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Streszczenie 

Ekologiczna produkcja żywości to nie tylko praktyka pozwalająca na otrzymanie 

wysokiej jakości produktu, ale również na zmniejszenie negatywnego wpływu rolnictwa na 

środowisko naturalne. Szacuje się, że około 30% powierzchni ekologicznych gruntów 

uprawnych znajduje się w Europie, a około 6,4% tych gruntów znajduje się w Polsce. Ponadto 

produkcja ekologicznych owoców miękkich, w tym malin, w Polsce pomiędzy rokiem 2012  

a 2020 wzrosła prawie dwukrotnie z 21 635 ton do 41 870 ton. Intensyfikacja produkcji 

rolniczej, która nastąpiła w ostatnich latach spowodowała uzależnienie rolników  

od chemicznych metod ochrony roślin, jako tych najłatwiejszych w zastosowaniu oraz 

niezawodnych. Nie można jednak pominąć faktu, iż konwencjonalne środki ochrony roślin 

mogą prowadzić do nabycia odporności przez mikroorganizmy patogeniczne na ich składniki 

aktywne oraz zmniejszenia bioróżnorodności mikroorganizmów glebowych. Zwiększone 

zainteresowanie rolnictwem ekologicznym, a w szczególności ekologiczną produkcją owoców 

miękkich jako tych, często spożywanych bez uprzedniej obróbki, to kolejny czynnik 

zachęcający producentów do stosowania nowych rozwiązań ekologicznej ochrony  

i biostymulacji roślin, opartych na pożytecznych mikroorganizmach.   

Zmiana strategii ochrony roślin na bardziej przyjazną dla środowiska jest także zgodna 

z polityką Unii Europejskiej, która od wielu lat stara się promować wśród rolników rolnictwo 

zrównoważone, ekologiczne i regeneracyjne. Rozporządzenie Rady (WE) nr 834/2007 z dnia 

28 czerwca 2007 roku stanowi, że stosowanie konwencjonalnych, chemicznych środków 

ochrony roślin musi być ograniczone do minimum, a rolnicy powinni stosować ekologiczne 

środki ochrony roślin, pochodzenia naturalnego. Wprowadzona 20 maja 2020 roku Europejska 

Strategia na Rzecz Bioróżnorodności do 2030 roku, będąca istotnym elementem Europejskiego 

Zielonego Ładu, podkreśla znaczenie bioróżnorodności wszystkich środowisk naturalnych,  

a także potrzebę zwiększania bioróżnorodności obszarów użytkowych rolniczo. Strategia ta ma 

na celu nie tylko ograniczenie stosowania pestycydów o 50%, ale także zwiększenie 

powierzchni upraw ekologicznych do ilości równej lub większej niż 25% powierzchni 

wszystkich gruntów uprawnych. Rolnicy stosujący ekologiczne praktyki uprawy roślin nie 

mogą stosować wielu konwencjonalnych nawozów i środków ochrony roślin, co może 

prowadzić do zmniejszenia plonów oraz zwiększenia kosztów produkcji. Wspominanie akty 

prawne określają również rolę i potrzebę stosowania biologicznych metod ochrony roślin, 

wykorzystujących ekstrakty roślinne czy biopreparaty zawierające inokulum mikrobiologiczne.  

Badania zawarte w niniejszej rozprawie podejmują temat opracowania innowacyjnego 

biopreparatu mikrobiologicznego zawierającego konsorcjum bakterii pożytecznych 

wyizolowanych z korzeni malin dzikorosnących, posiadających właściwości hamujące wzrost 

najbardziej powszechnych patogenów grzybowych oraz grzybopodobnych atakujących uprawy 

malin. Na proces opracowania biopreparatu składały się pobór próbek gleby, wyprowadzenie 

czystych kultur bakterii, ich identyfikację oraz wybór bakterii pożytecznych, ocena ich 

zdolności do hamowania wzrostu wybranych fitopatogenów, wybór izolatów o większym 

potencjalne antagonistycznym, charakterystyka funkcjonalna wybranych bakterii. Dla 

wybranych, najbardziej aktywnych 4 szczepów bakterii należących do 3 rodzajów  

– Arthorbacter, Pseudomonas oraz Rhodococcus, został zoptymalizowany skład podłoża 

hodowlanego (źródła oraz zawartość węgla i azotu), warunki hodowli (wartość pH podłoża oraz 

temperatura hodowli), metoda prezerwacji oraz opracowana została prebiotyczna mieszanka 

suplementacyjna wspomagająca wzrost tych mikroorganizmów. Zostało również 

przeprowadzone doświadczenie wazonowe mające na celu sprawdzenie wpływu inokulum 

bakteryjnego na wzrost roślin malin poddanych działaniu wybranych fitopatogenów – Botrytis 
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cinerea, Colletotrichum acutatum, Phytophthora sp. i Verticillium sp., oraz na zbiorowiska 

mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę malin.  

Ocena zdolności do hamowania wzrostu patogenów przez wyizolowane bakterie 

pożyteczne została przeprowadzona na podstawie pomiaru stref zahamowania wzrostu  

w testach płytkowych. Charakterystykę funkcjonalną i określenie zdolności katabolicznych 

pojedynczych izolatów wykonano przy użyciu mikromacierzy fenotypowych na płytkach GEN 

III z wykorzystaniem systemu BIOLOGTM. W doświadczeniu wazonowym zastosowano  

3 sposoby aplikacji inokulum mikrobiologicznego oraz 5 patosystemów, co pozwoliło na 

określenie wpływu inokulum pożytecznych bakterii, jak i obecności fitopatogenów na wzrost 

roślin. Wpływ zastosowanej naturalizacji oraz obecności fitopatogenów na zbiorowiska 

mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę malin zbadano z wykorzystaniem 

płytek ECO i systemu BiologTM, oraz sekwencjonowania następnej generacji (ang. Next 

Generation Sequencing, NGS).  

Przeprowadzone badania wykazały, że ryzosfera malin leśnych może być 

wartościowym i bogatym źródłem pożytecznych mikroorganizmów, a odpowiednio 

opracowane warunki hodowli i prezerwacji pozwalają na skuteczne namnożenie oraz 

zachowanie bakterii. Dodatek inokulum bakteryjnego pozytywnie wpłynął na aktywność 

dehydrogenaz glebowych w obiektach bez obecności patogenów. Aplikacja inokulum 

mikrobiologicznego wraz z podlewaniem 4 tygodnie po posadzeniu roślin skutkowała 

największym pozytywnym wpływem na suchą masę malin. Wartość wskaźnika stresu 

substratowego (SST) dla zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających fyllosferę ulegała 

obniżeniu w obiektach, gdzie zaaplikowano inokulum mikrobiologiczne. Aplikacja inokulum 

bakteryjnego wpłynęła na zmniejszenie indeksu bioróżnorodności Shannona dla zbiorowisk 

grzybów. Wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonych badań wskazują na szerokie  

i kompleksowe działanie opracowanego biopreparatu mikrobiologicznego. Wyniki wskazują 

na jego skuteczność w biostymulacji wzrostu malin, wspieraniu zbiorowisk mikroorganizmów 

zasiedlających otoczenie rośliny oraz hamowaniu wzrostu organizmów fitopatogenicznych.  

 

Słowa kluczowe: biopreparaty, zrównoważone rolnictwo, inokulum mikrobiologiczne, 

mikroorganizmy glebowe, rolnictwo regeneracyjne, mikromacierze fenotypowe, fitopatogeny 

owoców miękkich, sekwencjonowanie następnej generacji  
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Abstract 

Organic production of food is not only a farming strategy that allows to achieve a high-

quality product but also decrease the negative effect of farming on the natural environment.  

It is estimated that about 30% of ecological arable land is located in Europe, and about 6.4%  

of this land is located in Poland. In addition, the production of organic soft fruit, including 

raspberries, in Poland between 2012 and 2020 almost doubled from 21 635 tons to 41 870 tons. 

The intensification of agricultural production that has taken place in recent years has made 

farmers dependent on chemical methods of plant protection as easy to use and reliable. 

However, it cannot be ignored that conventional plant protection products can lead to the 

acquisition of resistance by pathogenic microorganisms and a reduction of the soil 

microorganisms’ biodiversity. Increased interest in the field of organic farming, and  

in particular the organic production of soft fruits as those, often consumed directly, is another 

factor that encourages producers to use new solutions for ecological protection and 

biostimulation of plants, based on inter alia beneficial microorganisms. 

Changing the plant protection strategy to a more environmentally friendly one is also  

in line with the policy of the European Union, which for many years has been trying to promote 

organic, sustainable and regenerative agriculture among farmers. Council Regulation (EC) No 

834/2007 of 28 June 2007 stipulates that the use of conventional, chemical plant protection 

products must be kept to a minimum, and farmers should use organic plant protection products 

of natural origin. The European Strategy for Biodiversity 2030, introduced on May 20, 2020, 

being an important element of the European Green Deal, emphasizes the importance  

of biodiversity of all-natural environments, as well as the need to increase the biodiversity  

of agricultural areas. This strategy not only aims to reduce the use of pesticides by 50%, but 

also to increase the area of organic farming to an amount equal to or greater than 25% of all 

cultivated land. Farmers using ecological plant cultivation practices are obliged not to use many 

conventional fertilizers and plant protection products, which may lead to a reduction in yields 

and an increase in production and final product costs. Mentioned legal acts also define the role 

and the need to use biological methods of plant protection, such as plant extracts  

or biopreparations containing microbiological inoculum. 

This research concerns the development of an innovative microbiological biopreparation 

containing a consortium of beneficial bacteria isolated from wild raspberry rhizosphere. 

Beneficial bacteria used in this research have the ability to inhibit the growth of the chosen, 

most common fungal and fungal like pathogens that infect raspberry plants. The process  

of biopreparation development consisted of taking soil samples, isolation of bacterial strains, 

their identification and selection of beneficial bacteria, assessment of their ability to inhibit the 

growth of selected phytopathogens, selection of the most effective isolates and functional 

characteristics of selected bacteria. For selected, 4 strains of bacteria belonging to 3 genera  

- Arthorbacter, Pseudomonas and Rhodococcus, the composition of the culture medium (carbon 

and nitrogen sources), the culture conditions (pH value of the medium and culture temperature), 

the preservation method were optimized and the prebiotic supplementary blend additive was 

developed. A pot experiment was also carried out to evaluate the effect of the bacterial inoculum 

on the growth of raspberry plants treated with selected phytopathogens - Botrytis cinerea, 

Colletotrichum acutatum, Phytophthora sp. and Verticillium sp., and on the communities  

of microorganisms inhabiting the rhizosphere and phyllosphere of raspberries.  

 The assessment of the ability to inhibit the growth of pathogens by the isolated beneficial 

bacteria was carried out on the basis of measuring the growth inhibition zones on the culturing 

plates. Functional characterization and determination of catabolic capacity of individual isolates 
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were performed using phenotype microarrays by BiologTM, with the use of GEN III plates.  

In the pot experiment, 3 methods of application of the microbial inoculum and 5 pathosystems 

were used, which allowed to study the relationship between the inoculum of beneficial bacteria 

and phytopathogens, as well as plant growth. The effect of the applied naturalization and the 

presence of phytopathogens on the microbial communities inhabiting raspberry rhizosphere and 

phyllosphere were investigated using the BiologTM system with ECO microplates, and the Next 

Generation Sequencing (NGS). 

 The conducted research has shown that the rhizosphere of wild growing raspberries may 

be a valuable source of beneficial microorganisms, and that properly developed conditions for 

culturing and drying allow for effective growth and preservation of bacteria. The application  

of bacterial inoculum to raspberry plants in the pot experiment positively affected the activity 

of soil dehydrogenases in objects without the presence of pathogens. The application of the 

microbial inoculum along with watering 4 weeks after planting resulted in the greatest positive 

effect on the dry mass of the plant. The value of the substrate stress index (SST) for the 

microbial communities inhabiting the phyllosphere decreased in the experiments where the 

microbial inoculum was applied. The application of the bacterial inoculum resulted in the 

reduction of the Shannon’s biodiversity index for the fungal communities inhabiting the 

raspberry phyllosphere. The results obtained on the basis of the conducted research indicate  

a broad and comprehensive effect of the developed microbiological biopreparation. The results 

indicate its effectiveness in biostimulating the growth of raspberries, supporting the 

communities of microorganisms inhabiting the plant's rhizosphere and phyllosphere and 

inhibiting the growth of phytopathogenic organisms. 

 

Keywords: biopreparations, sustainable agriculture, microbial inoculum, soil microorganisms, 

regenerative agriculture, phenotypic microarrays, soft fruit phytopathogens, next generation 

sequencing 
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1. Wprowadzenie 

1.1. Problematyka 

Jednym z największych problemów, z którymi musi zmierzyć się nowoczesne rolnictwo 

jest potrzeba ciągłego zwiększania plonów oraz radzenie sobie z degradacją gleb powodującą 

zmniejszenie dostępnego, uprawnego areału, a także poszukiwanie alternatywnych rozwiązań 

dla stale rosnącej chemizacji rolnictwa. Nie mniej istotne jest kontrolowanie obecności 

fitopatogenów, które mogą powodować nawet 60% strat w plonach [1]. Degradacja gleb może 

być powodowana przez wiele czynników, które mają negatywny wpływ na właściwości 

fizyczne, chemiczne i biologiczne gleb [2–4]. Pogorszenie właściwości fizycznych gleby 

skutkuje zmianą składu granulometrycznego, jej większą gęstością oraz zagęszczeniem [5]. 

Negatywna zmiana właściwości chemicznych to najczęściej zakwaszenie, obecność soli, 

spadek zawartości materii organicznej, zmniejszona biodostępność składników odżywczych 

lub ich brak, a także obecność metali ciężkich [3,6,7]. Degradacja biologiczna to przede 

wszystkim obniżenie bioróżnorodności edafonu, w tym mikroorganizmów glebowych [8–10]. 

Nie ulega wątpliwości, że stosowanie chemicznych środków ochrony roślin przyczynia się do 

opisanego spadku bioróżnorodności środowiska glebowego [11]. Stosowanie nawozów 

mineralnych pozwala na intensyfikację rolnictwa i zwiększanie plonów, jednakże  niewłaściwe 

i zbyt intensywne ich wykorzystanie może powodować degradację gleb, tak chemiczną jak  

i biologiczną [12–14]. Zmniejszanie zużycia konwencjonalnych środków ochrony roślin to 

działanie, które jest niezbędne do ograniczenia postępującej w zatrważającym tempie 

degradacji gleb uprawnych.  

