130/14 wariant 

wodny był oddzielony od pozostałych, natomiast próbki owoców traktowanych ekstraktem i 

konserwantem tworzyły nachodzące na siebie klastry (Rys. 10E). Najbardziej złożony układ 

wykazały truskawki kontaminowane izolatem G132/14 – trzy warianty oprysku ułożyły się w 

koncentryczne klastry, co sugeruje hierarchiczne zróżnicowanie składu zbiorowisk grzybów 

(Rys. 10F). Pomimo wcześniej zaobserwowanych subtelnych różnic w α-różnorodności, 

ogólny skład zbiorowisk bakteryjnych i grzybowych pozostawał względnie stabilny między 

próbkami testowanych owoców, co potwierdzają wskaźniki β-różnorodności. Wskazuje to, że 

niezależnie od zastosowanego zabiegu obecne były głównie te same taksony, choć w różnych 



 

proporcjach, co jest zgodne z wynikami badań Walters & Martiny (2020). Podobne zjawisko 

odnotowano w badaniach innego zespołu naukowców, gdzie herbicyd oparty na glifosacie 

wpływał na poszczególne taksony mikrobioty owoców truskawki, lecz nie zmieniał ogólnej 

struktury zbiorowiska (Mathew et al., 2023). 
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Rys. 10. Wskaźniki β-różnorodność zbiorowisk bakterii (A, B, C) i grzybów (D, E, F) w 

owocach truskawki zanieczyszczanych izolatami G127/14 (A, D), G130/14 (B, E) i G132/14 

(C, F) oraz traktowanych wodą (W), naturalnym ekstraktem roślinnym (NE) i konserwantem 

żywności (P). 

4.5.3.2 Struktura zbiorowisk bakterii i grzybów w owocach truskawki 

Największe różnice w składzie mikrobioty bakteryjnej pomiędzy wariantami 

traktowania zaobserwowano w czwartym dniu eksperymentu, dlatego szczegółowej analizie 

poddano próbki po 4 dniach przechowywania owoców truskawki w warunkach chłodniczych 

(Rys. 11). Na poziomie typu dominowały przedstawiciele Proteobacteria, których udział 

zwiększył się z 77,03% w kontroli wodnej do 78,06% w owocach traktowanych ekstraktem 

roślinnym i do 87,88% w owocach poddanych działaniu konserwantu. Udział Actinobacteriota, 

będących na drugim miejscu względem liczności, znacząco obniżył się po zastosowaniu 

substancji przeciwdrobnoustrojowych, szczególnie po traktowaniu owoców konserwantem 

(10,21%), w porównaniu z kontrolą wodną (18,27%). Podobny efekt zaobserwowano dla 

przedstawicieli Spirochaetota. Natomiast obfitość Firmicutes i Bacteroidota zwiększyła się po 

zastosowaniu ekstraktu roślinnego i były mniej liczne po aplikacji konserwantu. Co ciekawe, 

tylko w próbkach owoców traktowanych konserwantem wykryto Cyanobacteria, a 

Verrucomicrobiota pojawiły się wyłącznie w wariancie, w którym owoce miały kontakt z 

ekstraktem roślinnym. Na poziomie klas dominowały Gammaproteobacteria, których udział 

wzrastał po ekspozycji na ekstrakt roślinny i konserwant żywności, co obrazuje obfitość tej 

klasy na poziomie 68,00% w kontroli, 72,26% w wariancie z ekstraktem roślinnym i 81,35% 

w owocach traktowanych konserwantem żywności. Z kolei udział Actinobacteria obniżał się 

po ekspozycji na ekstrakt roślinny i konserwant – największą obfitość przedstawicieli 

Actinobacteria odnotowano w owocach kontrolnych (18,26%), mniejszą po ekspozycji 

owoców na działanie ekstraktu roślinnego (16,34%) i najmniej w wariancie z konserwantem 



 

(10,20%). Mniejszą obfitość przedstawicieli Alphaproteobacteria, Leptospirae, Bacilli i 

Bacteroidia odnotowano w owocach traktowanych konserwantem żywności. Zauważalna była 

także zmiana na poziomie rzędów: choć Pseudomonadales pozostały dominujące, ich udział 

obniżał się w kolejnych wariantach (z 61,45% w owocach kontrolnych do 53,77% w 

traktowanych ekstraktem roślinnym i 41,95% w owocach poddanych działaniu konserwantu), 

ustępując miejsca Burkholderiales, które zyskały na znaczeniu (od najniższej obfitości 4,17% 

w owocach kontrolnych, przez 16,35% w owocach mających kontakt z ekstraktem roślinnym, 

do 38,80% w owocach traktowanych konserwantem). Oznacza to wyraźne przesunięcie udziału 

dominujących taksonów w kierunku bakterii potencjalnie lepiej tolerujących warunki stresowe. 

Na poziomie rodzin (Rys. 11A), Pseudomonadaceae pozostały najliczniejsze, ale ich udział 

stopniowo obniżał się w zależności od wariantu eksperymentalnego: 61,43% (owoce 

kontrolne), 53,77% (owoce poddane działaniu ekstraktu roślinnego), 41,94% (owoce 

traktowane konserwantem). Przeciwny trend dotyczył Alcaligenaceae (Achromobacter spp.), 

których udział zwiększał się z zaledwie 0,02% w kontroli aż do 13,41% w owocach 

traktowanych ekstraktem roślinnym i 36,80% w owocach poddanych działaniu konserwantu. 

