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Streszczenie

Mikrobiom ziarna pszenicy ozimej zostat scharakteryzowany na podstawie wynikdw sekwencjonowania nowej generacji (NGS) regionéw
rybosomalnego DNA (rDNA). Uzyskane wyniki ujawnity znaczace réznice w sktadzie mikrobiomu w kolejnych latach badan. W latach 2020
i 2022 dominujacymi gatunkami byty Blumeria graminicola (40% i 70% zidentyfikowanych sekwencji), Alternaria infectoria (14% i 4%)
oraz Mycosphaerella tassiana (12% i 8%). Natomiast w 2021 roku najczesciej wykrywanymi gatunkami byty M. tassiana (20%), Sporo-
bolomyces roseus (13%) i B. graminicola (11%). Analiza potwierdzita obecnosé grzybéw z rodzaju Fusarium we wszystkich latach badan,
przy czym udziat procentowy ich sekwencji podlegat znacznym wahaniom — od 0,5% w 2020 roku do 5,5% w 2021 roku. Zidentyfikowa-
no cztery gatunki: F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides oraz F. culmorum. Udziat grzybow drozdzoidalnych w catkowitej liczbie
odczytanych sekwencji takze zmieniat sie na przestrzeni lat —w 2020 roku wynosit 20%, w 2021 roku wzrést do 50%, a w 2022 roku spadt
do 12%. Dominowaty dwa gatunki: S. roseus oraz Vishniacozyma spp., w tym V. victoriae. Ponadto zidentyfikowano inne gatunki grzybow
drozdzoidalnych, m.in. Filobasidium wieringae, Filobasidium stepposum, Dioszegia hungarica, Aureobasidium pullulans, Holtermaniella
wattica, Bulleromyces albus oraz Bullera crocea. Uzyskane wyniki podkreslajg dynamiczny charakter mikrobiomu pszenicy oraz jego wraz-
liwo$¢ na zmieniajace sie warunki Srodowiskowe.

Stowa kluczowe: mikrobiom, pszenica ozima, ziarno, grzyby, sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)

Abstract

Microbiome of winter wheat grain was characterized based on next-generation sequencing (NGS) of ribosomal DNA (rDNA) regions. The
obtained results revealed significant differences in microbiome composition across the study years. In 2020 and 2022, the dominant spe-
cies were Blumeria graminicola (40% and 70% of identified sequences), Alternaria infectoria (14% and 4%), and Mycosphaerella tassiana
(12% and 8%). In contrast, in 2021, the most frequently detected species were M. tassiana (20%), Sporobolomyces roseus (13%), and
B. graminicola (11%). The analysis confirmed the presence of Fusarium species in all study years, with their sequence percentage fluc-
tuating significantly — from 0.5% in 2020 to 5.5% in 2021. Four species were identified: F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides and
F. culmorum. The proportion of yeast-like fungi in the total number of sequences also varied over the years, accounting for 20% in 2020,
rising to 50% in 2021, and decreasing to 12% in 2022. Two taxons were dominant: S. roseus and Vishniacozyma spp., including V. victo-
riae. Additionally, other yeast-like fungi were identified, including Filobasidium wieringae, Filobasidium stepposum, Dioszegia hungarica,
Aureobasidium pullulans, Holtermaniella wattica, Bulleromyces albus, and Bullera crocea. The results highlight the dynamic nature of the
wheat microbiome and its sensitivity to changing environmental conditions.
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Wstep / Introduction

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest jedng z naj-
wazniejszych roslin uprawnych w Polsce i na $wiecie. Ro-
$liny te sa podatne na wiele chor6éb pochodzenia grzybowe-
g0, ktore moga prowadzi¢ do znacznych strat plonéw ziarna
i obnizenia jego jakosci. Analiza sktadu gatunkowego grzy-
boéw kolonizujgcych ziarno pszenicy jest wiec niezbedna
nie tylko dla zapewnienia zdrowego materiatu siewnego,
ale takze dla ograniczenia ryzyka transmisji patogenow
oraz zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci (Godfray i wsp.
2016; Nelson 2018; War i wsp. 2023).

Mikrobiom ziaren pszenicy jest zréznicowang grupa mi-
kroorganizméw, kolonizujacych zardéwno powierzchnig, jak
i wnetrze ziarniakow (Barret i wsp. 2015). Sktad mikrobio-
mu jest dynamiczny i zalezy od wielu czynnikow, takich jak
warunki agrotechniczne, czynniki pogodowe i §rodowisko-
we wystgpujace w trakcie wegetacji, stosowanie pestycy-
dow, fazy rozwojowe rosliny, a takze sposdb przechowywa-
nia ziarna (Karlsson i wsp. 2017; Rojas 1 wsp. 2020b; Chen
i wsp. 2022; Salamon i wsp. 2023).