 Potrzeba zmiany niektórych praktyk rolnictwa konwencjonalnego na bardziej przyjazne 

środowisku została również zauważona przez Unię Europejską, która stara się promować 

gospodarowanie w sposób bardziej ekologiczny i zrównoważony. Odpowiednia polityka 

uwzględniająca ograniczanie dostępu do niektórych pestycydów, czy zaprzestanie ich 

stosowania to tylko niektóre z działań pozwalających na ograniczenie najbardziej 

niekorzystnych skutków intensyfikacji rolnictwa [1,15]. Rozporządzenie Rady (WE)  

nr 834/2007 z dnia 28 czerwca 2007 roku stanowi, że stosowanie konwencjonalnych, 

chemicznych środków ochrony roślin powinno być ograniczone do minimum, a rolnicy 

powinni stosować więcej środków pochodzenia naturalnego takich jak ekstrakty roślinne, 

produkty zwierzęce, nawozy naturalne czy preparaty mikrobiologiczne [16,17]. Jednym  

z najbardziej istotnych działań Unii Europejskiej jest przyjęcie Europejskiego Zielonego Ładu, 
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czyli zbioru inicjatyw politycznych, których celem jest osiągnięcie neutralności dla klimatu w 

Europie do 2050 roku. Spośród 10 priorytetów określonych przez Komisję Europejską 

wyróżniają się te, o nazwie „Ekosystemy i bioróżnorodność” oraz „Zdrowa żywność  

i zrównoważone rolnictwo”. W obrębie tych dwóch priorytetów znajdziemy zbiór praktyk, 

który pomaga zadbać m.in. o stan gleb uprawnych i zdegradowanych, a także o przywrócenie  

i zachowanie bioróżnorodności tak na obszarach rolniczych jak i dzikich. Jednym z elementów 

Europejskiego Zielonego Ładu jest wprowadzona 20 maja 2020 roku Europejska Strategia na 

rzecz Bioróżnorodności do 2030 roku, która podkreśla niezwykłą wagę bioróżnorodności 

ekosystemów. Strategia ta zakłada między innymi zmniejszenie wykorzystania pestycydów  

o 50% oraz zwiększenie powierzchni upraw ekologicznych do ilości równej lub większej niż 

25% powierzchni wszystkich gruntów uprawnych [18,19].  

1.2. Ryzosfera jako źródło pożytecznych mikroorganizmów 

Ryzosfera to warstwa gleby otaczająca korzenie roślin i będąca pod wpływem 

związków przez nie wydzielanych. Jest to tak zwany gorący punkt (ang. hotspot) oddziaływań 

mikrobiologicznych, gdyż to właśnie w ryzosferze zachodzi najwięcej procesów 

mikrobiologicznych, a interakcje między organizmami są najbardziej intensywne [20,21]. 

Zbiorowiska mikroorganizmów charakterystycznych dla ryzosfery składają się najczęściej  

z bakterii, grzybów, alg i archeonów. Ze względu na obecność łatwo przyswajalnych źródeł 

węgla, ryzosfera zapewnia stabilne środowisko, w którym mogą zachodzić najbardziej istotne 

procesy związane z interakcjami między mikroorganizmami, rośliną i mikrofauną [22,23]. 

Rośliny mogą „rekrutować” unikalne mikroorganizmy, które zasiedlając ryzosferę wchodzą  

w symbiotyczną reakcję hamując wzrost fitopatogenów i stymulując systemiczną odporność 

roślin [24]. Przez ostatnie lata naukowcy prowadzą coraz więcej badań dotyczących 

pozyskiwania szczepów mikroorganizmów pożytecznych przydatnych w zwalczaniu chorób 

roślin, szczególnie powodowanych przez patogeny zasiedlające środowisko glebowe. 

Mikroorganizmy pożyteczne zasiedlające ryzosferę, które charakteryzują się zdolnością  

do tworzenia symbiozy z roślinami i mają właściwości antagonistyczne względem 

fitopatogenów lub mają działanie biostymulujące względem roślin coraz częściej stają się 

obiektem zainteresowania badaczy [25,26]. Wiele gatunków bakterii zasiedlających ryzosferę 

roślin często posiada właściwości do biokontroli patogenów roślin na skutek zdolności  

do produkcji antybiotyków, bakteriocyn, sideroforów, enzymów hydrolitycznych oraz innych 

metabolitów wtórych [27–30]. Antagonizm przeciwko fitopatogenom jako efekt wydzielania 
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biopestycydów przez mikroorganizmy pożyteczne to jedna z najważniejszych cech, 

przyczyniająca się do poprawy zdrowia roślin [31].  

1.3.-Wpływ pożytecznych mikroorganizmów na rośliny uprawne  

i fitopatogeny 

 Wśród mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę roślin często można zidentyfikować 

bakterie pożyteczne, które pozytywnie wpływają na organizmy roślinne wchodząc z nimi  

w symbiozę [27,32]. Bakterie promujące wzrost roślin i posiadające właściwości 

antagonistyczne najczęściej należą do rodzajów Alcaligenes, Azospirillum, Arthrobacter, 

Acinetobacter, Bradyrhizobium, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium, 

Sinorhizobium, Frankia, Mesorhizob, Azoarcus, Exiguobacterium, Methylobacterium, 

Paenibacillus i Pantoea [23,25,33–38]. Liczne eksudaty korzeniowe powodują, że ryzosfera 

staje się atrakcyjną niszą ekologiczną dla mikroorganizmów, które są zdolne  

do przemieszczania w jej kierunku z wykorzystaniem mechanizmu chemotaksji. Efektem tego 

procesu jest symbiotyczna reakcja pozytywnie wpływająca na zdrowie roślin, oraz plon 

poprzez zwiększenie biodostępności składników odżywczych, wydzielanie 

hormonopodobnych związków stymulujących wzrost, zmniejszanie intensywności infekcji 

fitopatogenicznych oraz reakcji na stresy środowiskowe [27]. Związki takie jak antybiotyki, 

endotoksyny, bakteriocyny, siderofory, enzymy hydrolityczne, cyjanowodór (HCN), kwas 

fenazyno-1-karboksylowy (PCA), 2,4-DAPG oraz inne metabolity wtórne produkowane przez 

bakterie ryzosferowe ograniczają wzrost organizmów fitopatogenicznych, zapobiegając 

rozwojowi chorób [23,27,38–45].  

 Na działanie mikroorganizmów pożytecznych składa się wiele mechanizmów, które 

można podzielić na bezpośrednie i pośrednie. Bezpośrednie działanie mikroorganizmów 

pożytecznych jest skupione przede wszystkim na  hamowaniu wzrostu organizmów 

patogenicznych przez antybiozę, pasożytnictwo, zmniejszanie rozprzestrzeniania  

się patogenów oraz poprzez konkurencję o składniki odżywcze [46,47]. Antybioza polega  

na wydzielaniu przez mikroorganizmy pożyteczne związków alleopatycznych które mogą 

dyfundować w glebie, do których należą m.in. lipopeptydy, bakteriocyny, antybiotyki, 

biosurfaktanty czy enzymy zdolne do degradowania ścian komórkowych fitopatogenów, oraz 

lotnych związków, które wpływają na metabolizm fitopatogenów hamując ich rozwój 

[46,48,49]. Pasożytnictwo wykorzystywane przez organizmy pożyteczne względem 

fitopatogenów można również podzielić na dwa rodzaje nekrotroficzne i biotroficzne. 
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Pasożytnictwo nekrotroficzne polega na zabiciu komórek fitopatogenicznych i wykorzystaniu 

składników uwolnionych z ich komórek. Pasożyt biotroficzny natomiast wykorzystuje żywe 

komórki fitopatogenów i żeruje na nich przez dłuższy czas uniemożliwiając ich namnażanie  

i infekcję roślin [50,51]. Mikroorganizmy pożyteczne mogą ograniczać wirulencję patogenów 

poprzez wydzielanie enzymów chitynolitycznych i pektynolitycznych, które mogą negatywnie 

oddziaływać na komórki fitopatogenów oraz ich zarodniki [49,52]. Ponadto mikroorganizmy 

pożyteczne utrudniają zasiedlenie stref korzeniowych przez fitopatogeny, poprzez konkurencję 

o składniki odżywcze i przestrzeń do wzrostu. Organizmy pożyteczne mogą także szybko 

kolonizować strefy korzeniowe oraz produkować biofilm utrudniający kolonizację korzeni 

przez organizmy patogeniczne [53,54]. Biofilm składający się z komórek organizmów 

pożytecznych, egzopolisacharydów, białek i kwasów nukleinowych pełniących rolę cząsteczek 

sygnalizacyjnych ogranicza również wpływ stresów środowiskowych na mikroorganizmy  

i rośliny poprzez pokrywanie korzeni warstwą zabezpieczającą między innymi przed suszą.  

Mikroorganizmy, w tym bakterie, sinice i grzyby oddziaływują z tkankami roślinnymi i sobą 

nawzajem z wykorzystaniem zjawiska quorum sensing, polegającego na zdolności  

do komunikowania się poszczególnych bakterii między sobą oraz wyczuwania liczebności 

okolicznych mikroorganizmów, a wytwarzany biofilm jest jednym z najważniejszych 

elementów tego procesu [55–59].  

 Pośrednie mechanizmy działania mikroorganizmów pożytecznych to indukcja 

odporności systemicznej i stymulacja wzrostu, a także zwiększanie żyzności gleby [47,60]. 

Indukcja odporności to zbiór działań, które podejmuje roślina w reakcji na infekcję patogenów 

lub stymulację poprzez mikroorganizmy pożyteczne. Indukcja odporności powoduje 

wzmocnienie ścian komórkowych roślin oraz wzbudzenie szlaków metabolicznych 

odpowiedzialnych za produkcję fitohormonów, związków fenolowych, enzymów 

chitynolitycznych i glukanolitycznych, kwasu salicylowego oraz roślinnych białek PR (ang. 

pathogenesis-related protein) [47,61]. Lokalna produkcja kwasu salicylowego w tkankach 

roślin prowadząca do ich obumierania powoduje zahamowanie rozprzestrzeniania  

się patogenów w tkankach. Bakterie pożyteczne mogą również stymulować produkcję 

deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC), który jest prekursorem 

etylenu. Wpływa to na zmniejszenie produkcji etylenu, który negatywnie oddziałuje na rośliny 

będące pod wpływem stresu biotycznego i abiotycznego. Bakterie pożyteczne mogą zwiększać 

odporność roślin na stres abiotyczny, taki jak m.in. susze, powodzie, wysoka temperatura, 

poprzez stymulację produkcji lub produkcję hormonów regulujących wzrost roślin - kwasu 
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giberelinowego (GA3), kwasu indolilooctowego (IAA), cytokin czy kwasu abscysynowego 

(ABA) [61–66].  

1.4. Rola preparatów mikrobiologicznych w rolnictwie regeneracyjnym 

 Zastosowanie preparatów mikrobiologicznych nie musi ograniczać się wyłącznie  

do bezpośredniego wspierania wzrostu roślin oraz biokontroli fitopatogenów. Biopreparaty 

mogą również być wartościowym narzędziem służącym regeneracji gleb zdegradowanych oraz 

przyczyniać się do umożliwienia prowadzenia upraw lub zwiększenia plonów na takich 

terenach. Wszystkie niekorzystne warunki środowiskowe, które mogą wpływać  

na bioróżnorodność funkcjonalną mikroorganizmów oraz na właściwości gleby mogą 

przyczyniać się do powstawania niekorzystnych warunków – stresu abiotycznego. Nadmierna 

akumulacja metali ciężkich w glebach, powszechna szczególnie na obszarach, na których 

prowadzona jest działalność wydobywcza przyczynia się do nagromadzenia w glebach 

nadmiernych stężeń metali ciężkich [67]. Ich obecność w glebie powoduje zmianę wartości pH 

oraz struktury gleby co skutkuje występowaniem na takich terenach warunków stresowych 

zarówno dla roślin jak i zbiorowisk mikroorganizmów glebowych [68]. Niektóre bakterie 

pożyteczne zdolne są do pozakomórkowego wydzielania peptydów wiążących jony metali,  

co prowadzi do ich bioakumulacji, biosorpcji, precypitacji, oksydacji lub/i zredukowania. 

Procesy te skutkują zmniejszeniem toksyczności nadmiernego stężenia jonów metali 

znajdujących się w glebach zdegradowanych [69]. Wydzielanie sideroforów, czyli metabolitów 

mikrobiologicznych tworzących kompleksy z metalami śladowymi, pozwala na łatwiejsze 

przyswajanie tych związków przez rośliny, prowadząc do poprawy wzrostu roślin, ale również 

usunięcia tych związków z gleby [70]. Podobnie produkowane przez mikroorganizmy 

biosurfaktanty o właściwościach amfifilowych mogą wiązać jony metali, a co za tym idzie 

zmniejszać ich stężenie w środowisku [71,72]. Do usuwania z gleby jonów metali ciężkich 

przyczyniają się również wspomniane wcześniej egzopolisacharydy, które zwiększają tempo 

agregacji i biosorpcji oraz wydzielane zewnątrzkomórkowo, przez bakterie pożyteczne, kwasy 

organiczne tworzące kompleksy z jonami metali [73–76].  

 Wieloletnie stosowanie nawozów mineralnych, a także podlewanie wodą zawierającą 

sól powoduje wzrost zasolenia gleb. Nagromadzenie soli w glebie powoduje zaburzenie 

homeostazy roślin prowadząc do pogorszenia ich stanu zdrowia i zmniejszenia plonu lub 

uniemożliwienia wykorzystania gleb zasolonych do uprawy roślin [77,78]. Zasolenie gleby 

powoduje wytwarzanie reaktywnych form tlenu w korzeniach roślin zarówno uprawnych jak 

i dzikich. To zjawisko powoduje uszkadzanie komórek i nasilenie stresu oksydacyjnego. 
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Zarówno mikroorganizmy jak i rośliny aktywują w takiej sytuacji szlaki metaboliczne 

pozwalające na neutralizację tych niekorzystnych warunków poprzez sekrecję katalazy  

i peroksydazy askorbinianowej [79]. Produkcja związków o właściwościach 

antyoksydacyjnych oraz stymulacja roślin do ich produkcji, a także zmniejszenie stężenia 

etylenu w tkankach roślinnych przez produkcje ACC to kolejne z mechanizmów wpływających 

na lepszą odporność na nadmierne zasolenie [80–83].  

 Gleby zdegradowane często charakteryzują się gorszą retencją wody w porównaniu do 

gleb zdrowych. Mikroorganizmy pożyteczne mogą przyczynić się do poprawy odporności 

roślin na suszę, zarówno wpływając na rozwój systemów korzeniowych roślin jak i zmieniając 

zawartość materii organicznej w glebie, która przyczynia się do zwiększenia retencji wody. 