Rodziny Microbacteriaceae, Rhizobiaceae, Leptospiraceae i Oxalobacteraceae wykazały 

obniżenie względnej obfitości po aplikacji substancji przeciwdrobnoustrojowych. Na poziomie 

rodzaju (Rys. 11B), Pseudomonas dominował we wszystkich warunkach eksperymentalnych, 

choć jego względna liczebność w owocach truskawki obniżała się po aplikacji ekstraktu 

roślinnego i konserwantu, odpowiednio: 61,43% (kontrola), 53,77% (ekstrakt roślinny) i 

41,94% (konserwant). Podobną tendencję spadkową odnotowano dla rodzaju Curtobacterium 

(Microbacteriaceae). Achromobacter był niemal nieobecny w owocach kontrolnych, ale jego 

udział zwiększył się do 12,72% po ekspozycji owoców na działanie ekstraktu roślinnego i aż 

do 33,61% po działaniu konserwantu. Inne rodzaje, takie jak Rhizobium, Leptospira, Ralstonia 

czy Sphingomonas, były mniej liczne i ich udział dodatkowo obniżał się po zastosowaniu 
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środków przeciwdrobnoustrojowych. Dla ogółu dni eksperymentu, skład mikrobiomu owoców 

był bardziej zbliżony między wariantami, a bakterie Pseudomonas spp. dominowały w całym 

przebiegu doświadczenia. W składzie mikrobiomu owoców truskawki pojawiały się drobne 

różnice, jak wzrost udziału Actinobacteriota i Alphaproteobacteria po ekspozycji owoców na 

działanie ekstraktu roślinnego, czy większy udział Gammaproteobacteria i Burkholderiales w 

owocach traktowanych konserwantem. Opisane zmiany odzwierciedlają wyniki uzyskane w 

badaniach innych autorów. Przykładowo, Proteobacteria są często dominującym typem w 

mikrobiomie owoców truskawki, tak samo jak Pseudomonadaceae, Alcaligenaceae i 

Microbacteriaceae (Bai et al., 2023; Wang et al., 2024). W niniejszej pracy konserwant 

promował dominację Proteobacteria i Pseudomonas spp., kosztem taksonów uznawanych za 

korzystne, jak Curtobacterium (Borah et al., 2018). Co istotne, zarówno Pseudomonas, jak i 

Actinobacteria wykazują właściwości ochronne wobec chorób truskawek, dlatego przesunięcie 

w kierunku Burkholderiales i Achromobacter spp. może mieć znaczenie ekologiczne (Haggag 

et al., 2012; Sylla et al., 2013; Marian et al., 2020). Warto dodać, że taksony z rzędu 

Burkholderiales reagują na czynniki stresowe, takie jak fosforany czy środki chwastobójcze, co 

może tłumaczyć zwiększenie względnej obfitości tych taksonów w owocach w odpowiedzi na 

działanie konserwantu (Mathew et al., 2023). 



 

 

Rys. 11. Względna liczebność 10 głównych rodzin (A) i rodzajów (B) bakterii w owocach 

truskawki w 4 dniu eksperymentu po ekspozycji owoców na naturalny ekstrakt roślinny (NE), 

konserwant (P), oraz traktowanych wodą (wariant kontrolny) (W). 

W kontekście społeczności grzybowych, czwartego dnia wszystkie próbki owoców 

truskawki były zdominowane przez Ascomycota, których udział zwiększał się stopniowo pod 

wpływem oprysków z substancjami o właściwościach antymikrobiologicznych (woda: 61,94%, 

ekstrakt roślinny: 67,23%, konserwant: 68,38%). Zmiany w obrębie Basidiomycota były 

bardziej zróżnicowane – ich udział obniżał się w próbach owoców poddanych działaniu 
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ekstraktu roślinnego (27,59%), natomiast zwiększał się w obecności konserwantu (31,52%) 

względem owoców kontrolnych traktowanych wodą (29,44%). Na poziomie klas dominowały 

Tremellomycetes, Eurotiomycetes i Dothideomycetes. Szczególnie widoczny był wzrost 

udziału Eurotiomycetes w owocach po zastosowaniu konserwantu (32,45% vs. 15,92% w 

kontroli), co sugeruje wysoką tolerancję tej grupy grzybów na substancje grzybobójcze. Z kolei 

udział Dothideomycetes obniżał się pod wpływem obu zabiegów, a Leotiomycetes ulegał 

zwiększeniu w owocach poddanych działaniu konserwantu (20,99% vs. 4,85% w wodzie). Na 

poziomie rzędów dominowali przedstawiciele Eurotiales, których udział wyraźnie zwiększał 

się (32,32%) w obecności konserwantu. Na poziomie rodzin (Rys. 12A) do najliczniej 

reprezentowanych taksonów należały Aspergillaceae, których względna obfitość zwiększała się 

istotnie w owocach poddanych działaniu konserwantu (do 32,32%). Podobna tendencja 

zaznaczyła się dla przedstawicieli Sclerotiniaceae (20,85%) i Cystofilobasidiaceae (7,08%). Z 

kolei Cladosporiaceae i Lasiosphaeriaceae systematycznie traciły udział, a ta ostatnia zanikła 

całkowicie w obecności konserwantu. Na poziomie rodzajów (Rys. 12B) dominowali 

przedstawiciele Aspergillus spp., których względna obfitość zwiększała się w owocach 

poddanych każdemu z testowanych zabiegów, a także Filobasidium spp. i Botrytis spp., których 

udział w mikrobiomie owoców zwiększał się szczególnie pod wpływem zastosowanego 

konserwantu żywności. Przeprowadzone badania wykazały, że rodzaje Cladosporium i 

Exophiala ulegały niewielkiemu zwiększeniu w owocach poddanych działaniu ekstraktu 

roślinnego, lecz ich udział obniżał się w owocach traktowanych konserwantem. 

