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Streszczenie 

 Nieustanny wzrost populacji świata, a co za tym idzie silna intensyfikacja i chemizacja 

rolnictwa przyczyniają się do niepokojących przekształceń w agroekosystemach, czego 

skutkiem jest obniżenie produktywności i jakości gleb uprawnych. Nie ulega wątpliwości, że 

nawozy sztuczne są istotnym źródłem składników mineralnych niezbędnych roślinom 

uprawnym do prawidłowego wykształcenia cech morfologicznych, jednak nadmierna i 

nierozsądna aplikacja wspomnianych preparatów przyczynia się do zanieczyszczenia 

środowiska naturalnego i spadku bioróżnorodności wśród mikrobiomu i mykobiomu 

glebowego. Mikroorganizmy stanowią elementarny składnik ekosystemu, wyznaczając 

kierunek procesów zachodzących w glebie, a tym samym kształtując dostępność składników 

pokarmowych i dbając o zachowanie równowagi ekologicznej. Ze względu na nieoceniony 

wkład zbiorowisk bakterii, archeonów i grzybów w funkcjonowanie agroekosystemów, 

wzrasta zainteresowanie oceną wpływu różnych praktyk rolniczych na bioróżnorodność i 

aktywność mikroorganizmów zasiedlających gleby uprawne. Współczesna wizja 

ekologicznego i zrównoważonego rolnictwa łączy status mikrobiomu i mykobiomu z ogólną 

jakością gleb uprawnych, a bogata bioróżnorodność pozwala na utrzymanie potencjału 

produkcyjnego gleby na odpowiednio wysokim poziomie. Ma to szczególnie ważne 

znaczenie w przypadku gleb zdegradowanych, w których doszło do zaburzenia homeostazy i 

obniżenia zawartości składników mineralnych.  

 Jednym z rozwiązań wychodzącym naprzeciw problemom wynikającym z intensywnej 

działalności rolniczej człowieka jest wykorzystanie szczepów pożytecznych 

mikroorganizmów w formie bionawozów. Bionawozy stanowią przyjazną dla środowiska 

alternatywę lub suplementację dla tradycyjnych nawozów mineralnych, a coraz liczniejsze 

doniesienia potwierdzają pozytywny wpływ aplikacji tego typu preparatów na właściwości 

mikrobiologiczne gleb uprawnych, co jest nierozerwalnie związane z poprawą zdrowia gleby. 

Wykorzystanie bionawozów zawierających pożyteczne mikroorganizmy pozostaje także w 

zgodzie z założeniami zrównoważonego rolnictwa, a także z polityką nakazującą ograniczenie 

ilości agrochemikaliów aplikowanych do gleby. 

 Biorąc pod uwagę rosnące zainteresowanie bionawozami i rozwój zrównoważonych 

praktyk zarządzania glebą, w niniejszej rozprawie podjęto badania dotyczące wpływu 

innowacyjnego fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego szczepami pożytecznych 

bakterii na parametry mikrobiologiczne gleb zdegradowanych (aktywność enzymatyczną oraz 

różnorodność funkcjonalną i genetyczną zbiorowisk bakterii, archeonów i grzybów). 

Dwuletnie doświadczenia polowe prowadzono w latach 2018-2019 na dwóch różnych typach 

gleb, pod uprawą kukurydzy. W doświadczeniach polowych zastosowano dawkę optymalną 

nawozu bez wzbogacenia mikrobiologicznego (FC), dawkę optymalną wzbogaconą 

mikrobiologicznie (FA100) oraz dawkę zredukowaną o 40% zawierającą mikroorganizmy 

(FA60). Próbki gleby do badań pobierano trzykrotnie w obu latach trwania doświadczenia: 

przed aplikacją (bio)nawozów (kwiecień), tydzień po aplikacji (bio)nawozów (czerwiec) oraz 

po zbiorach kukurydzy (październik). 



  6 

 

 Aktywność enzymatyczną gleby oceniono na podstawie zmian aktywności proteazy, 

ureazy, fosfatazy kwaśnej oraz β-glukozydazy. Badania różnorodności funkcjonalnej 

obejmowały określenie zdolności katabolicznych zbiorowisk mikroorganizmów glebowych 

do utylizacji substratów węglowych rozmieszczonych na płytkach BIOLOGTM ECO i FF. 

Różnorodność genetyczną zbadano na podstawie analizy polimorfizmu długości terminalnych 

fragmentów restrykcyjnych (ang. terminal restriction fragment length polymorphism - t-

RFLP) oraz sekwencjonowania następnej generacji (ang. Next Generation Sequencing - 

NGS). Przeprowadzone badania dotyczyły zarówno natychmiastowej odpowiedzi 

mikroorganizmów po aplikacji fosforowego bionawozu, jak i sezonowych zmian w statusie 

mikrobiomu i mykobiomu w glebach nawożonych fosforowym bionawozem. 

 Przeprowadzone badania wykazały pozytywny wpływ fosforowego bionawozu na 

parametry mikrobiologiczne gleb zdegradowanych. Aplikacja fosforowego bionawozu 

spowodowała wzrost aktywności enzymatycznej oraz pozwoliła na utrzymanie tego efektu w 

czasie. Zaobserwowano także zmiany w stopniu utylizacji źródeł węgla należących do 

różnych grup związków i poszerzenie zdolności katabolicznych zbiorowisk 

mikroorganizmów glebowych. Fosforowy bionawóz stymulował występowanie 

mikroorganizmów promujących wzrost i rozwój roślin oraz zwiększył różnorodność 

genetyczną i liczbę funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych związanych z 

procesami metabolicznymi i komórkowymi. Odnotowano także wzrost plonu kukurydzy i 

zawartości dostępnego fosforu w glebie. Uzyskane wyniki świadczą o kompleksowym 

działaniu fosforowego bionawozu na środowisko glebowe i potwierdzają, że może być on 

efektywnie wykorzystywany w rolnictwie zrównoważonym i regeneracyjnym. 

Słowa kluczowe: bionawozy, zrównoważone rolnictwo, mikroorganizmy glebowe, gleba 

zdegradowana, aktywność enzymatyczna gleby, bioróżnorodność mikroorganizmów 

glebowych, rolnictwo regeneracyjne 
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Abstract 

 The incessant growth of the world's population and the consequent strong 

intensification and chemization of agriculture contribute to disturbing shifts in 

agroecosystems, resulting in a decline in the productivity and quality of arable soils. It is 

beyond doubt that synthetic fertilizers are an important source of nutrients indispensable for 

the proper development of plants, however, excessive and inappropriate application of such 

preparations leads to environmental pollution and a loss of biodiversity within soil 

microbiome and mycobiome. Microorganisms are an integral component of the terrestrial 

ecosystems, directing the soil processes and thus shaping the availability of mineral 

compounds and ensuring of the ecological balance. Owing to the invaluable contribution of 

bacterial, archaeal and fungal communities to the functioning of agroecosystems, a growing 

interest is emerging in the evaluation of the impact of different agricultural practices on the 

biodiversity and activity of microorganisms inhabiting arable soils. The contemporary vision 

of ecological and sustainable agriculture links the status of the soil microbiome and 

mycobiome with the general soil quality, and the rich biodiversity allows for the maintenance 

of soil's productive potential at a sufficiently high level. This is of particular importance in 

case of degraded soils with disrupted homeostasis and reduced mineral content. 

 One of the approaches to overcome the issues arising from the intensive human 

agricultural activity is the exploitation of strains of beneficial microorganisms in the 

biofertilizers form. Biofertilizers represent an environmentally friendly alternative or 

supplement to traditional mineral fertilizers, and an increasing number of reports confirm the 

favourable impact of such formulations on the microbiological parameters of arable soils, 

which is inextricably linked to improved soil health. The employment of biofertilizers 

containing microorganisms also remains in line with the principles of sustainable agriculture, 

as well as with the policy requiring a reduction in the quantity of agrochemicals applied to the 

soil. 

 With an eye to the growing interest towards biofertilizers and the development of 

sustainable soil management practices, the research which was undertaken in this thesis 

concerned the effect of an innovative phosphorus mineral fertilizer enriched with strains of 

beneficial bacteria on microbiological parameters of degraded soils (including enzymatic 

activity and functional and genetic diversity of bacterial, archaeal and fungal communities). 

Two-year field experiments were conducted in 2018-2019 on two different soil types, under 

maize cultivation. The field experiments included the following fertilization treatments: an 

optimal dose of fertilizer without microbial enrichment (FC), an optimal dose containing 

microorganisms (FA100) and a 40% reduced dose of fertilizer containing microorganisms 

(FA60). Soil samples were taken three times in both years of the experiments: before 

(bio)fertilizers application (April), one week after (bio)fertilizers application (June) and after 

maize harvest (October). 

 Soil enzymatic activity was assessed based on the variations in the protease, urease, 

acid phosphatase and β-glucosidase activities. Investigation of functional diversity involved 



  8 

 

the determination of the catabolic potential of soil microbial communities to utilize carbon 

substrates distributed on BIOLOGTM ECO and FF plates. Genetic diversity was analyzed 

using terminal restriction fragment length polymorphism (t-RFLP) and Next Generation 

Sequencing (NGS). The performed research referred to both the immediate microbial 

response and seasonal changes in the status of the soil microbiome and mycobiome after 

phosphorus biofertilizer application. 

 The research showed a positive effect of the phosphorus biofertilizer on 

microbiological parameters of degraded soils. Application of the phosphorus biofertilizer 

increased soil enzymatic activity and maintained this effect over time. Changes in the 

utilization rates of carbon sources belonging to different groups and expansion of the 

catabolic capacity of soil microbial communities were also observed. The phosphorus 

biofertilizer stimulated the occurrence of microorganisms promoting plant growth and 

development and increased the genetic diversity and the number of operational taxonomic 

units associated with metabolic and cellular processes. There was also an increment in maize 

yield and in the content of phytoavailable phosphorus in the soil. The obtained results 

demonstrate the comprehensive impact of phosphorus biofertilizer on the soil environment 

and confirm its potential for effective implementation on sustainable and regenerative 

agriculture. 

Keywords: biofertilizers, sustainable agriculture, soil microorganisms, degraded soil, soil 

enzymatic activity, soil microbial diversity, regenerative agriculture 
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1. Wprowadzenie 

1.1. Problematyka 

 Degradacja oraz ogólny spadek żyzności i jakości gleb uprawnych wywołane 

intensywną antropopresją należą do największych problemów, z którymi mierzy się 

współczesne rolnictwo (Gomiero, 2016). Silna intensyfikacja i chemizacja zabiegów 

agrotechnicznych pociąga za sobą negatywne zmiany w strukturze i we właściwościach gleby 

takie jak zakwaszenie, spadek zawartości materii organicznej, wypłukiwanie substancji 

mineralnych, zanieczyszczenie metalami ciężkimi, zasolenie oraz zagęszczenie (Kopittke i 

in., 2019; Shah i in., 2017). Nie ulega wątpliwości, że do pogorszenia właściwości 

fizycznych, chemicznych i biologicznych gleb przyczynia się nadmierna i nierozsądna 

aplikacja nawozów mineralnych oraz chemicznych środków ochrony roślin (Wu i in., 2020). 

Różnego rodzaju nawozy mineralne (azotowe, potasowe, fosforowe, wapniowe) są 

powszechnie stosowane w uprawach roślin, szczególnie w rejonach, w których gleby są 

ubogie w podstawowe składniki odżywcze, i przynoszą wymierne korzyści dla rolników, 

jednak w sytuacji nadużycia mogą spowodować efekty odwrotne do zamierzonych i 

przyspieszyć procesy związane z pogorszeniem stanu gleb (Asaye i in., 2022; Lin i in., 2019; 

Yousaf i in., 2017). Postępująca z coraz większą szybkością degradacja ziem uprawnych 

obniża długoterminową zdolność gleb do zapewniania społeczeństwu podstawowych funkcji 

obejmujących dostarczanie żywności, regulację klimatu oraz przepływ materii i energii w 

ekosystemie oraz zaburza stabilność niszy ekologicznej, stwarzając niekorzystne warunki dla 

wielu gatunków roślin i zwierząt (Dominati i in., 2014; Steinhoff-Knopp i in., 2021). Kwestią 

o zasadniczym znaczeniu jest zrozumienie, że dalsze obniżanie jakości gleb, przy 

jednoczesnym braku wdrożenia technik mających na celu poprawę życia biologicznego i 

parametrów fizyko-chemicznych, może prowadzić do utraty wymienionych usług 

ekosystemowych, a tym samym do zwiększenia kosztów gospodarczych związanych z 

produkcją rolną (Lal, 2014; Sharafatmandrad i Khosravi Mashizi, 2021). Nieuwzględnienie 

znaczenia gleby w coraz bardziej uprzemysłowionym rolnictwie może przynieść niewątpliwie 

poważne konsekwencje takie jak utrata terenów rolniczych czy zmniejszenie 

konkurencyjności danego regionu na rynkach krajowych i zagranicznych (Timmis i Ramos, 

2021). 

 Rozważając negatywne implikacje działalności rolniczej człowieka nie należy 

zapominać, że intensywna i nieadekwatna do rzeczywistych wymagań i możliwości 
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eksploatacja gleb uprawnych wiążę się również ze spadkiem bioróżnorodności wśród 

mikroorganizmów zasiedlających agroekosystemy (Sünnemann i in., 2021; Tibbett i in., 

2020). Jak powszechnie wiadomo, złożone i dynamiczne społeczności bakterii, archeonów 

oraz grzybów kształtują środowisko glebowe, kierując procesami rozkładu materii 

organicznej oraz obiegu pierwiastków, dbając tym samym o zachowanie równowagi 

ekologicznej w glebie (Zheng i in., 2019). Uważa się, że wysoka bioróżnorodność wśród 

mikrobiomu i mykobiomu jest gwarantem zachowania wysokiej jakości gleb o zwiększonej 

odporności na perturbacje środowiskowe (Jiao i in., 2019). Natomiast gleby charakteryzujące 

się niską bioróżnorodnością cierpią z powodu zakłócenia podstawowych procesów 

niezbędnych do zachowania ciągłości funkcjonowania ekosystemów, co w dłuższej 

perspektywie może prowadzić do ich destabilizacji (Wagg i in., 2021). Dlatego też niezwykle 

ważne jest utrzymanie bioróżnorodności wśród mikroorganizmów glebowych, zarówno tych 

powszechnie występujących, jak i bardziej wyspecjalizowanych, na odpowiednio wysokim 

poziome, dającym gwarancję na sprawny i efektywny przebieg procesów mikrobiologicznych 

w środowisku glebowym. Niektóre procesy glebowe (np. rozkład materii organicznej) są 

realizowane przez większą liczbę grup mikroorganizmów, podczas gdy inne (np. degradacja 

ksenobiotyków czy magazynowanie materii organicznej) przebiegają przy udziale mniej 

licznych, wyspecjalizowanych grup, które są w większym stopniu narażone na stresowe 

sytuacje środowiskowe (Bertola i in., 2021; Xun i in., 2019). 

 Biorąc pod uwagę fakt, że gleba stanowi niezwykle heterogeniczne i często 

nieprzyjazne środowisko, mikroorganizmy wykształciły szereg mechanizmów decydujących 

o ich sukcesie ewolucyjnym (Granato i in., 2019; Li i in., 2021). Część z tych adaptacji 

można rozpatrywać jako uzdolnienia pozytywnie wpływające na wzrost i rozwój roślin 

uprawnych oraz ogólny stan gleb, np.: synteza antybiotyków i substancji skierowanych 

przeciwko patogenom, formowanie biofilmu, wiązanie azotu atmosferycznego, uruchamianie 

składników mineralnych z trudno rozpuszczalnych źródeł, synteza hormonów roślinnych oraz 

bioremediacja zanieczyszczeń pochodzenia organicznego i nieorganicznego (Chandran i in., 

2021). Mikroorganizmy są również bardzo wrażliwe na zmiany w środowisku i 

charakteryzują się szybką odpowiedzią w obliczu czynników zewnętrznych, dlatego też status 

mikrobiomu i mykobiomu glebowego uważany jest za wiarygodny bioindykator ogólnego 

zdrowia gleby (Hermans i in., 2020; Qiu i in., 2021). Wysoka czułość mikroorganizmów 

sprawiła, że popularne stało się monitorowanie zmian w parametrach mikrobiologicznych 
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gleb uprawnych pod wpływem różnych praktyk agrotechnicznych (Wang i in., 2019). 

Badania takie pozwalają na lepsze zrozumienie procesów zachodzących w glebie oraz mogą 

przynieść odpowiedź na pytanie o zasadność danego zabiegu jako potencjalnej metody 

poprawiającej parametry mikrobiologiczne gleb uprawnych i zdegradowanych. Istotne jest 

kontrolowanie nie tylko natychmiastowej odpowiedzi zbiorowisk mikroorganizmów 

glebowych, ale również śledzenie sezonowych zmian w zbiorowiskach mikroorganizmów 

glebowych, ponieważ umożliwia to oszacowanie stabilności agroekosystemów w obliczu 

czynników zewnętrznych takich jak nawożenie (Lacerda-Júnior i in., 2019). 