Zastosowanie pożytecznych bakterii może wpłynąć na wytwarzanie większej ilości i biomasy 

korzeni o mniejszej średnicy, przy jednocześnie większej długości. Takie parametry korzeni 

pozwalają roślinom dosięgnąć głębszych warstw gleby, o większej zawartości wody oraz 

zwiększyć powierzchnię jej czerpania. Zwiększona w ten sposób powierzchnia korzeni wpływa 

pozytywie na absorbcję wody i składników mineralnych [84–87]. Wykorzystanie 

biopreparatów zawierających inokulum mikrobiologiczne na glebach podatnych na suszę 

skutkowało zwiększeniem turgoru o 24% w porównaniu do kontroli [88]. Zmiana właściwości 

osmotycznych błon i ścian komórkowych roślin, cytoplazmy oraz poszczególnych organelli 

komórkowych na skutek nagromadzenia odpowiednich białek oraz enzymów, a także innych 

związków organicznych i nieorganicznych takich jak sacharoza, prolina, betaina, glicyna, 

mannitol, jony wapnia czy kwas jabłkowy, pozwala zachować turgor i zmniejszyć zużycie 

wody przez rośliny przy jednoczesnym zachowaniu niezbędnej zawartości wody w roślinach 

[89–91]. Prolina będąca podstawowym związkiem wpływającym na właściwości osmotyczne 

tkanek roślinnych podlegających działaniu stresów abiotycznych pomaga stabilizować 

struktury komórkowe takie jak białka i błony komórkowe, a także bierze udział w łagodzeniu 

stresu oksydacyjnego [90,92,93]. Obecne w glebie mikroorganizmy pożyteczne mogą również 

rozkładać dostępną dla nich materię organiczną, co znacząco przyczynia się do zwiększania 

retencji wody oraz zawartości węgla organicznego w glebie. 

 Rola biopreparatów zawierających inokulum nie kończy się tylko na biokontroli 

fitopatogenów, ale jest dużo szersza. Ich wykorzystanie obejmuje zarówno rolnictwo, gdzie 

mogą wspierać lub nawet całkowicie zastąpić konwencjonalne metody ochrony roślin, ale także 

mogą być używane w rolnictwie regeneracyjnym czy pełnić istotną rolę w procesach 

bioremediacji. Opracowanie nowych biopreparatów, zawierających lokalne szczepy 
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mikroorganizmów pożytecznych pozwoli na stworzenie szerokiego spektrum dostępnych 

produktów, co przyczyni się do lepszej biokontroli lokalnie występujących fitopatogenów oraz 

naturalnego radzenia sobie z problemami takimi jak susza, obecność metali ciężkich w glebie 

czy zasolenie. Badania dotyczące opracowywania nowych biopreparatów to wstęp  

do nowoczesnych, zrównoważonych, proekologicznych praktyk rolniczych, które pozwolą 

ograniczyć negatywny wpływ rolnictwa na ekosystem.   

Dotychczasowe badania dotyczące poznania mechanizmów działania pożytecznych 

mikroorganizmów, a także opracowania nowych formulacji biopreparatów skupiają się przede 

wszystkim na antybiozie i pasożytnictwie. Przegląd literatury wskazuje, że równie istotnym 

mechanizmem działania biopreparatów jest konkurencja w zasiedlaniu nisz ekologicznych  

i wykorzystania składników znajdujących się w glebie. Charakterystyka uzdolnień 

metabolicznych mikroorganizmów, a także poznanie wrażliwych punktów metabolizmu 

fitopatogenów pozwoli na lepsze dopasowanie konkretnych szczepów mikroorganizmów do 

nisz ekologicznych i obecnych w środowisku szczepów patogenów. Wykorzystanie 

nowatorskiego wskaźnika stresu substratowego (SST) pozwala na wykrycie związków 

wpływających negatywnie lub pozytywnie na mikroorganizmy pożyteczne i patogeniczne, 

przyczyniając się do określenia na tej podstawie składu prebiotycznej mieszanki 

suplementacyjnej wspierającej wzrost pożytecznych mikroorganizmów oraz hamującej wzrost 

fitopatogenów [94]. Również wykorzystanie metod sekwencjonowania następnej generacji 

przyczynia się do lepszego zrozumienia działania pożytecznych mikroorganizmów poprzez 

porównanie składu całych zbiorowisk mikroorganizmów i wpływu stosowanych biopreparatów 

na ich funkcjonowanie i skład taksonomiczny [9,95].   

Naturalizacja to nowoczesne biotechnologiczne podejście do uprawy roślin. Polega na 

inokulacji roślin pożytecznymi mikroorganizmami, takimi jak grzyby czy bakterie, w celu 

zwiększenia ich wzrostu, a także tolerancji na stres środowiskowy zarówno biotyczny jak  

i abiotyczny. Oprócz wpływu na rośliny naturalizacja wpływa również pozytywnie na 

bioróżnorodność środowisk glebowych poprzez poprawę warunków glebowych i poszerzanie 

nisz środowiskowych, które stają się łatwiejsze do zasiedlenia przez inne mikroorganizmy 

pożyteczne [96,97].  Badania przedstawione w poniższej rozprawie skupiają się na izolacji  

i wyborze szczepów bakterii pożytecznych pochodzących z ryzosfery malin dzikorosnących, 

które jako składnik aktywny biopreparatu naturalizacyjnego będą zdolne do hamowania 

wzrostu wybranych najbardziej szkodliwych i powszechnych fitopatogenów grzybowych  

i grzybopodobnych wpływających niekorzystnie na maliny uprawne. Ponadto zastosowanie 
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wskaźnika stresu substratowego pozwoli na określenie składu mieszanki suplementacyjnej 

wpływającego pozytywnie na wzrost mikroorganizmów pożytecznych. Sprawdzenie wpływu 

inokulum bakterii pożytecznych na rośliny malin, skład taksonomiczny i metabolizm 

zbiorowisk mikroorganizmów glebowych w doświadczeniu wazonowym pozwoliło 

zweryfikować założone hipotezy, a zastosowane różne rodzaje aplikacji inokulum pomogą  

w określeniu sposobu naturalizacji zapewniającego największe korzyści.  
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2. Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej 

Hipotezy badawcze 

Na podstawie przeglądu literatury dotyczącego obecnie stosowanych biopreparatów  

w uprawach owoców miękkich, aktualny problem z występowaniem i biokontrolą 

fitopatogenów grzybowych i grzybopodobnych w rolnictwie ekologicznym i regeneracyjnym, 

a także na wynikającą z tego potrzebę opracowywania nowych biopreparatów zawierających 

lokalnie występujące mikroorganizmy pożyteczne, postawiono następujące hipotezy 

badawcze:  

• szczepy bakterii wyizolowane z ryzosfery malin dzikorosnących posiadają właściwości 

antagonistyczne skierowane przeciwko wybranym fitopatogenom grzybowym  

i grzybopodobnym owoców miękkich, 

• szczepy bakterii wyizolowane z ryzosfery malin dzikorosnących posiadają bogate 

uzdolnienia metaboliczne oraz enzymatyczne,  

• zoptymalizowane parametry podłoża hodowlanego oraz warunków hodowli, a także 

odpowiednio dobrana metoda prezerwacji pozwala na namnożenie oraz zachowanie 

aktywności komórek bakteryjnych, 

• aplikacja inokulum wybranych izolatów bakterii pożytecznych wpływa pozytywnie na 

poprawę wzrostu roślin malin oraz aktywność mikroorganizmów glebowych  

w obecności fitopatogenów grzybowych i grzybopodobnych, 

• aplikacja inokulum wybranych izolatów bakterii pożytecznych wpływa pozytywnie na 

bioróżnorodność mikroorganizmów i aktywność zbiorowisk mikroorganizmów 

glebowych. 
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Cel rozprawy doktorskiej 

 Celem rozprawy doktorskiej było opracowanie biopreparatu mikrobiologicznego  

do naturalizacji ryzosfery malin oraz określenie wpływu izolatów środowiskowych bakterii 

pożytecznych wchodzących w jego skład na rośliny malin, a także zbiorowiska oraz aktywność 

mikroorganizmów glebowych. W związku z tym postawiono następujące cele szczegółowe: 

• określenie zdolności izolatów środowiskowych bakterii pożytecznych do hamowania 

wzrostu wybranych fitopatogenów grzybowych i grzybopodobnych, 

• określenie uzdolnień metabolicznych wybranych bakterii pożytecznych,  

• optymalizacja składu podłoża hodowlanego, warunków hodowli oraz metody 

prezerwacji dla wybranych izolatów bakterii pożytecznych, a także określenie składu 

prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej dla wybranych izolatów bakterii 

pożytecznych oraz fitopatogenów grzybowych i grzybopodobnych, 

• określenie wpływu aplikacji inokulum wybranych izolatów bakterii pożytecznych na 

suchą masę części nadziemnych roślin malin, mokrą masę korzeni oraz aktywność 

dehydrogenaz,  

• określenie składu taksonomicznego zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających 

ryzosferę i fyllosferę roślin malin oraz wpływu inokulum bakterii pożytecznych na  

te zbiorowiska w warunkach kontaminacji przez wybrane fitopatogeny. 
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3. Omówienie wyników przedstawionych w publikacjach i badaniach 

uzupełniających 

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

w manuskrypcie publikacji P.4 podjęto zagadnienie opracowania biopreparatu 

naturalizacyjnego zawierającego konsorcjum bakterii pożytecznych wyizolowanych  

z ryzosfery malin dzikorosnących, określenia jego wpływu na wzrost roślin malin, aktywność 

dehydrogenaz w glebie, uzdolnienia funkcjonalne oraz skład taksonomiczny zbiorowisk 

mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę malin w doświadczeniu wazonowym. 

3.1. Publikacja P.1 (Review report on the role of bioproducts, biopreparations, 

biostimulants and microbial inoculants in organic production of fruit) 

Bibliografia: Pylak, M., Oszust, K. & Frąc, M. (2019).  Review report on the role  

of bioproducts, biopreparations, biostimulants and microbial inoculants in organic production 

of fruit. Rev Environ Sci Biotechnol 18, 597–616 https://doi.org/10.1007/s11157-019-09500-5 

W publikacji przeglądowej P.1 przedstawiono charakterystykę dostępnych komercyjnie 

biopreparatów zawierających pożyteczne mikroorganizmy, ekstrakty roślinne oraz z glonów,  

a także składniki pochodzenia zwierzęcego. Omówiono znaczenie i skalę rolnictwa 

ekologicznego w Europie i Polsce, a także problemy z jakimi zmagają się rolnicy decydujący 

się na produkcję owoców w sposób ekologiczny takie jak wysokie straty w plonach wynikające 

z obecności fitopatogenów, wyższy koszt i mniejszy wybór środków ochrony roślin, wzrost 

nakładów pracy potrzebnych do uzyskania produktu, co przekłada się na wyższy koszt produktu 

końcowego. Podkreślono zgodność ekologicznych praktyk rolniczych z obecnymi trendami 

promowanymi przez Unię Europejską, która zachęca rolników do znacznego ograniczania 

konwencjonalnych, chemicznych środków ochrony roślin na korzyść stosowania 

biopreparatów i środków pochodzenia naturalnego.  

W publikacji scharakteryzowano dostępne preparaty o działaniu biostymulującym 

wzrost roślin. Podkreślono szerokie działanie stymulujące biopreparatów polegające na 

zwiększaniu biodostępności substancji odżywczych obecnych w glebie, wspieraniu pobierania 

oraz przyswajania substancji odżywczych przez rośliny. Omówiono najczęstsze czynniki 

powodujące ograniczenie wzrostu roślin w rolnictwie ekologicznym, takie jak większa niż  

w rolnictwie konwencjonalnym obecność fitopatogenów, mniejsza zawartość pierwiastków 

takich jak azot czy fosfor w glebach uprawianych ekologicznie na skutek stosowania uboższych 
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w te składniki nawozów ekologicznych, mniejsza biodostępność pierwiastków, takich jak 

żelazo, cynk, miedź i mangan na skutek występowania nieodpowiedniego odczynu gleby. 

Ponadto, w publikacji P.1 scharakteryzowano komponenty wykorzystywane jako nośniki dla 

biopreparatów mikrobiologicznych oraz mechanizmy działania biopreparatów, obejmujące 

stymulację wzrostu korzeni przekładającą się na zwiększenie ich powierzchni, zmianę wartości 

pH gleby pozwalającą na sprawną wymianę substancji odżywczych, tworzenie kompleksów  

z nierozpuszczalnymi pierwiastkami, takimi jak żelazo, zwiększającymi ich rozpuszczalność, 

wiązanie toksycznych jonów metali, stymulację wzrostu mikroorganizmów glebowych 

zwiększającą ich bioróżnorodność, a także wiązanie azotu atmosferycznego.  

W publikacji P.1 przedstawiono najczęściej wykorzystywane w biopreparatach inokulum 

mikrobiologiczne o złożonym działaniu, polegającym na zwiększaniu asymilacji składników 

odżywczych przez rośliny, hamowaniu wzrostu fitopatogenów, indukowaniu odporności 

systemicznej roślin oraz wydzielaniu związków hormonopodobnych. Ponadto, omówiono 

najczęściej stosowane w biopreparatach grupy mikroorganizmów, wśród których szczególną 

uwagę poświęcono charakterystyce bakterii i mikrogrzybów należące do rodzajów 

Trichoderma, Pythium, Talaromyces, Aureobasidium, Bacillus, Pseudomonas i Lactobacillus. 

Na przykładzie grzybów z rodzaju Trichoderma scharakteryzowano także mechanizmy 

działania pożytecznych mikroorganizmów skierowane przeciwko fitopatogenom, takie jak 

konkurencja o składniki odżywcze, antybioza, czyli wydzielanie toksycznych dla innych 

mikroorganizmów związków chemicznych, mykopasożytnictwo polegające na pasożytowaniu 

grzyba pożytecznego na innym, w tym przypadku fitopatogenicznym, inaktywacja enzymów 

grzybów fitopatogenicznych przez organizmy pożyteczne, indukowanie odporności 

systemicznej roślin.  

W końcowej części pracy przedstawiono wyzwania związane z koniecznością opracowania 

nowych rozwiązań biotechnologicznych, w tym biopreparatów dla rolnictwa oraz przytoczono 

znaczenie i założenia dokumentów strategicznych Unii Europejskiej.  
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3.2. Publikacja P.2 (Searching for New Beneficial Bacterial Isolates of Wild Raspberries 

for Biocontrol of Phytopathogens-Antagonistic Properties and Functional 

Characterization) 

Bibliografia: Pylak, M., Oszust, K., & Frąc, M. (2020). Searching for New Beneficial Bacterial 

Isolates of Wild Raspberries for Biocontrol of Phytopathogens-Antagonistic Properties and 

Functional Characterization. International journal of molecular sciences, 21(24), 9361. 

https://doi.org/10.3390/ijms21249361 

W publikacji P.2 scharakteryzowano najczęściej występujące na plantacjach owoców 

miękkich fitopatogeny grzybowe i grzybopodobne należące do rodzajów Botrytis, 

Colletotrichum, Phytophthora oraz Verticillium. Przedstawiono strategie Unii Europejskiej 

takie jak Europejski Zielony Ład oraz jego ważny element, którym jest Strategia na Rzecz 

Bioróżnorodności do 2030 roku z uwzględnieniem wymagań nakładanych przez te działania  

na rolników ekologicznych. W publikacji omówiono znaczenie izolowania lokalnie 

występujących szczepów bakterii pożytecznych jako tych, które wykazują cechy/właściwości 

dopasowane do zwalczania lokalnych fitopatogenów, oraz mają większą szansę na przetrwanie 

po aplikacji. Celem badań, omówionych w publikacji P.2, było wyizolowanie z gleby 

ryzosferowej oraz korzeni malin dzikorosnących izolatów bakterii posiadających zdolność do 

hamowania wzrostu wybranych fitopatogenów owoców miękkich, dokonanie charakterystyki 

uzdolnień metabolicznych i enzymatycznych wybranych szczepów bakterii pożytecznych,  

a także określenie składu mieszanki suplementacyjnej stymulującej wzrost bakterii  

i wywołującej stres substratowy dla organizmów fitopatogenicznych, co zostało ustalone  

na podstawie wyników analizy uzdolnień metabolicznych mikroorganizmów.  