Grzyby zasiedlajace ziarno pszenicy mozna w uprosz-
czeniu podzieli¢ na trzy grupy: patogeny, saprotrofy oraz
mikroorganizmy wspierajace wzrost i rozwoj roslin. Do
taksonéw patogenicznych i saprotroficznych najczesciej
zasiedlajacych ziarno naleza: Alternaria, Aspergillus, Cla-
dosporium, Epicoccum, Fusarium, Helminthosporium,
Penicillium, Phaeosphaeria, Sarocladium, Tilletia (Nico-
laisen i wsp. 2014; Solanki 1 wsp. 2021; Minutillo i wsp.
2022; Salamon i wsp. 2023). Do taksonow wywotujacych
najwicksze straty w trakcie przechowywania ziarna za-
liczane sa: Aspergillus, Penicillium, Mucor i Eurotium
(Minutillo 1 wsp. 2022; Wang i wsp. 2024). Grzyby droz-
dzoidalne wystepujace na powierzchni ziarniakow moga
korzystnie wptywa¢ na utrzymanie réwnowagi biologicz-
nej, wzrost, rozwdj i odpornos¢ roslin, a takze na jakos¢
i trwato$¢ przechowywanego ziarna (Nelson 2018; Solanki
i wsp. 2021). Mikroorganizmy te dzigki zdolno$ci do ko-
lonizowania powierzchni ziarna, konkurencji o sktadniki
odzywcze, czy produkcji substancji przeciwgrzybiczych
ograniczaja rozwoj szkodliwych mikroorganizméw. Do ro-
dzajow najczgsciej identyfikowanych na ziarnie pszenicy
naleza: Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Filobasi-
dium, Pichia, Rhodotorula, Sporobolomyces, Vishniacozyma
i inne (Nicolaisen i wsp. 2014; Rojas i wsp. 2020b; Alfonzo
i wsp. 2021; Solanki i wsp. 2021). Wiele analiz podkresla
potencjal grzyboéw drozdzoidalnych jako naturalnych $rod-
kéw biokontrolnych, ktére moga wspiera¢ zrownowazone
rolnictwo, zmniejszajac jednoczesnie potrzebg stosowania
chemicznych pestycydéw (Solanki i wsp. 2021; Kowalska
i wsp. 2022; Salomon i wsp. 2023; Alii wsp. 2024).

Do oceny zasiedlenia ziarna zb6z przez grzyby stosuje
si¢ roznorodne metody badawcze. Tradycyjne metody my-

kologiczne, takie jak np. hodowla grzyboéw na sztucznych
podtozach i ich identyfikacja mikroskopowa, pozwalajg na
ocene kolonii oraz wstepna identyfikacje mikroorganizméw
na podstawie ich cech morfologicznych. Chociaz metody
te sa skuteczne dla wielu taksonow, maja swoje negatyw-
ne aspekty. Do najwazniejszych naleza ich czasochtonnos¢
i pracochtonno$¢ oraz ograniczona przydatnos$¢ w identy-
fikacji patogenow, ktére nie rozwijajg si¢ na syntetycznych
podiozach np.: Tilletia, Puccinia, czy Blumeria (Sharma
i Sharma 2016; Patra i wsp. 2020). Dodatkowo, wiele pato-
gendéw cechuje si¢ znaczng zmienno$cig wewnatrzgatunko-
wa lub brakiem wyraznych cech morfologicznych, co utrud-
nia ich precyzyjng identyfikacj¢ (Kurtzman i wsp. 2011).
Szczegoblnie istotne staje si¢ to w przypadku identyfikacji
podobnych morfologicznie gatunkéw grzyboéw drozdzoidal-
nych (Alfonzo i wsp. 2021). Przedstawione aspekty wskazuja
na potrzebg¢ uzupetnienia tradycyjnych metod badawczych
bardziej zaawansowanymi technikami analitycznymi.

Techniki takie, jak PCR (polymeraze chain reaction),
real-time PCR, nested-PCR, LAMP (loop-mediated iso-
thermal amplification), czy sekwencjonowania Sangera
stanowig istotne uzupetnienie tradycyjnych metod diagno-
stycznych, zapewniajac wysoka doktadnos¢ w identyfikacji
grzybow na podstawie ich materiatu genetycznego. Jednak
ich zastosowanie wigze si¢ z pewnymi ograniczeniami,
przede wszystkim z koniecznoscia uzycia specyficznych
starterow lub przeciwcial, co ogranicza mozliwo$¢ identy-
fikacji nowych lub wczesniej nieopisanych taksonéw (Lie-
vens i Thomma 2005; Aslam i wsp. 2017; Bernreiter 2017;
Alfonzo i wsp. 2021; Hariharan i Prasannath 2021). Rozwdj
technologii NGS (next-generation sequencing) przyniost
przetom w monitorowaniu i identyfikacji zbiorowisk grzy-
bow. W przeciwienstwie do tradycyjnych metod diagno-
stycznych, ktére koncentruja si¢ na izolacji i identyfikacji
pojedynczych mikroorganizméw, NGS umozliwia kom-
pleksowa analiz¢ calych mikrobioméw. Dzigki temu tech-
nologia ta pozwala na glgbsze zrozumienie rdéznorodnosci
i struktury populacji drobnoustrojéw obecnych w probkach
ziaren, w tym grzybow obligatoryjnych, niezdolnych do
wzrostu na syntetycznych podtozach (Lanver i wsp. 2018;
Diaz-Cruz i wsp. 2019; Tedersoo i wsp. 2019; Salamon
i wsp. 2023; Masenya i wsp. 2024). Technologia NGS
znalazla juz szerokie zastosowanie w rolnictwie, w takich
obszarach jak bezpieczenstwo zywnosci, identyfikacja
drobnoustrojéow w glebie, ocena réznorodnosci i funkcjo-
nalnosci spotecznos$ci mikroorganizméw, monitorowanie
odporno$ci na fungicydy itp. (Pieczul i Wasowska 2017,
Galazka 1 Grzadziel 2018; Francesconi 2022; Masenya
i wsp. 2024).