 Szerokie spektrum uzdolnień mikroorganizmów w kierunku poprawy jakości plonów i 

zdrowia gleb sprawiło, że wykorzystanie ich w formie bionawozów stało się niezwykle ważne 

w sektorze rolniczym opierającym się w coraz większym stopniu na powiązaniach 

agroekosystemów z różnorodnością mikroorganizmów glebowych (Daniel i in., 2022; Suman 

i in., 2022). Bionawozy zawierające szczepy pożytecznych bakterii i grzybów stanowią 

bezpieczną dla środowiska alternatywę lub uzupełnienie dla tradycyjnych nawozów 

mineralnych i pozwalają na ograniczenie problemów związanych z nadmierną chemizacją 

rolnictwa i degradacją agroekosystemów (Seenivasagan i Babalola, 2021). Koncepcja 

bionawozów jako strategii pozwalającej na zmniejszenie zależności od sztucznych nawozów 

zyskuje coraz większą popularność, szczególnie w obszarach zrównoważonego i 

ekologicznego rolnictwa (Mitter i in., 2021). Co więcej, zastosowanie tego typu preparatów 

wpisuje się także w ideę rolnictwa regeneracyjnego, które ma na celu utrzymanie wysokiego 

poziomu produkcji rolnej, zwiększenie różnorodności biologicznej, ze szczególnym 

naciskiem na bioróżnorodność gleb oraz wzmocnienie usług ekosystemowych takich jak 

sekwestracja dwutlenku węgla (EASAC, 2022). Uważa się, że wzrost bioróżnorodności 

wywołany przejściem z konwencjonalnych na zrównoważone metody zarządzania glebą 

pozwala na kreowanie stabilniejszego mikrobiomu i mykobiomu, co warunkuje utrzymanie 

gleb o wysokim poziomie żyzności, pozwalającym na zaspokojenie wymagań pokarmowych 

roślin uprawnych (Reyes-Sánchez i in., IUSS, 2022). Wdrożenie nawozów 

mikrobiologicznych do praktyk rolniczych pozostaje również w zgodzie ze współczesną 

polityką nakazującą ograniczenie ilości agrochemikaliów aplikowanych do gleby. Europejski 

Zielony Ład oraz Unijna Strategia na Rzecz Bioróżnorodności do 2030 roku zakładają 

wykorzystanie 25% powierzchni gruntów rolnych UE pod rolnictwo ekologiczne oraz 

zmniejszenie wykorzystania nawozów mineralnych o 20% (European Commission, 2020). 
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1.2. Znaczenie fosforu  

 Fosfor, obok azotu i potasu, należy do najważniejszych makroelementów 

determinujących prawidłowy wzrost i rozwój roślin, a co za tym idzie jakość i ilość plonów 

(Jiaying i in., 2022). Fosfor uczestniczy w wielu podstawowych procesach w komórkach 

roślinnych, takich jak podział komórki, fotosynteza, oddychanie, magazynowanie energii, 

formowanie błon komórkowych czy transport związków mineralnych. Jest także integralnym 

elementem ATP, NADPH, kwasów nukleinowych, białek, fosfolipidów i koenzymów 

(Carstensen i in., 2018; Mehta i in., 2021; Siedliska i in., 2021). Niedobory fosforu w 

komórkach roślinnych mogą prowadzić do spadku wydajności procesu fotosyntezy, obniżenia 

suchej masy korzeni i części nadziemnych oraz zmniejszenia zawartości chlorofilu, co 

wpływa negatywnie na plonowanie (Meng i in., 2021; Ulloa i in., 2021). 

 Fosfor w glebach występuje w formach organicznych oraz mineralnych. Niestety, 

tylko około 5% całkowitej ilości fosforu glebowego dostępna jest dla roślin i może być przez 

nie przyswojona w postaci ortofosforanów (Hallama i in., 2021). Dostępność fosforu 

warunkowana jest w dużej mierze odczynem gleby (Penn i Camberato, 2019). Uważa się, że 

dostępność fosforu w glebie jest maksymalna w zakresie pH od 4,5 do 6,5, ponieważ takie 

warunki minimalizują stopień wiązania tego pierwiastka przez wapń, aluminium i żelazo. W 

glebach o pH > 6,5 nieorganiczny fosfor tworzy wiązania z jonami wapnia, natomiast w 

glebie o niskich wartościach pH fosfor jest unieruchomiony poprzez wiązanie z jonami 

żelaza, manganu i glinu lub z ich wodorotlenkami i w tych formach pozostaje niedostępny dla 

roślin (Bouray i in., 2021; Schaller i in., 2019). Z drugiej strony Barrow i in. (2020) 

utrzymują, że optymalna wartość pH dla przyswajania fosforu jest niższa i plasuje się w 

okolicach 5,5. Nie zmienia to jednak faktu, że dostępność fosforu w glebach jest niska, 

szczególnie w glebach zdegradowanych, w których doszło do zaburzenia równowagi 

biologicznej i spadku bioróżnorodności. Gleby zdegradowane, poza niską zawartością 

substancji mineralnych, charakteryzują się zazwyczaj kwaśnym odczynem, co dodatkowo 

utrudnia przyswajanie mikro- i makroelementów przez rośliny ze względu na niską 

pojemność wymiany kationów oraz wysoką zdolność adsorpcji anionów (da Fonseca i in., 

2021). 

 Najpopularniejszym sposobem przeciwdziałania niedoborom P w agroekosystemach 

jest aplikacja fosforowych nawozów mineralnych, które pozwalają utrzymać produkcję 

rośliną na poziomie spełniającym stale rosnące zapotrzebowania żywieniowe świata (Ros i 
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in., 2020). Szacuje się, że do roku 2050 globalne zapotrzebowanie na nawozy fosforowe 

wyniesie 22-27 milionów ton/rok dla gruntów uprawnych oraz 4-12 milionów ton/rok w 

przypadku użytków zielonych (Bindraban i in., 2020). Po aplikacji nawozów mineralnych, 

tylko niewielka część (ok. 30-40%) zawartych w nich substancji jest dostępna dla roślin i 

może być przez nie zaabsorbowana. Reszta pozostaje unieruchomiona w glebie lub jest 

tracona w efekcie wypłukiwania lub erozji i może przedostawać się do zbiorników wodnych 

powodując eutrofizację (Conijn i in., 2018; Kumar i in., 2022). Wzmożone nawożenie, 

niedostosowane do zawartości składników mineralnych w glebach i wymagań żywieniowych 

roślin uprawnych przyczynia się także do zagęszczenia gleby, co pociąga za sobą obniżenie 

ilości plonów (Liu i in., 2021b).  

 W dobie rosnącego zainteresowania zrównoważonymi praktykami zarządzania glebą, 

zwiększanie dostępności P w glebie, bez negatywnego wpływu na środowisko, może stać się 

możliwe dzięki implementacji bionawozów bazujących na mikroorganizmach zdolnych do 

uruchamiania fosforu z trudno rozpuszczalnych źródeł. Szczepy bakterii i grzybów mogą 

pozytywnie wpływać na zawartość dostępnego P w glebach uprawnych dzięki zwiększaniu 

rozpuszczalności mineralnych związków P oraz mineralizacji organicznych źródeł tego 

pierwiastka. Wśród bakterii zdolnych do uruchamiania P w glebie można wyróżnić 

przedstawicieli Pseudomonas spp., Bacillus spp., Paenibacillus spp., Burkholderia spp., 

Azotobacter spp., Serratia spp., Rhizobium spp., Azospirillum spp., Pantoea spp., 

Arthrobacter spp., Rhodococcus spp., Klebsiella spp. i Enterobacter spp. (Alori i in., 2017; 

Bargaz i in., 2021; Etesami i in., 2021). Grzyby wykazujące podobne uzdolnienia obejmują 

reprezentantów Aspergillus spp., Mortierella spp., Oidiodendron spp., Paecilomyces spp., 

Penicillium spp, Trichoderma spp., Saccharomyces spp., Rhizopus spp., Glomus spp., 

Alternaria spp. i Yarrowia spp. (Alori i in., 2017). 

1.3. Wykorzystanie bionawozów w odniesieniu do zmian klimatu 

 W ostatnich latach coraz częściej mówi się o przybierających na sile zmianach klimatu 

i związanych z tym zjawiskiem zagrożeń dla ekosystemów takich jak susza, zasolenie, wzrost 

temperatury, ekstremalne zjawiska pogodowe, niedobór składników mineralnych oraz 

rozprzestrzenianie się patogenów roślinnych (Shah i in., 2021; Song i in., 2022; Velásquez i 

in., 2018). Ocieplenie klimatu przyczynia się do wydłużenia okresu wegetacyjnego oraz 

zmian w cyklach rozwojowych roślin wywołanych zacieraniem się granic pomiędzy 

naturalnie następującymi po sobie porami roku (Liu i in., 2021a; Wang i in., 2021a). 
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Intensywne opady deszczu mogą wymywać z pól uprawnych nawozy i pozostałości 

sztucznych pestycydów indukując tym samym eutrofizację zbiorników wodnych (Lu i in., 

2019), a rozwój i rozprzestrzenianie się inwazyjnych gatunków bakterii, grzybów i owadów 

generuje straty w plonach i może negatywnie wpływać na zdrowie ludzi (Velásquez i in., 

2018). Na skutek podnoszenia się poziomu mórz istnieje także ryzyko zalania nisko 

położonych ziem uprawnych (Roy i in., 2022). Aktualne prognozy przewidują, że stresy 

abiotyczne mogą spowodować straty w światowej produkcji rolnej sięgające 50%, w 

zależności od regionu (Fadiji i in., 2022). 

 Z jednej strony, rolnictwo stanowi sektor niezwykle podatny na stresowe sytuacje 

wywołane zmianami klimatu, z drugiej jednak nieracjonalna gospodarka nawozami 

mineralnymi przyczynia się do wzrostu efektu cieplarnianego poprzez emisję gazów 

szklarniowych (CH4, N2O, CO2). Szacuje się, że globalne rolnictwo jest odpowiedzialne za 

emisję ~21-37% całkowitej ilości gazów cieplarnianych uwalnianych do atmosfery (Lynch i 

in., 2021; Mosongo i in., 2022; Nelson i in., 2014). Długoterminową strategią poprawy 

jakości plonów w obliczu presji związanej ze zmianami klimatu jest wdrożenie do praktyk 

rolniczych bionawozów bazujących na szczepach pożytecznych bakterii i grzybów. 

Mikroorganizmy mogą łagodzić negatywne skutki zmian klimatu dzięki mechanizmom takim 

jak synteza enzymów degradujących reaktywne formy tlenu (katalaza, dysmutaza 

ponadtlenkowa, peroksydaza asparaginianowa, peroksydaza gwajakolowa), synteza 

deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) i kwasu indolilooctowego 

(IAA), aktywacja białek szoku termicznego, antagonizm przeciwko bakteriom promującym 

nukleację lodu, synteza lotnych związków organicznych, produkcja egzopolisacharydów i 

biofilmów, zwiększanie zdolności korzeni do absorpcji związków mineralnych przez grzyby 

mykoryzowe, akumulacja aminowaksów, synteza glomaliny, synteza kwasu abscysynowego 

(ABA) oraz akumulacja osmoprotektantów (prolina, betaina) (Fadiji i in., 2022; Fiodor i in., 

2021). 

 Ograniczanie emisji gazów cieplarnianych i kontrolowanie ich stężenia w atmosferze 

również może być możliwe dzięki wykorzystaniu pożytecznych mikroorganizmów. Zostało 

opisane, że zastosowanie preparatów mikrobiologicznych obniżyło emisję metanu i tlenku 

azotu w doświadczeniach polowych (Akiyama i in., 2016; Kantachote i in., 2016). Aplikacja 

nawozów azotowych powoduje zwiększenie emisji N2O do atmosfery; efekt ten może być 

zredukowany dzięki wykorzystaniu mikroorganizmów zdolnych do biologicznego wiązania 
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azotu takich jak m.in. Rhizobium spp., Azotobacter spp. czy Azospirillum spp. (Aasfar i in., 

2021; Wen i in., 2021). Gleba stanowi również potencjalny rezerwuar CO2. Stosowanie 

bionawozów może zwiększyć sekwestrację dwutlenku węgla w glebie, co przynosi 

jednocześnie dwie korzyści: spadek stężenia CO2 w atmosferze oraz zwiększenie zawartości 

węgla organicznego w glebie (Gayathri i in., 2021). Wsród mikroorganizmów zdolnych do 

łagodzenia stresów indukowanych przez zmiany klimatu można wyróżnić przedstawicieli 

Paraburkholderia spp., Pseudomonas spp., Pantoea spp., Bacillus spp., Azospirillum spp., 

Paenibacillus spp., Burkholderia spp., Streptomyces spp., Achromobacter spp., Citrobacter 

spp., Glomus spp., Acinetobacter spp. i Klebsiella spp. (Fadiji i in., 2022). 
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2. Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej 

Hipoteza badawcza 

 Ze względu na ciągle aktualny i wymagający badań temat bionawozów i ich 

wykorzystania w zrównoważonym rolnictwie postawiono następującą hipotezę badawczą: 

fosforowy nawóz mineralny wzbogacony mikrobiologicznie ma pozytywny wpływ na 

bioróżnorodność mikroorganizmów i aktywność enzymatyczną gleb zdegradowanych i może 

stanowić uzupełnienie lub alternatywę dla tradycyjnych nawozów mineralnych. 

Cel rozprawy doktorskiej 

 Celem rozprawy doktorskiej było określenie wpływu innowacyjnego fosforowego 

nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie na aktywność i różnorodność 

funkcjonalną i genetyczną zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających gleby zdegradowane. 

W związku z tym postawiono następujące cele szczegółowe:  

 określenie aktywności wybranych enzymów glebowych: proteazy, ureazy, fosfatazy 

kwaśnej oraz β-glukozydazy, 

 określenie różnorodności funkcjonalnej mikroorganizmów glebowych na podstawie 

analizy profilu metabolicznego zbiorowisk mikroorganizmów przy zastosowaniu 

płytek metabolicznych BIOLOGTM (ECO oraz FF), 

 określenie różnorodności genetycznej zbiorowisk bakterii, archeonów oraz grzybów 

na podstawie analizy polimorfizmu długości terminalnych fragmentów restrykcyjnych 

(t-RFLP), 

 analiza metataksonomiczna, z zastosowaniem sekwencjonowania następnej generacji 

(Next Generation Sequencing – NGS), zbiorowisk bakterii i grzybów występujących 

w glebie poddanej działaniu fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego 

mikrobiologicznie. 

 Badania wpływu fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie 

na zbiorowiska mikroorganizmów glebowych obejmowały zarówno natychmiastową 

odpowiedź bakterii, archeonów i grzybów bezpośrednio po aplikacji bionawozu, jak również 

sezonowe zmiany w statusie mikrobiomu i mykobiomu zasiedlającego gleby zdegradowane 

chemicznie. 
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3. Materiały i metody 

3.1. Doświadczenia polowe 

 Doświadczenia polowe prowadzono w latach 2018-2019 na dwóch różnych typach 

gleb, pod uprawą kukurydzy (odmiana P9241, FAO: K280, Z270, PIONEER). Pierwsze 

stanowisko doświadczalne zostało zlokalizowane w miejscowości Biszcza, w województwie 

lubelskim (50°43′N, 22°60′E), na wysokości 211 m n.p.m. Gleba, sklasyfikowana jako 

bielicowa wytworzona z piasku słabogliniastego (Brunic Arenosol - BA), została 

zdegradowana chemicznie w wyniku nieprawidłowej uprawy i nawożenia i charakteryzowała 

się bardzo niską zawartością potasu (2,9 mg 100 g-1) i magnezu (1,2 mg 100 g-1), wysoką 

zawartością fosforu (17,4 mg 100 g-1) oraz zakwaszeniem (pHKCl 4,8). Drugie stanowisko 

doświadczalne zostało zlokalizowane w miejscowości Basznia, w województwie 

podkarpackim (50°15′ N, 23°26′ E), na wysokości 230 m n.p.m. Typ gleby określono jako 

bielicowa wytworzona z pyłu (Abruptic Luvisol - AL), a do jej chemicznej degradacji doszło 

w wyniku działalności byłej kopalni siarki położonej w pobliżu stanowiska doświadczalnego. 

Gleba typu AL charakteryzowała się bardzo niską zawartością fosforu (4,8 mg 100 g-1) oraz 

potasu (5,3 mg 100 g-1), niską zawartością magnezu (3,6 mg 100 g-1) oraz zakwaszeniem 

(pHKCl 4,9). 