W publikacji zaprezentowano wyniki identyfikacji genetycznej, dokonanej  

na podstawie sekwencjonowania fragmentu 16S rDNA, 65 szczepów bakterii, należących  

do 21 rodzajów. Szczepy zostały wyizolowane z gleby ryzosferowej i korzeni malin 

dzikorosnących. Na podstawie utworzonego drzewa filogenetycznego można zauważyć,  

że poszczególne rodzaje bakterii tworzą odrębne klastry. Po wykonaniu przeglądu literatury 42 

szczepy określono jako potencjalnie pożyteczne i poddano badaniom obejmującym oznaczenie 

uzdolnień antagonistycznych wobec kluczowych patogenów owoców miękkich. Spośród 

wybranych 42 izolatów 8 charakteryzowało się wyjątkowo wysokimi właściwościami 

antagonistycznymi. Były to szczepy Arthrobacter sp. B58/18 i B49/18, Pseudomonas sp. 
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B25/18 i B37/18, Bacillus sp. B39/18 i B40/18, oraz Rhodococcus sp. B12/18 i B73/18. 

Zdolność do hamowania wzrostu fitopatogenów różniła się pomiędzy poszczególnymi 

izolatami,, a Rhodococcus sp. B12/18 wykazywał zdolność do hamowania wzrostu 11 izolatów 

fitopatogenów należących do wszystkich 4 rodzajów (Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, 

Verticillium).  

Osiem wybranych izolatów poddano analizie uzdolnień metabolicznych  

z wykorzystaniem systemu BiologTM i płytek GEN III, które pozwalają na zbadanie zdolności 

do utylizacji 71 źródeł węgla należących do 6 grup: aminokwasów, peptydów i polipeptydów; 

kwasów karboksylowych i estrów; węglowodanów, polioli i innych; kwasów cukrowych i ich 

związków; pochodnych cukrów. Ponadto, badania z wykorzystaniem płytek GEN III pozwoliły 

na ocenę wpływu 23 czynników stresowych m.in. takich jak zasolenie, skrajne wartości pH czy 

obecność antybiotyków na przyrost biomasy mikroorganizmów. Na podstawie wyników 

analizy uzdolnień metabolicznych wykazano, że niektóre badane izolaty bakterii takie jak 

Bacillus sp. B39/18 i B40/18 wykorzystywały poszczególne grupy związków chemicznych  

w bardzo podobny sposób. Jednakże badane izolaty B58/18 i B49/18 pomimo tego, że należące 

do tego samego rodzaju Arthrobacter znacznie różniły się od siebie zdolnościami 

metabolicznymi.  Podobną zależność zaobserwowano dla bakterii B12/18 i B73/18 należących 

do rodzaju Rhodococcus. Wyniki analizy skupień w formie dendrogramu przedstawione  

na rysunku 5 w publikacji P.2 prezentują podobieństwo w utylizacji grup związków 

chemicznych przez badane szczepy bakterii. Wyniki analizy wskazują na utworzenie 3 klastrów 

o podobnym profilu metabolicznym wśród badanych szczepów bakterii. Wykazano, że badane 

szczepy bakterii różnią się zdolnością do wzrostu w obecności czynników stresowych. Warto 

podkreślić, że trzy spośród badanych izolatów: Rhodococcus sp. B12/18, Arthrobacter sp. 

B49/18 oraz Arthrobacter sp. B58/18, charakteryzowały się bardzo niską odpornością  

na większość czynników ograniczających wzrost. Analiza uzdolnień enzymatycznych  

z wykorzystaniem testów API ZYM i metabolicznych z użyciem testów płytkowych wykazała 

zróżnicowanie w aktywności enzymatycznej i metabolicznej pomiędzy badanymi szczepami 

bakterii. Izolat Pseudomonas sp. B37/18 charakteryzował się najszerszymi zdolnościami 

metabolicznymi, szczepy Arthrobacter sp. B58/18 i Rhodococcus sp. B12/18 charakteryzowały 

się najwyższą aktywnością enzymatyczną.  

W oparciu o wyniki analizy uzdolnień metabolicznych z wykorzystaniem systemu 

BiologTM i płytek GEN III dla bakterii pożytecznych oraz płytek FF dla fitopatogenów 

grzybowych i grzybopodobnych wyliczono wskaźnik stresu substratowego (SST).  
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Na podstawie wartości SST dla poszczególnych związków chemicznych wybrano 4 związki 

chemiczne, które wykorzystano do stworzenia prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej 

wspierającej wzrost pożytecznych bakterii, ale powodującej stres substratowy dla 

fitopatogenów. Wybrane związki chemiczne to kwas α-ketoglutarowy, kwas jabłkowy, N-

acetylo-D-glukozamina oraz kwas glutarowy. 

Na podstawie uzyskanych wyników do opracowania biopreparatu do naturalizacji 

ryzosfery malin wytypowano cztery szczepy bakterii, dla których przeprowadzono proces 

optymalizacji wzrostu oraz opracowano formulację i sposób wytwarzania biopreparatu,  

co zostało przedstawione w kolejnej publikacji P.3. 

3.3. Publikacja P.3 (Optimization of Growing Medium and Preservation Methods for 

Plant Beneficial Bacteria, and Formulating a Microbial Biopreparation for Raspberry 

Naturalization) 

Bibliografia: Pylak, M., Oszust, K., & Frąc, M. (2021). Optimization of Growing Medium and 

Preservation Methods for Plant Beneficial Bacteria, and Formulating a Microbial 

Biopreparation for Raspberry Naturalization. Agronomy, 11(12), 2521. 

https://doi.org/10.3390/agronomy11122521 

W publikacji P.3 przedstawiono wyniki procesu optymalizacji składu podłoża 

hodowlanego, metody prezerwacji oraz dodatku prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej dla 

4 wybranych szczepów bakterii pożytecznych, posiadających potencjał w ograniczaniu wzrostu 

fitopatogenów ze względu na zróżnicowane właściwości antagonistyczne skierowane 

przeciwko wybranym grzybowym i grzybopodobnym patogenom roślinnym. Wybrane izolaty 

należały do rodzajów Arthrobacter, Psuedomonas i Rhodococcus oraz charakteryzowały się 

ponadto szerokimi uzdolnieniami metabolicznymi i enzymatycznymi.  

W wyniku procesu optymalizacji składu podłoża ustalono, że dodatek sacharozy  

w stężeniu 3% jako źródła węgla zapewnił najlepszy wzrost bakterii, porównywalny do kontroli 

wykonanej z wykorzystaniem podłoża minimalnego M9. Dodatek peptonu w stężeniu 0,2% nie 

wpływał na ilość bakterii po hodowli w obiektach z dodatkiem sacharozy. Spośród 

przetestowanych źródeł azotu, azotan amonu najbardziej istotnie zwiększył przyrost biomasy 

badanych bakterii. Temperatura hodowli i pH również wykazały duży wpływ na zdolność 

bakterii do namnażania. Rhodococcus sp. B12/18 wykazywał najwyższe tempo wzrostu  

w podłożu o wartości pH ok. 6, a pozostałe izolaty preferowały wartość pH podłoża 

hodowlanego powyżej 7. Optymalną temperaturą dla wzrostu wszystkich szczepów bakterii 
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była temperatura wyższa niż 24℃ i niższa niż 30℃. Dodatek prebiotycznej mieszanki 

suplementacyjnej składającej się z równych ilości kwasu α-ketoglutarowego, kwasu 

jabłkowego, N-acetylo-D-glukozaminy oraz kwasu glutarowego, dodanych w ilości 10 g L-1 

spowodował istotnie statystyczny wzrost gęstości optycznej hodowli bakterii Rhodococcus sp. 

B12/18 i Pseudomonas sp. B37/18 zmierzonej po 144 godzinach hodowli w porównaniu  

do kontroli bez dodatku suplementów.  

Podczas optymalizacji metod prezerwacji mikroorganizmów zbadano 3 metody  

– suszenie konwencjonalne, suszenie próżniowe oraz liofilizację. Ponadto zbadano wpływ  

3 metod przygotowania próbki poprzez suszenie peletu bakteryjnego po odwirowaniu  

i usunięciu supernatantu, suszeniu całego podłoża hodowlanego wraz z mikroorganizmami oraz 

suszenie podłoża hodowlanego wraz z mikroorganizmami, wysyconego ziemią okrzemkową. 

Chociaż wielkość populacji żywych komórek bakteryjnych po suszeniu była mniejsza  

o co najmniej 2 rzędy wielkości w porównaniu do świeżej hodowli, to biopreparat posiadał 

wystarczającą liczebność mikroorganizmów do zastosowania w rolnictwie. Suszenie 

konwencjonalne charakteryzowało się długim czasem suszenia oraz uzyskiwaniem bardzo 

twardego i zbitego produktu. Suszenie próżniowe trwało 72h do czasu pełnego wysuszenia oraz 

w przypadku suszenia medium wysyconego na ziemi okrzemkowej pozwalało na osiągnięcie 

produktu w postaci puszystego proszku. Jako najlepszą metodę suszenia zostało wytypowane 

suszenie próżniowe z 0,1 M dodatkiem trehalozy do podłoża hodowlanego, który wpłynął 

pozytywnie na przeżywalność bakterii w trakcie procesu suszenia, w szczególności  

w odniesieniu do szczepu Rhodococcus sp. B75/18.  

W publikacji P.3 prezentowane są również wyniki badań dotyczące wczesnego efektu 

aplikacji konsorcjum bakteryjnego na rośliny malin i parametry gleby w doświadczeniu 

wazowym. Wpływ inokulum bakterii na suchą masę fyllosfery różnił się w zależności 

od zastosowanej strategii naturalizacji oraz obecności patogenów. W obiektach bez obecności 

patogenów zastosowanie inokulum bakteryjnego powodowało obniżenie suchej masy części 

nadziemnych roślin, jednak w obiektach zakażonych patogenami zastosowanie konsorcjum 

mikrobiologicznego powodowało istotne statystycznie zwiększenie suchej masy w porównaniu 

do obiektów, w których nie zastosowano inokulum. Aplikacja inokulum spowodowała 

zmniejszenie masy korzeni w obiektach bez obecności patogenów. W obiektach zakażonych 

patogenami Botrytis cinerea i Verticillium sp. oraz w obiektach, w których obecne były 

wszystkie patogeny aplikacja inokulum spowodowała zwiększenie masy korzeni w porównaniu 

do kontroli, co wskazuje na ochronne działanie testowanych bakterii na rośliny w warunkach 
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stresu biotycznego spowodowanego przez fitopatogeny. W obiektach bez obecności patogenów 

aplikacja inokulum powodowała zwiększenie aktywność dehydrogenaz glebowych  

w porównaniu do kontroli, podobny efekt uzyskany był w trzech spośród pięciu badanych 

patosystemów, tj. dla Colletotrichum acutatum, Phytophthora sp. oraz dla obiektów 

zakażonych wszystkimi czterema patogenami. W pozostałych obiektach (Botrytis cinerea  

i Verticillium sp.) dodatek inokulum bakteryjnego powodował obniżenie aktywności 

dehydrogenaz. Zawartość makroskładników w glebie w doświadczeniu wazonowym różniła się 

w zależności od zastosowanej strategii naturalizacji oraz obecności patogenów. W przypadku 

obiektów bez obecności patogenów największa zawartość makroskładników w częściach 

nadziemnych roślin została stwierdzona w obiektach, w których została zastosowana aplikacja 

inokulum na korzenie w czasie sadzenia. Strategia naturalizacji łącząca aplikację na korzenie 

podczas sadzenia i podlewanie naturalizacyjne, oraz samo podlewanie naturalizacyjne były 

najbardziej skuteczne w zwiększaniu zawartości biodostępnych składników pokarmowych  

w glebie w warunkach stresu biotycznego występującego w patosystemach. Zawartość 

mineralnych i organicznych form azotu w glebie nie była zależna od zastosowanej naturalizacji, 

ale w obiektach zawierających wszystkie testowane patogeny powodowała zwiększenie 

zawartości azotu. 

3.4. Badania uzupełniające (Analiza zmian strukturalnych i funkcjonalnych w 

zbiorowiskach mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę malin w wyniku 

obecności fitopatogenów, a także aplikacji inokulum pożytecznych bakterii – manuskrypt 

publikacji P.4 – Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry shoots 

microbiomes underlying changes caused by phytopahogens contamination and 

naturalization strategies implementation) 

3.4.1. Wstęp 

W nowoczesnym, szybko zmieniającym się świecie, w którym zapotrzebowanie  

na żywność ciągle rośnie, często zapominamy, że zasoby potrzebne do jej produkcji  

nie są nieskończone. Konwencjonalne praktyki rolnicze dążą do maksymalizacji plonu oraz 

zmniejszenia zużycia zasobów takich jak woda, powierzchnia uprawna i energia. Niestety, 

konwencjonalne praktyki rolnicze, a w szczególności wykorzystanie chemicznych środków 

ochrony roślin przyczyniło się między innymi do zauważalnego zmniejszenia bioróżnorodności 

w środowisku glebowym [98]. Ze względu na to jednym z głównych celów rolnictwa 

ekologicznego, zrównoważonego i regeneracyjnego jest zwiększanie bioróżnorodności,  

a w szczególności przywracanie i zachowanie bioróżnorodności środowiska glebowego,  
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a co za tym idzie poprawa funkcjonowania całych ekosystemów [99]. Jedną z najważniejszych 

praktyk prowadzących do osiągnięcia tych celów jest ograniczenie wykorzystania chemicznych 

środków ochrony roślin i zastąpienie ich biopreparatami ekologicznymi. Biopreparaty 

zawierające mikroorganizmy pożyteczne nie tylko pomagają chronić rośliny przed działaniem 

fitopatogenów oraz wzbogacają zbiorowiska mikroorganizmów glebowych o mikroorganizmy 

pożyteczne, ale również poprawiają jakość gleby i stymulują wzrost roślin [16,96]. Obecnie  

na rynku niewiele jest biopreparatów przeznaczonych do stosowania w uprawach owoców 

miękkich takich jak maliny, a wykazano, że pożyteczne mikroorganizmy wyizolowane z takich 

samych roślin jak te na których będą stosowane, oraz wyizolowane w tej samej strefie 

klimatycznej są zacznie bardziej skuteczne w hamowaniu wzrostu lokalnie występujących 

fitopatogenów [100].  