W ujęciu ogólnym wszystkich dni eksperymentu, zbiorowiska grzybów występujące w 

zanieczyszczanych owocach truskawki różniły się odpowiedzią na oba rodzaje zabiegów w 

zależności od ich pozycji taksonomicznej. W próbach kontrolnych (woda) dominowały 

Ascomycota (ok. 64%), reprezentowane głównie przez rodzaje Aspergillus i Botrytis, oraz 

Basidiomycota (ok. 35%), z istotnym udziałem drożdżaków z rodzaju Vishniacozyma, co jest 



 

spójne z danymi literaturowymi na temat mikrobiomu owoców truskawki (Cybulska et al., 

2022; Siegieda et al., 2023; Tenea et al., 2024). Po zastosowaniu ekstraktu roślinnego, w 

owocach truskawki zwiększył się udział drożdży należących do Basidiomycota, w tym 

Vishniacozyma i Filobasidium, natomiast udział pleśni z rodzajów Aspergillus i Cladosporium 

ulegał obniżeniu. Z kolei konserwant podtrzymywał dominację grzybów strzępkowych w 

owocach, w szczególności przedstawicieli Ascomycota, takich jak Aspergillus i Botrytis, oraz 

ograniczał udział niektórych drożdży i mniej odpornych klas jak Dothideomycetes. Wskazuje 

to, że ekstrakt roślinny może selektywnie wspierać niepatogeniczne drożdże i ograniczać 

rozwój grzybów odpowiedzialnych za psucie się owoców, natomiast konserwant sprzyja 

utrzymaniu się grzybów strzępkowych w owocach. 
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Rys. 12. Względna liczebność 10 głównych rodzin (A) i rodzajów (B) grzybów w owocach 

truskawki w 4 dniu eksperymentu po ekspozycji owoców na naturalny ekstrakt roślinny (NE), 

konserwant (P), oraz traktowanych wodą (wariant kontrolny) (W). 

4.5.3.3 Wspólne i unikalne taksony występujące w owocach truskawki 

W owocach kontrolnych, które były traktowane wodą (Rys. 13A), zbiorowiska 

bakteryjne cechowały się dużym udziałem wspólnych wariantów sekwencji amplikonu (ASVs 

– amplicon sequence variants) (57 ASVs; 96,7% sekwencji), natomiast unikalne ASVs 

stanowiły niewielki odsetek u każdego z izolatów (G127/14: 23, G130/14: 46, G132/14: 44). 

Dla grzybów udział wspólnych ASVs był niższy (65 ASVs; 85%), a najwięcej unikalnych ASV 



 

wykryto w przypadku izolatu G132/14 (99) (Rys. 13B). Po zastosowaniu roślinnego ekstraktu 

naturalnego liczba wspólnych ASVs pozostawała wysoka u bakterii (56 ASV; 95,8%, Rys. 

13C) i umiarkowana u grzybów (61 ASV; 87,5%, Rys. 13D), przy czym wśród grzybów 

najwięcej unikalnych ASV zaobserwowano w przypadku izolatu G127/14 (179). Z kolei 

konserwanty powodowały największe ujednolicenie zbiorowisk bakteryjnych (49 ASV; 97,3%, 

Rys. 13E), a najmniejsze w przypadku zbiorowisk grzybów (55 ASV; 83,5%, Rys. 13F), z 

najwyższym udziałem unikalnych ASVs dla izolatu G130/14 (133). Wyniki potwierdzają 

odporność bakterii na działanie zarówno naturalnych, jak i syntetycznych środków 

przeciwgrzybiczych, pomimo że niektóre dane literaturowe donoszą o silnym działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym ekstraktu z Calendula officinalis (Karnwal, 2022; del Mar Ruíz-

Posadas et al., 2023) i pirosiarczynu sodu (Shahbazi et al., 2021), jednak w odniesieniu do 

pojedynczych patogenów, a nie złożonych zbiorowisk mikroorganizmów. 
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Rys. 13. Diagramy Venna przedstawiające liczbę głównych taksonów dla zbiorowisk bakterii 

(A, C, E) i grzybów (B, D, F), dla próbek zakażonych izolatami G127/14, G130/14 i G132/14, 



 

zaprezentowane indywidualnie dla owoców traktowanych wodą (A, B), naturalnym ekstraktem 

roślinnym (C, D), środkiem konserwującym (E, F). Liczba całkowita to liczba ASVs, podczas 

gdy dane procentowe odnoszą się do całkowitej liczby sekwencji. 

4.5.3.4 Przewidywane cechy funkcjonalne mikrobiomu bakteryjnego  

Analiza PICRUSt wykazała dominację sekwencji powiązanych z funkcjami 

metabolicznymi we wszystkich testowanych próbkach owoców (~75–76%). Szczegółowa 

analiza ujawniła jednak różnice między dniami aplikacji i wariantami zastosowanego oprysku. 