Celem badan byta szczegolowa analiza sktadu i r6zno-
rodnosci mikroorganizméw zasiedlajacych ziarno pszenicy
ozimej odmiany Euforia przy zastosowaniu zaawansowangj
technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS).
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Materialy i metody / Materials and methods

Material roslinny

Ziarno pszenicy ozimej odmiany Euforia zostato zebrane
w latach 20202022 na terenie Polowej Stacji Doswiadczal-
nej w Winnej Gorze, nalezacej do Instytutu Ochrony Roslin
— Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Materiat
doswiadczalny pochodzit z poletek niepoddawanych zabie-
gom ochronnym z zastosowaniem fungicydow. Po zbiorze
ziarno zostato starannie wysuszone i przechowywane w wa-
runkach pokojowych, zapewniajacych stabilno$¢ probek.

Izolacja DNA

Do przygotowania probek do izolacji DNA odwazono 50 g
ziarna i umieszczono je w sterylnych pojemnikach. Do kaz-
dej proby dodano 100 ml sterylnej wody destylowanej, a na-
stepnie zawarto$¢ intensywnie wytrzasano przez 10 minut.
Po zakonczeniu tego procesu ziarno zostato usunigte, a po-
wstala zawiesing przeniesiono do sterylnych probowek Fal-
con o pojemnosci 50 ml. Probowki odwirowano w wirdwce
Eppendorf 5804 przy predkosci 6000 rpm (odpowiadajacej
4600 x g) przez 5 minut. Uzyskany po wirowaniu osad
(30 mg) zostat ostroznie zawieszony w buforze i wyko-
rzystany do ekstrakcji catkowitego DNA z zastosowaniem
zestawu Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek),
postepujac zgodnie z protokotem producenta. Wyizolowane
DNA zostato poddane kwantyfikacji za pomocg spektrofo-
tometru NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) i zamrozone
w temperaturze —20°C.

Reakcja PCR

Reakcje PCR przeprowadzono w mieszaninie o objgtosci
20 pl zawierajacej: 1 pl matrycowego DNA, 1 uM starte-
row ITS1FI2 i 5.8S z dodatkowymi sekwencjami indek-
sacyjnymi na koncach 5°, 200 uM dNTP (Thermo Fisher
Scientific), 1 x HF Buffer (Thermo Fisher Scientific) oraz
0,2 U polimerazy Hot Start Phusion (Thermo Fisher Scienti-
fic). Aby zoptymalizowa¢ zakres amplifikacji, reakcj¢ PCR
przeprowadzono z zastosowaniem trzech réoznych tempera-
tur przytaczania starterow (50°C, 53°C i 56°C), wykorzy-
stujac gradientowy termocykler Mastercycler ep Gradient S
(Eppendorf). Protokét obejmowatl poczatkows denaturacje
w temperaturze 95°C przez 3 minuty, nast¢pnie 40 cykli
sktadajacych si¢ z denaturacji w temperaturze 95°C przez
30 sekund, przytaczania primerdéw przez 30 sekund w wy-
branej temperaturze (50°C, 53°C lub 56°C) oraz elongacje
w temperaturze 72°C przez 30 sekund. Na zakonczenie wy-
konano koncowe wydhizenie w temperaturze 72°C przez
5 minut. Amplifikowane produkty PCR uzyskane w tempe-
raturach 50°C, 53°C i 56°C potaczono, tworzac biblioteke
NGS. Stgzenie DNA w potaczonych probkach okreslono
przy uzyciu zestawu Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific).

Analiza NGS

Sekwencjonowanie wykonano w Genomed SA, na plat-
formie MiSeq w technologii paired-end (PE) 2 x 300 nt,
wykorzystujac zestaw v3 firmy Illumina. Wstgpna ana-
liza danych zostala zautomatyzowana i przeprowadzona
na urzadzeniu MiSeq za pomoca oprogramowania MiSeq
Reporter (MSR) w wersji 2.6. Proces obejmowat dwa klu-
czowe etapy: demultipleksowanie probek oraz generowanie
plikow FASTQ zawierajacych surowe odczyty sekwencji.
Analiza bioinformatyczna obejmowata kilka etapow: usu-
nigcie sekwencji adaptorowych za pomocg programu Cuta-
dapt, ocene jakosci odczytow oraz odrzucenie sekwencji o
niskiej jakosci, taczenie sekwencji sparowanych przy uzy-
ciu algorytmu SeqPrep, klastrowanie odczytow w oparciu
o baze referencyjng za pomoca algorytmu UCLUST, usu-
wanie chimerycznych sekwencji z zastosowaniem algoryt-
mu USEARCHG61 oraz przypisanie taksonomii przy uzyciu
algorytmu BLAST. Klasyfikacja odczytow do poziomu
gatunku zostala wykonana za pomoca oprogramowania
QIME z wykorzystaniem referencyjnej bazy sekwencji
UNITE v8.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Technologia wysokoprzepustowego sekwencjonowania
(HTS — high throughput sequencing) umozliwia komplek-
sowa analiz¢ calych wspolnot grzybowych. Kluczowe
znaczenie ma jednak dobor starterow, ktory bezposrednio
wplywa na to, jakie taksony zostang wykryte w analizo-
wanych probkach. W przeprowadzonych badaniach do-
konano szczegdlowej analizy taksonomicznej grzybow
zasiedlajacych ziarno pszenicy ozimej odmiany Euforia.
Identyfikacje¢ gatunkéw oparto na sekwencjonowaniu HTS
regionu ITS1 (Internal Transcribed Spacer) rybosomalnego
DNA (rDNA), ktory jest powszechnie stosowanym marke-
rem genetycznym w badaniach mykologicznych (McCart-
ney 1 wsp. 2003; Schoch i wsp. 2012; Toju i wsp. 2012).
Weczesniejsze badania autorow wykazaty, ze analiza re-
gionu ITS2 pozwalata na identyfikacj¢ wigkszej liczby
taksonow niz ITS1. Jednak analiza ITS1 okazata si¢ szcze-
goblnie przydatna i skuteczna w detekcji kluczowych pato-
genow pszenicy (Pieczul i wsp. 2025). Uzyskane wyniki
analizy rejonu ITS1 nie pokrywajg si¢ z wynikami wcze-
$niejszych badan (Pieczul i wsp. 2025). W przedstawione;j
pracy wykorzystane zostaty inne startery, co pozwolito na
oznaczenie dodatkowego zakresu patogendw np. z rodzaju
Blumeria.