Sekwencjonowanie następnej generacji to metoda pozwalająca między innymi  

na zbadanie relacji pomiędzy mikroorganizmami, a także między roślinami 

i mikroorganizmami. Metoda ta pozwala na zróżnicowanie i porównanie zbiorowisk 

mikroorganizmów grzybowych i bakteryjnych, a także zbadanie wpływu aplikowanego 

biopreparatu na zbiorowiska mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę roślin 

naturalizowanych. Ze względu na to, że mikroorganizmy glebowe biorą udział w wielu 

procesach zachodzących w glebie takich jak obieg węgla i azotu, zwiększanie biodostępności 

mikro- i makro-składników czy rozkład materii organicznej, różnice w składzie zbiorowisk 

mogą wpływać na reakcję roślin zarówno na abiotyczne stresy środowiskowe, jak i na stres 

biotyczny powodowany przez fitopatogeny [101–103].  

W związku z powyższym, uzupełnieniem badań przedstawionych w opublikowanych 

dotychczas artykułach naukowych, wchodzących w skład niniejszej rozprawy doktorskiej, było 

określenie wpływu inokulum bakterii pożytecznych na właściwości funkcjonalne oraz skład 

taksonomiczny zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę oraz fyllosferę malin  

w doświadczeniu wazonowym. Do przeprowadzenia analiz wykorzystano płytki ECOPlate 

systemu BIOLOGTM oraz sekwencjonowanie następnej generacji z wykorzystaniem platformy 

MiSeq IluminaTM.  

3.4.2. Materiały i metody 

3.4.2.1. Doświadczenie wazonowe 

 Doświadczenie wazonowe zostało przeprowadzono w kontrolowanych warunkach 

temperatury i wilgotności w pokoju fitotronowym. Sadzonki malin zostały posadzone  
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w doniczkach zawierających 3 kg przesianej, niesterylnej gleby pochodzącej z nieuprawianej 

działki. Zastosowano 5 wariantów zakażenia fitopatogenami: Botrytis cinerea G277/18 (B), 

Verticillium sp. G296/18 (V), Colletotrichum acutatum G172/18 (C) oraz Phytophthora sp. 

G408/18 (P), jako kontrolę zastosowano obiekt z dodatkiem wody zamiast inokulum 

fitopatogenów. Dla każdego wariantu zakażenia zastosowano 4 metody naturalizacji 

zawierającej inokulum pożytecznych bakterii wyizolowanych z ryzosfery malin 

dzikorosnących: Rhodococcus sp. B12/18 (GenBank: MW255650), Pseudomonas sp. B37/18 

(GenBank: MW255651), Arthrobacter sp. B58/18 (GenBank: MW255652), Rhodococcus sp. 

B75/18 (GenBank: MW255653) [104]. 4 testowane strategie naturalizacji obejmowały 

inokulację korzeni sadzonek malin podczas sadzenia (R), naturalizację poprzez podlewanie 

zawiesiną bakterii 4 tygodnie po posadzeniu (W), naturalizację łączoną obejmującą zarówno 

naturalizację korzeni podczas sadzenia jak i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie  

po posadzeniu (RW) oraz kontrolę bez naturalizacji (N). Takie podejście miało na celu 

odwzorowanie stanu plantacji - nowo zakładanych (naturalizacja korzeni - R) oraz już 

istniejących (podlewanie naturalizacyjne - W). Pochodzenie oraz dokładna charakterystyka 

szczepów pożytecznych bakterii oraz fitopatogenów grzybowych i grzybopodobnych, a także 

szczegółowy opis eksperymentu wazonowego zostały przedstawione w publikacjach P.2 i P.3. 

3.4.2.2. Płytki ECO systemu BiologTM – różnorodność funkcjonalna   

 Badania przeprowadzone na płytkach ECO przeprowadzono poprzez odważenie 1 g 

gleby ryzosferowej lub fyllosfery roślin i zawieszenie materiału w 99 ml sterylnej soli 

fizjologicznej z peptonem (ang. saline peptone water), wytrząsanie przez 20 minut w 

temperaturze pokojowej oraz inkubację w temperaturze 4°C przez 30 minut [12]. Następnie do 

każdej studzienki na płytce ECO BiologTM dodano 120 μl przygotowanej zawiesiny  

i inkubowano w temperaturze 25°C przez 6 dni. Każdy eksperyment został wykonany w trzech 

powtórzeniach (n=3). W czasie inkubacji płytek, co 24 godziny, mierzono absorbancję każdej 

studzienki dla 2 długości fali światła – 590 nm i 750 nm. Pomiar absorbancji dla dwóch długości 

fal światła pozwala na ocenienie zarówno przyrostu biomasy – 750 nm, jak również stopnia 

wykorzystania substratu – 590 nm. Ponadto na podstawie tych dwóch pomiarów wyliczony 

został współczynnik stresu substratowego. Wyniki zostały pogrupowane w zależności  

od patosystemów oraz zastosowanych strategii naturalizacji, a analiza statystyczna wyników 

została przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.1. 



33 
 

3.4.2.3. Izolacja DNA i sekwencjonowanie następnej generacji  

 DNA środowiskowe (e-DNA) z gleby ryzosferowej oraz fyllosfery malin zostało 

wyizolowane przy użyciu zestawu do izolacji FAST DNA Spin Kit for Feces (MP Biomedicals, 

Santa Ana, USA) zgodnie ze zmodyfikowanym protokołem producenta opisanym przez Oszust 

i in. [105]. Następnie regiony ITS1 oraz 16S V3-V4 zostały poddane amplifikacji z użyciem 

starterów specyficznych zgodnie z Toju i in. [106]: ITS1f-KYO1 i ITS2_KYO2 dla ITS1, oraz 

zgodnie z Klindworth i in. [107] dla 16S. Reakcje prowadzone były w objętości 10 μl i składały 

się z 5 μl mieszaniny reakcyjnej KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, 

Wilmington, MA, USA), 0,2 µM starterów ITS1 Forward lub 16S Forward, 1,6 µl wody wolnej 

od nukleaz oraz 3 µl wyizolowanego DNA. Reakcja została przeprowadzona zgodnie  

z następującym protokołem: 180 sekund w 95°C; 30 cykli po 30 sekund w 95°C, 30 sekund  

w 55°C, 60 sekund w 72°C; oraz końcowe 300 sekund w 72°C. Następnie próbki zostały 

oczyszczone z przy użyciu urządzenia do magnetycznego oczyszczania próbek MagMAXTM 

(Applied Biosystems, USA) z wykorzystaniem komercyjnego zestawu MagMAX™ Express 

Magnetic Particle Processor (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) z dodatkiem 18 µl 

zawiesiny kuleczek magnetycznych CleanPCR (CleanNA, Waddinxveen, Niderlandy) oraz 50 

µl 10 mM Tris-HCl pH 8.0 (EURx, Gdańsk, Polska). Następnym krokiem było indeksowanie 

produktów PCR podwójnymi indeksami oraz sekwencjami adaptorowymi IluminaTM  

z wykorzystaniem zestawu Nextera XT Index Kit v2 (IlluminaTM, San Diego, CA, USA). 

Reakcje prowadzone były w objętości 10 μl i składały się z 5 μl KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix, po 1 µl indeksów i5 oraz i7, 1 µl wody wolnej od nukleaz oraz 2 µl oczyszczonego 

amplikonu. Reakcja została przeprowadzona zgodnie z następującym protokołem: 180 sekund 

w 95°C; 10 cykli po 30 sekund w 95°C, 30 sekund w 55°C, 60 sekund w 72°C; oraz końcowe 

300 sekund w 72°C. Po indeksowaniu próbki zostały ponownie oczyszczone z przy użyciu 

urządzenia do magnetycznego oczyszczania próbek MagMAX™ Express Magnetic Particle 

Processor (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) z dodatkiem 18 µl zawiesiny kuleczek 

magnetycznych CleanPCR (CleanNA, Waddinxveen, Niderlandy) oraz 50 µl 10 mM Tris-HCl 

pH 8.0 (EURx, Gdańsk, Polska). Oczyszczone i zindeksowane amplikony zostały 

znormalizowane, spulowane oraz rozcieńczone do stężenia 4nM. Następnie 5 µl przygotowanej 

w ten sposób biblioteki zdenaturowano poprzez dodanie 5 µl 0,2 N NaOH i rozcieńczono do 

stężenia 12 pM przy użyciu buforu HT1 (Illumina, San Diego, CA, USA). Kolejny krok 

stanowiło połączenie 540 µl przygotowanej biblioteki z 60 µl 10 pM zdenaturowanej  

w powyższy sposób biblioteki kontrolnej PhiX (Illumina, San Diego, CA, USA). Następnie 

biblioteka została ponownie zdenaturowana termicznie poprzez 2 minuty inkubacji  
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w temperaturze 96°C oraz natychmiastowe umieszczenie jej w lodzie na 5 minut. W kolejnym 

kroku biblioteka została załadowana do wkładu z odczynnikiem MiSeq v3 2x300 (Illumina, 

San Diego, CA, USA), oraz poddana sekwencjonowaniu w aparacie MiSeq (Illumina, San 

Diego, CA, USA).  

Uzyskane wyniki zostały przeanalizowane z wykorzystaniem środowiska QIIME2  

i PICRUSt oraz narzędzia FUNGuild z wykorzystaniem baz danych SILVA i UNITE 

odpowiednio dla bakterii i grzybów [107–111].  

Tabela 1. Sekwencje starterów do amplifikacji i sekwencjonowania regionów ITS1 oraz 16S V3-V4  

Nazwa startera Sekwencja 5’→ 3’ Źródło 

ITS1f-KYO1 CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA [106] 

ITS2-KYO2 TTYRCTRCGTTCTTCATC [106] 

16S_V3V4_F CCTACGGGNGGCWGCAG [107] 

16S_V3V4_R GACTACHVGGGTATCTAATCC [107] 

Overhang F 
TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG 
Illumina 

Overhang R 
GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG 
Illumina 

 

3.4.2.4. Analiza statystyczna 

  W celu analizy wpływu inokulum bakteryjnego na różnorodność funkcjonalną 

zbiorowisk mikroorganizmów wygenerowano wykresy w oparciu o średnią wartość obliczoną 

z trzech powtórzeń. Aby określić wpływ strategii naturalizacji i patosystemów  

na zróżnicowanie zbiorowisk drobnoustrojów obliczono wskaźnik zróżnicowania Shannon’a, 

wskaźnik równości Pielou i wskaźnik zróżnicowania filogenetycznego Faith’a. Uzyskane 

wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem jednokierunkowej analizy wariancji 

ANOVA (p < 0,05) oraz testu Tukey’a w celu ujawnienia statystycznie istotnych różnic między 

strategiami naturalizacji oraz patosystemami. 

3.4.3. Wyniki i dyskusja 

3.4.3.1. Różnorodność funkcjonalna zbiorowisk mikroorganizmów 

 Analiza uzdolnień funkcjonalnych zbiorowisk mikroorganizmów może przyczynić się 

do lepszego zrozumienia wpływu inokulum bakterii pożytecznych na ekosystem w miejscu 

aplikacji. W tabeli 2 zostały przedstawione wartości absorbancji zmierzonej dla długości fali 

590 nm i 750 nm dla zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę malin.  

W wariantach bez patogenów zastosowanie inokulum bakteryjnego skutkowało zmniejszeniem 
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utylizacji polioli, kwasu α-ketomasłowego i glikogenu, jednak skutkowało wyższym 

wykorzystaniem kwasu D-jabłkowego, węglowodanów takich jak α-D-laktoza, glukozo-1-

fosforan oraz aminokwasu L-fenyloalaniny. Zwiększenie poziomu wykorzystania kwasu D-

jabłkowego może być powiązane z przystosowaniem zbiorowisk do zasiedlania strefy 

korzeniowej roślin, które są zdolne do wydzielania kwasu jabłkowego w reakcji na obecność 

fitopatogenów. Bakterie zdolne do utylizacji tego związku mogą być zdolne do wytwarzania 

silniejszej symbiozy z roślinami [112]. W wariantach obejmujących infekcję patogenami 

największe zmiany zaobserwowano w patosystemach kontaminowanych Verticillium sp., 

Phytophthora sp. i C. acutatum. W tych obiektach dodatek inokulum bakteryjnego powodował 

mniejsze wykorzystanie węglowodanów takich jak D-celobioza, D-glukozo-1-fosforan i α-D-

laktoza. Infekcja patogenami B. cinerea, Verticillium sp. i C. acutatum skutkowała 

zwiększeniem wykorzystania α-D-laktozy w doświadczeniach bez zastosowanej naturalizacji 

w porównaniu z kontrolą bez patogenu i którymkolwiek z zabiegów naturalizacyjnych. 

Zarówno obecność fitopatogenów jak i aplikacja inokulum pożytecznych bakterii wpływały na 

metabolizm węglowodanów przez mikroorganizmy glebowe. Zwiększenie utylizacji 

węglowodanów może świadczyć o przystosowaniu do zasiedlania nisz ekologicznych 

związanych ze strefami korzeniowymi ze względu na to, że 20% węglowodanów obecnych  

w glebie jest pochodzenia roślinnego [113]. Jednakże w doświadczeniach bez kontaminacji 

patogenem, inokulum bakteryjne zmniejszyło zdolność do wykorzystania α-cyklodekstryny 

 i glikogenu, jednak, gdy rośliny malin zostały zakażone B. cinerea, aplikacja inokulum bakterii 

pożytecznych zarówno jako naturalizacja korzeni, jak i podlewanie naturalizacyjne, zwiększyły 

zdolność zbiorowisk mikroorganizmów do wykorzystania tych związków. Wartości 

absorbancji dla długości fali 750 nm nie różniły się tak bardzo, jak dla długości fali 590 nm. 

Zastosowanie inokulum bakteryjnego spowodowało zwiększenie intensywności wzrostu 

mikroorganizmów glebowych w obiektach zakażonych B. cinerea. Intensywność wzrostu 

mikroorganizmów glebowych, wyrażona produkcją biomasy, przy wykorzystaniu różnych 

źródeł węgla była podobna we wszystkich zastosowanych patosystemach i strategiach 

naturalizacji. Zmniejszenie utylizacji badanych substratów przez zbiorowiska 

mikroorganizmów może świadczyć o negatywnej interakcji tych patogenów  

i mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę malin. Negatywny efekt obecności fitopatogenów 

może być zniesiony poprzez poprawny dobór strategii naturalizacji [114,115]. 
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Tabela 2. Wartości absorbancji dla długości fali 590 nm i 750 nm dla różnych źródeł węgla. Próbki do analizy 

pobrano z ryzosfery malin. N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas 

sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

 

Wartości absorbancji zmierzone dla długości fali 590 nm i 750 nm, dla zbiorowisk 

mikroorganizmów zasiedlających części nadziemne malin przedstawiono w tabeli 3.  