W próbkach owoców kontrolnych traktowanych wodą (Rys. 14A) najwyższe wartości 

dotyczyły metabolizmu witamin i kofaktorów (222181.06, dzień 6) oraz metabolizmu 

aminokwasów (318421.43, dzień 3), natomiast najniższe wartości dotyczyły metabolizmu 

nukleotydów (26769.2) i metabolitów wtórnych (24 069.42). W przypadku owoców 

traktowanych naturalnym ekstraktem roślinnym (Rys. 14B), metabolizm aminokwasów był 

dominujący już w pierwszym dniu ekspozycji owoców na działanie ekstraktu (270779.78), ale 

jego poziom ulegał szybkiemu obniżeniu, podobnie jak biosynteza metabolitów wtórnych  

(34615.96, dzień 1). Metabolizm energii uległ obniżeniu z 88551.11 do 54183.72 sekwencji w 

ciągu tygodnia, a metabolizm kofaktorów i witamin osiągnął maksimum w piątym dniu 

inkubacji (195854.88), po czym obniżył się w dniu siódmym (122028.20). Z kolei zastosowanie 

konserwantu (Rys. 14C) spowodowało wyraźny wzrost aktywności metabolicznej zbiorowisk 

mikroorganizmów w owocach truskawki w czasie. Liczebność sekwencji kodujących 

metabolizm aminokwasów zwiększyła się z 116877.50 do 298188.36 w 7 dniu inkubacji, a 

obfitość sekwencji kodujących metabolizm węglowodanów kształtowała się na poziomie 

260833.02, przekraczając wartości w kontroli. Podobne trendy dotyczyły metabolizmu energii 

(do 97970.62) oraz biosyntezy metabolitów wtórnych (45277.90). Najwyższą wartość w całym 

zbiorze danych osiągnął metabolizm kofaktorów i witamin (221464.01), a także metabolizm 

terpenoidów i poliketydów (126715.33). Pomimo zmian taksonomicznych sugerujących 
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przebudowę mikrobiomu w odpowiedzi na testowane zabiegi, prognozy funkcjonalne PICRUSt 

wskazują na ogólnie stabilny skład szlaków metabolicznych. Zabiegi z użyciem ekstraktu 

naturalnego i konserwantu prowadziły jednak do istotnych zmian funkcjonalnych, szczególnie 

w metabolizmie aminokwasów i metabolitów wtórnych. Ekstrakt wywoływał początkowe 

zwiększenie aktywności metabolicznej, po którym następowało szybsze jej obniżenie w 

porównaniu z kontrolą wodną, co sugeruje przejściową odpowiedź metaboliczną zbiorowisk 

mikroorganizmów występujących w owocach traktowanych naturalnym ekstraktem roślinnym 

(Adi Wicaksono et al., 2022). Z kolei konserwant początkowo obniżał aktywność, a następnie 

obserwowano jej stopniowe zwiększanie, wskazując na początkowy efekt hamujący i 

późniejszą adaptację mikrobiomu owoców do zastosowanego konserwantu żywności (Gilbert 

& Das, 2017). 



 

 

Rys. 14. Predykcja PICRUSt profilu funkcjonalnego bakterii z liczbą sekwencji funkcjonalnych 

związanych z metabolizmem różnych związków. Dane wizualizowane dla każdego dnia 

eksperymentu dla każdego wariantu hodowli oddzielnie: woda (A), naturalny ekstrakt (B), 

konserwant (C). 
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4.5.3.5 Tryby troficzne zbiorowisk grzybowych 

Wykorzystując bazę danych FUNGuild, zbiorowiska grzybów obecne w owocach 

sztucznie zakażanych izolatami Neosartorya spp. zostały zaklasyfikowane do sześciu 

głównych trybów troficznych. Dominującą grupą we wszystkich testowanych próbkach 

owoców był złożony tryb patotrof–saprotrof–symbiotrof, którego udział sięgał od ~42% (po 

inokulacji owoców izolatem G127/14 w kontroli wodnej) do ~78% (po inokulacji owoców 

izolatem G130/14 w wariancie poddanym działaniu konserwantu). W owocach truskawki 

zakażonych izolatem G127/14 w kontroli wodnej odnotowano wyższy udział czystych 

saprotrofów (~30%) niż przy pozostałych wariantach oprysku (~12–14%). Izolaty G130/14 i 

G132/14 konsekwentnie charakteryzowały się dominacją potrójnego trybu troficznego. Czyste 

patotrofy utrzymywały się poniżej 2% we wszystkich próbkach owoców. Biorąc pod uwagę 

każdy dzień eksperymentu (Rys. 15), zaobserwowano dominację trybu  

patotrof–saprotrof–symbiotrof we wszystkich testowanych wariantach. W kontroli wodnej 

(Rys. 15A), udział wskazanego mieszanego trybu troficznego wahał się od 35,8% do 73,7%, a 

tryb patotrof–saprotrof był zmienny (4,5–52,3%). Saprotrofy pozostawały stabilne (10–24%), 

a pozostałe grupy troficzne grzybów były marginalne (<2%). Po zastosowaniu ekstraktu 

naturalnego (Rys. 15B) udział potrójnego trybu troficznego początkowo wynosił ~71–76%, ale 

obniżył się do 30% w 7 dniu inkubacji, równolegle ze zwiększeniem względnej obfitości trybu 

patotrof–saprotrof (do 55%). Po zastosowaniu konserwantu (Rys. 15c) udział potrójnego trybu 

troficznego był najwyższy (46–79%), natomiast udział grupy reprezentującej tryb  

patotrof–saprotrof obniżył się do 2–5% (w porównaniu do nawet 52% w kontroli), a saprotrofy 

i przedstawiciele trybu saprotrof–symbiotrof występowały rzadziej niż w próbach kontrolnych. 