W niniejszej pracy uzyskano 97 610 par odczytow dla
proby ziarna z 2020 roku, 52 439 dla proby z 2021 roku
oraz 89 312 dla proby z 2022 roku. Na podstawie zgroma-
dzonych danych zidentyfikowano tacznie 163 taksony na
poziomie gatunku lub rodzaju. Analiza wykazata znacza-
ce rdznice w proporcjach gatunkow zasiedlajacych ziar-
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no pomigdzy poszczegdlnymi latami badan. Najwicksza
r6znorodnos$¢ grzybow zaobserwowano w probie z roku
2020, w ktorej wykryto 134 taksony. W kolejnych latach
liczba zidentyfikowanych taksonow wynosita odpowiednio
122 w 2021 roku i 80 w 2022 roku (tab. 1). Wyniki te wska-
zuja na zmiennos¢ mikrobiomu pszenicy w kolejnych latach
upraw.

W roku 2020 najczesciej wykrywanym gatunkiem byt
Blumeria graminicola, sprawca maczniaka prawdziwego
zboz 1 traw — 40% odczytanych sekwencji (39 551). Kolej-
nymi najliczniej reprezentowanymi taksonami byty Alterna-
ria infectoria (14%, 14 091 odczyty) oraz Mycosphaerella
tassiana (12%, 11 940 odczyty). W 2021 roku dominujacym

gatunkiem byt M. tassiana (20%, 10 452 odczyty), na-
stepnie  Sporobolomyces roseus (13%, 6677 odczytow)
1 B. graminicola (11%, 5 788 odczytow). W 2022 roku
ponownie dominowat B. graminicola, obejmujac 72% od-
czytow (64 893), podczas gdy sekwencje M. tassiana sta-
nowity 8% (5263 odczytow), a A. infectoria 4% (3477 od-
czytow) (tab. 1, rys. 1). Wyniki wskazuja na znaczace
zasiedlenie badanego ziarna przez B. graminicola. Nalezy
jednak podkresli¢, ze patogen ten nie jest SciSle zwigzany
Z transmisjg poprzez materiat siewny. Pozostale z najczes-
ciej identyfikowanych gatunkow nalezaly do rodzajow
o niskiej agresywnosci, gatunkow saprotroficznych lub grzy-
bow drozdzoidalnych. Drugim najcze¢$ciej identyfikowa-

Tabela 1.Liczba i procentowy udziat odczytanych sekwencji taksonow grzybow w kolejnych latach badan
Table 1. Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years

2020 2021 2022 Sui”:;ylz;rs

» 2w ©» 2w » 2w 2 3

Species S5 2% 2% 2% 2% 2% S5 25

8 £ 5 8 £ 5 =8 R =8 El:

X E 38 e < E 8 e < E 38 e < E 8 2

22 | gR | 22 | gE | 22| gr | &% | g%
Acremonium fusidioides 3 0,0 0 0,0 0 0,0 3 0,0
Acremonium rutilum 0,0 0,0 0 0,0 4 0,0
Alternaria alternata 23 0,0 10 0,0 0 0,0 33 0,0
Alternaria armoraciae 1 0,0 9 0,0 0 0,0 10 0,0
Alternaria brassicae 43 0,0 2 0,0 4 0,0 49 0,0
Alternaria dactylidicola 56 0,1 11 0,0 7 0,0 74 0,0
Alternaria hampshirensis 35 0,0 8 0,0 0 0,0 43 0,0
Alternaria infectoria 14 091 14,4 3180 6,1 3477 39 20 769 8,7
Alternaria mimicula 8 0,0 0 0,0 0 0,0 8 0,0
Alternaria rosae 93 0,1 66 0,1 184 0,2 343 0,1
Alternaria tenuissima 1300 1,3 680 1,3 1432 1,6 3415 1,4
Alternaria terricola 1 0,0 7 0,0 2 0,0 10 0,0
Anthracocystis flocculosa 2 0,0 24 0,0 1 0,0 27 0,0
Antrodiella zonata 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Ascochyta pisi 1 0,0 2 0,0 0 0,0 3 0,0
Aspergillus conicus 1 0,0 0 0,0 1 0,0 2 0,0
Aspergillus proliferans 1 0,0 0 0,0 6 0,0 0,0
Aureobasidium leucospermi 15 0,0 41 0,1 0 0,0 56 0,0
Aureobasidium namibiae 14 0,0 17 0,0 0 0,0 31 0,0
Aureobasidium pullulans 1013 1,0 1053 2,0 567 0,6 2636 1,1
Bensingtonia sp. 0 0,0 0 0,0 10 0,0 10 0,0
Bensingtonia unidentified 44 0,0 27 0,1 0 0,0 71 0,0
Bettsia alvei 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Bipolaris brizae 5 0,0 1 0,0 3 0,0 9 0,0
Bipolaris sorokiniana 1 0,0 2 0,0 0 0,0 3 0,0
Blumeria graminicola 39 551 40,5 5788 11,0 64 893 72,7 110 284 46,0
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Tabela 1.Liczba i procentowy udziat odczytanych sekwencji taksonow grzybow w kolejnych latach badan — cd.
Table 1. Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years — continued