 W doświadczeniach polowych zastosowano fosforowy nawóz mineralny SUPER FOS 

DAR 40 (Grupa Azoty, Puławy), azotowy nawóz mineralny PULREA PUŁAWSKI 

MOCZNIK 46N (Grupa Azoty, Puławy) oraz sól potasową (Bialchem). Dawki nawozów 

obliczono w oparciu o zasobność gleby w składniki mineralne oraz wymagania żywieniowe 

kukurydzy. Dokładne dawki zaaplikowanych nawozów przedstawiono w Tabeli 1. Fosforowy 

nawóz mineralny został wzbogacony trzema szczepami pożytecznych bakterii: Paenibacillus 

polymyxa (CHT114AB), Bacillus amyloliquefaciens (AF75BB) oraz Bacillus sp. (CZP4/4), 

które zostały wyselekcjonowane z kolekcji SYMBIOBANK Instytutu Ogrodnictwa w 

Skierniewicach. Granule nawozu zostały otoczone mieszanką wyżej wymienionych szczepów 

w proporcji 1:1:1 (Borowik i in., 2019). Gotowe do użycia bionawozy zostały wytworzone i 

dostarczone do badań przez Instytut Nowych Syntez Chemicznych w Puławach. W 

doświadczeniu polowym uwzględniono następujące warianty nawożenia: FC - dawka 

optymalna fosforowego nawozu bez wzbogacenia mikrobiologicznego (wariant kontrolny), 

FA100 - dawka optymalna nawozu zawierająca mikroorganizmy oraz FA60 - dawka nawozu 
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zredukowana o 40% zawierająca mikroorganizmy. Każdy wariant nawożenia składał się z 

trzech poletek doświadczalnych o wymiarach 10 x 15 m. Próbki gleby do badań pobierano 

trzykrotnie w obu latach doświadczenia w następujących terminach: przed aplikacją 

(bio)nawozów (kwiecień 2018/2019), bezpośrednio po aplikacji (bio)nawozów (czerwiec 

2018/2019) oraz po zbiorach kukurydzy (październik 2018/2019). Próbki gleby pobrano z 

pięciu losowo wybranych miejsc w obrębie każdego poletka z głębokości 0-25 cm i 

uśredniono przez intensywne mieszanie, a następnie przetransportowano do laboratorium i 

przesiano przez 2 mm sito w celu usunięcia zanieczyszczeń takich jak kamienie lub korzenie 

roślin. Oczyszczone próbki gleby zostały natychmiast wykorzystane do badań (aktywność 

enzymatyczna gleby) lub przechowywane w odpowiednich warunkach (-4°C do analiz z 

wykorzystaniem systemu BIOLOGTM lub -80°C do izolacji DNA). Etapy prowadzonych 

badań przedstawiono na Rysunku 1.  

Tabela 1. Dawki nawozów zastosowane w doświadczeniu polowym w latach 2018-2019. Dawki zaaplikowanych 

(bio)nawozów zostały obliczone oddzielnie da każdego typu gleby i podane w przeliczeniu na hektar. 

Wariant nawożenia Brunic Arenosol (BA) Abruptic Luvisol (AL) 

Dawka optymalna 

(FC) 

125 kg fosforowego nawozu 

mineralnego; 365 kg mocznika; 290 kg 

soli potasowej 

150 kg fosforowego nawozu 

mineralnego; 360 kg mocznika; 284 kg 

soli potasowej 

Dawka optymalna 

wzbogacona 

mikrobiologicznie 

(FA100) 

156,25 kg fosforowego nawozu 

mineralnego wzbogaconego 

mikrobiologicznie; 365 kg mocznika; 

290 kg soli potasowej 

187,5 kg fosforowego nawozu 

mineralnego wzbogaconego 

mikrobiologicznie; 360 kg mocznika; 

284 kg soli potasowej 

Dawka zredukowana 40% 

wzbogacona 

mikrobiologicznie 

(FA60) 

93,75 kg fosforowego nawozu 

mineralnego wzbogaconego 

mikrobiologicznie; 365 kg mocznika; 

290 kg soli potasowej 

112,5 kg fosforowego nawozu 

mineralnego wzbogaconego 

mikrobiologicznie; 360 kg mocznika; 

284 kg soli potasowej 

 

3.2. Aktywność enzymatyczna gleby 

 Aktywność ureazy oznaczono metodą Zantua i Bremnera (1977) z użyciem mocznika 

jako substratu. Próbki gleby inkubowano w temperaturze 37°C przez 18 godzin, a stężenie 

amoniaku określono metodą Nesslera przez pomiar absorbancji przy długości fali 410 nm. 

Aktywność proteazy oznaczono metodą Ladda i Butlera (1972) zmodyfikowaną przez Alefa i 

Nannipieriego (1995). Próbki gleby inkubowano w temperaturze 50°C przez godzinę z 

roztworem kazeinianu sodu w buforze Tris-HCl o pH równym 8,1. Stężenie tyrozyny 

określono spektrofotometrycznie przy długości fali 578 nm. Aktywność β-glukozydazy 

oznaczono przy użyciu metody zaproponowanej przez Eivazi and Tabatabai (1988) 

zmodyfikowanej przez Alefa i Nannipieriego (1995). Metoda ta polega na kolorymetrycznym 
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oznaczeniu stężenia p-nitrofenolu (PNP) przy długości fali 400 nm, po inkubacji próbek gleby 

z roztworem p-nitrofenolu-β-D-glukopiranozydu (PNG) w temperaturze 37°C przez godzinę. 

Aktywność fosfatazy kwaśnej oznaczono na podstawie metody Tabatabai i Bremnera (1969). 

Próbki gleby inkubowano z roztworem p-nitrofenylofosforanu w buforze Tris-HCl (pH=6,5) 

w temperaturze 37°C przez godzinę, a następnie stężenie uwolnionego PNP zmierzono 

spektrofotometrycznie przy długości fali 400 nm. Aktywności poszczególnych enzymów 

zostały przeliczone w odniesieniu do suchej masy gleby określonej metodą wagową za 

pomocą wagosuszarki przez wysuszenie gleby w temperaturze105°C. 

3.3. Zawartość przyswajalnego fosforu i plon kukurydzy 

 Zawartość przyswajalnego fosforu (P2O5) została określona według metody Egnera-

Riehma zgodnie ze standardem PN-R-04023 (1996). Plon kukurydzy, po zbiorach, określono 

jako wagę wszystkich roślin z każdego poletka doświadczalnego w danym wariancie 

nawożenia w przeliczeniu na 1 ha. 

3.4. Analizy z wykorzystaniem systemu BIOLOGTM 

 Różnorodność funkcjonalną zbiorowisk mikroorganizmów glebowych oznaczono za 

pomocą systemu BIOLOGTM oraz płytek metabolicznych ECO i FF opłaszczonych 

substratami węglowymi należącymi do różnych grup związków chemicznych. Ogólna 

aktywność metaboliczna zbiorowisk mikroorganizmów została zbadana przy użyciu płytek 

ECO, natomiast aktywność zbiorowisk grzybów określono przy użyciu płytek FF. Płytki ECO 

zawierają zestaw 31 substratów węglowych w trzech powtórzeniach, płytki FF obejmują 

natomiast 95 różnych związków węgla. Na obu rodzajach płytek znajdują się również dołki 

kontrolne zawierające wodę zamiast związku węgla. 

 W celu przygotowania zawiesiny gleby, do 99 cm3 sterylnej wody peptonowej 

wprowadzono 1 g świeżej próbki gleby. Zawiesinę wytrząsano w temperaturze pokojowej 

przez 20 minut a następnie inkubowano w temperaturze 4°C przez 30 minut (Gryta i in., 

2014). Tak przygotowaną zawiesiną inokulowano płytki BIOLOG, przy czym ilość inokulum 

wynosiła, odpowiednio, 120 µl i 100 µl, dla płytek ECO i FF. Płytki inkubowano przez 10 dni 

w temperaturze 24°C, a pomiarów absorbancji dokonywano co 24 godziny przy długościach 

fali 590/750 nm (płytki ECO) i 490/750 nm (płytki FF). 
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3.5. Izolacja DNA 

 Izolację materiału genetycznego mikroorganizmów przeprowadzono bezpośrednio z 

0,5 g próbek gleby przy użyciu zestawu do ekstrakcji DNA z gleby i osadów FastDNA SPIN 

Kit for Feces (MP Biomedicals, Solon, OH) zgodnie z protokołem producenta. Stężenie 

wyizolowanego DNA określono spektrofotometrycznie przy długości fali 260 nm, natomiast 

czystość materiału genetycznego przy użyciu wartości współczynników 260/230 i 260/280 

obliczonych na podstawie pomiaru absorbancji przy długościach fali 230, 260 i 280 nm 

(NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific, West Palm Beach, FL). Następnie wyizolowane 

DNA przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz. 

3.6. Analiza polimorfizmu długości terminalnych fragmentów 

restrykcyjnych typu multiplex (M-tRFLP) 

 Analiza M-tRFLP składała się z następujących etapów: reakcja PCR (łańcuchowa 

reakcja polimerazy) typu multiplex z fluorescencyjnie wyznakowanymi starterami 

specyficznymi dla danej grupy mikroorganizmów, trawienie amplikonów enzymem 

restrykcyjnym a następnie rozdział i detekcja uzyskanych fragmentów w analizatorze 

genetycznym. 

 W reakcji PCR bakteryjny region 16S rDNA został zamplifikowany z użyciem pary 

starterów 63f (5′-AGGCCTAACACATGCAAGTC-3′) (Marchesi i in., 1998) oraz 1087r (5′-

HEX-CTCGTTGCGGGACTTACCCC-3′) (Hauben i in., 1997), do amplifikacji regionu ITS1 

genomu grzybów wykorzystano startery ITS1F (5′-6-FAM-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′) (Gardes i Bruns, 1993) i ITS4R (5′-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) (White i in., 1990), natomiast w przypadku archeonów 

zastosowano startery Ar3F (5′-TTCCGGTTGATCCTGCCGGA-3′) (Jurgens i Saano, 1999) i 

Ar9R (5′-ROX-CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC-3′) (Jurgens i in., 1997). Skład 

mieszaniny reakcyjnej o objętości 30 µl był następujący: 15 µl RedTaq®ReadyMix™ PCR 

Reaction Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 4 ng matrycowego DNA oraz startery 

rozcieńczone do stężenia 10 µM: 0,5 µl dla bakterii oraz 1 µl w przypadku archeonów i 

grzybów. Reakcję PCR przeprowadzano w termocyklerze gradientowym (Veriti 96 well Fast 

Thermal Cycler, Applied Biosystems) w następujących warunkach: denaturacja wstępna 

(95°C, 5 minut), 30 cykli obejmujących denaturację (95°C, 30 sekund), przyłączanie 

starterów (55°C, 30 sekund) i elongację (72°C, 60 sekund), a następnie elongacja końcowa 
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(72°C, 10 minut). Oceny jakościowej produktów amplifikacji dokonano w 2% żelu 

agarozowym wybarwionym barwnikiem SimplySafe (EURx, Gdańsk, Poland). Elektroforezę 

prowadzono w buforze TAE przez 40 minut przy napięciu 110V. Wielkość amplikonów 

(bakterie - 1000 pz, archeony - 900 pz, grzyby - 600 pz) określono przy użyciu markera 

masowego. W kolejnym kroku produkty reakcji PCR oczyszczono przy użyciu zestawu 

EXOSAP (zawierającego egzonukleazę I i alkaliczną fosfatazę), a następnie na kolumnach 

Performa® DTR (Dye Terminator Removal) Gel Filtration Cartridges (EdgeBio, San Jose, 

CA, USA) zgodnie z protokołami producentów. Oczyszczone amplikony poddano trawieniu 

enzymem restrykcyjnym HaeIII. Mieszanina restrykcyjna o objętości 13 µl zawierała 50 ng 

DNA, wodę, 0,6 µl buforu Tango, 0,6 µl enzymu HaeIII (10 U/µl) oraz 0,6 µl buforu ONE 

zawierającego surowiczą albuminę wołową. Restrykcję prowadzono w temperaturze 37°C 

przez 2 godziny, a inaktywację enzymu w temperaturze 80°C przez 20 minut. Następnie 

przygotowano mieszaninę reakcyjną, zawierającą 1 µl produktu restrykcji, 9 µl 

dejonizowanego formamidu i 0,5 µl markera wielkości GS-600LIZ (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), którą w kolejnym etapie naniesiono na 96-dołkową płytkę. Płytkę 

zdenaturowano (94°C, 3 minuty) i schłodzono na lodzie. Rozdział i detekcję fluorescencyjnie 

wyznakowanych terminalnych fragmentów restrykcyjnych (T-RFs) wykonano przez 

elektroforezę kapilarną w analizatorze genetycznym ABI 3130 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) (Gryta i Frąc, 2020). Uzyskane wyniki poddano analizie za pomocą 

programu GeneMapper v. 4.0. Fragmenty restrykcyjne mniejsze niż 50 par zasad i stanowiące 

mniej niż 1% całkowitej powierzchni w obrębie danej próbki usunięto z analizy. 

3.7. Sekwencjonowanie następnej generacji (Next Generation Sequencing - 

NGS) 

 Sekwencjonowanie następnej generacji zostało przeprowadzone w Genomedzie S.A. 

w Warszawie na platformie MiSeq Illumina. Metataksonomiczną analizę zbiorowisk 

mikroorganizmów glebowych wykonano na podstawie hiperzmiennego regionu V3-V4 16S 

rDNA (bakterie i archeony) oraz regionu ITS1 (grzyby). Do amplifikacji regionu V3-V4 16S 

rDNA użyto starterów 341F (5′-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA 

CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-3′) oraz 785R (5′-GTC TCG TGG GCT CGG AGA 

TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3′) (Klindworth i in., 

2013). Natomiast starterów ITS1FI2 (5′-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG 

AGA CAG GAA CCW GCG GAR GGA TCA-3′) i 5.8S (5′-GTC TCG TGG GCT CGG 
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AGA TGT GTA TAA GAG ACA GCG CTG CGT TCT TCA TCG-3′) użyto do amplifikacji 

regionu ITS1 (Schmidt i in., 2013; Vilgalys Mycology Lab, 1992). Mieszanina reakcyjna o 

objętości 25 µl zawierała 10 ng matrycowego DNA, startery rozcieńczone do stężenia 10 µM 

oraz polimerazę DNA Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (NEB Inc., Ipswich, MA, 

USA). Amplifikację przeprowadzono w następujących warunkach: denaturacja wstępna 

(98°C, 30 sekund), 25-35 cykli obejmujących denaturację (98°C, 5-10 sekund), przyłączanie 

starterów (50-72°C, 10-30 sekund) i elongacja (72°C, 20-30 sekund), a następnie elongacja 

końcowa (72°C, 2 minuty). Sekwencjonowanie przeprowadzono w technologii odczytów 

sparowanych (ang. paired-end) 2 x 250 par zasad. 

3.8. Analizy statystyczne i bioinformatyczne 

 Stopień utylizacji poszczególnych substratów węglowych na płytkach ECO i FF 

przedstawiono w postaci map cieplnych. Sezonowe zmiany w profilach katabolicznych 

zbiorowisk mikroorganizmów glebowych wyrażono za pomocą analizy głównych 

składowych (ang. principle component analysis - PCA). Potencjał metaboliczny 

mikroorganizmów wyrażono także jako stosunek OD 590 nm/OD 750 nm (ECO) oraz OD 

490 nm/OD 750 nm (Pinzari i in., 2016). 

 Współczynnik Jaccarda (J) policzono z następującego wzoru J = NAB/(NA + NB−NAB), 

w którym poszczególne zmienne oznaczały: NA - elementy występujące w zbiorze A, NB - 

elementy występujące w zbiorze B, NAB - elementy wspólne dla zbiorów A i B (López i in., 

2019). Do wyliczenia współczynnika Sorensena (QS) zastosowano wzór QS = 2C/(A + B), 

gdzie zmienne obejmowały: A - elementy występujące w zbiorze A, B - elementy 

występujące w zbiorze B, C-elementy wspólne dla zbiorów A i B (Walitang i in., 2019). 

 Mapy cieplne ilustrujące zmiany w liczbie i względnej obfitości terminalnych 

fragmentów restrykcyjnych (T-RFs) zostały wygenerowane przy użyciu narzędzia matrix2png 

(Pavlidis i Noble, 2003). Identyfikacji mikroorganizmów na podstawie wielkości wybranych 

T-RFs i bibliotek sekwencji DNA dokonano za pomocą aplikacji TRiFLe (Junier i in., 2008). 

Diagramy Venna skonstruowano przy użyciu narzędzi online 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ oraz 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ (Venny 2.1.0). Dendrogramy analizy skupień 

sporządzono w oparciu o względną obfitość T-RFs przy użyciu algorytmu Warda i odległości 

euklidesowej z zaznaczonymi kryteriami Sneatha (33% oraz 66%). 
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 Automatyczną wstępną analizę danych sekwencjonowania następnej generacji 

polegającą na demultipleksowaniu i generowaniu plików fastq, przeprowadzono na platformie 

Miseq przy użyciu oprogramowania MiSeq Reporter (MSR) w wersji 2.6 (Illumina Inc., San 

Diego, CA). Analizę bioinformatyczną pozwalającą na przypisanie odczytów do 

odpowiednich poziomów taksonomicznych przeprowadzono za pomocą oprogramowania 

Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME) (Caporaso i in., 2010) w oparciu o 

algorytm uCLUST (Edgar, 2010) i bazę danych GreenGenes v.13.8 (16S V3-V4) (DeSantis i 

in., 2006) oraz algorytm BLAST (Altschul i in., 1990) i bazę danych UNITE v.8 (ITS1) 

(Kõljalg i in., 2013; Nilsson i in., 2019). 