W doświadczeniach bez zanieczyszczenia patogenami zastosowanie inokulum bakteryjnego 

zwiększyło wykorzystanie węglowodanów. D-Mannitol, N-acetylo-D-glukozamina, D-

celobioza i D-glukozo-1-fosforan były wykorzystywane w większym stopniu w obiektach 

poddanych działaniu inokulum bakteryjnego. W wariantach kontaminowanych B. cinerea,  

w których nie zastosowano żadnej strategii naturalizacji, stwierdzono obniżenie różnorodności 

funkcjonalnej mikroorganizmów glebowych, wyrażone zmniejszonym wykorzystaniem 

testowanych substratów węglowych. Jednakże, gdy zastosowano strategię naturalizacji poprzez 

podlewanie, zaobserwowano zwiększenie wykorzystania źródeł węgla w porównaniu  

z kontrolą bez naturalizacji. Naturalizacja poprzez podlewanie spowodowała intensyfikację 

wykorzystania węglowodanów, kwasów karboksylowych, polimerów, a zwłaszcza 

aminokwasów. Naturalizacja korzeni była również skuteczna, jednak efekt ten był mniejszy niż 

podlewanie naturalizacyjne. Zakażenie malin Verticillium sp. skutkowało zwiększonym 
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wykorzystaniem źródeł węgla w obiektach bez żadnej z badanych strategii naturalizacji  

w porównaniu do obiektów kontrolnych. W wariantach kontaminowanych Colletotrichum 

acutatum podlewanie z dodatkiem pożytecznych bakterii okazało się najbardziej skuteczne  

w zwiększaniu zdolności do wykorzystania zróżnicowanych źródeł węgla przez społeczności 

mikroorganizmów, zwłaszcza aminokwasów i kwasów karboksylowych. Zbiorowiska 

mikroorganizmów w obiektach z zakażeniem Phytophthora sp. wykazały zwiększone 

wykorzystanie źródeł węgla w obiektach bez zastosowania naturalizacji. W obiektach 

zainfekowanych Phytophthora sp., w których zastosowano naturalizację korzeni, 

wykorzystanie fosforanu DL-α-glicerolu i laktonu kwasu D-galaktonowego było zwiększone 

w porównaniu z obiektami doświadczalnymi bez żadnej strategii naturalizacji. Na wartości 

absorbancji dla długości fali 750 nm nie miała wpływu ani obecność patogenów, ani dodanie 

inokulum bakterii pożytecznych. W obiektach bez obecności patogenów zastosowanie 

pożytecznych bakterii skutkowało zwiększonym wykorzystaniem D-mannitolu i kwasu 

glicylo-L-glutaminowego w porównaniu z kontrolą. 

Tabela 3. Wartości absorbancji dla długości fali 590 nm i 750 nm dla różnych źródeł węgla. Próbki do analizy 

pobrano z fyllosfery malin. N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas 

sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

 

W tabeli 4 przedstawiono wartości wskaźnika stresu substratowego (SST) obliczone  

na podstawie wartości absorbancji dla obu długości fali 590 nm i 750 nm. Im niższa wartość 

SST, tym wyższa produkcja biomasy przy niższym wykorzystaniu substratu, co odpowiada 

lepszym warunkom wzrostu dla zbiorowisk mikroorganizmów. Na wartość wskaźnika stresu 
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substratowego dla zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę nie miała wpływu 

ani obecność patogenu, ani też zastosowana strategia naturalizacji. Jednak duże zróżnicowanie 

zaobserwowano w wartościach SST obliczonych dla zbiorowisk mikroorganizmów 

zasiedlających fyllosferę malin. W obiektach niekontaminowanych patogenami wprowadzenie 

inokulum bakteryjnego skutkowało obniżeniem SST dla wszystkich zastosowanych strategii 

naturalizacji. Naturalizacja łączona, obejmująca zarówno naturalizację korzeni podczas 

sadzenia, jak i podlewanie z dodatkiem inokulum pożytecznych bakterii 4 tygodnie  

po posadzeniu, skutkowała największą redukcją wskaźnika stresu substratowego w porównaniu 

z kontrolą, dla wszystkich grup substratów. W patosystemie kontaminowanym B. cinerea, 

wartość wskaźnika SST dla wariantów bez naturalizacji była wyższa niż w kontroli. Aplikacja 

inokulum bakteryjnego w obiektach z tym patogenem skutkowała wzrostem wartości 

wskaźnika stresu substratowego w wariantach z zastosowaniem naturalizacji łączonej.  

W obiektach, w których obecnych był fitopatogen C. acutatum, bez zastosowanej naturalizacji, 

wartość SST była niższa w porównaniu z kontrolą bez patogenów. Podlewanie naturalizacyjne 

spowodowało wzrost wartości SST, natomiast naturalizacja korzeni i naturalizacja łączona 

spowodowała obniżenie wartości wskaźnika stresu substratowego. Zakażenie roślin przez 

Phytophthora sp. powodowało zwiększenie stresu substratowego. Każda strategia naturalizacji 

skutkowała obniżeniem wartości wskaźnika SST, jednak podlewanie naturalizacyjne  

i naturalizacja łączona skutkowały największym obniżeniem wartości SST. Widoczne 

zróżnicowanie stresu substratowego dla zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających 

fyllosferę w porównaniu do braku zróżnicowania mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę 

może być skutkiem naturalnej większej stabilności zbiorowisk mikroorganizmów 

występujących w glebie przykorzeniowej. Mikroorganizmy glebowe są mniej narażone  

na zmiany temperatur, wiatr, promieniowanie UV, a ich nisze ekologiczne charakteryzują się 

większą wilgotnością. Ze względu na wymienione czynniki środowiskowe zbiorowiska 

mikroorganizmów są bardziej stabilne i mniej podatne na zmiany [116,117]. Zastosowanie 

naturalizacji spowodowało obniżenie wartości stresu substratowego przede wszystkim  

w obiektach, w których zastosowana została naturalizacja łączona. Wielokrotna aplikacja 

mikroorganizmów charakteryzowała się lepszym efektem naturalizacyjnym, co często jest 

cechą biopreparatów mikrobiologicznych [16,118]. Niższe wartości wskaźnika stresu 

substratowego w obiektach, w których obecny był fitopatogen B. cinerea, a nie została 

zastosowana żadna z badanych strategii naturalizacji, może być efektem oddziaływania 

patogenów na zbiorowiska mikroorganizmów [95,103,119]. Wskaźnik stresu substratowego 



39 
 

jest wartościowym narzędziem pozwalającym na pełniejsze zrozumienie interakcji pomiędzy 

zbiorowiskami mikroorganizmów.  

 

 

Tabela 4. Wartości SST obliczone na podstawie wartości absorbancji zmierzonych dla długości fali 590 nm i 750 

nm dla różnych źródeł węgla, zarówno dla próbek gleby ryzosferowej jak i fyllosfery malin. N – bez naturalizacji, 

R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – 

naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie 

po posadzeniu. 

 

3.4.3.2. Względna obfitość typów bakterii i grzybów w ryzosferze malin 

Wykorzystanie sekwencjonowania następnej generacji pozwoliło na określenie 

struktury zbiorowisk mikroorganizmów glebowych. Wykazano różnice w składzie 

taksonomicznym mikrobiomów bakteryjnych i grzybowych w zależności od poszczególnych 

strategii naturalizacji i patosystemów. Na rysunkach 1 i 2 zostały przedstawione różnice  

w składzie taksonomicznym zbiorowisk mikroorganizmów grzybowych i bakteryjnych 

zasiedlających ryzosferę malin w zależności od zastosowanej strategii naturalizacji oraz 

patosystemu kontaminowanego fitopatogenami. W próbkach gleby ryzosferowej 

zidentyfikowano 22 typy bakterii, spośród których najbardziej powszechne były 

Proteobacteria (27-55%) i Actinobacteriota (16-22%). Trzeci i czwarty pod względem 

obfitości typ stanowiły odpowiednio Acidobacteriota (8-21%) i Verrucomicbiota (9-15%). 

Względne obfitości w próbkach gleby ryzosferowej odpowiadają tym obserwowanym przez 
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innych badaczy [120,121]. Bez względu na zastosowany patosystem aplikacja inokulum 

pożytecznych bakterii zwiększyła względną obfitość Proteobacteria, jednak infekcja 

fitopatogenami skutkowała zmniejszeniem względnej obfitości tego typu bakterii (rys. 1.). 

 

Rysunek 1. Skład taksonomiczny zbiorowisk bakterii glebowych zasiedlających ryzosferę malin w doświadczeniu 

wazonowym. N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 

4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia  

i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Pomimo tego, że w próbkach ryzosfery malin zidentyfikowano 11 typów grzybów,  

3 z nich odpowiadają za ponad 95% względnej obfitości: Ascomycota (55-85%), 

Mortierellomycota (4-32%) i Basidiomycota (6-20%). Podobnie jak dla zbiorowisk bakterii  

tak i w tym przypadku zaobserwowane względne obfitości grzybów w próbkach ryzosfery  

są zgodne z obserwacjami innych zespołów badających skład taksonomiczny mykobiomu 

glebowego [7,120–122]. Aplikacja inokulum pożytecznych bakterii spowodowała zwiększenie 

względnej obfitości typu Ascomycota, a największy wzrost zaobserwowano w obiektach 

kontaminowanych fitopatogenem Phytophthora sp. z zastosowaniem podlewania 

naturalizacyjnego. W tych samych obiektach odnotowano największy spadek obfitości 

Mortierellomycota. Zastosowanie podlewania naturalizacyjnego w obiektach zakażonych 

Verticillium sp. spowodowało wzrost względnej obfitości Basidiomycota przy zmniejszeniu 

względnej obfitości Mortierellomycota. Na podstawie uzyskanych wyników należy wyciągnąć 

wniosek, że zastosowana strategia naturalizacji powinna być dostosowana do obecnych  

w miejscu aplikacji patogenów, gdyż może to zagwarantować większą skuteczność zabiegu 

[123,124]. Ponadto wcześniejsze badania wskazywały, że przedstawiciele Ascomycota 

należący do taksonów Hypocreales i Maasoglossum są najczęstszymi saprotrofami  
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w ryzosferze maliny sadzonej i dzikorosnącej [101]. Wykazano również, że zastosowanie 

nawozu mineralnego wzbogaconego o szczepy pożytecznych bakterii wiązało się  

z występowaniem przedstawicieli Ascomycota i Basidiomycota, takich jak: Falcocladiales, 

Myrangiales czy Tilletiales [125].  

 

Rysunek 2. Skład taksonomiczny zbiorowisk grzybów zasiedlających ryzosferę malin w doświadczeniu 

wazonowym. N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 

4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia  

i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

3.4.3.3. Liczba rzędów bakterii i grzybów w ryzosferze malin 

Liczba rzędów mikroorganizmów zidentyfikowanych w próbkach gleby to wartościowa 

informacja, która może przyczynić się do poszerzenia wiedzy na temat wpływu zastosowania 

konkretnej naturalizacji lub patosystemu na skład zbiorowisk mikroorganizmów glebowych. 

Uzyskane wyniki liczby rzędów bakterii przedstawiono na rysunku 3. 
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Rysunek 3. Liczba rzędów bakterii (A) i grzybów (B) obecnych w ryzosferze malin oraz liczba rzędów grzybów 

w próbkach fyllosfery (C) w zależności od zastosowanej strategii naturalizacji i patosystemu. N – bez naturalizacji, 

R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – 

naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie 

po posadzeniu. 

Liczba zidentyfikowanych rzędów bakterii i grzybów w próbkach gleby ryzosferowej 

podlega zarówno wpływom zastosowanych strategii naturalizacji jak i obecności fitopatogenów 

[126]. We wszystkich obiektach z wyjątkiem wariantu z zakażeniem C. acutatum aplikacja 

inokulum powodowała zwiększenie liczby zidentyfikowanych rzędów bakterii. Aplikacja 

inokulum w postaci naturalizacji korzeni podczas sadzenia spowodowała zwiększenie liczby 

rzędów w obiektach z zakażeniem Phytophthora sp., aplikacja łączona była najbardziej 

skuteczna w obiektach z zakażeniem Verticillium sp. oraz w obiektach bez zakażenia 

patogenami, a podlewanie naturalizacyjne najlepiej sprawdziło się w obiektach zakażonych  

B. cinerea. Liczba rzędów grzybów znajdujących się w ryzosferze była bardziej stabilna i nie 

ulegała tak dużym zmianom jak liczba organizmów bakteryjnych. Można zaobserwować,  

że w obiektach bez infekcji patogenów, tych zakażonych C. acutatum oraz Verticillium sp. 

naturalizacja powodowała zmniejszenie liczby rzędów grzybów, a w obiektach zakażonych B. 

cinerea oraz Phytophthora sp., spowodowała zwiększenie ich liczby. Wyniki przedstawione  

na rysunku 6C przedstawiają liczbę rzędów grzybów zasiedlających fyllosferę malin. 

Zastosowanie naturalizacji inokulum bakterii pożytecznych powodowało zmniejszenie liczby 

mikroorganizmów grzybowych zasiedlających fyllosferę malin.  



43 
 

3.4.3.4. Skład rdzeniowego mikrobiomu ryzosfery i fyllosfery malin 

Skład taksonomiczny mikrobiomu rdzeniowego (ang. core microbiome) ryzosfery 

malin może mieć kluczowe znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania zbiorowisk 

mikroorganizmów. Jest to grupa organizmów obecnych w większości próbek. Liczbę 

mikroorganizmów rdzeniowych zasiedlających ryzosferę malin przedstawiono na rysunku 4. 

Rysunek 4. Diagramy Venn’a przestawiające liczbę bakterii rdzeniowych w próbkach ryzosfery w zależności od 

zastosowanej strategii naturalizacji (A) i patosystemu (B). B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – 

Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, 

W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację 

korzeni podczas sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Jak przedstawiono na rysunku 4A w obiektach z zastosowaniem podlewania 

naturalizacyjnego liczba poszczególnych bakterii była najwyższa, a w naturalizacji korzeni 

najniższa. Dla wszystkich strategii naturalizacji zaobserwowano 6 wspólnych wariantów 

sekwencji amplikonu ASV (Amplicon Sequence Variant) dla bakterii. Rycina 4B przedstawia 

liczbę bakterii wchodzących w skład mikrobiomu rdzeniowego charakterystycznych  

dla poszczególnych patosystemów. Patosystem Phytophthora sp. charakteryzował się 8 ASV 

dla bakterii, które występowały tylko w tym patosystemie. Przeprowadzone badania wykazały 

6 bakteryjnych wariantów sekwencji amplikonu wspólnych dla wszystkich patosystemów.  