2020 2021 2022 Sui‘l“:;ylz;rs

Species 25 | 25 | 835 | 25 | 25| €5 | 33 | 33

s 8 £ 5 8 R =8 R =8 el

R E 38 e < E 8 e R E 3 e R E 8 e

22 | gR | 22 | gE | 22 | g1 | &% | g%
Blumeria graminis 3 0,0 0 0,0 8 0,0 11 0,0
Botryotinia pelargonii 189 0,2 26 0,0 24 0,0 239 0,1
Botrytis caroliniana 1 0,0 0 0,0 0,0 1 0,0
Botrytis porri 8 0,0 1 0,0 0,0 9 0,0
Buckleyzyma aurantiaca 0,0 25 0,0 0,0 30 0,0
Buckleyzyma aurantiaca 0 0,0 0 0,0 0,0 2 0,0
Bullera crocea 227 0,2 782 1,5 296 0,3 1307 0,5
Bullera unica 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Bulleromyces albus 1734 1,8 215 0,4 109 0,1 2060 0,9
Camarosporioides phragmitis 4 0,0 1 0,0 0 0,0 5 0,0
Candida spp. 965 1,0 32 0,1 0 0,0 998 0,4
Chalastospora gossypii 0 0,0 4 0,0 0 0,0 4 0,0
Cladosporium aphidis 2 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,0
Cladosporium delicatulum 1942 2,0 1727 33 0 0,0 3674 1,5
Cladosporium grevilleae 3 0,0 0 0,0 0 0,0 3 0,0
Cladosporium langeronii 5 0,0 2 0,0 0 0,0 7 0,0
Cladosporium ramotenellum 0 0,0 6 0,0 0 0,0 6 0,0
Claviceps spartinae 5 0,0 0 0,0 0 0,0 5 0,0
Coprinellus unidentified 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Cryptococcus unidentified 0 0,0 2 0,0 0 0,0 2 0,0
Curvibasidium cygneicollum 0 0,0 36 0,1 0 0,0 36 0,0
Cystobasidium ritchiei 0 0,0 2 0,0 0 0,0 2 0,0
Cystofilobasidium infirmominiatum 29 0,0 1 0,0 0 0,0 30 0,0
Cystofilobasidium macerans 553 0,6 337 0,6 241 0,3 1132 0,5
Didymella rhei 24 0,0 1 0,0 22 0,0 47 0,0
Didymella viburnicola 1 0,0 4 0,0 0 0,0 5 0,0
Dioszegia fristingensis 109 0,1 217 0,4 84 0,1 411 0,2
Dioszegia hungarica 1191 1,2 1231 2,3 495 0,6 2921 1,2
Dioszegia unidentified 67 0,1 83 0,2 0 0,0 150 0,1
Dothiora sorbi 2 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,0
Endophoma elongata 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Epicoccum dendrobii 3757 3.8 508 1,0 1361 1,5 5631 2.4
Filobasidium chernovii 17 0,0 28 0,1 0 0,0 45 0,0
Filobasidium floriforme 139 0,1 438 0,8 251 0,3 829 0,3
Filobasidium globisporum 2 0,0 6 0,0 0 0,0 8 0,0
Filobasidium magnum 107 0,1 240 0,5 104 0,1 452 0,2
Filobasidium oeirense 206 0,2 588 1,1 312 0,3 1107 0,5
Filobasidium spp. 3 0,0 2 0,0 0 0,0 5 0,0
Filobasidium stepposum 742 0,8 1279 2.4 950 1,1 2974 1,2
Filobasidium wieringae 453 0,5 2802 53 620 0,7 3881 1,6
Fusarium culmorum 0 0,0 0 0,0 469 0,5 469 0,2
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Tabela 1.Liczba i procentowy udziat odczytanych sekwencji taksonow grzybow w kolejnych latach badan — cd.
Table 1. Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years — continued