Analiza trybów troficznych grzybów wykazała, że w przeciwieństwie do zastosowanego 

naturalnego ekstraktu roślinnego, który powodował późne zwiększenie udziału grupy  

patotrof-saprotrof, traktowanie owoców konserwantem powodowało utrzymywanie stale 



 

wysokiego poziomu troficznego trypletu patotrof-saprotrof-symbiotrof i jednocześnie tłumiło 

udział trybu troficznego saprotrof-symbiotrof. Różnice te podkreślają, że rodzaj zabiegu silnie 

wpływa na równowagę między grzybami patogenicznymi i saprofitycznymi występującymi w 

owocach truskawki, a także powoduje zmiany struktury zbiorowisk mikroorganizmów 

towarzyszących.  

 

Rys. 15. Grupy troficzne grzybów określone z wykorzystaniem narzędzia FUNGuild z liczbą 

cech funkcjonalnych grzybów. Dane zostały przedstawione dla każdego dnia eksperymentu, 
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dla każdego wariantu hodowli oddzielnie: woda (A), naturalny ekstrakt roślinny (B), 

konserwant (C). 

4.5.3.6 Aktywność metaboliczna zbiorowisk mikroorganizmów w owocach 

truskawki zakażanych grzybami z rodzaju Neosartorya 

Badania obejmowały analizę profilu metabolicznego owoców truskawki, z 

wykorzystaniem płytek Biolog™ EcoPlate, po 120 godzinach inkubacji, co pozwoliło na 

wygenerowanie map cieplnych ilustrujących zróżnicowaną produkcję biomasy w zależności od 

czasu przechowywania w warunkach chłodniczych i rodzaju zastosowanego oprysku. Po 

pierwszym dniu przechowywania owoców kontaminowanych grzybami i traktowanych wodą, 

naturalnym ekstraktem roślinnym lub konserwantem (Rys. 16A), profile metaboliczne były 

podobne – najwyższą aktywność metaboliczną zbiorowisk mikroorganizmów w owocach 

zaobserwowano dla putrescyny, kwasu galakturonowego i L-seryny, natomiast nie odnotowano 

wykorzystania m.in. mannitolu i glukozo-6-fosforanu. Po 7 dniach przechowywania w 

warunkach chłodniczych (Rys. 16B) odnotowano wyraźne różnice profilu metabolicznego 

owoców zarówno w obrębie testowanych izolatów grzybów, jak również zastosowanego 

zabiegu. Efekt ten był silniejszy niż różnice odnotowane między poszczególnymi, testowanymi 

źródłami węgla. Zbiorowiska mikroorganizmów zasiedlające owoce truskawki 

zanieczyszczone izolatem G127/14 wykazywały niższą intensywność wzrostu w porównaniu 

do tych występujących w owocach zakażonych grzybami G130/14 i G132/14, cechujących się 

bardziej stabilnym wzrostem, z subtelnymi różnicami między dniami inkubacji i 

zastosowanymi zabiegami. Najwyższą intensywność wzrostu mikroorganizmów 

zaobserwowano w  7 dniu hodowli dla owoców zanieczyszczonych izolatem G132/14, 

traktowanych ekstraktem roślinnym (Rys. 16B). Na podstawie uzyskanych wyników obliczono 

wskaźnik różnorodności substratowej (R). W pierwszym dniu inkubacji zbiorowiska 

mikroorganizmów występujących w owocach zakażonych izolatem G127/14 i traktowanych 



 

wodą wykazywały niższą różnorodność substratową niż w owocach traktowanych 

konserwantem lub ekstraktem roślinnym. Owoce kontaminowane izolatem G130/14 nie 

wykazywały różnic pomiędzy testowanymi zabiegami, natomiast owoce zakażone grzybem 

G132/14 cechowały się wzrostem wskaźnika R w wyniku traktowania naturalnym ekstraktem 

roślinnym oraz jego obniżeniem pod wpływem działania konserwantu. Podobne tendencje 

utrzymywały się w kolejnych dniach trwania eksperymentu, z wyjątkiem dnia 4, gdy różnice 

dla owoców zanieczyszczone izolatami G127/14 i G132/14 zanikły, a traktowanie owoców 

konserwantem zwiększało wskaźnik R w przypadku zakażenia grzybem G130/14. W dniu 5 

zastosowanie ekstraktu roślinnego i konserwantu spowodowało zwiększenie różnorodności 

substratowej zbiorowisk mikroorganizmów w owocach zakażonych izolatem G127/14, 

natomiast tylko ekstrakt roślinny zwiększał wskaźnik R dla owoców zakażanych izolatem 

