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ARTYKUŁ ORYGINALNY

Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS)  
w analizie mikrobiomu ziaren pszenicy ozimej

Application of next-generation sequencing (NGS) in the analysis  
of the winter wheat grain microbiome

Katarzyna Pieczul , Ilona Świerczyńska* , Andrzej Wójtowicz ..

Streszczenie
Mikrobiom ziarna pszenicy ozimej został scharakteryzowany na podstawie wyników sekwencjonowania nowej generacji (NGS) regionów 
rybosomalnego DNA (rDNA). Uzyskane wyniki ujawniły znaczące różnice w składzie mikrobiomu w kolejnych latach badań. W latach 2020 
i 2022 dominującymi gatunkami były Blumeria graminicola (40% i 70% zidentyfikowanych sekwencji), Alternaria infectoria (14% i 4%) 
oraz Mycosphaerella tassiana (12% i 8%). Natomiast w 2021 roku najczęściej wykrywanymi gatunkami były M. tassiana (20%), Sporo-
bolomyces roseus (13%) i B. graminicola (11%). Analiza potwierdziła obecność grzybów z rodzaju Fusarium we wszystkich latach badań, 
przy czym udział procentowy ich sekwencji podlegał 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. Udział grzybów drożdżoidalnych w całkowitej liczbie 
odczytanych sekwencji także zmieniał się na przestrzeni lat – w 2020 roku wynosił 20%, w 2021 roku wzrósł do 50%, a w 2022 roku spadł 
do 12%. Dominowały dwa gatunki: S. roseus oraz Vishniacozyma spp., w tym V. victoriae. Ponadto zidentyfikowano inne gatunki grzybów 
drożdżoidalnych, m.in. Filobasidium wieringae, Filobasidium stepposum, Dioszegia hungarica, Aureobasidium pullulans, Holtermaniella 
wattica, Bulleromyces albus oraz Bullera crocea. Uzyskane wyniki podkreślają dynamiczny charakter mikrobiomu pszenicy oraz jego wraż-
liwość na zmieniające się warunki środowiskowe.

Słowa 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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Wstęp / Introduction

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest jedną z naj-
ważniejszych roślin uprawnych w Polsce i na świecie. Ro-
śliny te są podatne na wiele chorób pochodzenia grzybowe-
go, które mogą prowadzić do znacznych strat plonów ziarna 
i obniżenia jego jakości. Analiza składu gatunkowego grzy-
bów kolonizujących ziarno pszenicy jest więc niezbędna 
nie tylko dla zapewnienia zdrowego materiału siewnego, 
ale także dla ograniczenia ryzyka transmisji patogenów 
oraz zapewnienia bezpieczeństwa żywności (Godfray i wsp. 
2016; Nelson 2018; War i wsp. 2023).

Mikrobiom ziaren pszenicy jest zróżnicowaną grupą mi-
kroorganizmów, kolonizujących zarówno powierzchnię, jak 
i wnętrze ziarniaków (Barret i wsp. 2015). Skład mikrobio-
mu jest dynamiczny i zależy od wielu czynników, takich jak 
warunki agrotechniczne, czynniki pogodowe i środowisko-
we występujące w trakcie wegetacji, stosowanie pestycy-
dów, fazy rozwojowe rośliny, a także sposób przechowywa-
nia ziarna (Karlsson i wsp. 2017; Rojas i wsp. 2020b; Chen 
i wsp. 2022; Salamon i wsp. 2023). 