2020 2021 2022 Suf;“;‘;‘ylz;s

@ B @ zZ o » Z o ) 3

Species g‘g —‘-;‘*5 g“a -cvé‘*a g“a ";;“5 g“s %“8

B £ 5 2 el 2 R 2 £ &

= g == = g == = 8 5 = = 8 g =
Fusarium graminearum 334 0,3 1009 1,9 0 0,0 1345 0,6
Fusarium poae 119 0,1 1921 3,7 166 0,2 2210 0,9
Fusarium sporotrichioides 3 0,0 14 0,0 57 0,1 74 0,0
Fusarium spp. 9 0,0 2 0,0 215 0,2 226 0,1
Genolevuria amylolytica 1 0,0 2 0,0 0,0 6 0,0
Hannaella coprosmae 0 0,0 1 0,0 0,0 1 0,0
Hannaella zeae 0 0,0 1 0,0 0,0 1 0,0
Holtermanniella festucosa 52 0,1 23 0,0 0,0 80 0,0
Holtermanniella wattica 1153 1,2 990 1,9 222 0,2 2368 1,0
Hormonema macrosporum 2 0,0 3 0,0 0 0,0 5 0,0
Hypholoma fasciculare 7 0,0 0 0,0 0 0,0 7 0,0
Itersonilia pannonica 443 0,5 352 0,7 152 0,2 948 0,4
Itersonilia perplexans 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Kondoa sorbi 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Kwoniella pini 109 0,1 14 0,0 0 0,0 123 0,1
Leptospora rubella 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Leucosporidium escuderoi 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Leucosporidium fragarium 1 0,0 34 0,1 20 0,0 55 0,0
Leucosporidium golubevii 2 0,0 0,0 1 0,0 7 0,0
Lophiostoma multiseptatum 0 0,0 0 0,0 11 0,0 11 0,0
Microsphaeropsis spartii-juncei 3 0,0 1 0,0 0 0,0 4 0,0
Monographella nivalis 1062 1,1 5 0,0 20 0,0 1088 0,5
Mrakiella aquatica 7 0,0 15 0,0 8 0,0 30 0,0
Mucor hiemalis 0 0,0 2 0,0 0 0,0 2 0,0
Mycosphaerella tassiana 11 940 12,2 10 452 19,9 5263 5,9 27 687 11,6
Naganishia adeliensis 18 0,0 5 0,0 0 0,0 23 0,0
Naganishia cerealis 1 0,0 5 0,0 0 0,0 6 0,0
Naganishia liquefaciens 0,0 1 0,0 0 0,0 0,0
Naganishia unidentified 0 0,0 16 0,0 5 0,0 21 0,0
Nectriaceae unidentified 182 0,2 14 0,0 0 0,0 196 0,1
Neoascochyta exitialis 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Neoascochyta graminicola 463 0,5 134 0,3 163 0,2 761 0,3
Neodidymelliopsis ranunculi 22 0,0 1 0,0 5 0,0 28 0,0
Neosetophoma clematidis 3 0,0 0 0,0 0,0 3 0,0
Neosetophoma samararum 1 0,0 2 0,0 0,0 0,0
Nigrospora musae 0 0,0 0 0,0 0,0 2 0,0
Nigrospora oryzae 18 0,0 7 0,0 14 0,0 39 0,0
Papiliotrema flavescens 72 0,1 81 0,2 72 0,1 225 0,1
Papiliotrema frias 3 0,0 161 0,3 37 0,0 201 0,1
Papiliotrema mangalensis 3 0,0 2 0,0 0,0 5 0,0
Papiliotrema siamensis 5 0,0 0 0,0 0,0 5 0,0
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Tabela 1.Liczba i procentowy udziat odczytanych sekwencji taksonow grzybow w kolejnych latach badan — cd.