G130/14. Z kolei konserwant powodował obniżenie wskaźnika R dla owoców zakażonych 

izolatem G132/14. W dniu 6 i 7 owoce kontrolne traktowane wodą charakteryzowały się 

wyższymi wartościami wskaźnika R w obiektach kontaminowanych izolatami G127/14 i 

G132/14, podczas gdy w owocach zakażanych izolatem G130/14 większe wartości tego 

wskaźnika ujawniły się w wariantach poddanych działaniu naturalnego ekstraktu roślinnego i 

konserwantu. Na podstawie uzyskanych wyników z wykorzystaniem płytek Biolog™ EcoPlate 

potwierdzono wcześniejsze obserwacje, wskazujące, że produkcja biomasy i różnorodność 

funkcjonalna zbiorowisk mikroorganizmów obecnych w owocach zależały od rodzaju izolatu i 

zastosowanego zabiegu. Szczególnie wyraźnie zaznaczył się trend wskazujący na niższą 

aktywność metaboliczną zbiorowisk mikroorganizmów w owocach zakażonych izolatem 

G127/14, który był najbardziej wrażliwy na działanie naturalnych ekstraktów roślinnych i 

konserwantów, w porównaniu do owoców zakażonych grzybami charakteryzującymi się 

średnią (G132/14) i niską (G130/14) wrażliwością na zastosowane środki. 
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Rys. 16. Produkcja biomasy (OD 750) na różnych źródłach węgla obecnych w płytkach 

Biolog™ ECO, przez zbiorowiska mikroorganizmów występujących w owocach truskawki. 

Przedstawione dane obejmują wyniki po 120 godzinach inkubacji mikropłytek, inokulowanych 



 

zawiesiną mikroorganizmów z owoców przechowywanych w warunkach chłodniczych przez 1 

(A) lub 7 (B) dni. Na początku eksperymentu owoce truskawki były zakażane jednym z 

izolatów grzybów z rodzaju Neosartorya (G127/14, G130/14, G132/14) i traktowane jednym 

wariantem oprysku: wodą (W), naturalnym ekstraktem roślinnym (NE) lub konserwantem 

żywności (P). 

 4.5.4 Podsumowanie 

 Uzyskane wyniki wskazują, że badany naturalny ekstrakt roślinny (ekstrakt z nagietka) 

oraz konserwant żywności (pirosiarczyn sodu) wpływały różnicująco na zbiorowiska bakterii i 

grzybów w owocach truskawki, przy czym zbiorowiska grzybów wykazywały większą 

wrażliwość na testowane środki. Przeprowadzone badania wykazały, że efekt działania zależał 

nie tylko od zastosowanego środka (ekstrakt roślinny, konserwant), ale także cech czynnika 

zanieczyszczenia mikrobiologicznego (izolaty grzybów z rodzaju o różnej wrażliwości na 

ekstrakty roślinne i konserwanty). Ekstrakt roślinny wywoływał krótkotrwałą odpowiedź 

metaboliczną i sprzyjał rozwojowi potencjalnie korzystnych mikroorganizmów. Z kolei 

konserwant wzmacniał udział grzybów strzępkowych i powodował opóźniony, lecz intensywny 

wzrost ich aktywności metabolicznej. Obserwacje te są istotne dla projektowania 

zrównoważonych strategii konserwowania żywności, które ograniczają rozwój 

mikroorganizmów powodujących psucie się owoców, a jednocześnie wspierają korzystny 

mikrobiom owoców. 

5. Podsumowanie i wnioski 

Współczesne wyzwania związane z zapewnieniem jakości i bezpieczeństwa świeżych 

owoców miękkich wymagają ciągłego poszukiwania nowych, skutecznych metod 

przeciwdziałania zakażeniom opornymi mikroorganizmami. Grzyby z rodzaju Neosartorya 

potrafią przetrwać działanie wysokich temperatur dzięki zdolności tworzenia askospor, co 
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umożliwia im adaptację do niekorzystnych warunków środowiskowych. Ich obecność została 

udokumentowana w owocach nawet po zastosowaniu standardowych procedur utrwalających. 

Z tego względu stanowią istotne zagrożenie dla przemysłu rolno-spożywczego oraz sektora 

ogrodniczego.  

W ramach przeprowadzonych badań dokonano charakterystyki grzybów z rodzaju 

Neosartorya, koncentrując się w szczególności na rozpoznaniu ich potencjalnych 

mechanizmów oporności i zdolności przetrwania w warunkach zbliżonych do stosowanych w 

praktyce przechowalniczej. Badania pozwoliły na kompleksowe określenie morfologii, 

zdolności metabolicznych, a także scharakteryzowanie genomu i wrażliwości na ekstrakty 

roślinne, konserwanty żywności i związki chemiczne izolatów grzybów z rodzaju Neosartorya 

wyizolowanych uprzednio z gleby i owoców truskawki. Uwzględniono zarówno właściwości 

fenotypowe, jak i różnorodne odpowiedzi izolatów na działanie związków konserwujących 

oraz wybranych ekstraktów roślinnych. W toku eksperymentów zaobserwowano istotne 

zróżnicowanie izolatów blisko spokrewnionych, które pozwoliło na wyróżnienie grup 

charakteryzujących się wzrastającą tolerancją na czynniki stresowe. Uzyskane wyniki 

wskazują, że nawet blisko spokrewnione izolaty mogą wykazywać istotne różnice w zakresie 

fizjologii, metabolizmu i odpowiedzi na działanie wybranych związków chemicznych o 

właściwościach konserwujących. Różnorodność ta przejawia się zarówno w zróżnicowanej 

gęstości mycelium, jak i w odmiennym wykorzystaniu źródeł węgla oraz oporności na ekstrakty 

roślinne i konserwanty. Obserwowane zmiany w strukturze mikrobiomu oraz ogólnej 

aktywności metabolicznej zbiorowisk mikroorganizmów w kontaminowanym grzybami 

Neosartorya spp. owocach truskawki sugerują, że zastosowane zabiegi – zarówno chemiczne 

(konserwant żywności – pirosiarczyn sodu), jak i ekstrakty naturalne (ekstrakt z nagietka) – 

mogą mieć nie tylko bezpośredni wpływ na grzyby wprowadzone do owoców, ale również 



 

mogą prowadzić do reorganizacji struktury i aktywności zbiorowisk mikroorganizmów 

towarzyszących. 