Grzyby zasiedlające ziarno pszenicy można w uprosz-
czeniu podzielić na trzy grupy: patogeny, saprotrofy oraz 
mikroorganizmy wspierające wzrost i rozwój roślin. Do 
taksonów patogenicznych i saprotroficznych najczęściej 
zasiedlających ziarno należą: Alternaria, Aspergillus, Cla-
dosporium, Epicoccum, Fusarium, Helminthosporium, 
Penicillium, Phaeosphaeria, Sarocladium, Tilletia (Nico-
laisen i wsp. 2014; Solanki i wsp. 2021; Minutillo i wsp. 
2022; Salamon i wsp. 2023). Do taksonów wywołujących 
największe straty w trakcie przechowywania ziarna za-
liczane są: Aspergillus, Penicillium, Mucor i Eurotium 
(Minutillo i wsp. 2022; Wang i wsp. 2024). Grzyby droż-
dżoidalne występujące na powierzchni ziarniaków mogą 
korzystnie wpływać na utrzymanie równowagi biologicz-
nej, wzrost, rozwój i odporność roślin, a także na jakość 
i trwałość przechowywanego ziarna (Nelson 2018; Solanki 
i wsp. 2021). Mikroorganizmy te dzięki zdolności do ko-
lonizowania powierzchni ziarna, konkurencji o składniki 
odżywcze, czy produkcji substancji przeciwgrzybiczych 
ograniczają rozwój szkodliwych mikroorganizmów. Do ro-
dzajów najczęściej identyfikowanych na ziarnie pszenicy 
należą: 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 podkreśla 
potencjał grzybów drożdzoidalnych jako naturalnych środ-
ków biokontrolnych, które mogą wspierać zrównoważone 
rolnictwo, zmniejszając jednocześnie potrzebę stosowania 
chemicznych pestycydów (Solanki i wsp. 2021; Kowalska 
i wsp. 2022; Salomon i wsp. 2023; Alii wsp. 2024). 

Do oceny zasiedlenia ziarna zbóż przez grzyby stosuje 
się różnorodne metody badawcze. Tradycyjne metody my-

kologiczne, takie jak np. hodowla grzybów na sztucznych 
podłożach i ich identyfikacja mikroskopowa, pozwalają na 
ocenę kolonii oraz wstępną identyfikację mikroorganizmów 
na podstawie ich cech morfologicznych. Chociaż metody 
te są skuteczne dla wielu taksonów, mają swoje negatyw-
ne aspekty. Do najważniejszych należą ich czasochłonność 
i pracochłonność oraz ograniczona przydatność w identy-
fikacji patogenów, które nie rozwijają się na syntetycznych 
podłożach np.: Tilletia, Puccinia, czy Blumeria (Sharma 
i Sharma 2016; Patra i wsp. 2020). Dodatkowo, wiele pato-
genów cechuje się znaczną zmiennością wewnątrzgatunko-
wą lub brakiem wyraźnych cech morfologicznych, co utrud-
nia ich precyzyjną identyfikację (Kurtzman i wsp. 2011). 
Szczególnie istotne staje się to w przypadku identyfikacji 
podobnych morfologicznie gatunków grzybów drożdżoidal-
nych (Alfonzo i wsp. 2021). Przedstawione aspekty wskazują 
na potrzebę uzupełnienia 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 
stanowią istotne uzupełnienie tradycyjnych metod diagno-
stycznych, zapewniając wysoką dokładność w identyfikacji 
grzybów na podstawie ich materiału genetycznego. Jednak 
ich zastosowanie wiąże się z pewnymi ograniczeniami, 
przede wszystkim z koniecznością użycia specyficznych 
starterów lub przeciwciał, co ogranicza możliwość identy-
fikacji nowych lub wcześniej nieopisanych taksonów (Lie-
vens i Thomma 2005; Aslam i wsp. 2017; Bernreiter 2017; 
Alfonzo i wsp. 2021; Hariharan i Prasannath 2021). Rozwój 
technologii NGS (next-generation sequencing) przyniósł 
przełom w monitorowaniu i identyfikacji zbiorowisk grzy-
bów. W przeciwieństwie do tradycyjnych metod diagno-
stycznych, które koncentrują się na izolacji i identyfikacji 
pojedynczych mikroorganizmów, NGS umożliwia kom-
pleksową analizę całych mikrobiomów. Dzięki temu tech-
nologia ta pozwala na głębsze zrozumienie różnorodności 
i struktury populacji drobnoustrojów obecnych w próbkach 
ziaren, w tym grzybów obligatoryjnych, niezdolnych do 
wzrostu na syntetycznych podłożach (Lanver i wsp. 2018; 
Díaz-Cruz i wsp. 2019; Tedersoo i wsp. 2019; Salamon 
i wsp. 2023; Masenya i wsp. 2024). Technologia NGS 
znalazła już szerokie zastosowanie w rolnictwie, w takich 
obszarach jak bezpieczeństwo żywności, identyfikacja 
drobnoustrojów w glebie, ocena różnorodności i funkcjo-
nalności społeczności mikroorganizmów, monitorowanie 
odporności na fungicydy itp. (Pieczul i Wąsowska 2017; 
Gałązka i Grządziel 2018; Francesconi 2022; Masenya 
i wsp. 2024).  