 Profil funkcjonalny zbiorowisk bakterii został wygenerowany z danych 16S rDNA 

przy użyciu narzędzi PICRUSt oraz PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities 

by Reconstruction of Unobserved States) (Langille i in., 2013; Douglas i in., 2020), natomiast 

klasy genów funkcjonalnych określono za pomocą bazy danych KEGG (Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes) (Kanehisa i Goto, 2000). Bazę danych FUNGuild wykorzystano z 

kolei do przypisania cech ekologicznych grzybów do operacyjnych jednostek 

taksonomicznych (ang. operational taxonomic units - OTUs) uzyskanych z 

sekwencjonowania regionu ITS1 rDNA (Nguyen i in., 2016). 

 Analiza beta różnorodności zbiorowisk mikroorganizmów glebowych obejmowała 

analizę głównych współrzędnych (ang. principle coordinate analysis - PCoA), konstrukcję 

dendrogramów metodą średnich połączeń (ang. unweighted pair group method with 

arithmetic mean - UPGMA) oraz niemetryczne skalowanie wielowymiarowe (ang. non-metric 

multidimensional scaling - NMDS). 

 Statystycznie istotne różnice pomiędzy wariantami nawożenia dla analizowanych 

parametrów (aktywność enzymatyczna gleby, plon kukurydzy, zawartość przyswajalnego 

fosforu, liczba operacyjnych jednostek taksonomicznych, AWCD (ang. Average Well Color 

Development), AWDD (ang. Average Well Density Development), wskaźniki 

bioróżnorodności Richness i Shannona) określono z wykorzystaniem odpowiednich testów 

statystycznych. Weryfikację założeń analizy wariancji (ANOVA) obejmujących normalność 

rozkładu oraz jednorodność wariancji przeprowadzono odpowiednio z użyciem testu Shapiro-

Wilka oraz testu Levene'a. Przy spełnieniu założenia normalności rozkładu, ale braku 

jednorodności wariancji zastosowano test F-Welcha, a następnie test post-hoc Tukey'a. 
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Natomiast przy braku normalności rozkładu zastosowano test nieparametryczny Kruskala-

Wallisa i test Dunna. Wszystkie analizy statystyczne wykonano z użyciem programów 

Statistica v. 13.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK) oraz RStudio v. 1.0.5.999 (R Core Team, Wiedeń, 

Austria). 

 

Rys. 1. Etapy prowadzonych badań. Rysunek wykonano w programie BioRender. 
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4. Omówienie wyników przedstawionych w publikacjach i 

badaniach uzupełniających 

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

manuskrypt publikacji P.4, podjęto zagadnienie wykorzystania bionawozów we 

współczesnym rolnictwie oraz scharakteryzowano wpływ innowacyjnego fosforowego 

nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie na aktywność i bioróżnorodność 

mikroorganizmów zasiedlających gleby zdegradowane. W dwuletnim doświadczeniu 

polowym prowadzonym w latach 2018-2019 na dwóch typach gleb zdegradowanych (Brunic 

Arenosol- BA i Abruptic Luvisol -AL) uwzględniono trzy warianty nawożenia: dawkę 

optymalną bez wzbogacenia mikrobiologicznego (FC), dawkę optymalną wzbogaconą 

mikrobiologicznie (FA100) oraz dawkę zredukowaną o 40% wzbogaconą mikrobiologicznie 

(FA60). 

4.1. Publikacja P.1 (Biofertilizers in agriculture: An overview on concepts, 

strategies and effects on soil microorganisms) 

Mącik, M., Gryta, A., Frąc M., 2020. Biofertilizers in agriculture: An overview of concepts, 

strategies and effects on soil microorganisms. Advances in Agronomy 162, 31-87. 

 W publikacji przeglądowej P.1 przedstawiono koncepcje i strategie wykorzystania 

bionawozów we współczesnym rolnictwie oraz podkreślono rolę nawozów 

mikrobiologicznych jako efektywnych zamienników lub suplementów tradycyjnych nawozów 

mineralnych w odniesieniu do negatywnych skutków związanych z nadmierną intensyfikacją 

i chemizacją rolnictwa. Scharakteryzowano bionawozy jako przyjazne środowisku preparaty, 

których implementacja pozostaje w zgodzie z zasadami zrównoważonego i ekologicznego 

rolnictwa, a także z regulacjami prawnymi dotyczącymi ograniczenia ilości agrochemikaliów 

aplikowanych do gleby. Podkreślono szerokie spektrum działania bionawozów w kierunku 

poprawy wzrostu i rozwoju roślin, jakości gleb uprawnych oraz struktury zbiorowisk 

mikroorganizmów glebowych. Przedstawiono także jak zmieniało się pojęcie "bionawóz" 

wraz z rozwojem wiedzy na temat interakcji między mikrobiomem glebowym i rośliną. 

 W publikacji P.1 scharakteryzowano najpopularniejsze nośniki bionawozów: nośniki 

stałe oraz preparaty płynne, a także przedstawiono nowe możliwości w produkcji środków 

mikrobiologicznych: immobilizację i enkapsulację komórek mikroorganizmów, 

wykorzystanie biofilmów bakteryjnych i grzybowych, nanonawozy oraz preparaty suszone w 
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złożu fluidalnym (ang. fluidized bed dried formulations - FDB). Przedstawiono także proces 

produkcji bionawozów począwszy od wyboru odpowiednich mikroorganizmów do pakowania 

gotowych preparatów. Zaprezentowano również wymagania jakościowe jakie muszą spełnić 

bionawozy, aby zostać dopuszczone do użytku oraz najczęściej stosowane metody aplikacji 

preparatów mikrobiologicznych: na nasiona, na sadzonki oraz doglebowo. 

 Dokonano również klasyfikacji i charakterystyki bionawozów na podstawie 

mechanizmu ich działania: wiązanie azotu, udostępnianie fosforu, stymulowanie wzrostu 

roślin, udostępnianie potasu, cynku, siarki i krzemu. W obrębie każdego mechanizmu 

przedstawiono mikroorganizmy zdolne do przeprowadzenia opisywanych procesów oraz 

podano przykłady komercyjnych preparatów stosowanych na świecie, a także 

scharakteryzowano globalny rynek bionawozów. Zademonstrowano także najbardziej 

popularne techniki wykorzystywane do analizy zmian w populacjach mikroorganizmów 

glebowych: elektroforeza w gradiencie czynnika denaturującego (DGGE), analiza 

polimorfizmu długości terminalnych fragmentów restrykcyjnych (t-RFLP), analiza 

restrykcyjna amplifikowanego rybosomalnego DNA (ARDRA), analiza polimorfizmu 

konformacji pojedynczej nici (SSCP) oraz profilowanie metaboliczne z wykorzystaniem 

systemu BIOLOGTM. 

4.2. Publikacja P.2 (The Status of Soil Microbiome as Affected by the 

Application of Phosphorus Biofertilizer: Fertilizer Enriched with Beneficial 

Bacterial Strains) 

Mącik, M., Gryta, A., Sas-Paszt, L., Frąc, M., 2020. The Status of Soil Microbiome as 

Affected by the Application of Phosphorus Biofertilizer: Fertilizer Enriched with Beneficial 

Bacterial Strains. International Journal of Molecular Sciences 21, 8003. 

 W publikacji P.2 przedstawiono wyniki badań dotyczących natychmiastowej 

odpowiedzi zbiorowisk mikroorganizmów glebowych po aplikacji fosforowego bionawozu w 

dwóch różnych typach gleb zdegradowanych - Brunic Arenosol (BA) oraz Abruptic Luvisol 

(AL). Do badań wykorzystano próbki gleby pobrane tydzień po aplikacji (bio)nawozów w 

sezonie letnim w 2018 roku. Potwierdzono pozytywny wpływ fosforowego bionawozu na 

parametry mikrobiologiczne gleb zdegradowanych, obejmujące aktywność enzymatyczną 

oraz różnorodność funkcjonalną i genetyczną bakterii, archeonów i grzybów. 
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 Gleba typu AL charakteryzowała się wyższą aktywnością enzymatyczną w 

porównaniu do gleby typu BA. Zaobserwowano wzrost aktywności β-glukozydazy, proteazy 

oraz ureazy w obu typach gleb w wariantach FA100 i FA60 w porównaniu do gleby 

kontrolnej, co może oznaczać wzrost dostępności składników pokarmowych dla roślin i 

wydajniejszy obieg materii. Jeśli chodzi natomiast o fosfatazę kwaśną, to jej aktywność 

utrzymywała się na podobnym poziomie we wszystkich wariantach nawożenia w obu typach 

gleb, bez istotnych statystycznie różnic. Szczególnie ważny jest wzrost aktywności 

enzymatycznej w wariancie FA60, ponieważ daje to szansę na redukcję dawki nawozu 

mineralnego przy jednoczesnym pozytywnym wpływie na procesy enzymatyczne zachodzące 

w glebie. 

 Analiza profili metabolicznych zbiorowisk bakterii i grzybów wykazała wzrost 

zużycia substratów należących do różnych grup związków chemicznych (polimey, 

aminokwasy, kwasy karboksylowe, węglowodany, aminy). Zwiększenie wartości 

współczynnika "Richness" (liczba metabolizowanych substratów) w wybranych wariantach 

FA100 i FA60 może być związane z poszerzeniem zdolności metabolicznych 

mikroorganizmów. O wzroście ogólnej aktywności metabolicznej świadczy również wzrost 

wartości wskaźników AWCD i AWDD. W glebie typu AL obserwowano także wzrost 

utylizacji fosforanu D-glukozy oraz fosforanu D,L-α-glicerolu, związków mogących stanowić 

źródło fosforu. 

 Analiza różnorodności genetycznej przy użyciu metody M-tRFLP wykazała wzrost 

liczby terminalnych fragmentów restrykcyjnych (T-RFs) w wariantach FA100 i FA60 wśród 

zbiorowisk bakterii, archeonów i grzybów. Obecność T-RFs o tej samej wielkości w 

wariantach FC, FA100 i FA60 może wskazywać na obecność powszechnie występujących 

bakterii, archeonów i grzybów, niezależnie od sposobu nawożenia, natomiast zmiany we 

względnej obfitości poszczególnych T-RFs mogą być związane z wrażliwością 

mikroorganizmów na dany sposób nawożenia. 

 Metataksonomiczna analiza przy pomocy sekwencjonowania następnej generacji 

ujawniła różnice w strukturze populacji mikroorganizmów glebowych na poziomie typu, 

klasy i rzędu (alfa różnorodność). Na poziomie typu badane gleby były zdominowane przez 

Actinobacteriota (25.49–31.68%), Proteobacteria (24.78–28.59%) Acidobacteria (9,60–

14,39%) i Chloroflexi (6,52–12,18%) oraz przez Ascomycota (33,70–56,15%), 
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Basidiomycota (10,17–17,90%) i Zygomycota (9,24–14,23%). Przedstawiciele Proteobacteria 

i Acidobacteria występują powszechnie w wielu typach gleb, przy czym Proteobacteria 

stanowią najbardziej zróżnicowany typ bakterii pod względem filogenetycznym. Wysoka 

względna obfitość Ascomycota może wynikać z tego, że mikroorganizmy należące do tego 

typu są najliczniej występującymi grzybami w środowiskach lądowych. Aplikacja 

fosforowego bionawozu stymulowała występowanie niektórych grup mikroorganizmów 

(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Rhizobiales, Sordariomycetes, 

Agaricomycetes, Hypocreales). Jeśli chodzi o archeony to ich względna obfitość była niska i 

wynosiła 0,03-0,09% w zależności od typu gleby i wariantu nawożenia. W zbiorowiskach 

archeonów dominowały mikroorganizmy należące do typu Crenarchaeota (0,02–0,07%). 

Natomiast analiza beta różnorodności wykazała wyraźne grupowanie wariantów nawożenia w 

zależności od typu gleby. Odseparowanie wariantów FA100 i FA60 od gleby kontrolnej 

wynika z różnic w składzie populacji zbiorowisk mikroorganizmów w danym wariancie 

nawożenia. 

 Sekwencjonowanie następnej generacji umożliwiło także wgląd w profil funkcjonalny 

zbiorowisk bakterii. Większość (~55%) zidentyfikowanych funkcjonalnych OTU została 

przypisana do klasy "Metabolizm", zgodnie z modułem KEGG, co sugeruje, że procesy 

metaboliczne różnych związków zachodzą z największą intensywnością w zbiorowiskach 

bakterii. Gleba typu AL charakteryzowała się wyższą liczbą sekwencji, natomiast w glebie 

typu BA zaobserwowano wzrost liczby funkcjonalnych OTU przypisanych do głównych klas 

KEGG w wariantach FA100 i FA60. W glebie typu BA w wariantach FA100 i FA60 wzrosła 

także liczba sekwencji przypisanych do metabolizmu węglowodanów, aminokwasów, lipidów 

i ksenobiotyków, transdukcji sygnałów, translacji i transportu membranowego. Natomiast w 

glebie typu AL w wariancie FA100 po aplikacji fosforowego bionawozu wzrosła liczba OTU 

związanych z transportem membranowym, metabolizmem energetycznym oraz 

metabolizmem kofaktorów i witamin. W glebie typu BA w wariantach FA100 i FA60 wzrosła 

również liczba sekwencji związanych ze szlakami przemian fosforu: fosforylacją 

oksydacyjną, szlakiem pentozofosforanowym, metabolizmem glicerofosfolipidów, fosforanu 

inozytolu, fosfonianów i fosfinianów oraz systemem sygnalizacji fosfatydyloinozytolu. 

Ponadto, w wariancie FA100 zwiększyła się liczba OTU przypisanych do systemu 

fosfotransferazy. Analiza profilu funkcjonalnego zbiorowisk grzybów ujawniła natomiast, że 

w badanych glebach dominowały dwa poziomy troficzne: saprotrof (21,00-35,98%) oraz 
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saprotrof-symbiotrof (6,84-16,34%). W glebie typu BA w wariantach FA100 i FA60 

istotnemu obniżeniu uległa liczba patotrofów oraz zwiększyła się liczba saprotrofów-

symbiotrofów, natomiast w glebie typu AL zaobserwowano zwiększenie liczby OTU 

przypisanych do saprotrofów oraz symbiotrofów. Grzyby saprotroficzne stanowią istotny 

element środowiska glebowego, gdyż uczestniczą w dekompozycji martwej materii 

organicznej, więc zwiększenie ich liczby w glebie może być powiązane z wydajniejszym 

obiegiem materii i pierwiastków w ekosystemie. 

 Uzyskane wyniki wskazują na pozytywny wpływ fosforowego nawozu mineralnego 

wzbogaconego mikrobiologicznie na zbiorowiska mikroorganizmów glebowych, ich 

bioróżnorodność i funkcjonalność bezpośrednio po aplikacji bionawozu.  

4.3. Publikacja P.3 (Composition, activity and diversity of bacterial and 

fungal communities responses to inputs of phosphorus fertilizer enriched 

with beneficial microbes in degraded Brunic Arenosol) 

Mącik, M., Gryta, A., Sas-Paszt, L., Frąc, M., 2022. Composition, activity and diversity of 

bacterial and fungal communities responses to inputs of phosphorus fertilizer enriched with 

beneficial microbes in degraded Brunic Arenosol. Land Degradation & Development 33(6), 

844-865. 

 W publikacji P.3 przedstawiono sezonowe zmiany w statusie mikrobiomu i 

mykobiomu zasiedlającego glebę typu Brunic Arenosol po aplikacji fosforowego bionawozu. 

Do badań wykorzystano próbki gleby pobrane po zbiorach kukurydzy na jesieni w 2018 roku 

(ang. autumn 2018 - A18), po aplikacji (bio)nawozów w sezonie letnim 2019 roku (ang. 

summer 2019 - S19) oraz po zbiorach kukurydzy na jesieni 2019 roku (ang. autumn 2019 - 

A19). 

 Najwyższą aktywność proteazy odnotowano w wariancie FA100(S19). Jeśli chodzi o 

sezonowe zmiany aktywności proteazy, to w roku 2019 zaobserwowano obniżenie 

aktywności tego enzymu pomiędzy odpowiadającymi kontrolami i wariantami FA100 oraz 

zwiększenie między wariantami FA60. W przypadku ureazy najwyższą aktywność 

zanotowano w wariantach FA100(A18) and FA100(A19). W drugim roku doświadczenia 

polowego wystąpiła tendencja wzrostowa aktywności ureazy pomiędzy wariantami FA100. 