Wielopoziomowa analiza obejmująca testy inhibicji, profile metaboliczne, obserwacje 

mikroskopowe oraz analizy genetyczne pozwoliła na kompleksowe ujęcie fenotypowej i 

genotypowej zmienności badanych izolatów. Połączenie danych molekularnych z 

obserwacjami biologicznymi i ekologicznymi umożliwiało lepsze zrozumienie potencjału 

adaptacyjnego Neosartorya spp., a także ocenę skuteczności wybranych strategii 

przeciwdziałania rozwojowi tych grzybów w owocach truskawki. Uzyskane wyniki 

potwierdzają, że właściwości metaboliczne, morfologiczne oraz genetyczne izolatów grzybów 

z rodzaju Neosartorya mają istotny wpływ na kształtowanie ich wrażliwości na ekstrakty 

roślinne i konserwanty, a także na zdolność adaptacyjną do działania tych czynników, 

wynikającą z różnic w profilu metabolicznym i cechach morfologicznych. Zróżnicowanie tych 

cech warunkuje zarówno efektywność środków antymikrobiologicznych, jak i mechanizmy 

obronne poszczególnych izolatów, co potwierdza postawioną główną hipotezę badawczą. 

Całokształt przeprowadzonych badań wskazuje na potrzebę indywidualnego podejścia do 

oceny ryzyka związanego z obecnością grzybów z rodzaju Neosartorya w surowcach 

rolniczych i ogrodniczych oraz żywności, z uwagi na znaczną zmienność fenotypową i 

genotypową tych mikroorganizmów. Wysoki potencjał przetrwalnikowy i adaptacyjny 

wybranych izolatów może stanowić istotne wyzwanie dla przemysłu przetwórczego i 

spożywczego, szczególnie w kontekście długoterminowego przechowywania produktów. 

Wyniki niniejszych badań podkreślają także potencjał naturalnych substancji roślinnych jako 

uzupełnienia tradycyjnych metod konserwacji oraz wskazują kierunki dalszych badań nad 

zrównoważonymi metodami ochrony żywności. 

Na podstawie przeprowadzonych badań sformułowano następujące wnioski: 
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 Badane grzyby z rodzaju Neosartorya wykazywały istotnie zróżnicowaną wrażliwość 

na działanie konserwantów, naturalnych ekstraktów roślinnych i związków 

chemicznych pomimo wysokiego pokrewieństwa. Wśród pierwotnie badanych 20 

izolatów możliwe było wyszczególnienie 5 grup o wzrastającej oporności, aby 

następnie wybrać 10 izolatów grzybów najbardziej reprezentatywnych, stanowiących 3 

główne grupy wrażliwości na badane ekstrakty roślinne i konserwanty, w tym 

charakteryzujące się wysoką, średnią i niską wrażliwością wobec testowanych środków. 

 Zarówno naturalne ekstrakty roślinne (suchy ekstrakt z kwiatu lawendy (Lavandula 

angustifolia), suchy ekstrakt z nagietka lekarskiego (Calendula officinalis), olejek 

lawendowy, olejek rozmarynowy, olejek z drzewa herbacianego, olejek goździkowy), 

jak i syntetyczne konserwanty (pirosiarczyn sodu, sorbinian potasu, wodorosiarczyn 

sodu i kwas sorbowy) cechowały się właściwościami mykobójczymi.  

 Pomimo wysokiej odporności niektórych izolatów Neosartorya spp. na działanie 

ekstraktów roślinnych i konserwantów żywności, możliwe jest ograniczenie ich 

występowania poprzez zastosowanie określonych stężeń naturalnych ekstraktów 

roślinnych lub związków konserwujących żywność. Zastosowanie niskich stężeń 

ekstraktów naturalnych (np. 1 mg mL-1) powodowało podobne lub wyższe 

zahamowanie wzrostu, w porównaniu do wyższego stężenia (6.25 mg mL-1) 

zastosowanych syntetycznych konserwantów. 

 Kombinacje zawartości cukru (°Bx) i pH miały ograniczony wpływ na wzrost 

Neosartorya spp., wykazując działanie inhibicyjne dla mniej niż połowy testowanych 

izolatów w badaniach dyfuzyjno-krażkowych. Jedynie kombinacje 39°Bx o pH 3.2 i 

43°Bx o pH 3.2 wykazywały słabe właściwości antymikrobiologiczne w mikropłytkach 

MT2. Uzyskane wyniki wskazują, że, modyfikacja zawartości cukru i pH przetworów 



 

owocowych jest niewystarczająca by efektywnie zapobiegać rozwojowi grzybów z 

rodzaju Neosartorya w surowcach zakażonych tymi mikroorganizmami.  