Celem badań była szczegółowa analiza składu i różno-
rodności mikroorganizmów zasiedlających ziarno pszenicy 
ozimej odmiany Euforia przy zastosowaniu zaawansowanej 
technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS).
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Materiały i metody / Materials and methods

Materiał roślinny

Ziarno pszenicy ozimej odmiany Euforia zostało zebrane 
w latach 2020–2022 na terenie Polowej Stacji Doświadczal-
nej w Winnej Górze, należącej do Instytutu Ochrony Roślin 
– Państwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Materiał 
doświadczalny pochodził z poletek niepoddawanych zabie-
gom ochronnym z zastosowaniem fungicydów. Po zbiorze 
ziarno zostało starannie wysuszone i przechowywane w wa-
runkach pokojowych, zapewniających stabilność próbek.

Izolacja DNA

Do przygotowania próbek do izolacji DNA odważono 50 g 
ziarna i umieszczono je w sterylnych pojemnikach. Do każ-
dej próby dodano 100 ml sterylnej wody destylowanej, a na-
stępnie zawartość intensywnie wytrząsano przez 10 minut. 
Po zakończeniu tego procesu ziarno zostało usunięte, a po-
wstałą zawiesinę przeniesiono do sterylnych probówek Fal-
con o pojemności 50 ml. Probówki odwirowano w wirówce 
Eppendorf 5804 przy prędkości 6000 rpm (odpowiadającej 
4600 × g) przez 5 minut. Uzyskany po wirowaniu osad 
(30 mg) został ostrożnie zawieszony w buforze i wyko-
rzystany do ekstrakcji całkowitego DNA z zastosowaniem 
zestawu Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek), 
postępując zgodnie z protokołem producenta. Wyizolowane 
DNA zostało poddane kwantyfikacji za pomocą spektrofo-
tometru NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) i zamrożone 
w temperaturze –20°C.