Aktywność fosfatazy kwaśnej utrzymywała się na wyższym poziomie w wariantach FA100 i 

FA60 we wszystkich analizowanych terminach. W S19 i A19 zaobserwowano zwiększenie 
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aktywności fosfatazy wraz ze zmniejszeniem dawki nawozu mineralnego. Natomiast 

najwyższą aktywność β-glukozydazy odnotowano w wariantach FA100(A19) i FA60(A19), 

ze statystycznie istotnymi różnicami w porównaniu do gleby kontrolnej. Wahania aktywności 

badanych enzymów w publikacji P.3 mogą wynikać z faktu, że parametr ten jest podatny na 

zmiany w ciągu 2 lat od zadziałania określonego czynnika (Dick i Kandeler, 2005). 

Analizując aktywności enzymatyczne ze wszystkich trzech terminów jednocześnie 

stwierdzono, że aktywności proteazy, ureazy, β-glukozydazy oraz fosfatazy kwaśnej 

utrzymywały się na wyższym poziomie w wariantach FA100 i FA60, co potwierdza 

pozytywny wpływ aplikacji fosforowego bionawozu na glebowe procesy enzymatyczne. 

 W obu latach doświadczenia polowego w wariantach FA100 i FA60 odnotowano 

zwiększenie plonu kukurydzy w porównaniu z glebą kontrolną, bez istotnych statystycznie 

różnic pomiędzy poszczególnymi wariantami. Warto zwrócić uwagę, że największe plony 

zaobserwowano w wariancie, w którym zaaplikowano dawkę zredukowaną nawozu 

zawierającą mikroorganizmy. Aplikacja fosforowego bionawozu w czerwcu 2019 roku 

spowodowała również zwiększenie zawartości dostępnego fosforu w glebie o 2,52% w 

porównaniu do wariantu kontrolnego. W terminach jesiennych obserwowano zmniejszenie 

zawartości P2O5 w wariantach FA100 i FA60, aczkolwiek spadek ten może być związany ze 

wzrostem plonu kukurydzy we wspomnianych wariantach i zużyciem składników 

mineralnych. 

 Analiza PCA wskazała na wyraźne grupowanie wariantów nawożenia w zależności od 

terminu poboru próbek gleby, zarówno w przypadku płytek ECO jak i FF. Sezonowa 

odpowiedź mikroorganizmów na aplikację bionawozu może być związana między innymi z 

nasileniem procesu fotosyntezy w sezonie letnim i uwalnianiem produktów tego procesu do 

gleby, a także ze zmianą preferowanych źródeł węgla w zależności od pory roku. O 

osiągnięciu równowagi metabolicznej wśród zbiorowisk mikroorganizmów glebowych i 

adaptacji do nowego sposobu nawożenia może świadczyć zgrupowanie wszystkich trzech 

wariantów nawożenia razem w analizach ECO i FF w obrębie terminu A19. 

 Sezonowe zmiany w strukturze zbiorowisk mikroorganizmów glebowych ujawniła 

także analiza t-RFLP. Bakterie i grzyby charakteryzowały się wyższą liczbą terminalnych 

fragmentów restrykcyjnych (T-RFs) w terminach jesiennych, natomiast najwyższą liczbę T-

RFs w zbiorowiskach archeonów odnotowano bezpośrednio po aplikacji fosforowego 
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bionawozu w sezonie letnim w 2019 roku. Mniejsze wahania w liczbie T-RFs dla archeonów 

mogą sugerować, że ta grupa jest bardziej odporna na zmianę warunków środowiska. 

Identyfikacja na podstawie wielkości wybranych T-RFs przy pomocy narzędzia TRiFLe 

ujawniła obecność mikroorganizmów ważnych dla prawidłowego funkcjonowania gleby, np: 

Nitrososphaera spp. (archeony utleniające amoniak), Ferroplasma spp. (archeony 

uczestniczące w obiegu żelaza), Rhizobium spp. (wiązanie azotu atmosferycznego), 

Lysobacter spp. (biokontrola fitopatogenów grzybowych), Cortinarius spp., Conocybe spp. 

(saprotrofy), Solicoccozyma spp. (bioremediacja). Niektóre ze zidentyfikowanych rodzajów 

zostały również scharakteryzowane pod kątem uruchamiania fosforu z trudno dostępnych 

źródeł, np: Lysobacter spp., Pseudomonas spp., Burkholderia spp., Pantoea spp., oraz 

Trichoderma spp..  

 Na podstawie wyników z sekwencjowania następnej generacji przeanalizowano 

strukturę zbiorowisk mikroorganizmów na poziomie rzędu. W zbiorowiskach bakterii i 

archeonów wzrosła liczba rzędów w wariantach FA100 (181) i FA60 (180) w porównaniu do 

FC (178), co sugeruje pozytywny wpływ bionawozu na bioróżnorodność mikrobiomu. 

Badana gleba była zdominowana przez bakterie należące do Actinomycetales (12,69–

19,08%), Rhizobiales (6,06–8,04%), Xanthomonadales (3,16–6,43%), Rhodospirillales (4,40–

5,49%), Acidobacteriales (4,03–7,05%) i Solirubrobacterales (4,19–5,15%). Bakterie należące 

do rzędu Actinomycetales wykazują cechy promujące wzrost i rozwój roślin, np: 

udostępnianie fosforu, synteza sideroforów i hamowanie aktywności fitopatogenów. Po 

aplikacji bionawozu w sezonie letnim S19 zwiększeniu uległa względna obfitość 

Actinomycetales, Rhizobiales, Xanthomonadales, Sphingomonadales, Burkholderiales i 

Bacillales w porównaniu do terminów jesiennych. Warto zwrócić uwagę, że w obrębie 

wymienionych rzędów istnieją pożyteczne gatunki mikroorganizmów, więc zwiększenie ich 

liczebności może oznaczać zapewnienie dogodnych warunków dla rozwoju kukurydzy oraz 

poprawę stanu mikrobiologicznego i jakości gleby. Natomiast bakterie należące do 

Rhodospirillales, Acidobacteriales, Acidimicrobiales, Thermogemmatisporales, 

Solibacterales, Myxococcales i Gemmatales miały większy procentowy udział w kreowaniu 

struktury zbiorowisk bakterii w próbkach gleby pobranych po zbiorach kukurydzy na jesieni 

2018 i 2019. W profilu funkcjonalnym zbiorowisk bakterii najwyższą liczbą sekwencji 

przypisanych do głównych klas i podklas KEGG charakteryzowały się warianty FA100-

FA60(A19). 
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 W zbiorowiskach grzybów zidentyfikowano 120 rzędów w wariantach FC i FA100 

oraz 115 w wariancie FA60. W glebie typu BA dominowały Eurotiales (13,19–23,56%), 

Hypocreales (7,99–14,01%) oraz Mortierellales (4,22–7,88%). Wśród Eurotiales można 

wyróżnić wiele gatunków saprotroficznych, Hypocreales obejmują szeroki zakres 

entomopatogenów, natomiast niektóre gatunki Mortierellales uczestniczą w obiegu fosforu. 

W próbkach gleby zebranych w sezonie letnim w 2019 roku zaobserwowano wyższą 

względną obfitość grzybów z rodzajów Mortierellaes, Sordariales, Filobasidiales i Agaricales, 

natomiast Eurotiales, Chaetothyriales, Umbelopsidales i Pleosporales występowały liczniej w 

terminach jesiennych. Analiza profilu funkcjonalnego zbiorowisk grzybów wykazała, że 

dominującymi poziomami troficznymi były saprotrofy (29,12–39,57%), następnie saprotrofy-

symbiotrofy (5,93–9,23%), patotrofy-saprotrofy-symbiotrofy (5,78–8,91%) i patotrofy (3,20–

6,87%). W wariantach FA100(S19-A19) i FA60(S19-A19) uległa zmniejszeniu względna 

obfitość patotrofów w porównaniu do odpowiadających kontroli, natomiast w wariantach 

FA100(A18) i FA100-FA60(A19) zanotowano wzrost liczebności saprotrofów-symbiotrofów, 

co wskazuje na pozytywne oddziaływanie bionawozu na zbiorowiska grzybów. 

 Analiza beta różnorodności wykazała grupowanie wariantów nawożenia w zależności 

od terminu poboru próbek gleby, wskazując na różnice w składzie populacji bakterii i 

grzybów w poszczególnych terminach. Dendrogramy UPGMA pokazały, że w zbiorowiskach 

bakterii termin S19 był wyraźnie oddzielony od terminów jesiennych, natomiast w 

zbiorowiskach grzybów próbki pobrane w terminach S19 i A19 utworzyły jedną grupę, 

odseparowaną od terminu A18.  

4.4. Badania uzupełniające (Określenie sezonowych zmian w statusie 

mikrobiomu i mykobiomu zasiedlającego glebę typu Abruptic Luvisol po 

aplikacji fosforowego bionawozu) 

Mateusz Mącik, Agata Gryta, Lidia Sas-Paszt, Magdalena Frąc, New insight into the soil 

bacterial and fungal microbiome after phosphorus biofertilizer application as important driver 

of regenerative agriculture including biodiversity loss reversing and soil health restoration. 

4.4.1. Wstęp 

 Uzupełnieniem badań przedstawionych w niniejszej rozprawie było określenie 

sezonowych zmian w statusie mikrobiomu i mykobiomu zasiedlającego glebę typu Abruptic 

Luvisol po aplikacji fosforowego bionawozu. Do badań wykorzystano próbki gleby pobrane 
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przed aplikacją (bio)nawozów w kwietniu 2018 i 2019 (ang. April 2018 - A18 i April 2019 - 

A19), po aplikacji (bio)nawozów w czerwcu 2019 (ang. June 2019 - J19) oraz po zbiorach 

kukurydzy w październiku 2018 i 2019 (ang. October 2018 - O18 i October 2019 - O19). 

Szczegółowe omówienie wyników dla próbek pobranych w czerwcu 2018 (J18) 

przedstawiono w publikacji Mącik i in. (2020), aczkolwiek na potrzeby badań 

uzupełniających analiza wyników sekwencjonowania następnej generacji została 

przeprowadzona całościowo (wyłączając terminy A18 i A19) z uwzględnieniem terminu J18. 

4.4.2. Materiały i metody 

 Materiały i metody użyte do realizacji badań uzupełniających zostały opisane w 

rozdziale 3 niniejszej rozprawy. 

4.4.3. Wyniki i dyskusja 

4.4.3.1. Aktywność enzymatyczna gleby, zawartość przyswajalnego fosforu oraz plon 

kukurydzy 

 Bezpośrednio po aplikacji (bio)nawozów w czerwcu 2019 zaobserwowano wzrost 

aktywności proteazy, ureazy i fosfatazy kwaśnej w wariantach FA100 i FA60 oraz wzrost 

aktywności β-glukozydazy w wariancie FA100 w porównaniu do gleby kontrolnej. Podobny 

wpływ bionawozów został scharakteryzowany przez inne zespoły. Aktywność fosfatazy 

kwaśnej wzrosła w glebie inokulowanej Azotobacter chroococcum, Acetobacter 

diazotrophicus i Aspergillus awamori (Srivastava i Singh, 2022), podwyższoną aktywność 

ureazy odnotowano po aplikacji preparatu zawierającego Frankia casuarinae CcI3 (Qi i in., 

2022), zastosowanie Bradyrhizobium sp. istotnie poprawiło aktywność proteaz w sezonach 

wegetacyjnych w 2018 i 2019 roku (El-Sawah i in., 2021), natomiast tendencję wzrostową 

aktywności β-glukozydazy odnotowano w przypadku biopreparatów TripleN®, Rhizosum 

N® i Rhizosum PK® w uprawie pszenicy zwyczajnej (Dal Cortivo i in., 2020). Nasilenie 

glebowych procesów enzymatycznych może być sprzężone z wydajniejszym rozkładem 

różnych związków, co przekłada się na wzrost dostępności składników mineralnych 

(Chaudhary i in., 2022). Dodatkowo, wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej może wspomagać 

przyswajanie fosforu ze źródeł pochodzenia organicznego (El-Sawah i in., 2021). 

 Najwyższą aktywnością β-glukozydazy charakteryzowały się próbki gleby zebrane w 

październiku 2019. Analiza sezonowych zmian aktywności β-glukozydazy wykazała wahania 
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pomiędzy poszczególnymi terminami poboru próbek gleby. W wariancie FA60 aktywność 

enzymatyczna wzrosła o 112,03% pomiędzy terminami A18 i O19, natomiast w wariancie 

FA100 o 158,95% pomiędzy terminami O18 i O19. Obserwowany przyrost sugeruje, że 

aplikacja fosforowego bionawozu poprawia badany parametr oraz umożliwia utrzymanie tego 

efektu w czasie. Aktywność β-glukozydazy wzrosła także pomiędzy odpowiadającymi 

wariantami wraz z kolejnymi terminami poboru próbek gleby w roku 2019 (Rys. 2A). 

Najwyższe aktywności fosfatazy kwaśnej zanotowano dla próbek gleby zebranych w czerwcu 

2019 (warianty FA100 i FA60) oraz październiku 2019 (warianty FC i FA100). W obrębie 

terminów O18, A19 oraz J19 zaobserwowano zwiększenie aktywności fosfatazy kwaśnej 

wraz z redukcją dawki mineralnego nawozu (Rys. 2B). Aktywność proteazy utrzymywała się 

na wyższym poziomie we wszystkich wariantach FA100 i FA60 w trakcie trwania 

doświadczenia, z wyjątkiem wariantu FA60(O19). Zaobserwowano trend wzrostowy w 

aktywności proteazy pomiędzy terminami O18 i J19 dla wariantów FA100 i FA60. 

Stosunkowo wysokie wartości aktywności proteazy zanotowano dla próbek gleby pobranych 

w kwietniu 2018 (A18). (Rys. 2C). Wysoka aktywność enzymatyczna w próbkach gleby 

pobranych w kwietniu 2018 i kwietniu 2019 może sygnalizować o nasileniu przemian 

chemicznych zachodzących w glebie wraz z początkiem sezonu wegetacyjnego. Najwyższą 

aktywnością ureazy charakteryzowały się próbki zebrane w kwietniu 2019 roku. W obrębie 

terminów A18, A19 i O19 aktywność ureazy utrzymywała się na podobnym poziomie 

pomiędzy wariantami FC i FA100 (Rys. 2D). 

 Zawartość przyswajalnego fosforu (P2O5) utrzymywała się na wyższym poziomie w 

wariancie FA100 przez cały okres doświadczenia przy czym różnice były istotne statystycznie 

w porównaniu do wariantów FC i FA60. Bezpośrednio po aplikacji (bio)nawozów w czerwcu 

2019 roku, zawartość P2O5 w wariancie FA100 zwiększyła się o 49,89% w porównaniu do 

wariantu kontrolnego. Zwiększoną zawartość dostępnego fosforu w glebie obserwowano 

również po inokulacji Paenibacillus sp. B1 (Li i in., 2020), B. licheniformis i B. 

amyloliquefaciens (Wang i in., 2021b) oraz Bacillus sp. SD01N-014 (Liu i in., 2018). Wzrost 

poziomu P może wynikać z udostępniania tego pierwiastka z trudno dostępnych źródeł przez 

mikroorganizmy dostarczone do gleby wraz z bionawozem. Analizując zmiany w dostępności 

P2O5 w czasie całego okresu doświadczalnego zaobserwowano zwiększenie zawartości 

fosforu między terminami A18 i J19 dla wariantu FA100 (wzrost o 32,08%) oraz między 

terminami O18 i O19 dla wariantu FA60 (wzrost o 42,35%). Co więcej, na koniec 
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doświadczenia w październiku 2019 (O19) zawartość P była wyższa w wariantach FA100 i 

FA60 w porównaniu do analogicznych wariantów z kwietnia 2018 (A18) (Rys. 2E). 

Stopniowy wzrost zawartości fosforu w wariantach FA100 i FA60 w trakcie trwania 

doświadczenia polowego wskazuje, że zastosowanie fosforowego bionawozu sprzyja 

mikrobiologicznemu udostępnianiu tego pierwiastka z trudno dostępnych źródeł i jego 

akumulacji w glebie. 