 Grzyby z rodzaju Neosartorya cechowały się zróżnicowanym profilem metabolicznym, 

wykazując największą aktywność oddechową i wzrost na źródłach węgla z grupy 

węglowodanów oraz kwasów karboksylowych. Hodowla Neosartorya spp. w obecności 

pirosiarczynu sodu lub ekstraktu z nagietka znacznie obniżyła zdolność izolatów do 

wykorzystania dostępnych źródeł węgla, ograniczając zarówno oddychanie, jak i 

produkcję biomasy przez testowane izolaty grzybów. Wrażliwość grzybów na badane 

środki była zróżnicowana – niektóre izolaty (np. G150/14) wykazały silne zahamowanie 

uzdolnień metabolicznych, inne (np. G135/14, G129/14) pozostały względnie odporne. 

I-erytrytol był jedynym związkiem skutecznie metabolizowanym przez testowane 

izolaty, nawet po działaniu ekstraktu roślinnego lub konserwantu, które ograniczały 

wzrost grzybów, co wskazuje na jego uniwersalne znaczenie dla grzybów z rodzaju 

Neosartorya. 

 Badanie aktywności metabolicznej techniką fluorescencyjną wykazało zależne od czasu 

działanie pirosiarczynu sodu i ekstraktu z nagietka na żywotność grzybów z rodzaju 

Neosartorya. Pirosiarczyn sodu wykazał efekt hamujący jedynie po 30 dniach 

inkubacji, prowadząc do zmniejszenia intensywności fluorescencji, co sugeruje jego 

działanie po długotrwałej ekspozycji. Wpływ ekstraktu z nagietka widoczny był już po 

10 dniach inkubacji, powodując zmniejszenie intensywności fluorescencji w obydwu 

terminach doświadczenia, co sugeruje jego szybsze działanie. Indywidualne wyniki dla 

poszczególnych izolatów grzybów wykazywały zróżnicowanie, co potwierdza tezę o 

istnieniu grup zróżnicowanej wrażliwości grzybów na testowane ekstrakty roślinne i 

konserwanty.  
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 Chociaż większość badanych związków chemicznych powodowała zahamowanie 

wzrostu testowanych grzybów, izolaty Neosartorya spp. wykazywały zróżnicowaną 

reakcję na ich działanie. Na ogół, związki takie jak neomycyna i chlorochina 

stymulowały wzrost Neosartorya spp., podczas gdy związki takie jak propikonazol czy 

5-fluorocytozyna wykazywały działanie hamujące. 

 Wyniki analizy względnych porównań profili metabolomicznych wykazały istotne 

różnice w zależności od zastosowanego środka konserwującego, testowanego izolatu 

oraz czasu inkubacji. Podejście niecelowane jest zatem wartościową techniką 

poznawania ogólnych tendencji i profili metabolomicznych grzybów Neosartorya spp. 

poddanych warunkom stresowym. 

 Obserwacje mikroskopowe ujawniły zmiany morfologiczne izolatów wywołane ich 

ekspozycją na działanie środków antymikrobiologicznych, w tym zmiany zagęszczenia 

grzybni, zwiększenie zarodnikowania, wykształcanie perydium oraz powstanie 

zgrubień na strzępkach. Żywotność testowanych grzybów była specyficzna dla izolatu 

oraz zależna od czasu ekspozycji na działanie środka antymikrobiologicznego, co 

wskazuje na aktywację szlaków adaptacyjnych w odpowiedzi na długotrwałą 

ekspozycję. 

 Analiza całogenomowa izolatów grzybów potwierdziła obecność genów kodujących 

odporność na warunki stresowe oraz wskazała na różnice w mechanizmach oporności 

między izolatami o różnej wrażliwości na ekstrakty roślinne i konserwanty. Na 

podstawie funkcji kilkunastu tysięcy genów oceniono całkowity odsetek genów 

związanych z mechanizmami obronnymi, który różnił się pomiędzy badanymi izolatami 

Neosartorya spp., przy czym te wcześniej sklasyfikowane jako bardziej wrażliwe 

posiadały mniej genów związanych z reakcjami obronnymi, podczas gdy bardziej 

odporne izolaty zawierały więcej genów przypisanych do tej grupy. 



 

 Traktowanie owoców truskawki konserwantem żywności (pirosiarczynem sodu) oraz 

naturalnym ekstraktem roślinnym (ekstraktem z nagietka) miało modyfikujący wpływ 

na mikrobiom owoców, powodując zmiany zarówno w składzie mikrobioty, jak i w 

profilu metabolicznym zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających owoce. 

Obserwowano istotne różnice w odpowiedzi mikrobiologicznej i metabolicznej w 

zależności od rodzaju zastosowanego środka, co wskazuje na możliwość selektywnego 

kształtowania mikrobiomu owoców przez konserwanty żywności i naturalne ekstrakty 

roślinne w zależności od rodzaju zastosowanego środka oraz specyficznych cech 

izolatu, którym infekowane były owoce. 
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Uczestnictwo bierne: 

 Annual Meeting of the Mycological Society of Japan & The Joined Symposia of Mycological 

Society of Japan (MSJ), Mycological Society of America (MSA) and the Korean Society of 

Mycology (KSM), uczestnictwo bierne, 16-18.05.2025, Chiba, Japonia. 
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