Reakcja PCR

Reakcję PCR przeprowadzono w mieszaninie o objętości 
20 μl zawierającej: 1 μl matrycowego DNA, 1 μM starte-
rów ITS1FI2 i 5.8S z dodatkowymi sekwencjami indek-
sacyjnymi na końcach 5’, 200 μM dNTP (Thermo Fisher 
Scientific), 1 × HF Buffer (Thermo Fisher Scientific) oraz 
0,2 U polimerazy Hot Start Phusion (Thermo Fisher Scienti-
fic). Aby zoptymalizować zakres amplifikacji, reakcję PCR 
przeprowadzono z zastosowaniem trzech różnych tempera-
tur przyłączania starterów (50°C, 53°C i 56°C), wykorzy-
stując gradientowy termocykler Mastercycler ep Gradient S 
(Eppendorf). Protokół obejmował początkową denaturację 
w temperaturze 95°C przez 3 minuty, następnie 40 cykli 
składających się z denaturacji w temperaturze 95°C przez 
30 sekund, przyłączania primerów przez 30 sekund w wy-
branej temperaturze (50°C, 53°C lub 56°C) oraz elongację 
w temperaturze 72°C przez 30 sekund. Na zakończenie wy-
konano końcowe wydłużenie w temperaturze 72°C przez 
5 minut. Amplifikowane produkty PCR uzyskane w tempe-
raturach 50°C, 53°C i 56°C połączono, tworząc bibliotekę 
NGS. Stężenie DNA w połączonych próbkach określono 
przy użyciu 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 × 300 nt, 
wykorzystując zestaw v3 firmy Illumina. Wstępna ana-
liza danych została zautomatyzowana i przeprowadzona 
na urządzeniu MiSeq za pomocą oprogramowania MiSeq 
Reporter (MSR) w wersji 2.6. Proces obejmował dwa klu-
czowe etapy: demultipleksowanie próbek oraz generowanie 
plików FASTQ zawierających surowe odczyty sekwencji. 
Analiza bioinformatyczna obejmowała kilka etapów: usu-
nięcie sekwencji adaptorowych za pomocą programu Cuta-
dapt, ocenę jakości odczytów oraz odrzucenie sekwencji o 
niskiej jakości, łączenie sekwencji sparowanych przy uży-
ciu algorytmu SeqPrep, klastrowanie odczytów w oparciu 
o bazę referencyjną za pomocą algorytmu UCLUST, usu-
wanie chimerycznych sekwencji z zastosowaniem algoryt-
mu USEARCH61 oraz przypisanie taksonomii przy użyciu 
algorytmu BLAST. Klasyfikacja odczytów do poziomu 
gatunku została wykonana za pomocą oprogramowania 
QIIME z wykorzystaniem referencyjnej bazy sekwencji 
UNITE v8.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Technologia wysokoprzepustowego sekwencjonowania 
(HTS – high throughput sequencing) umożliwia komplek-
sową analizę całych wspólnot grzybowych. Kluczowe 
znaczenie ma jednak dobór starterów, który bezpośrednio 
wpływa na to, jakie taksony zostaną wykryte w analizo-
wanych próbkach. W przeprowadzonych badaniach do-
konano szczegółowej analizy taksonomicznej grzybów 
zasiedlających ziarno pszenicy ozimej odmiany Euforia. 
Identyfikację gatunków oparto na sekwencjonowaniu HTS 
regionu ITS1 (Internal Transcribed Spacer) rybosomalnego 
DNA (rDNA), który jest powszechnie stosowanym marke-
rem genetycznym w badaniach mykologicznych (McCart-
ney i wsp. 2003; Schoch i wsp. 2012; Toju i wsp. 2012). 
Wcześniejsze badania autorów wykazały, że analiza re-
gionu ITS2 pozwalała na identyfikację większej liczby 
taksonów niż ITS1. Jednak analiza ITS1 okazała się szcze-
gólnie przydatna i skuteczna w detekcji kluczowych pato-
genów pszenicy (Pieczul i wsp. 2025). Uzyskane wyniki 
analizy rejonu ITS1 nie pokrywają się z wynikami wcze-
śniejszych badań (Pieczul i wsp. 2025). W przedstawionej 
pracy wykorzystane zostały inne startery, co pozwoliło na 
oznaczenie dodatkowego zakresu patogenów np. z rodzaju 
Blumeria. 

W niniejszej pracy uzyskano 97 610 par odczytów dla 
próby ziarna z 2020 roku, 52 439 dla próby z 2021 roku 
oraz 89 312 dla próby z 2022 roku. Na podstawie zgroma-
dzonych danych zidentyfikowano łącznie 163 taksony na 
poziomie gatunku lub rodzaju. Analiza wykazała znaczą-
ce różnice w proporcjach gatunków zasiedlających ziar-
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no pomiędzy poszczególnymi latami badań. Największą 
różnorodność grzybów zaobserwowano w próbie z roku 
2020, w której wykryto 134 taksony. W kolejnych latach 
liczba zidentyfikowanych taksonów wynosiła odpowiednio 
122 w 2021 roku i 80 w 2022 roku (tab. 1). Wyniki te wska-
zują na zmienność mikrobiomu pszenicy w kolejnych latach  
upraw. 