 Aplikacja fosforowego bionawozu zwiększyła także średni plon kukurydzy w 

wariancie FA60 w roku 2018 o 0,49% oraz w wariancie FA100 w roku 2019 o 4,32% w 

porównaniu do gleby kontrolnej (Rys. 2F). Według analizy przeprowadzonej przez Schmidta 

i Gaudina (2018) plon kukurydzy wzrósł średnio o 15,3% w doświadczeniach polowych, w 

których zastosowano bionawozy Uzyskanie wyższego plonu może być związane ze 

zwiększoną aktywnością enzymatyczną gleby i lepszą dostępnością składników 

pokarmowych, w tym aminokwasów i węglowodanów, które mogą być przyswojone i 

wykorzystane przez rośliny (Moe, 2013). 
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Rys. 2. Zmiany w aktywności enzymatycznej gleby, zawartości przyswajalnego fosforu oraz plonie kukurydzy w glebie typu 

Abruptic Luvisol poddanej działaniu fosforowego bionawozu. (A) - aktywność β-glukozydazy, (B) - aktywność fosfatazy 

kwaśnej, (C) - aktywność proteazy, (D) - aktywność ureazy, (E) - zawartość przyswajalnego fosforu (P2O5), (F) - plon 

kukurydzy. Objaśnienia: FC - dawka optymalna bez wzbogacenia mikrobiologicznego, FA100 - dawka optymalna 

wzbogacona mikrobiologicznie, FA60 - dawka zredukowana o 40% wzbogacona mikrobiologicznie, A18 - kwiecień 2018, 

O18 - październik 2018, A19 - kwiecień 2019, J19 - czerwiec 2019, O19 - październik 2019, PNP - p-nitrofenol. Pionowe 

słupki oznaczają 0,95 przedziały ufności. Różne litery nad przedziałami ufności oznaczają różnice istotne statystycznie (p < 

0,05) obliczone dla każdego terminu oddzielnie. 
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4.4.3.2. Potencjał metaboliczny zbiorowisk mikroorganizmów glebowych 

 Potencjał metaboliczny zbiorowisk bakterii glebowych został wyrażony jako stosunek 

wartości utylizacji substratów węglowych (OD 590 nm) zamieszczonych na płytkach 

BIOLOGTM ECO do przyrostu biomasy (OD 750 nm). Aplikacja fosforowego bionawozu 

obniżyła wartość stosunku OD590/OD750 dla D-ksylozy, fosforanu D,L-α-glicerolu, kwasu 

γ-hydroksymasłowego, L-fenyloalaniny, tweenu 40, α-cyklodekstryny i fenyloetyloaminy w 

wariantach FA100 i FA60. Spadek w wartości stosunku OD590/OD750 zaobserwowano 

także dla kwasu α-oksomasłowego, D-jabłkowego, i-erytrytolu, fosforanu D-glukozy w 

wariancie FA100(J19) oraz dla kwasu itakonowego, kwasu D-glukozaminowego, tweenu 80, 

L-asparaginy, D-mannitolu i L-treoniny w wariancie FA60(J19). Na początku doświadczenia 

polowego w kwietniu 2018 relatywnie wysokie wartości OD590/OD750 zanotowano dla 

kwasu 2-hydroksybenzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu D-

glukozaminowego, kwasu glicylo-L-glutaminowego, L-seryny i kwasu γ-

hydroksymasłowego, jednak wartości wspomnianego stosunku uległy obniżeniu w ostatnim 

terminie poboru próbek gleby w październiku 2019 roku. Do związków węgla, które nie 

spowodowały stresu substratowego w żadnym wariancie nawożenia należały β-metylo-D-

glukozyd, D-mannitol, tween 40, D-ksyloza, i-erytrytol i fenyloetyloamina (Rys. 3).  

 

Rys. 3. Stosunek wartości zużycia substratu (OD 590 nm) do przyrostu biomasy (OD 750 nm) określający teoretyczny 

potencjał metaboliczny zbiorowisk bakterii glebowych. Stosunek >4 wskazuje na niewielki przyrost biomasy przy 

jednoczesnej intensywnej utylizacji danego źródła węgla (stres substratowy). Stosunek <4 wskazuje na zachowanie 

równowagi pomiędzy zużyciem substratu a przyrostem biomasy. Objaśnienia jak na Rysunku 2. 
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 Potencjał metaboliczny zbiorowisk grzybów został wyrażony jako stosunek wartości 

utylizacji substratów węglowych (OD 490 nm) zamieszczonych na płytkach BIOLOGTM FF 

do przyrostu biomasy (OD 750 nm). Bezpośrednio po aplikacji fosforowego bionawozu w 

czerwcu 2019 roku, wartość stosunku OD490/OD750 uległa obniżeniu dla α-D-laktozy, 

maltozy, D-mannitolu, kwasu α-ketoglutarowego, L-fukozy, D-fruktozy i D-galaktozy w 

wariantach FA100 i FA60. Wartość współczynnika stresu substratowego została zredukowana 

także dla kwasu acetamidooctowego w wariancie FA100(J19) oraz dla arbutyny, kwasu D-

glukarowego i D-sorbitolu w wariancie FA60(J19). Do substratów węglowych nie 

powodujących stresu substratowego należały L-arabinoza, D-ryboza, α-D-glukoza, D-

arabitol, N-acetylo-D-galaktozamina, 2-aminoetanol, D-mannoza, ksylitol, D-melezytoza, 

stachioza, maltitol, D-rafinoza, N-acetylo-D-glukozamina, D-celobioza, turanoza, L-prolina, 

kwas N-acetyloglutaminowy, D-mannoza, adonitol i adenozyna. Względnie niskie wartości 

stosunku OD490/OD750 zanotowano w terminie J19 w przypadku dekstryny, kwasu D-

glukonowego, L-asparaginy, D-melibiozy, putrescyny, L-treoniny i D-trehalozy w 

porównaniu do innych terminów poboru próbek gleby (Rys. 4). 

 Według Pinzari i in. (2016) niższe wartości stosunku OD590/OD750 i OD490/OD750 

wskazują na bardziej dynamiczny wzrost mikroorganizmów idący w parze z niewielkim 

wykorzystaniem substratów węglowych. Z kolei wyższe wartości wspomnianych stosunków 

sygnalizują stresową sytuację metaboliczną, kiedy przyrost biomasy jest niewielki przy 

intensywnej utylizacji źródeł węgla. Uzyskane wyniki wykazały, że fosforowy bionawóz 

może łagodzić stres metaboliczny w przypadku niektórych substratów należących do różnych 

grup związków (węglowodany, kwasy karboksylowe, polimery, aminokwasy), zwiększając 

tym samym efektywność kataboliczną mikroorganizmów glebowych, co może wiązać się 

także z większą odpornością na różne stresy środowiskowe. Zmiana ta może wynikać z 

odmiennej aktywności pożytecznych mikroorganizmów dostarczonych wraz z bionawozem w 

porównaniu do rdzennego mikrobiomu i mykobiomu. Aplikacja bionawozu nie tylko doraźnie 

łagodzi efekt stresu metabolicznego, ale wykazuje także przedłużone działanie, co można 

zauważyć w przypadku kwasów karboksylowych na płytkach ECO. Natomiast brak stresowej 

sytuacji metabolicznej w obrębie niektórych grup substratów (np. węglowodanów) wskazuje, 

że pewne związki mogą być efektywnie metabolizowane niezależnie warunków środowiska i 

mogą stanowić preferowane źródło węgla. 
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Rys. 4. Stosunek wartości zużycia substratu (OD 490 nm) do przyrostu biomasy (OD 750 nm) określający teoretyczny 

potencjał metaboliczny zbiorowisk grzybów glebowych. Stosunek >2 wskazuje na niewielki przyrost biomasy przy 

jednoczesnej intensywnej utylizacji danego źródła węgla (stres substratowy). Stosunek <2 wskazuje na zachowanie 

równowagi pomiędzy zużyciem substratu a przyrostem biomasy. Objaśnienia jak na Rysunku 2. 
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4.4.3.3. Charakterystyka różnorodności genetycznej zbiorowisk mikroorganizmów przy 

pomocy analizy polimorfizmu długości terminalnych fragmentów restrykcyjnych typu 

multiplex 

 W wyniku analizy polimorfizmu długości terminalnych fragmentów restrykcyjnych (t-

RFLP) otrzymano profile restrykcyjne zbiorowisk bakterii, archeonów i grzybów różniące się 

w obrębie danej grupy liczbą terminalnych fragmentów restrykcyjnych (T-RFs), ich 

wielkością oraz względną obfitością (Rys. 5A-C). Po zastosowaniu bionawozu w czerwcu 

2019 roku liczba T-RFs zmniejszyła się, a następnie wzrosła w październiku 2019 w obrębie 

zbiorowisk bakterii i grzybów. Podobny efekt uzyskali Zhang i in. (2010), gdzie liczba T-RFs 

uległa obniżeniu w przypadku zbiorowisk bakterii w glebie inokulowanej Rhizobium 

leguminosarum. Natomiast wzrost liczby T-RFs między terminami J19 i O19 sugeruje, że 

pozytywny efekt bionawozu na bioróżnorodność staje się widoczny po pewnym czasie. 

 Wśród ogólnej puli T-RFs wyróżniono fragmenty wspólne ("mikrobiom rdzeniowy") 

oraz unikalne ("mikrobiom satelitarny") dla poszczególnych sposobów nawożenia, a ich 

rozkład zaprezentowano w postaci diagramów Venna. Najmniejszą liczbę T-RFs 

obserwowano w zbiorowiskach bakterii (Rys. 6A), przy czym mikrobiom rdzeniowy stanowił 

37,83% całej puli fragmentów. Liczba T-RFs była wyższa w wariancie FA100 niż FA60 (FC-

29, FA100-24, FA60-20). Największą liczbą "rdzeniowych" i jednocześnie najmniejszą 

"satelitarnych" T-RFs charakteryzowały się zbiorowiska archeonów (Rys. 6B), co może 

wskazywać na stabilność tych mikroorganizmów w obliczu nowego sposobu nawożenia. 

Jednocześnie, jedynie dla tej grupy całkowita liczba T-RFs uległa zwiększeniu w wariantach 

FA100 i FA60 w porównaniu z glebą kontrolną (FC-51, FA100-57, FA60-52). Zbiorowiska 

grzybów prezentowały największą liczbę T-RFs unikalnych dla danego sposobu nawożenia 

(Rys. 6C). Podobny trend co w przypadku bakterii zaobserwowano również dla grzybów, a 

mianowicie w wariancie FA100 liczba T-RFs była wyższa niż w wariancie FA60 (FC-54, 

FA100-47, FA60-41). Uzyskane wyniki sugerują, że preferowanym sposobem nawożenia jest 

zastosowanie dawki optymalnej fosforowego nawozu wzbogaconej mikrobiologicznie. 

Struktura zbiorowisk mikroorganizmów pod względem liczby wspólnych T-RFs była bardziej 

podobna pomiędzy wariantami FA100-FA60, na co wskazują najwyższe wartości 

współczynników Jaccarda i Sorensena. 
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 Identyfikacja na podstawie wielkości wybranych T-RFs wykazała obecność 

mikroorganizmów należących do różnych rodzajów, w tym mikroorganizmów ważnych z 

punktu widzenia zachowania równowagi ekologicznej w glebie i poprawy jej jakości, np: 

Pseudomonas spp. (synteza fitohormonów) (Egamberdieva i in., 2017), Bacillus spp. 

(łagodzenie skutków stresów biotycznych i abiotycznych) (Radhakrishnan i in., 2017), 

Bradyrhizobium spp. (wiązanie azotu atmosferycznego) (de Matos i in., 2021), Burkholderia 

spp. (bioremediacja) (Morya i in., 2020), Cordyceps spp. i Metarhizium spp. 

(entomopatogeny) (Bogdányi i in., 2019; Vongsangnak i in., 2017), Suillus spp. i Paraglomus 

spp. (grzyby mykoryzowe) (Błaszkowski i in., 2012; Pérez-Pazos i in., 2021) oraz 

Trichoderma spp. i Penicillium spp. (grzyby promujące wzrost i rozwój roślin) 

(Radhakrishnan i in., 2014; Zhang i in., 2018). Identyfikacja mikroorganizmów w obrębie T-

RFs sklasyfikowanych jako "mikrobiom rdzeniowy" została przedstawiona na mapach 

cieplnych (Rys. 5A-C). 
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Rys. 5. Mapy cieplne ilustrujące liczbę terminalnych fragmentów restrykcyjnych (T-RFs), ich wielkość oraz względną obfitość dla zbiorowisk bakterii (A), archeonów (B) oraz grzybów (C). Na 

mapach cieplnych przedstawiono identyfikację mikroorganizmów na podstawie wielkości T-RFs dla fragmentów sklasyfikowanych jako "mikrobiom rdzeniowy". Objaśnienia jak na Rysunku 2. 
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Rys. 6. Diagramy Venna ilustrujące rozkład oraz liczbę wspólnych i unikalnych terminalnych fragmentów restrykcyjnych (T-

RFs) dla zbiorowisk bakterii (A), archeonów (B) i grzybów (C) oraz identyfikację mikroorganizmów na podstawie wielkości 

wybranych T-RFs. Objaśnienia jak na Rysunku 2. J - współczynnik Jaccarda, S - współczynnik Sorensena. 
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4.4.3.4. Charakterystyka różnorodności genetycznej zbiorowisk mikroorganizmów przy 

pomocy sekwencjonowania następnej generacji 

 Analiza metataksonomiczna ujawniła różnice w strukturze zbiorowisk bakterii i 

archeonów w glebie poddanej działaniu fosforowego bionawozu. Na poziomie typu badana 

gleba była zdominowana przez Actinobacteriota (25,43%-36,21%), Proteobacteria (20,56%-

26,59%), Acidobacteriota (12,38%-16,55%) i Chloroflexi (5,81%-8,37%) (Rys. 7A). 

Przedstawiciele Actinobacteriota i Proteobacteria występują powszechnie w glebach (Gao i 

in., 2019; Zhang i in., 2019) , podczas gdy Acidobacteriota zasiedlają środowiska o niskim 

pH i ubogie w składniki mineralne (Wang i in., 2018). Warto wspomnieć również, że 

Acidobacteriota uczestniczą w rozkładzie materii organicznej i w obiegu pierwiastków 

(Kalam i in., 2020). Dominujące klasy obejmowały Alphaproteobacteria (12,74%-15,52%), 

Actinobacteria (10,58%-16,33%), Gammaproteobacteria (6,92%-11,83%) i Thermoleophilia 

(9,37%-12,38%) (Rys. 7B). Natomiast jeśli chodzi o rzędy to przeważały Rhizobiales (7,64%-

9,58%), następnie Gaiellales (5,85%-7,94%), Burkholderiales (5,09%-7,54%), 

Vicinamibacteriales (3,16%-6,31%), Gemmatimonadales (3,25%-4,48%) i 

Solirubrobacterales (3,00%-4,16%) (Rys. 7C). W wybranych wariantach, w których 

zastosowano bionawozy stwierdzono zwiększoną względną obfitość bakterii należących do 

różnych poziomów taksonomicznych: Acidobacteriota, Gammaproteobacteria, 

Vicinamibacteria, Burkholderiales i Vicinamibacterales (warianty FA100 i FA60 we 

wszystkich terminach), Blastocatellia (FA100(O18, J18, O19) i FA60(J18, J19)) i Rhizobiales 

(FA60(J18) i FA100(O18)). Wzrost liczebności Blastocatellia zanotowano także w glebie 

nawożonej preparatem zawierającym bakterie Ensifer fredii (Pongsilp i Nimnoi, 2020). 

Zmiany w strukturze zbiorowisk bakterii mogą wynikać z konkurencji o niszę ekologiczną, 

zaburzeń równowagi wynikających z wprowadzenia do gleby aktywnych mikroorganizmów 

oraz oddziaływań pomiędzy rdzennym mikrobiomem a bakteriami zawartymi w bionawozie. 

 Analiza głównych współrzędnych (PCoA), oparta na odległościach Braya-Curtisa, 

wykazała wyraźne grupowanie próbek w zależności od sposobu nawożenia i terminu poboru 

gleby. Próbki pobrane bezpośrednio po aplikacji (bio)nawozów (J18, J19) były odseparowane 

od próbek pobranych po zbiorach kukurydzy (O18, O19). Co więcej, analiza PCoA wskazała 

na oddzielenie wariantów kontrolnych od wariantów FA100 i FA60 nie tylko w obrębie J18 i 

J19, ale także O19. Warianty FC(O18) i FA100(O18) tworzyły jedną grupę, natomiast druga 

grupa obejmowała warianty FA100(O18) oraz FA100-FA60(O19) (Rys. 7D). Z drugiej 
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strony, rozkład próbek w kołowym diagramie UPGMA ujawnił, że głównym czynnikiem 

grupującym był sposób nawożenia. Warianty FA100 i FA60 ze wszystkich terminów (z 

wyjątkiem FA60(O18)) uformowały jedną grupę, w obrębie której warianty FA100 były 

oddzielone od wariantów FA60 (Rys. 7F).  

 O wzroście bioróżnorodności wśród zbiorowisk bakterii może świadczyć zwiększenie 

wartości wskaźnika Shannona (H) w wariantach FA60(J18), FA100-FA60(O18), FA100-

FA60(J19) i FA100(O19) w porównaniu z odpowiadającymi kontrolami (Rys. 7E). 

Zwiększenie wartości wskaźnika Shannona odnotowano także w glebie nawożonej 

bionawozami zawierającymi Bacillus subtilis (Wang i in., 2021b) oraz Trichoderma sp. 