44 
 

 

Rysunek 5. Diagramy Venn’a przestawiające liczbę grzybów rdzeniowych w próbkach ryzosfery w zależności od 

zastosowanej strategii naturalizacji i patosystemu. B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum 

acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas 

sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Liczbę rdzeniowych mikroorganizmów grzybowych dla poszczególnych strategii 

naturalizacji i patosystemów przedstawiono na rysunku 5. Najwięcej charakterystycznych 

mikroorganizmów grzybowych stwierdzono w wariantach z zastosowaniem naturalizacji 

korzeni i naturalizacji łączonej. Najwięcej grzybów związanych z określonym patosystemem 

odnotowano dla obiektów zakażonych Colletotrichum acutatum. Ponadto 22 zidentyfikowane 

mikroorganizmy grzybowe występowały we wszystkich próbkach bez względu na zastosowany 

patosystem czy strategię naturalizacji. Mikroorganizmy rdzeniowe charakterystyczne  

dla poszczególnych strategii naturalizacji i patosystemów występujących w doświadczeniu 

przedstawiono w tabeli 5. Większy udział grzybów niż bakterii w mikrobiomie rdzeniowym 

jest spowodowany zmianą stosunku ilości bakterii do grzybów na korzyść grzybów w składzie 

taksonomicznym zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających gleby uprawne [127,128]. 
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Tabela 5. Skład mikrobiomu rdzeniowego w zależności od zastosowanych strategii naturalizacji i patosystemów. 

B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez 

naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po 

posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia i podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

 Strategie naturalizacji 

 N R RW W 

B
a

k
te

ri
e 

Burkholderiales Xanthobacteraceae Micrococcaceae 
Actinobacteriota MB-A2-

108 

Bradyrhizobium  Chitinophagaceae Mycobacterium 

  Acidimicrobiia IMCC26256 Solirubrobacterales 67-14 

  Gemmatimonadaceae Methyloligellaceae 

  Pedosphaeraceae ADurb.Bin063-1 Xanthobacteraceae 

   Gaiellales 

   Acidobacteriales 

G
rz

y
b

y
 

Hypocreales Hypocreales Microascales Pleosporales 

Helotiales Agaricales Sordariales  

Trechisporales Agaricales Helotiales  

 Chaetothyriales Agaricales  

 Pleosporales Capnodiales  

 Saccharomycetales Pyxidiophorales  

 Ascomycota   

 Patosystemy 

 WP B V C P 

B
a

k
te

ri
e
 

Xanthobacteraceae Pseudolabrys  Ktedonobacteria C0119 Acetobacteraceae 

   Acidimicrobiia IMCC26256 Solirubrobacterales 67-14 

   Parafilimonas Blastocatellaceae 

   Flavisolibacter Reyranella 

   Pedosphaeraceae 

ADurb.Bin063-1 
Rhodanobacter 

    Pedosphaeraceae Ellin517 

    Rhizobium 

G
rz

y
b

y
 

Microascales Pleosporales Chaetothyriales Chaetothyriales Hypocreales 

Sordariales Pleosporales Pezizales Helotiales Eurotiales 

Cantharellales Ascomycota Agaricales Chaetothyriales  

  Pyxidiophorales Pleosporales  

   Hypocreales  

   Helotiales  

 

3.4.3.5. Bioróżnorodność mikroorganizmów bakteryjnych i grzybowych w ryzosferze  

i fyllosferze malin  

Bioróżnorodność drobnoustrojów w zebranych próbkach została oceniona za pomocą  

3 powszechnie wykorzystywanych wskaźników bioróżnorodności: wskaźnika różnorodności 

Shannona, równości Pielou i różnorodności filogenetycznej Faitha. Wskaźnik równości Pielou 

opisuje jak różni się liczba wariantów sekwencji amplikonu (ang. Amplicon Sequence Variant, 

ASV)/operacyjnych jednostek taksonomicznych (ang. Operational Taxonomic Unit, OTU)  
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w badanych próbkach. Indeks różnorodności Shannona pozwala na porównanie liczby 

ASV/OTU zasiedlających daną niszę ekologiczną i ich względną obfitość. Indeks 

różnorodności filogenetycznej Faitha bierze pod uwagę pokrewieństwo filogenetyczne 

poszczególnych mikroorganizmów, nie uwzględniając ich obfitości [129–131]. Analizę 

przeprowadzono dla zbiorowisk bakteryjnych zasiedlających ryzosferę malin oraz zbiorowisk 

grzybowych zasiedlających ryzosferę i części nadziemne malin, a wartości wskaźników 

przedstawiono na rysunku 6.  

 

Rysunek 6. Wartości wskaźników bioróżnorodności dla zbiorowisk bakteryjnych zasiedlających ryzosferę malin. 

B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez 

naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po 

posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia i podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Inokulacja roślin patogenami powodowała wzrost wartości wskaźników 

bioróżnorodności dla zbiorowisk bakterii w porównaniu z kontrolą. Spośród wszystkich 

przetestowanych strategii naturalizacji naturalizacja łączona spowodowała najwyższy wzrost 

wartości wskaźników bioróżnorodności dla zbiorowisk bakterii. Obecność fitopatogenów 

spowodowała wzrost różnorodności w obiektach bez zastosowanej żadnej strategii naturalizacji 

w porównaniu z kontrolą. W obiektach bez patogenów zarówno wskaźniki Shannona, jak  

i Faitha wskazywały na naturalizację łączoną jako najbardziej skuteczną w zwiększaniu 

bioróżnorodności zbiorowisk bakteryjnych. Obecność fitopatogenów w badanych obiektach 
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wpłynęła na zbiorowiska mikroorganizmów podwyższając wartość wskaźnika różnorodności 

Shannona [132].  

Na rysunku 7 przedstawiono wartości wskaźników bioróżnorodności dla zbiorowisk 

mikroorganizmów grzybowych zasiedlających ryzosferę i fyllosfery malin. W przeciwieństwie 

do rosnących wartości wskaźników bioróżnorodności dla zbiorowisk bakteryjnych, wartości 

dla zbiorowisk grzybowych ulegały obniżeniu w patosystemach oraz po zastosowaniu strategii 

naturalizacji.  

 

Rysunek 7. Wartości wskaźników bioróżnorodności dla zbiorowisk grzybowych zasiedlających ryzosferę malin. 

B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez 

naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po 

posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację korzeni podczas sadzenia i podlewanie 

naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Naturalizacja łączona nie spowodowała istotnej statystycznie różnicy w wartościach 

wskaźnika równości Pielou, w porównaniu do kontroli. Jednakże zastosowanie zarówno 

wyłącznie naturalizacji korzeni lub podlewania naturalizacyjnego spowodowało obniżenie 

wartości wskaźnika równości Pielou oraz bioróżnorodności Shannona dla zbiorowisk 

zasiedlających ryzosferę. Bioróżnorodność zbiorowisk mikroorganizmów zasiedlających 

fyllosferę malin podlegała zmianom wywołanym zarówno przez obecność patogenów (choć te 

zmiany nie były istotne statystycznie) jak również zastosowane strategie naturalizacji. 

Szczególną uwagę warto zwrócić na obniżenie wartości wskaźnika różnorodności Shannona, 

którego wartość była istotnie niższa pod wpływem każdego z badanych sposobów naturalizacji, 
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a najniższa była dla strategii naturalizacji łączonej. Zbiorowiska grzybów zasiedlające 

fyllosferę charakteryzowały się niższymi wartościami równości Pielou, oraz większą 

zmiennością wartości wskaźnika różnorodności Shannona, spowodowanymi większym 

narażeniem na warunki środowiskowe [133]. Statystycznie istotne obniżenie wskaźnika 

różnorodności Shannona dla zbiorowisk grzybowych zasiedlających fyllosferę może być 

spowodowane przeciwgrzybiczymi właściwościami zastosowanego inokulum pożytecznych 

bakterii.   

3.4.3.6. Porównanie typów troficznych mikroorganizmów grzybowych zasiedlających 

ryzosferę malin   

Typy troficzne mikroorganizmów grzybowych obecnych w próbkach ryzosfery 

zidentyfikowano za pomocą narzędzia FUNGuild, a wyniki przedstawiono na rysunkach 8 i 9. 

Pozwoliło to na dalszą analizę zbiorowisk mikroorganizmów i ich interakcji. Zidentyfikowane 

i niezidentyfikowane mikroorganizmy podzielono na typy proficzne obejmujące patotrofy, 

saprotrofy, symbiotrofy i ich kombinacje, biorąc pod uwagę strategie naturalizacji oraz 

zastosowane patosystemy. Niezidentyfikowane i niehodowlane mikroorganizmy stanowią 

zdecydowaną większość obecnych w glebie OTU [134]. We wszystkich próbkach przeważały 

mikroorganizmy niezidentyfikowane, a ich względne bogactwo OTU stanowiło 70-80% 

wszystkich obecnych OTU. Jednak bogactwo ich sekwencji wynoszące od 7% do 10% było 

porównywalne z innymi grupami troficznymi mikroorganizmów, oprócz patrotrofów.  

 

Rysunek 8. Względne bogactwo OTU i sekwencji dla grzybów zidentyfikowanych w ryzosferze pogrupowane ze 

względu na zastosowaną strategię naturalizacji. Część A przedstawia wyniki z uwzględnieniem 

niezidentyfikowanych grzybów, część B przedstawia wyniki z wyłączeniem grzybów niezidentyfikowanych. 

Wysokość kolumny reprezentuje obfitość OTU, a szerokość kolumny reprezentuje obfitość sekwencji. 
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Zmniejszenie się bogactwa OTU organizmów patotroficznych było obserwowane w obiektach, 

w których zastosowano naturalizację łączoną lub podlewanie naturalizacyjne. Zastosowanie 

naturalizacji było jednak również związane ze zwiększeniem bogactwa OTU organizmów 

multitroficznych oraz obniżeniem bogactwa OTU organizmów saprotroficznych, co może być 

efektem stymulacji bioróżnorodności zbiorowisk mikroorganizmów glebowych przez 

inokulum pożytecznych bakterii [95].  

 

Rysunek 9. Względne bogactwo OTU i sekwencji dla grzybów zidentyfikowanych w ryzosferze pogrupowane ze 

względu na zastosowany patosystem. Część A przedstawia wyniki z uwzględnieniem niezidentyfikowanych 

grzybów, część B przedstawia wyniki z wyłączeniem grzybów niezidentyfikowanych. Wysokość kolumny 

reprezentuje obfitość OTU, a szerokość kolumny reprezentuje obfitość sekwencji. 

Porównując wyniki dla poszczególnych patosystemów, przedstawione na rysunku  

9, można zauważyć, że obecność fitopatogenów grzybowych spowodowała zmniejszenie 

bogactwa OTU organizmów patotroficznych w zbiorowiskach, jednocześnie zwiększając 

bogactwo OTU organizmów sapro-symbiotroficznych. Obecność inokulum fitpoatogenów 

znacznie zwiększyła również względne bogactwo sekwencji wykrywanych OTU należących 

do mieszanego trybu troficznego: pato-saprotroficznych.  
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Rysunek 10. Procentowa częstotliwość występowania OTU i sekwencji dla grzybów zidentyfikowanych  

w fyllosferze pogrupowana ze względu na zastosowany patosystem. Część A przedstawia wyniki  

z uwzględnieniem niezidentyfikowanych grzybów, część B przedstawia wyniki z wyłączeniem grzybów 

niezidentyfikowanych. Wysokość kolumny reprezentuje procentowy udział OTU, a szerokość kolumny 

reprezentuje udział sekwencji. 

Analizując wyniki analizy bogactwa typów troficznych dla OTU zidentyfikowanych  

w próbkach fyllosfery, zaprezentowane na rysunku 10, można zauważyć znaczne obniżenie 

bogactwa OTU organizmów pato-symbiotroficznych w obiektach, w których zastosowano 

dowolną ze strategii naturalizacji przy jednoczesnym wzroście bogactwa OTU 

mikroorganizmów multitroficznych. Występowanie OTU organizmów patotroficznych było 

najmniejsze w obiektach, w których zastosowano naturalizację łączoną. W przypadku 

obiektów, w których obecne było inokulum badanych fitopatogenów zaobserwowano 

zwiększone bogactwo sekwencji organizmów patotroficznych w próbkach w porównaniu  

do kontroli bez obecności fitopatogenów. Obecność fitopatogenów wpłynęła również  

na zmniejszenie bogactwa OTU organizmów multitroficznych. Interakcje zachodzące 

pomiędzy natywnymi mikroorganizmami związanymi z roślinami, obecność fitopatogenów  

a także dodatek inokulum bakterii pożytecznych mogą zmieniać proporcje typów troficznych 

mikroorganizmów glebowych [135,136].  

3.4.3.7. Analiza funkcjonalna zbiorowisk mikroorganizmów bakteryjnych zasiedlających 

ryzosferę malin   

 Zidentyfikowane ASV bakteryjne poddane zostały analizie z wykorzystaniem 

środowiska PICRUSt i bazy KEGG, która pozwoliła na podział ASV na odpowiedzialne  

za odpowiednie grupy procesów metabolicznych. Wyniki tej analizy przedstawione 

są na rysunku 11. Większość zidentyfikowanych ASV odpowiedzialna była za procesy 

związane z metabolizmem komórkowym, co jest związane z faktem, że stanowią  



51 
 

one największą grupę szlaków metabolicznych obecnych w procesach metabolicznych bakterii 

[137]. Obecność patogenów za wyjątkiem B. cinerea powodowała zwiększenie obfitości 

przewidywanych funkcjonalnych ASV, a największe zróżnicowanie metabolizmu zbiorowisk 

bakteryjnych widoczne było dla obiektów zakażonych C. acutatum. 3 klasy procesów 

komórkowych, które wykazywały najwyższą aktywność zostały podzielone na podklasy,  

aby lepiej zobrazować poszczególne zależności pomiędzy obecnością fitopatogenów  

a aktywnością komórek. Zwiększenie aktywności szklaków metabolicznych zostało także 

zaobserwowane w glebach, do których wprowadzono nawozy mineralne wzbogacone 

pożytecznymi szczepami bakterii [7,125].  

 

Rysunek 11. Przewidywany profil funkcjonalny zbiorowisk bakterii na podstawie zidentyfikowanych ASV, pod 

względem patosystemów (A i C) oraz naturalizacji (B). B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – 

Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – bez naturalizacji, R – naturalizacja korzeni podczas sadzenia, 

W – podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW – naturalizacja łączona obejmująca naturalizację 

korzeni podczas sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu. 