W roku 2020 najczęściej wykrywanym gatunkiem był 
Blumeria graminicola, sprawca mączniaka prawdziwego 
zbóż i traw – 40% odczytanych sekwencji (39 551). Kolej-
nymi najliczniej reprezentowanymi taksonami były Alterna-
ria infectoria (14%, 14 091 odczyty) oraz Mycospha erella 
tassiana (12%, 11 940 odczyty). W 2021 roku do minującym 

gatunkiem był M. tassiana (20%, 10 452 odczy ty), na-
stępnie Sporobolomyces roseus (13%, 6677 odczy tów) 
i B. graminicola (11%, 5 788 odczytów). W 2022 roku 
ponownie dominował B. graminicola, obejmując 72% od-
czy tów (64 893), podczas gdy sekwencje M. tassiana sta-
nowiły 8% (5263 odczytów), a A. infectoria 4% (3477 od-
czytów) (tab. 1, rys. 1). Wyniki wskazują na znaczące 
zasiedlenie badanego ziarna przez B. graminicola. Należy 
jednak podkreślić, że patogen ten nie jest ściśle związany 
z transmisją poprzez materiał siewny. Pozostałe z najczęś-
ciej identyfikowanych gatunków należały do rodzajów 
o niskiej agresywności, gatunków saprotroficznych lub grzy-
bów drożdżoidalnych. Drugim najczęściej identyfikowa-

Tabela 1. Liczba i procentowy udział odczytanych sekwencji taksonów grzybów w kolejnych latach badań
Table 1.  Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years
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Acremonium fusidioides  3 0,0  0 0,0 0 0,0  3 0,0
Acremonium rutilum  2 0,0  2 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 3,9 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  7 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



96 Progress in Plant Protection 65 (2) 2025

Gatunki 
Species

2020 2021 2022 Suma lat   
Sum of years

lic
zb

a 
od

cz
yt

ów
nu

m
be

r o
f r

ea
ds

pr
oc

en
t o

dc
zy

tó
w

pe
rc

en
t o

f r
ea

ds

lic
zb

a 
od

cz
yt

ów
nu

m
be

r o
f r

ea
ds

pr
oc

en
t o

dc
zy

tó
w

pe
rc

en
t o

f r
ea

ds

lic
zb

a 
od

cz
yt

ów
nu

m
be

r o
f r

ea
ds

pr
oc

en
t o

dc
zy

tó
w

pe
rc

en
t o

f r
ea

ds

lic
zb

a 
od

cz
yt

ów
nu

m
be

r o
f r

ea
ds

pr
oc

en
t o

dc
zy

tó
w

pe
rc

en
t o

f r
ea

ds

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 0,0  1 0,0
Botrytis porri  8 0,0  1 0,0 0 0,0  9 0,0
Buckleyzyma aurantiaca  5 0,0  25 0,0 0 0,0  30 0,0
Buckleyzyma aurantiaca  0 0,0  0 0,0 2 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 3,3 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 5,3 620 0,7 3881 1,6
Fusarium culmorum  0 0,0  0 0,0 469 0,5  469 0,2

Tabela 1. Liczba i procentowy udział odczytanych sekwencji taksonów grzybów w kolejnych latach badań – cd.
Table 1.  Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years – continued
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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 3 0,0  6 0,0
Hannaella coprosmae  0 0,0  1 0,0 0 0,0  1 0,0
Hannaella zeae  0 0,0  1 0,0 0 0,0  1 0,0
Holtermanniella festucosa  52 0,1  23 0,0 5 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  4 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 0,0  1 0,0 0 0,0  1 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 0,0  3 0,0
Neosetophoma samararum  1 0,0  2 0,0 0 0,0  3 0,0
Nigrospora musae  0 0,0  0 0,0 2 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 0,0  5 0,0
Papiliotrema siamensis  5 0,0  0 0,0 0 0,0  5 0,0