(Zhang i in., 2022). Wzrost bioróżnorodności może oznaczać wykształcenie mikrobiomu 

wykazującego większą odporność na stresy środowiskowe (Pang et al., 2017). 

 W przewidywanym profilu funkcjonalnym zbiorowisk bakterii najwyższa liczba 

sekwencji została przypisana do następujących klas funkcjonalnych: metabolizmu (~81,09%), 

w dalszej kolejności do procesowania informacji genetycznej (~12,08%), procesów 

komórkowych (~4,12%) oraz procesowania informacji środowiskowej (~2,04%). Ścieżki 

związane z układami organizmów oraz chorobami ludzkimi reprezentowały najmniej liczne 

główne klasy KEGG i stanowiły odpowiednio ~0,38% i ~0,30% wszystkich 

zidentyfikowanych sekwencji (Rys. 8A). Wysoka liczba OTU związanych ze szlakami 

metabolicznymi różnych związków może sugerować, że procesy te są fundamentalne dla 

prawidłowego działania ekosystemu glebowego i mogą stanowić wskaźnik stanu gleby (Qi i 

in., 2022), podobnie jak procesy związane z procesowaniem informacji genetycznej. 

 Aplikacja fosforowego bionawozu spowodowała wzrost liczby sekwencji w wariancie 

FA100(J18), natomiast w wariantach FA100(J19) i FA60(J19) zaobserwowano obniżenie 

liczby funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych w porównaniu z glebą 

kontrolną. Niemniej jednak, bezpośrednio po zastosowaniu bionawozów w czerwcu 2019 

roku, liczba OTU uległa zwiększeniu względem próbek pobranych w czerwcu 2018 i 

październiku 2018 roku. W wariantach FA100 i FA60 w październiku 2018 i październiku 

2019 odnotowano tendencję wzrostową w liczbie sekwencji związanych z głównymi klasami 

KEGG na tle wariantów kontrolnych. Ponadto, warianty FA100(O18) i FA100(O19) 

wykazywały odpowiednio o około 150% i 250% większą liczbę OTU niż odpowiadające im 

warianty kontrolne FC(O18) i FC(O19). Liczba funkcjonalnych OTU utrzymywała się na 



  48 

 

podobnym poziomie pomiędzy wariantami FA100(J18)-FA100(O18) oraz FA100(J19)-

FA100(O19). Ogółem, całkowita liczba sekwencji była wyższa w roku 2019 niż w roku 2018 

(Rys. 8B). Metabolizm stanowił najbardziej zróżnicowaną główną klasę KEGG i obejmował 

11 podklas, z największą liczbą OTU przypisanych do procesów związanych z przemianami 

aminokwasów i węglowodanów, następnie kofaktorów i witamin oraz terpenoidów i 

poliketydów. Stosunkowo wiele sekwencji przypisano także do biodegradacji i metabolizmu 

ksenobiotyków. Z kolei ścieżki powiązane z biotransformacjami nukleotydów i glikanów 

charakteryzowały się najniższą liczbą OTU (Rys. 8C). Ważne szlaki, z punktu widzenia 

poprawy jakości i zdrowia gleb, stanowią procesy związane z degradacją ksenobiotyków, 

związków powodujących zanieczyszczenie gleb oraz szlaki syntezy metabolitów wtórnych 

takich jak antybiotyki (Malla i in., 2018; Pirttilä i in., 2021), które mogą poszerzać 

antagonistyczne uzdolnienia mikroorganizmów skierowane przeciwko fitopatogenom. Biorąc 

pod uwagę pozostałe główne klasy KEGG, procesy komórkowe były zdominowane przez 

sekwencje związane ze wzrostem i śmiercią komórki oraz z jej ruchliwością, procesowanie 

informacji środowiskowej obejmowało głównie OTU przypisane do transportu 

membranowego, natomiast OTU związane z fałdowaniem, sortowaniem i degradacją, 

replikacją i naprawą oraz translacją były najliczniejsze w obrębie procesowania informacji 

genetycznej. Dla każdej podklasy liczba funkcjonalnych sekwencji uległa zwiększeniu w 

wariantach FA100(O18-O19) i FA60(O18-O19) w porównaniu do analogicznych kontroli 

(Rys. 9). W innych badaniach, po aplikacji bionawozów, obserwowano wzrost liczby 

sekwencji związanych z transportem i metabolizmem lipidów, ruchliwością komórki, syntezą 

metabolitów wtórnych (Qi i in., 2022), metabolizmem i degradacją ksenobiotyków (Wang i 

in., 2021b), transdukcją sygnału oraz metabolizmem nukleotydów (Tian i in., 2022). 

 Aplikacja fosforowego bionawozu miała również wpływ na procesy biologiczne 

związków fosforu. Wyróżniono sześć szlaków biochemicznych związanych z fosforem, które 

pełnią istotne funkcje dla prawidłowego działania komórek: system fosfotransferazy 

(transport węglowodanów) (Erni, 2013), szlak pentozofosforanowy (synteza NADPH) (Rytter 

i in., 2021), fosforylacja oksydacyjna (synteza ATP) (Huang i in., 2019), metabolizm 

glicerofosfolipidów (formowanie membran komórkowych) (Kondakova i in., 2015), 

metabolizm fosfonianów i fosfinianów (związki mogące stanowić źródło fosforu) (Tapia-

Torres i in., 2016) oraz metabolizm fosforanu inozytolu. Podobnie jak w przypadku głównych 

klas i podklas KEGG, liczba funkcjonalnych OTU związanych z przemianami fosforu 
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utrzymywała się na wyższym poziomie w wariantach FA100 i FA60 w terminach jesiennych 

(O18 i O19) (Rys. 8D). 



  50 

 

 

Rys. 7. Wpływ fosforowego bionawozu na różnorodność genetyczną zbiorowisk bakterii i archeonów. (A) - względna 

obfitość dominujących typów bakterii, (B) - względna obfitość dominujących klas bakterii, (C) - względna obfitość 

dominujących rzędów bakterii, (D) - analiza głównych współrzędnych (PCoA) na podstawie odległości Braya-Curtisa, (E) - 

wskaźnik bioróżnorodności Shannona, (F) - dendrogram UPGMA skonstruowany na podstawie odległości Braya-Curtisa. 

Objaśnienia: FC - dawka optymalna bez wzbogacenia mikrobiologicznego, FA100 - dawka optymalna wzbogacona 
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mikrobiologicznie, FA60 - dawka zredukowana o 40% wzbogacona mikrobiologicznie, J18 - czerwiec 2018, O18 - 

październik 2018, J19 - czerwiec 2019, O19 - październik 2019. 

 

 

Rys. 8. Przewidywany profil funkcjonalny zbiorowisk bakterii. (A) - względna obfitość sekwencji związanych z głównymi 

klasami KEGG, (B) - liczba funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych przypisanych do głównych klas 

KEGG, (C) - liczba funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych przypisanych do procesów metabolicznych 

związków należących do różnych grup, (D) - liczba funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych przypisanych 

do procesów związanych z przemianami fosforu. Różne litery oznaczają różnice istotne statystycznie (p < 0,05) obliczone dla 

każdego terminu oddzielnie. Objaśnienia jak na Rysunku 7. 
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Rys. 9. Liczba przewidywanych funkcjonalnych operacyjnych jednostek taksonomicznych przypisanych do szlaków 

związanych z procesowaniem informacji genetycznej, procesowaniem informacji środowiskowej oraz procesami 

komórkowymi. Różne litery oznaczają różnice istotne statystycznie (p < 0,05) obliczone dla każdego terminu oddzielnie. 

Objaśnienia jak na Rysunku 7. 

 Strukturę zbiorowisk grzybów analizowano, podobnie jak w przypadku bakterii i 

archeonów, na trzech poziomach taksonomicznych. Na poziomie typu dominowały 

Ascomycota (46,63%-66,86%), Mortierellomycota (8,16%-21,95%) i Basidiomycota 

(>3,00%-22,92%) (Rys. 10A). Ascomycota uczestniczą w rozkładzie materii organicznej (Ma 

i in., 2013), Basidiomycota tworzą symbiotyczne oddziaływania z roślinami (Wang i in., 

2022), a przedstawiciele Mortierellomycota mogą uruchamiać fosfor z trudno 

rozpuszczalnych źródeł (Ozimek i Hanaka, 2021). Najliczniejszą klasę stanowiły 

Sordariomycetes (20,48%-39,26%), następnie Mortierellomycetes (8,16%-21,95%), 

Dothideomycetes (3,63%-16,91%), Agaricomycetes (>3,00%-21,45%) i Eurotiomycetes 

(3,32%-11,43%) (Rys. 10B). Na poziomie rzędu dominowały grzyby należące do 

Hypocreales (11,31%-23,75%), Mortierellales (8,16%-21,95%), Sordariales (3,64%-14,30%) 
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i Agaricales (>3,00%-20,91%) (Rys. 10C). W wybranych wariantach, w których zastosowano 

bionawozy uległa zwiększeniu względna obfitość Ascomycota ((FA100(J18), FA100-

FA60(O18), FA60(J19) i FA100-FA60(O19)), Basidiomycota ((FA100-FA60(J18), FA100-

FA60(O18) i FA100(J19)), Agaricomycetes ((FA100-FA60(J18), FA100(O18, J19)), 

Eurotiomycetes ((FA100-FA60(O19)), Leotiomycetes ((FA100-FA60(J18, O18)), 

Pezizomycetes ((FA100(J19), FA60(O19)), Sordariomycetes ((FA100-FA60(J18, J19, O19), 

Agaricales ((FA100-FA60(J18), FA100(J19)), Coniochaetales ((FA100(O18), FA60(O19)), 

Helotiales ((FA100(O18)), Hypocreales ((FA100-FA60(J18), FA60(O18), FA100-FA60(J19, 

O19)), Pezizales ((FA100(J19), FA60(O19)), Pleosporales ((FA100(O19)) i Sordariales 

((FA100-FA60(J18), FA60(J19)). Zmiany we względnej obfitości zbiorowisk grzybów na 

różnych poziomach taksonomicznych mogą wynikać z różnego tempa rozwoju 

mikroorganizmów oraz związanego z tym zjawiskiem wyczerpania składników mineralnych 

(Yin i in., 2022). Wzrost względnej obfitości Ascomycota w terminach O18 i O19 może 

wynikać z nagromadzenia materii organicznej w glebie i ze zwiększonej aktywności grzybów 

zaangażowanych w jej dekompozycję. Zwiększoną liczebność grzybów Ascomycota 

zanotowano także w glebie nawożonej preparatem zawierającym bakterie Bacillus spp. (Cao i 

in., 2022). Fosforowy bionawóz stymulował występowanie niektórych taksonów, wśród 

których można wyróżnić mikroorganizmy wykazujące pozytywny wpływ na jakość i zdrowie 

gleb, np: Helotiales (grzyby saprofityczne i mykoryzowe) (Wang i in., 2006), Sordariales 

(saprotrofy oraz mikroorganizmy wykazujące aktywność przeciwgrzybiczą) (Luo i in., 2022) 

oraz Agaricales (saprotrofy syntetyzujące enzymy hydrolityczne rozkładające lignocelulozę) 

(Ruiz-Dueñas i in., 2020). 

 Analiza PCoA wykazała grupowanie próbek w zależności od terminu poboru gleby, z 

wyraźnym wyodrębnieniem terminu J18 od O18, J19 i O19. Próbki pobrane w 2019 roku (J19 

i O19) były położone stosunkowo blisko siebie w płaszczyźnie PCoA (Rys. 10D). Taki układ 

próbek może wskazywać, że fosforowy bionawóz silniej oddziaływał na zbiorowiska 

grzybów podczas pierwszej aplikacji bionawozu, a w następnych terminach mikroorganizmy 

dostosowały się do nowego sposobu nawożenia. Grupowanie próbek w zależności od terminu 

potwierdziło się również na podstawie analizy dendrogramu kołowego UPGMA, w którym 

próbki gleby zebrane w terminach J18, O18 i J19 tworzyły trzy wyraźnie oddzielone 

skupienia. Co więcej, większość próbek zebranych w następujących po sobie terminach O18, 

J19 i O19 tworzyła jedno zgrupowanie (Rys. 10F). 
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  W obrębie zbiorowisk grzybów wartość wskaźnika bioróżnorodności Shannona 

wzrosła w wariantach FA100-FA60(J18), FA100(O18), FA60(J19) i FA100-FA60(O19) w 

porównaniu do odpowiadających kontroli. Podobny efekt zaobserwował Zhao i in. (2022), po 

inokulacji nasion soi bakterią Bradyrhizobium japonicum 5038 oraz mieszanką szczepów 

Bradyrhizobium japonicum 5038 and Bacillus aryabhattai MB35-5. Najwyższe wartości 

wskaźnika H odnotowano w wariantach FA100(J18) i FA60(J18) (Rys. 10E).  

 Analiza profilu funkcjonalnego zbiorowisk grzybów przy pomocy narzędzia 

FUNGuild wykazała, że w glebie typu Abruptic Luvisol dominację przedstawicieli 

następujących poziomów troficznych: "patotrof-saprotrof-symbiotrof" (15,79%-44,58%), 

"saprotrof" (22,25%-38,91%) oraz "saprotrof-symbiotrof" (18,72%-33,52%) (Rys. 11A). W 

wybranych wariantach, w których zaaplikowano fosforowy bionawóz, w porównaniu z glebą 

kontrolną zwiększyła się względna obfitość mikroorganizmów zaliczanych do "saprotrofów" 

(FA100(J18), FA60(O18) i FA100(O19), "saprotrofów-symbiotrofów" (FA100-FA60(O19)) i 

"symbiotrofów" (FA100-FA60(J18), FA100-FA60(O18), FA60(J19) i FA60(O19)). 

Jednocześnie w wariantach FA100(J19) i FA60(O19) odnotowano obniżenie liczebności 

grzybów zaklasyfikowanych do poziomu troficznego "patotrof". Głębszy wgląd w profil 

funkcjonalny ujawnił, że zastosowanie nawozu wzbogaconego mikrobiologicznie zwiększyło 

względną obfitość niektórych grup ekologicznych (gildii). Były to między innymi saprotrofy 

rozkładające obornik (FA60(J18), FA60(O18), FA100-FA60(J19)), niezdefiniowane 

saprotrofy (FA100(J18), FA60(O18), FA100(O19)) oraz saprotrofy zdolne do wzrostu 

jednocześnie na oborniku i martwej materii roślinnej (FA100(J19), FA100-FA60(O19)) oraz 

na martwej materii roślinnej i drewnie ((FA60(J18), FA60(O18), FA100(O19)). 

Zaobserwowano także wzrost względnej obfitości grzybów zdolnych do przeprowadzenia 

mykoryzy arbuskularnej (FA60(O18), FA60(J19), FA60(O19)), gatunków 

ektomykoryzowych (FA100(J18), FA60(J18), FA60(J19)), endofitów (FA100(J18)), 

gatunków ektomykoryzowych wykazujących właściwości saprotroficzne (FA100(O19)) oraz 

patogenów zwierzęcych ((FA100(O18)) (Rys. 11C). Patogeny roślinne były liczniejsze we 

wszystkich analizowanych wariantach FA100 i FA60, z wyjątkiem FA100(J19) i FA60(O19), 

jednak ich względna obfitość zmniejszyła się pomiędzy odpowiadającymi wariantami FA100 

i FA60 w roku 2018 oraz pomiędzy analogicznymi wariantami FA60 w roku 2019. Pomimo, 

że fosforowy bionawóz stymulował występowanie fitopatogenów, zakładamy, że efekt ten 

może być kontrolowany dzięki obecności mikroorganizmów antagonistycznych oraz 
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zwiększeniu bioróżnorodności mikrobiomu i mykobiomu. Analiza głównych składowych w 

oparciu o liczbę operacyjnych jednostek taksonomicznych wskazała na grupowanie 

wariantów nawożenia w zależności od terminu poboru próbek gleby (Rys. 11B).  
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Rys. 10. Wpływ fosforowego bionawozu na różnorodność genetyczną zbiorowisk grzybów. (A) - względna obfitość 

dominujących typów grzybów, (B) - względna obfitość dominujących klas grzybów, (C) - względna obfitość dominujących 

rzędów grzybów, (D) - analiza głównych współrzędnych (PCoA) na podstawie odległości Braya-Curtisa, (E) - wskaźnik 

bioróżnorodności Shannona, (F) - dendrogram UPGMA skonstruowany na podstawie odległości Braya-Curtisa. Objaśnienia 

jak na Rysunku 7. 
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Rys. 11. Profil funkcjonalny zbiorowisk grzybów uzyskany przy pomocy narzędzia FUNGuild. (A) - względna obfitość 

poziomów troficznych, (B) - analiza głównych składowych na podstawie liczby operacyjnych jednostek taksonomicznych 

przypisanych do poszczególnych poziomów troficznych, (C) - względna obfitość grup ekologicznych grzybów (gildii). W 

analizie uwzględniono gildie, których względna obfitość była ≥0,5%. Objaśnienia jak Rysunku 7. 
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5. Podsumowanie i wnioski 

 Nieustanna i silna eksploatacja gleb uprawnych i wynikające z tego zagrożenia dla 

bioróżnorodności agroekosystemów sprawiły, że poszukiwane są coraz to nowe metody 

mające na celu ograniczenie negatywnych skutków rolniczej działalności człowieka i 

jednocześnie pozostające w zgodzie z zasadami zrównoważonego rolnictwa. Mikroorganizmy 

glebowe prezentują szereg uzdolnień, dzięki którym ich wykorzystanie w formie bionawozów 

wydaje się atrakcyjnym rozwiązaniem dla utrzymania wysokiej bioróżnorodności i poprawy 

stanu gleb uprawnych i zdegradowanych. Mimo szerokich możliwości oferowanych przez 

szczepy pożytecznych bakterii i grzybów, tylko część z nich została wykorzystana w formie 

preparatów mikrobiologicznych ze względu na ograniczenia obejmujące niską przeżywalność 

mikroorganizmów w glebie, brak materiałów do produkcji bionawozów oraz niedostępność 

przepisów określających wymagania jakościowe gotowych produktów. Wymienione czynniki 

sprawiają, że temat bionawozów i ich implementacji w praktykach rolniczych pozostaje 

tematem aktualnym i wymagającym wielokierunkowych badań, które pozwolą na dalszy 

rozwój zrównoważonych metod zarządzania glebą opartych na powiązaniach jakości gleb z 

jakością mikrobiomów. Dlatego też badania zaproponowane w niniejszej rozprawie 

doktorskiej miały na celu dostarczenie informacji o korzyściach płynących z aplikacji 

innowacyjnego fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego szczepami pożytecznych 

bakterii na bioróżnorodność mikrobiologiczną dwóch różnych typów gleb zdegradowanych. 