Table 1. Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years — continued

2020 2021 2022 Suf;“:?ylz;s

@ zZ o « Z o « zZ o ) 3

Species RIS g5 25 g5 25 g3 25 e

s 8 25 s 8 R z 8 R z 8 R

R E 3 e < E 38 e R E 3 e R E S 2

23| g | 22 | g2 | 22 | g2 | 22 | z&
Papiliotrema wisconsinensis 2 0,0 0 0,0 0,0 2 0,0
Parastagonospora caricis 0 0,0 0 0,0 0,0 9 0,0
Parastagonospora forlicesenica 0,0 16 0,0 0,0 18 0,0
Parastagonospora nodorum 50 0,1 1 0,0 194 0,2 245 0,1
Peniophora cinerea 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Phaffia unidentified 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Piniphoma wesendahlina 63 0,1 0 0,0 13 0,0 76 0,0
Protomyces inouyei 0 0,0 0 0,0 0,0 4 0,0
Pseudoophiobolus rosae 1 0,0 0 0,0 0,0 0,0
Pyrenophora lolii 3 0,0 0 0,0 27 0,0 30 0,0
Pyrenophora tritici-repentis 40 0,0 13 0,0 20 0,0 73 0,0
Radulidium subulatum 4 0,0 0 0,0 21 0,0 25 0,0
Ramularia vizellae 0,0 1 0,0 1 0,0 3 0,0
Rhodocollybia butyracea 2 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,0
Rhodosporidiobolus colostri 0,0 17 0,0 0 0,0 18 0,0
Rhodosporidiobolus odoratus 62 0,1 0 0,0 0 0,0 62 0,0
Rhodotorula babjevae 1 0,0 26 0,0 2 0,0 29 0,0
Rhodotorula dairenensis 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Sarocladium bactrocephalum 13 0,0 49 0,1 7 0,0 69 0,0
Sarocladium strictum 0 0,0 0,0 8 0,0 8 0,0
Septoriella hirta 0,0 0,0 1 0,0 8 0,0
Sporidiobolus unidentified 74 0,1 41 0,1 0 0,0 115 0,0
Sporisorium unidentified 0 0,0 1 0,0 2 0,0 3 0,0
Sporobolomyces phaffii 0 0,0 0 0,0 1 0,0 1 0,0
Sporobolomyces roseus 5054 5,2 6677 12,7 1977 2,2 13726 5,7
Sporobolomyces ruberrimus 11 0,0 3 0,0 0 0,0 14 0,0
Stagonospora pseudovitensis 9 0,0 0 0,0 12 0,0 21 0,0
Stemphylium beticola 8 0,0 1 0,0 0 0,0 9 0,0
Stemphylium eturmiunum 4 0,0 1 0,0 70 0,1 75 0,0
Stemphylium lycii 2 0,0 0 0,0 0,0 2 0,0
Stemphylium vesicarium 197 0,2 40 0,1 0 0,0 237 0,1
Symmetrospora coprosmae 211 0,2 260 0,5 69 0,1 541 0,2
Taphrina carpini 0 0,0 8 0,0 0 0,0 8 0,0
Taphrina carpini 0 0,0 0 0,0 3 0,0 3 0,0
Tausonia pullulans 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Tilletia puccinelliae 1 0,0 4 0,0 6 0,0 11 0,0
Torula herbarum 1 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,0
Trichothecium roseum 8 0,0 0 0,0 0 0,0 8 0,0
Udeniomyces megalosporus 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Udeniomyces puniceus 1 0,0 5 0,0 0 0,0 6 0,0
Udeniomyces pyricola 385 0,4 97 0,2 25 0,0 508 0,2




Zastosowanie sekwencjonowania NGS w analizie mikrobiomu / Application of NGS sequencing in microbiome analysis 99

Tabela 1.Liczba i procentowy udziat odczytanych sekwencji taksonow grzybow w kolejnych latach badan — cd.
Table 1. Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years — continued

2020 2021 2022 Suf;“;‘;‘ylzgrs
pecies 33| 8% | 23| 2T | 23| 2T | 3% | ¢t
2| 52| 22| 2| 22| g2 | 22| i3
B2 | g& | 22| g2 | 22| gr | 22 | gz
Ustilago unidentified 0 0,0 1 0,0 0 0,0 1 0,0
Vagicola chlamydospora 1 0,0 0,0 13 0,0 14 0,0
Verticillium dahliae 2 0,0 0,0 0 0,0 4 0,0
Vishniacozyma carnescens 475 0,5 405 0,8 193 0,2 1074 0,4
Vishniacozyma dimennae 1 0,0 13 0,0 0 0,0 14 0,0
Vishniacozyma foliicola 31 0,0 35 0,1 6 0,0 72 0,0
Vishniacozyma globispora 40 0,0 308 0,6 56 0,1 405 0,2
Vishniacozyma spp. 2532 2,6 4071 7,8 2170 2.4 8783 3,7
Vishniacozyma victoriae 2178 2,2 3394 6,5 1855 2,1 7436 3,1
Wallemia canadensis 3 0,0 0 0,0 0 0,0 3 0,0
Wallemia muriae 15 0,0 3 0,0 7 0,0 25 0,0
Wickerhamomyces anomalus 6 0,0 14 0,0 0 0,0 20 0,0
Zymoseptoria brevis 8 0,0 1 0,0 164 0,2 173 0,1
Zymoseptoria tritici 1258 1,3 91 0,2 0 0,0 1350 0,6
97 610 100,0 52439 100,0 89312 100,0 239 561 -

Monographella nivalis I
Fusarium graminearum |

Zymoseptoria tritici ||

Fusarium poae

Alternaria tenuissima
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Rys. 1. Najczesciej identyfikowane gatunki grzybow patogenicznych i saprotroficznych dla pszenicy ozimej na podstawie analizy NGS
Fig. 1. Most commonly identified pathogenic and saprotrophic fungal species for winter wheat based on NGS analysis
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nym gatunkiem byt M. tassiana — saprotrof lub staby pato-
gen, ktory wraz z innymi grzybami z rodzaju Cladosporium
moze konkurowac z agresywnymi patogenami, takimi jak
Fusarium. Jego rozwoj tym samym ogranicza wzrost innych
grzybow, w tym patogenicznych. Kolejny istotny gatunek —
A. infectoria wraz z A. alternata i A. tenuissima zasiedlaja
ktosy i ziarno, co moze prowadzi¢ do obnizenia jakoSci plo-
néw oraz problemoéw podczas ich przechowywania (tab. 1,
rys. 1). Zardwno Alternaria spp., jak 1 Cladosporium spp.
byly opisywane jako kluczowe sktadniki mikrobiomu psze-
nicy, co podkresla ich znaczenie w ekosystemie upraw (Ni-
colaisen i wsp. 2014; Rojas i wsp. 2020b; Minutillo i wsp.
2022; Abdelsalam i wsp. 2024).