Tabela 1. Liczba i procentowy udział odczytanych sekwencji taksonów grzybów w kolejnych latach badań – cd.
Table 1.  Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years – continued
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Papiliotrema wisconsinensis  2 0,0  0 0,0 0 0,0  2 0,0
Parastagonospora caricis  0 0,0  0 0,0 9 0,0  9 0,0
Parastagonospora forlicesenica  2 0,0  16 0,0 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 4 0,0  4 0,0
Pseudoophiobolus rosae  1 0,0  0 0,0 0 0,0  1 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  1 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  1 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 0,0 8 0,0  8 0,0
Septoriella hirta  5 0,0  2 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 13 726 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 0,0  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

Tabela 1. Liczba i procentowy udział odczytanych sekwencji taksonów grzybów w kolejnych latach badań – cd.
Table 1.  Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years – continued
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Ustilago unidentified  0 0,0  1 0,0 0 0,0  1 0,0
Vagicola chlamydospora  1 0,0  0 0,0 13 0,0  14 0,0
Verticillium dahliae  2 0,0  2 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 52 439 100,0 89 312 100,0 239 561 –

Tabela 1. Liczba i procentowy udział odczytanych sekwencji taksonów grzybów w kolejnych latach badań – cd.
Table 1.  Number and percentage of read sequences for identified fungal taxa across study years – continued
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Rys. 1. Najczęściej identyfikowane gatunki grzybów 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 był M. tassiana – saprotrof lub słaby pato-
gen, który wraz z innymi grzybami z rodzaju Cladosporium 
może konkurować z agresywnymi patogenami, takimi jak 
Fusarium. Jego rozwój tym samym ogranicza wzrost innych 
grzybów, w tym patogenicznych. Kolejny istotny gatunek – 
A. infectoria wraz z A. alternata i A. tenuissima zasiedlają 
kłosy i ziarno, co może prowadzić do obniżenia jakości plo-
nów oraz problemów podczas ich przechowywania (tab. 1, 
rys. 1). Zarówno Alternaria spp., jak i Cladosporium spp. 
były opisywane jako kluczowe składniki mikrobiomu psze-
nicy, co podkreśla 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 odgrywają kluczową rolę 
w mikrobiomie zbóż ze względu na ich zdolność do syntezy 
mykotoksyn, takich jak deoksyniwalenol (DON), niwalenol 
(NIV), zearalenon (ZEA) oraz toksyny T-2 i HT-2. Obec-
ność tych toksyn stanowi poważne zagrożenie dla jakości 
plonów oraz bezpieczeństwa żywności i pasz (Rojas i wsp. 
2020b). W niniejszej pracy patogeny z rodzaju Fusarium 
zostały wykryte we wszystkich latach badań, przy czym 
ich procentowy udział w całkowitej liczbie odczytanych 
sekwencji wykazywał znaczną zmienność. Najniższy odno-
towano w 2020 roku (0,5%) i w 2022 roku (1%), natomiast 
w 2021 roku ich obecność wzrosła znacząco, osiągając 5,5% 
odczytanych sekwencji. Zidentyfikowano cztery gatunki: 
F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides oraz F. cul-
morum, przy czym skład gatunkowy różnił się w poszcze-
gólnych latach. W 2020 roku dominował F. graminearum, 

w 2021 roku – F. poae, a w 2022 roku – F. culmorum (tab. 1, 
rys. 1). Zaskakującym wynikiem była nieobecność sekwen-
cji F. culmorum w latach 2020 i 2021 oraz F. graminearum 
w 2020 roku, pomimo że w Polsce są one uznawane za do-
minujące patogeny pszenicy. 