 Na podstawie wyników przeprowadzonych badań można sformułować następujące 

wnioski: 

 Aplikacja fosforowego bionawozu powoduje zmiany w różnorodności funkcjonalnej i 

genetycznej mikroorganizmów oraz w aktywności enzymatycznej gleby. 

 Biorąc pod uwagę analizowane parametry nie stwierdzono negatywnego wpływu 

fosforowego bionawozu na zbiorowiska mikroorganizmów zasiedlające zdegradowane 

gleby typu Brunic Arenosol oraz Abruptic Luvisol. 

 Zarówno dawka optymalna wzbogacona mikrobiologicznie (FA100), jak i dawka 

zredukowana o 40% zawierająca mikroorganizmy (FA60) przynoszą wymierne 

korzyści po ich zastosowaniu, wpływając na poprawę życia biologicznego w glebach 

zdegradowanych. 
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 Na różnorodność genetyczną i funkcjonalną zbiorowisk mikroorganizmów ma wpływ 

nie tylko sposób nawożenia, ale również termin poboru próbek gleby. 

 Fosforowy bionawóz oddziałuje pozytywnie nie tylko na zbiorowiska 

mikroorganizmów, ale również na ilość dostępnego fosforu oraz plonowanie 

kukurydzy, co świadczy o jego kompleksowym działaniu.  

 Aplikacja fosforowego bionawozu zwiększa aktywność enzymatyczną gleby oraz 

pozwala na utrzymanie tego efektu w czasie. 

 Fosforowy bionawóz stymuluje występowanie mikroorganizmów wykazujących 

pożyteczne uzdolnienia w kierunku wzrostu i rozwoju roślin oraz poprawy jakości 

gleb zdegradowanych. 

 Aplikacja fosforowego bionawozu zwiększa potencjał metaboliczny zbiorowisk 

mikroorganizmów glebowych. 

 Aplikacja fosforowego bionawozu zwiększa liczbę operacyjnych jednostek 

taksonomicznych związanych z procesami komórkowymi i metabolizmem substancji 

należących do różnych grup związków chemicznych. 

 Fosforowy nawóz mineralny wzbogacony mikrobiologicznie jest efektywnym 

środkiem do poprawy parametrów mikrobiologicznych gleb zdegradowanych i może 

być wykorzystywany w zrównoważonym rolnictwie. 
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7.1. Materiały uzupełniające publikacji P.2 

Table S1. Predicted and measured T-RF size (bp) for assessment microbial composition in t-RFLP profile in two different 

soil types Brunic Arenosol and Abruptic Luvisol after biofertilizers application. 
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Table S2. Dominant bacteria (relative abundance and total counts) in soils fertilized with phosphorus mineral fertilizer in 

optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose enriched with 

microorganisms (FA60). Explanation: BA - Brunic Arenosol, AL - Abruptic Luvisol. 

 

 

 

 



  155 

 

Table S3. Distribution of archaeal phyla, classes and orders obtained by next generation sequencing of DNA extracted from 

soil samples. Explanation: BA - Brunic Arenosol, AL - Abruptic Luvisol, FC - optimal dose of fertilizer, FA100 - optimal 

dose of fertilizer enriched with microorganisms, FA60 - dose reduced by 40% of fertilizer enriched with microorganisms. 
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Table S4. Dominant fungal species (relative abundance and total counts) in soils fertilized with phosphorus mineral fertilizer 

in optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose enriched with 

microorganisms (FA60). Explanation: BA - Brunic Arenosol, AL - Abruptic Luvisol, ND - No Data. 
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Table S5. Functional guilds for three main trophic modes: patotrophs, symbiotrophs and saprotrophsin two different soil 

types Brunic Arenosol (BA) and Abruptic Luvisol (AL). Explanation: FC-optimal dose of fertilizer, FA100-optimal dose of 

fertilizer enriched with microorganisms, FA60-fertilizer enriched with microorganisms (dose reduced by 40%). 
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8. Tekst publikacji P.3 

 

GRAPHICAL ABSTRACT 
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8.1. Materiały uzupełniające publikacji P.3 

 

Figure S1. Weather conditions during 2-year field experiment in Biszcza. 

 

 

Figure S2. The relative abundance of main KEGG classes. Explanation: FC-optimal dose of fertilizer, FA100-optimal dose 

of fertilizer enriched with microorganisms, FA60-fertilizer enriched with microorganisms (dose reduced by 40%), A18-

autumn 2018, S19-summer 2019, A19-autumn 2019. 
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Figure S3. The number of functional operational taxonomic units (OTUs) associated with particular main KEGG classes. 

Explanation as in the Figure S2. The significant differences (p < 0.05) were calculated for all sampling times together within 

particular KEGG class. 

 

 

Figure S4. The number of functional operational taxonomic units associated with metabolism of different compounds. 

Explanation as in the Figure S2. The significant differences (p < 0.05) were calculated for all sampling times together within 

particular KEGG class. 
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Figure S5. The number of functional operational taxonomic units associated with phosphorus processes. Explanation as in 

the Figure S2. The significant differences (p < 0.05) were calculated for all sampling times together within particular KEGG 

class. 

 

 

Figure S6. Principle component analysis (PCA) of functional operational taxonomic units associated with main KEGG 

classes. Explanation as in the Figure S2. 
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Figure S7. The relative abundance of fungal functional guilds. Explanation as in the Figure S2. 

 

Figure S8. The relative abundance of fungal ecological guilds. OTUs with relative abundance equal or greater than 1% (in at 

least one treatment) were analyzed. Explanation as in the Figure S2. 
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Table S1. Primers used in M-tRFLP and NGS. 
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Table S2. The seasonal distribution of common and unique bacterial and archaeal orders in soil fertilized with phosphorus 

mineral fertilizer in optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose 

enriched with microorganisms (FA60). Explanation: A18-autumn 2018, S19-summer 2019, A19-autumn 2019. 
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Table S3. The distribution of common and unique bacterial and archaeal orders in soil fertilized with phosphorus mineral 

fertilizer in optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose enriched 

with microorganisms (FA60). 
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Table S4. The seasonal distribution of common and unique fungal orders in soil fertilized with phosphorus mineral fertilizer 

in optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose enriched with 

microorganisms (FA60). Explanation: A18-autumn 2018, S19-summer 2019, A19-autumn 2019. 
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Table S5. The distribution of common and unique fungal orders in soil fertilized with phosphorus mineral fertilizer in 

optimal dose (FC), in optimal dose enriched with microorganisms (FA100) and in 40% reduced dose enriched with 

microorganisms (FA60). 
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9. Tekst manuskryptu publikacji P.4 
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9.1. Materiały uzupełniające manuskryptu publikacji P.4 

 

Figure S1. Dendrogram based on the t-RFLP profile of soil bacterial community, heat map representing the relative 

abundance of terminal restriction fragments (T-RFs) and identification of microorganisms based on the size of selected T-

RFs. Explanation: FC - optimal dose of fertilizer, FA100 - optimal dose of fertilizer enriched with microorganisms, FA60 - 

fertilizer enriched with microorganisms (dose reduced by 40%), A18 - April 2018, O18 - October 2018, A19 - April 2019, 

J19 - June 2019, O19 - October 2019. 



  250 

 

 

Figure S2. Dendrogram based on the t-RFLP profile of soil archaeal community, heat map representing the relative 

abundance of terminal restriction fragments (T-RFs) and identification of microorganisms based on the size of selected T-

RFs. Explanation as in the Figure S1. 
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Figure S3. Dendrogram based on the t-RFLP profile of soil fungal community, heat map representing the relative abundance 

of terminal restriction fragments (T-RFs) and identification of microorganisms based on the size of selected T-RFs. 

Explanation as in the Figure S1. 
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Figure S4. The distribution of bacterial and archaeal operational taxonomic units (OTUs) identified at phylum (A), class (B) 

and order (C) level. Explanation as in the Figure S1. 

 

Figure S5. The number of functional operational taxonomic units (OTUs) assigned to pathways associated with Genetic 

Information Processing, Environmental Information Processing and Cellular Processes. Explanation as in the Figure S1. 

Different letters indicate statistically significant differences (p < 0.05) calculated for each sampling time separately. 
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Figure S6. The distribution of fungal operational taxonomic units (OTUs) identified at phylum (A), class (B) and order (C) 

level. Explanation as in the Figure S1. 
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12. Aneks – życiorys naukowy 
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Dobrzańskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie. Temat rozprawy doktorskiej: 
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 2015 - 2017 - studia magisterskie (II°) na kierunku biotechnologia medyczna na 
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"Charakterystyka molekularna genu pssA uczestniczącego w syntezie 

egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii." 

 2012 - 2015 - studia licencjackie (I°) na kierunku biotechnologia na Uniwersytecie 

Marii-Curie Skłodowskiej w Lublinie. Temat pracy licencjackiej: "Sygnały 

molekularne, struktury powierzchniowe i białka zewnątrzkomórkowe rizobiów 

uczestniczące w symbiozie z roślinami bobowatymi (Fabaceae)." 
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 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2022, The investigation of archaeal genetic 

diversity in the degraded soil amended with phosphorus biofertilizer, 21th 
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Nitra, Slovakia 

Referaty wygłoszone na konferencjach krajowych 

 Mącik M., Gryta A., Oszust K., Frąc M., 2019, Wpływ nawozów mineralnych 

wzbogaconych mikrobiologicznie na różnorodność funkcjonalną zbiorowisk grzybów 

i aktywność enzymatyczną gleby, II Konferencja Doktorantów pt. "Cztery żywioły - 

współczesne problemy w naukach o życiu", 24.10.2019, Lublin 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2020, Charakterystyka zbiorowisk 

grzybów zasiedlających zdegradowane gleby nawożone fosforowym nawozem 



  278 

 

mineralnym wzbogaconym mikrobiologicznie, Konferencja naukowa 

"Bioróżnorodność środowiska glebowego - wskaźniki oceny", 05.11.2020, Puławy 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2020, Wpływ fosforowego nawozu 

mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie na strukturę zbiorowisk bakterii 
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"Cztery żywioły - współczesne problemy w naukach o życiu", 18.12.2020, Warszawa 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2021, Ocena różnorodności strukturalnej i 

funkcjonalnej społeczności grzybów w zdegradowanej chemicznie glebie nawożonej 

fosforowym bionawozem, II Konferencja "MycoRise Up! Młodzi w mykologii", 23-
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 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2021, Sezonowe zmiany różnorodności 

genetycznej bakterii w glebie zdegradowanej nawożonej fosforowym bionawozem, V 

Ogólnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne "Metagenomy różnych środowisk", 17-

18.06.2021, Warszawa 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2021, Genetyczny odcisk palca zbiorowisk 

bakterii w glebie nawożonej fosforowym nawozem mineralnym wzbogaconym 

mikrobiologicznie, IV Konferencja Doktorantów "Cztery żywioły - współczesne 

problemy w naukach o życiu", 14.12.2021, Lublin 

Postery zaprezentowane na konferencjach międzynarodowych 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2021, Seasonal dynamics of bacterial 

functional diversity in degraded soil amended with phosphorus biofertilizer, 13th 

International Conference on Agrophysics: Agriculture in changing climate, 15-

16.11.2021, Lublin, Poland 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2022, Catabolic fingerprinting and 

diversity of fungi in the degraded soil amended with phosphorus biofertilizer, "Myco 

Rise Up! Youth in mycology, 27-29.05.2022, Warsaw, Poland 

Postery zaprezentowane na konferencjach krajowych 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2021, Zróżnicowanie funkcjonalne 
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 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2022, Wpływ fosforowego bionawozu na 

zróżnicowanie populacji fitopatogenów zasiedlających glebę zdegradowaną 

chemicznie, Konferencja "Nowoczesne spojrzenie na fitopatologię" Polskiego 

Towarzystwa Fitopatologicznego, 7-8.09.2022, Poznań 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2022, Zmienność struktury zbiorowisk 

grzybów w zdegradowanej glebie nawożonej bionawozem fosforowym, XXIX Zjazd 

Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów, 15-17.09.2022, Warszawa 

 Mącik M., Gryta A., Sas-Paszt L., Frąc M., 2022, Analiza metagenomiczna 
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28.09.2022, Poznań 

Współautorstwo doniesień konferencyjnych 

 Gryta A., Frąc M., Oszust K., Mącik M., Pertile G., 2019, Różnorodność funkcjonalna 
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mikrobiologicznie, 53 Ogólnopolska Konferencja Mikrobiologiczna "Mikroorganizmy 

w zrównoważonym rolnictwie, ochronie środowiska i procesach 

biotechnologicznych", 8-11.09.2019, Poznań 

 Gryta A., Frąc M., Oszust K., Mącik M., Pertile G., 2019, Genetic diversity of fungal 

community in soil amendment with mineral fertilizers enriched with microorganisms, 

XVIII Congress of European Mycologists, 16-21.09.2019, Warsaw-Białowieża, 
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 Pertile G., Gryta A., Mącik M., Frąc M., 2019, Changes of fungal diversity in soils 
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 Gryta A., Frąc M., Oszust K., Mącik M., Pertile G., 2019, Metaboliczny odcisk 
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 Frąc M., Oszust K., Panek J., Pertile G., Gryta A., Mącik M., Pylak M., Siegieda D., 

2022, Soil microbiome and mycobiome as an important driver of plant health and soil 

quality, 22nd World Congress of Soil Science, 31.07-05.08.2022, Glasgow, Scotland 

Wyróżnienia 

 Wyróżnienie za referat wygłoszony podczas III Konferencji Doktorantów "Cztery 

Żywioły - współczesne problemy w naukach o życiu" pod tytułem "Wpływ 

fosforowego nawozu mineralnego wzbogaconego mikrobiologicznie na zbiorowiska 

bakterii zasiedlających gleby zdegradowane chemicznie", 18.12.2020, Warszawa 

 Wyróżnienie referat wygłoszony podczas IV Konferencji Doktorantów "Cztery 

Żywioły - współczesne problemy w naukach o życiu" pod tytułem "Genetyczny 
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  280 

 

mineralnym wzbogaconym mikrobiologicznie", 14.12.2021, Lublin 

 Wyróżnienie za prezentację posterową przedstawioną na VI Ogólnopolskim 

Sympozjum Mikrobiologicznym "Metagenomy różnych środowisk" pod tytułem 

"Ocena różnorodności genetycznej zbiorowisk bakterii w zdegradowanej glebie 

nawożonej fosforowym bionawozem", 23-24.06.2022, Puławy 

UDZIAŁ W PROJEKTACH 

 10.2021 - 09.2022 - udział w projekcie "Nowe rozwiązania biotechnologiczne w 

diagnostyce, zwalczaniu i monitoringu kluczowych patogenów grzybowych w 

ekologicznej uprawie owoców miękkich" (Akronim: EcoFruits) w ramach konkursu 

NCBR BIOSTRATEG III na stanowisku badawczo-technicznym  

 10.2019 - 09.2021 - udział w projekcie "Opracowanie technologii innowacyjnych 

nawozów mineralnych wzbogaconych mikrobiologicznie" (Akronim: BIO-FERTIL) w 

ramach konkursu NCBR BIOSTRATEG III na stanowisku inżynieryjnym 