Patogeny z rodzaju Fusarium odgrywaja kluczowa rolg
w mikrobiomie zbdz ze wzgledu na ich zdolno$¢ do syntezy
mykotoksyn, takich jak deoksyniwalenol (DON), niwalenol
(NIV), zearalenon (ZEA) oraz toksyny T-2 i HT-2. Obec-
no$¢ tych toksyn stanowi powazne zagrozenie dla jakoS$ci
plonéw oraz bezpieczenstwa zywnosci i pasz (Rojas i wsp.
2020b). W niniejszej pracy patogeny z rodzaju Fusarium
zostaly wykryte we wszystkich latach badan, przy czym
ich procentowy udzial w calkowitej liczbie odczytanych
sekwencji wykazywal znaczng zmienno$¢. Najnizszy odno-
towano w 2020 roku (0,5%) i w 2022 roku (1%), natomiast
w 2021 roku ich obecnos$¢ wzrosta znaczaco, osiagajac 5,5%
odczytanych sekwencji. Zidentyfikowano cztery gatunki:
F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides oraz F. cul-
morum, przy czym sktad gatunkowy roznit si¢ w poszcze-
golnych latach. W 2020 roku dominowat F. graminearum,

Bullera crocea
Bulleromyces albus
Holtermanniella wattica
Aureobasidium pullulans
Dioszegia hungarica
Filobasidium stepposum
Filobasidium wieringae
Vishniacozyma victoriae
Vishniacozyma spp.

Sporobolomyces roseus

0 2000 4000

2020 w2021

6 000

w 2021 roku — F. poae, a w 2022 roku — F. culmorum (tab. 1,
rys. 1). Zaskakujacym wynikiem byta nieobecnos¢ sekwen-
cji F. culmorum w latach 2020 i 2021 oraz F. graminearum
w 2020 roku, pomimo ze w Polsce sa one uznawane za do-
minujace patogeny pszenicy.

W poszczegélnych latach zaobserwowano rdznice
w liczbie taksonow i czestotliwosci sekwencji grzybow
drozdzoidalnych. W 2020 roku zidentyfikowano 56 takso-
néw (20% odczytanych sekwencji), w roku 2021 — 62 tak-
sony (50%), a w roku 2022 — 34 taksony (12%). Do czgsto
identyfikowanych gatunkow nalezaty S. roseus i Vishniaco-
zyma victoriae, a nastgpnie: Filobasidium wieringae, Filo-
basidium stepposum, Dioszegia hungarica, Aureobasidium
pullulans, Holtermaniella wattica, Bulleromyces albus oraz
Bullera crocea (tab. 1, rys. 2). Wigkszos¢ z wymienionych
gatunkoéw grzybow drozdzoidalnych jest powszechnie obec-
na w srodowisku rolniczym, jednak ich specyficzna rola
w ksztaltowaniu mikrobiomu zbdz wcigz wymaga dalszych
badan (Rojas 1 wsp. 2020b; Alfonzo i wsp. 2021). Przykta-
dem s3 grzyby endofityczne wyizolowane z pszenicy, takie
jak Aureobasidium proteae, A. pullulans, Sarocladium ki-
liense, Naganishia albidosimilis, Naganishia albida, Cryp-
tococcus albidus, Rhodotorula glutinis, Trichoderma spp.
i Sarocladium strictum, ktoére wykazuja potencjal biokon-
trolny przeciwko Fusarium spp. i innym patogenom psze-
nicy (Comby 1 wsp. 2017; Rojas i wsp. 2020a; Solanki
i wsp. 2021). Niektore z nich, jak np. R. glutinis czy Spo-
robolomyces sp. moga zmniejsza¢ poziom mykotoksyn
w tkankach roslin porazonych przez Penicillium expansum

8000 10000 12000 14000 16000

2022

Rys. 2. Najczgsciej identyfikowane gatunki grzybow drozdzoidalnych dla pszenicy ozimej na podstawie analizy NGS

Fig. 2. Most commonly identified yeast-like fungal species for winter wheat based on NGS analysis



Zastosowanie sekwencjonowania NGS w analizie mikrobiomu / Application of NGS sequencing in microbiome analysis 101

(Castoria i wsp. 2015; Ianiri 1 wsp. 2017; Salamon i wsp.
2023). W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono
korelacji miedzy wzrostem liczby sekwencji grzybow droz-
dzoidalnych a Fusarium spp. Wregcz przeciwnie, najwicksze
liczby odczytow sekwencji DNA odnotowano dla obu grup
w 2022 roku.

Nalezy podkresli¢, ze niezaleznie od wybranego regio-
nu DNA, kazda analiza HTS obejmuje jedynie cze$¢ rze-
czywistej roznorodnosci mikroorganizmow. Dlatego dobor
primeréw powinien by¢ przemyslany i uwzgledniaé takie
czynniki, jak efektywno$¢ amplifikacji, zmienno$¢ danego
regionu oraz jego zgodno$¢ z referencyjnymi bazami da-
nych, w celu zapewnienia jak najbardziej reprezentatywnej
i wiarygodnej identyfikacji grzybow. Dzigki mozliwosci
uzyskania mozliwie pelnego profilu metagenomicznego,
technologia NGS umozliwia doktadniejsze zrozumienie
roli r6znych grup organizmow w ekosystemach rolniczych.
Poznanie tej réznorodnosci jest kluczowe dla opraco-
wywania efektywnych strategii w zakresie ograniczania
choréb ro$lin, poprawy bezpieczenstwa zywno$ci oraz
zwigkszenia wydajnosci produkcji rolniczej (Minutillo
i wsp. 2022).
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