W poszczególnych latach zaobserwowano różnice 
w liczbie taksonów i częstotliwości sekwencji grzybów 
drożdżoidalnych. W 2020 roku zidentyfikowano 56 takso-
nów (20% odczytanych sekwencji), w roku 2021 – 62 tak-
sony (50%), a w roku 2022 – 34 taksony (12%). Do często 
identyfikowanych gatunków należały S. roseus i Vishniaco-
zyma victoriae, a następnie: Filobasidium wieringae, Filo-
basidium stepposum, Dioszegia hungarica, Aureobasidium 
pullulans, Holtermaniella wattica, Bulleromyces albus oraz 
Bullera crocea (tab. 1, rys. 2). Większość z wymienionych 
gatunków grzybów drożdżoidalnych jest powszechnie obec-
na w środowisku rolniczym, jednak ich specyficzna rola 
w kształtowaniu mikrobiomu zbóż wciąż wymaga dalszych 
badań (Rojas i wsp. 2020b; Alfonzo i wsp. 2021). Przykła-
dem są 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, które wykazują potencjał biokon-
trolny przeciwko Fusarium spp. i innym patogenom psze-
nicy (Comby i wsp. 2017; Rojas i wsp. 2020a; Solanki 
i wsp. 2021). Niektóre z nich, jak np. R. glutinis czy Spo-
robolomyces sp. mogą zmniejszać poziom mykotoksyn 
w tkankach roślin porażonych przez Penicillium expansum 

Rys. 2. Najczęściej identyfikowane gatunki grzybów drożdżoidalnych dla pszenicy ozimej na podstawie analizy NGS
Fig. 2.  Most commonly identified yeast-like fungal species for winter wheat based on NGS analysis
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(Castoria i wsp. 2015; Ianiri i wsp. 2017; Salamon i wsp. 
2023). W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono 
korelacji między wzrostem liczby sekwencji grzybów droż-
dżoidalnych a Fusarium spp. Wręcz przeciwnie, największe 
liczby odczytów sekwencji DNA odnotowano dla obu grup 
w 2022 roku. 

Należy podkreślić, że niezależnie od wybranego regio-
nu DNA, każda analiza HTS obejmuje jedynie część rze-
czywistej różnorodności mikroorganizmów. Dlatego dobór 
primerów powinien być przemyślany i uwzględniać takie 
czynniki, jak efektywność amplifikacji, zmienność danego 
regionu oraz jego zgodność z referencyjnymi bazami da-
nych, w celu zapewnienia jak najbardziej reprezentatywnej 
i wiarygodnej identyfikacji grzybów. Dzięki możliwości 
uzyskania możliwie pełnego profilu metagenomicznego, 
technologia NGS umożliwia dokładniejsze zrozumienie 
roli różnych grup organizmów w ekosystemach rolniczych. 
Poznanie tej różnorodności jest kluczowe dla opraco-
wywania efektywnych strategii w zakresie ograniczania 
chorób roślin, poprawy bezpieczeństwa żywności oraz 
zwiększenia wydajności produkcji rolniczej (Minutillo 
i wsp. 2022). 

Wnioski / Conclusions

1.  Skład mikrobiomu pszenicy ozimej wykazywał istotną 
zmienność między latami badań, przy czym najwyż-
szą różnorodność grzybów odnotowano w 2020 roku 
(134 taksony), a najniższą w 2022 roku (80 taksonów).

2.  Dominujące gatunki mikrobiomu różniły się między 
sezonami, choć najczęściej wykrywano B. graminicola, 
M. tassiana (ok. 20%) oraz A. infectoria.

3.  Patogeny z rodzaju Fusarium były obecne we wszyst-
kich latach badań, jednak ich udział procentowy oraz 
skład gatunkowy wykazywały zmienność. Obecność 
dominujących gatunków nie zawsze pokrywała się 
z uznaniem F. graminearum i F. culmorum za główne 
patogeny pszenicy w Polsce.

4.  Liczba taksonów grzybów drożdżoidalnych ulegała 
zmianom w kolejnych latach badań. Największą różno-
rodność zaobserwowano w 2021 roku. Do najczęściej 
wykrywanych należały S. roseus i V. victoriae.

5.  Nie wykazano korelacji pomiędzy liczebnością grzy-
bów drożdżoidalnych a zasiedleniem ziarna przez 
Fusarium spp.
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