Najsilniej reprezentowanymi podklasami w metabolizmie zbiorowisk bakteryjnych były szlaki 

związane z metabolizmem lipidów, węglowodanów, terpenoidów, poliketydów, 

ksenobiotyków, a także metabolizmem kofaktorów i witamin. Podobne wyniki zaobserwowano 

dla podklas związanych z przetwarzaniem informacji genetycznych i środowiskowych, jednak 

najbardziej reprezentowanymi podklasami były odpowiednio translacja i transdukcja 

sygnałów. Gdy wyniki pogrupowano według strategii naturalizacji, obiekty, w których 

zastosowano naturalizację łączoną wykazały najsilniejszy wzrost liczby genów 

odpowiedzialnych za metabolizm w porównaniu z kontrolą bez zastosowanej naturalizacji, 
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jednak różnice nie były istotne statycznie. Wzrost obserwowany w tej strategii naturalizacji 

może być spowodowany podwójną aplikacją inokulum, gdyż wielokrotna aplikacja preparatów 

mikrobiologicznych wzmacnia ich działanie, a często jest niezbędna do zaobserwowania 

efektów ich działania [95,138]. 
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4. Podsumowanie i wnioski 

Niezmiennie narastająca intensyfikacja rolnictwa charakteryzująca się zwiększonym 

zużyciem chemicznych środków ochrony roślin, niezbędnych do produkcji odpowiedniej ilości 

plonów, może prowadzić do znacznej degradacji środowiska glebowego. Ograniczenie tego 

procesu oraz przywracanie utraconej bioróżnorodności to kluczowy element rolnictwa 

ekologicznego, zrównoważonego i regeneracyjnego. Wykorzystanie biopreparatów  

nie ogranicza się do zastosowań wyłącznie rolniczych, gdyż tego typu preparaty mogą  

być również stosowane do przywracania do stanu pierwotnego gleb zdegradowanych. 

Zastosowanie środowiskowych izolatów szczepów bakteryjnych jako składnika aktywnego 

biopreparatów pozwala wykorzystać ich właściwości i uzdolnienia do hamowania wzrostu 

fitopatogenów, biostymulacji wzrostu roślin, zwiększania biodostępności składników 

odżywczych oraz kontroli transformacji materii organicznej w środowisku glebowym. Pomimo 

ciągłych badań nad mikroorganizmami i nowymi formulacjami preparatów 

mikrobiologicznych ważne jest opracowywanie nowych preparatów, zawierających lokalnie 

występujące szczepy mikroorganizmów pożytecznych. Zapewni to większą kompatybilność 

produktu z roślinami i zbiorowiskami mikroorganizmów glebowych, a co za tym idzie lepsze 

efekty stosowanej naturalizacji. Ze względu na zmieniające się dynamicznie warunki 

klimatyczne, zasięgi występowania fitopatogenów, a także zmieniające się praktyki rolnicze 

tematyka związana z opracowywaniem nowych biopreparatów i badaniem ich wpływu  

na rośliny, fitopatogeny i zbiorowiska mikroorganizmów pozostaje tematem aktualnym  

i wymagającym dalszych, ukierunkowanych badań, które pozwolą nie tylko na opracowanie 

nowych formulacji, ale także na lepsze wykorzystanie zasobów zarówno w rolnictwie 

ekologicznym, jak i konwencjonalnym.  

Na podstawie wyników przeprowadzonych badań można sformułować następujące wnioski: 

• W zbiorowiskach mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę malin leśnych znajdują 

się bakterie o działaniu hamującym wzrost fitopatogenów, spośród których 

wytypowano 4 komplementarne szczepy o zróżnicowanej aktywności i właściwościach 

uzupełniających swoje działanie: 

o Rhodococcus sp. B12/18 (GenBank: MW255650), 

o Pseudomonas sp. B37/18 (GenBank: MW255651), 

o Arthrobacter sp. B58/18 (GenBank: MW255652), 

o Rhodococcus sp. B75/18 (GenBank: MW255653). 
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• Przeprowadzone badania dotyczące uzdolnień metabolicznych wybranych szczepów 

bakterii pozwoliły na określenie składu prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej, 

której 1% dodatek pozytywnie wpływał na wzrost pożytecznych bakterii. W jej skład 

wchodzą: 

o kwas α-ketoglutarowy, 

o kwas jabłkowy, 

o N-acetylo-D-glukozamina, 

o kwas glutarowy. 

• Zaproponowany skład podłoża hodowlanego, warunki hodowli oraz suszenia pozwalają 

na otrzymanie funkcjonalnego biopreparatu mikrobiologicznego. Opracowana 

formulacja obejmuje w szczególności: 

o źródło węgla – sacharoza 3% 

o źródło azotu – azotan amonu 6% 

o pH podłoża hodowlanego – 7-8 

o temperaturę hodowli – 24-30℃ 

• Aplikacja inokulum bakteryjnego pozytywnie wpłynęła na aktywność dehydrogenaz  

w obiektach, w których nie zastosowano dodatku inokulum wybranych fitopatogenów. 

• Aplikacja inokulum pożytecznych bakterii poprzez podlewanie naturalizacyjne  

4 tygodnie po posadzeniu, wywołała efekt biostymulujący wzrost roślin, wpływając 

pozytywnie na suchą masę fyllosfery w obiektach, w których obecne były fitopatogeny. 

Wybór strategii naturalizacji powinien w dużej mierze zależeć od rodzaju 

fitopatogenów występujących w miejscu aplikacji.  

• Aplikacja inokulum pożytecznych bakterii spowodowała obniżenie wskaźnika stresu 

substratowego dla zbiorowisk zasiedlających fyllosferę malin. 

• Zbiorowiska mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę malin są bardziej odporne  

na zmiany różnorodności funkcjonalnej niż zbiorowiska zasiedlające fyllosferę. 

• Aplikacja inokulum pożytecznych szczepów bakterii spowodowała zmniejszenie 

wskaźnika różnorodności Shannona dla zbiorowisk mikroorganizmów grzybowych 

zasiedlających ryzosferę malin.  

• Aplikacja inokulum pożytecznych szczepów bakterii spowodowała statystycznie 

istotne zmiany w metabolizmie zbiorowisk drobnoustrojów glebowych, zwiększając 

liczbę wariantów sekwencji amplikonów związanych z metabolizmem bakterii  

i procesami komórkowymi. 
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• Inokulum bakteryjne będące składnikiem aktywnym biopreparatu jest efektywnym 

środkiem hamującym wzrost wybranych patogenów grzybowych i grzybopodobnych, 

wpływającym biostymulująco na rośliny malin, oraz stymulująco na zbiorowiska 

mikroorganizmów zasiedlających ryzosferę i fyllosferę malin uprawnych.   
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Structural and functional shift of soil rhizosphere and raspberry shoots microbiomes 1 

underlying changes caused by phytopahogens contamination and naturalization 2 

strategies implementation 3 

 4 

Michał Pylak, Karolina Oszust, Jacek Panek, Magdalena Frąc 5 

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Doświadczalna 4, 20-290 Lublin, 6 
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 9 

Abstract 10 

Biopreparations based on the inoculum of beneficial bacteria may become an essential tool in 11 

the prevention of fungal and fungal-like phytopathogens causing a decrease in the yield of 12 

raspberries, especially in organic farming, in which the use of conventional plant protection 13 

products is prohibited. Research is based on the pot experiment including 4 different 14 

naturalization strategies and 5 different pathosystems. The application of environmental isolates 15 

of plant beneficial bacteria belonging to genera Arthrobacter, Pseudomonas, and Rhodococcus 16 

to the raspberry plant was performed to characterize their effect on the microbial communities 17 

surrounding the raspberry plant. The application of pathosystems consisting of fungal and 18 

fungal-like pathogens belonging to Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, and Verticillium 19 

genera allowed for analyzing the naturalization treatments effect on microbial communities of 20 

raspberry plants infected with phytopathogens. Rhizosphere and shoots samples were subjected 21 

to functional profiling analysis of their microbial communities with the use of Biolog® 22 

EcoPlates. Futehrmore the DNA was isolated from the rhizosphere and shoots of raspberries 23 

and sequenced with the Illumina MiSeq platform. The application of bacterial inoculum 24 
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resulted in the decrease of substrate stress index of raspberry shoots microbiota. Over 95% of 25 

fungal phyla found in rhizosphere consisted of 3 phyla: Ascomycota, Mortierellomycota, and 26 

Basidiomycota.  The obtained results indicated, that the application of plant beneficial bacteria 27 

to raspberry plants roots during planting and afterward during the watering, may be an 28 

important way of inhibiting the negative effect of plant pathogens and enhancing microbial 29 

communities' functional abilities.  30 

 31 

Keywords: beneficial bacteria, fungal plant pathogens, naturalization, NGS, microbial 32 

communities, plants microbiome 33 

 34 

Highlights:  35 

• Inoculum application decreased the stress substrate index in shoots microbial communities  36 

• Root microorganisms are resilient to changes in the presence of biopreparations or pathogens 37 

• Majority of soil microbiota are composed of 4 or less phyla 38 

• Trophic mode assessment allows for more comprehensive functional analysis 39 

 40 
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1. Introduction 41 

In the modern, changing world when the food demand is still growing we often forget 42 

that the resources for its production are not limitless. Modern agriculture improves the 43 

efficiency of agricultural processes while minimizing the use of resources such as water, space, 44 

and energy. Unfortunately, conventional agricultural habits in particular the use of chemical 45 

plant protection products that was practiced for over 50 years resulted in a notable decrease in 46 

soil biodiversity (Tal, 2018). Therefore, one of the main aim of organic, sustainable and 47 

regenerative agriculture is biodiversity increase, especially restore and maintain soil 48 

biodiversity, enhancing in this way ecosystem services (EASAC, 2022). To achieve this 49 

purpose also organic farming practices are factors that may contribute to the restoration of soil 50 

biodiversity. Novel biopreparations in organic farming of soft fruits are a necessity in a world 51 

where conventional fungal plant pathogens control strategies are limited. Numerous EU 52 

Commission regulations underline how important are proper farming practices in maintaining 53 

good soil quality and health. One of the most important parts of those practices is limiting the 54 

amount of agrochemicals by farmers and using more natural practices, including 55 

biopreparations application. Especially biopreparations based on microorganisms are 56 

recommended due to their ability to protect plants against plant pathogens but also enhance the 57 

soil microbial community in beneficial strains of bacteria. Properly formulated biopreparations 58 

may not only decrease the severity of pest infection in plants but also enhance the soil health, 59 

soil microbial quality and stimulate the plants' growth (Pylak et al., 2019; Ważny et al., 2022). 60 

Although there are plenty of biopreparations for farmers, there are no biopreparations 61 

formulated especially for soft fruits such as raspberries. Moreover, research done by Fikri et. 62 

al. (2018) show that beneficial strains of microorganisms isolated locally are much more 63 

effective in inhibiting the growth of locally occurring plant pathogens (Fikri et al., 2018). This 64 

implies that research on new biopreparations formulations should focus on isolating new, local 65 
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beneficial strains of bacteria and formulating new biopreparations targeted against locally 66 

occurring fungal plant pathogens. This research strategy ensures that farmers will have a broad 67 

spectrum of biopreparations to choose from and will be able to increase their chance of 68 

successfully controlling fungal infections in their plantations. Fungal plant diseases are a 69 

serious threat to the farming of fruits. Currently when not treated properly fungal plant 70 

pathogens belonging to genera Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, or Verticillium can 71 

cause up to 50% yield loss in soft fruits farming. That yield loss contributes to the higher price 72 

of a final product and decreases the availability of organic products for people. Without the use 73 

of conventional plant protection products, it is harder for farmers to achieve and maintain proper 74 

final product quality (Pylak et al., 2019).  75 

Next-generation sequencing is a way of evaluating relations between microorganisms, 76 

as well as plant-microbes interactions. It allows us to distinguish and compare the abundance 77 

of soil bacteria and fungi. This type of research tool may be a useful part of the research focused 78 

on formulating new biopreparations. It may allow not only help in evaluating the effect of 79 

biopreparation on plants but also their effect on soil microbial communities. Microorganisms 80 

and their communities take part in various ecological interactions that happen in soil including 81 

nutrient mobilization, organic matter decomposition, and gas fluxes (Oszust and Frąc, 2020; 82 

Soliman et al., 2017). Differences in the soil microbial communities may contribute to plants' 83 

reactions to both different environmental stresses and plant fungal pathogens. Furthermore, 84 

introducing new strains of bacteria into the soil can influence the soil's native microbiota, thus 85 

it is important to fully understand the possible results of this action (Soliman et al., 2017; 86 

Topalović et al., 2020).  87 

In our previous research, we isolated and examined beneficial bacterial strains. The 4 88 

strains belonging to the genera Arthrobacter, Pseudomonas, and Rhodococcus were chosen as 89 

the best antagonists against fungal plant pathogens. Moreover, we examined their ability to 90 
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utilize different carbon sources, withstand chemical as well as physical stresses, and produce a 91 

spectrum of extracellular enzymes. We have optimized a medium for their growth and drying 92 

method for their preservation. Furthermore, we evaluated their effect on the growth of raspberry 93 

plants and soil enzymatic activity (Pylak et al., 2021, 2020).  94 

This research aimed to analyze the effect of bacterial inoculum on the functional 95 

properties and taxonomic composition of soil microbial communities with the use of Biolog® 96 

ECOPlate system and Ilumina® next-generation sequencing of the rhizosphere soil and shoots 97 

samples collected from the pot experiment. The presented research hypothesizes that 98 

environmental isolates of bacteria belonging to Arthrobacter, Pseudomonas and Rhodococcus 99 

genera applied to raspberry plants are affecting soil microbial communities, associated with 100 

raspberries, both changing their taxonomic composition and shifting their metabolism.  101 

2. Materials and methods 102 

2.1. Pot experiment 103 

The pot experiment including raspberry plants was conducted in control conditions of 104 

temperature and humidity in phytotron room. Raspberry seedlings were planted in pots 105 

containing 3 kg of soil. The following five variants of contamination with pathogens 106 

(pathosystems) were used: Botrytis cinerea G277/18 (B), Verticillium sp. G296/18 (V), 107 

Colletotrichum acutatum G172/18 (C), and Phytophthora sp. G408/18 (P), and control 108 

experiments without the addition of pathogen, but with the addition of water instead. For every 109 

variant of pathogen contamination, four methods of naturalization strategy, including the 110 

application of beneficial bacterial strains selected from natural habitats of wild raspberries, were 111 

tested. 4 previously isolated and characterized bacterial strains were used: Rhodococcus sp. 112 

B12/18 (GenBank: MW255650), Pseudomonas sp. B37/18 (GenBank: MW255651), 113 

Arthrobacter sp. B58/18 (GenBank: MW255652), Rhodococcus sp. B75/18 (GenBank: 114 

MW255653) (Pylak et al., 2020). Naturalization strategies included the application of bacterial 115 
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inoculum to raspberry roots during planting, application of bacterial inoculum during watering 116 

4 weeks after planting and applying the bacteria both during planting and one month after 117 

naturalization watering with the bacterial consortium. This approach ensures that during 118 

research different types of plantations are taken into consideration, newly set up plantations 119 

(root naturalization) and already existing ones (watering naturalization). After the experiment, 120 

soil and plant samples were collected and stored for future analysis. The soil samples to be used 121 

for soil analyses were stored at -24°C.   122 

The source and characterization of beneficial bacteria strains and plant-fungal and 123 

fungal-like pathogens, design, and the detailed description of the raspberry plant pot experiment 124 

are presented in our previous research papers (Pylak et al., 2021, 2020).  125 

2.2. Biolog EcoPlates 126 

1 g of rhizosphere soil or shoots was suspended in 99-ml sterile saline peptone water 127 

and shaken for 20 minutes at 20°C and then was incubated at 4°C for 30 minutes (Gryta et al., 128 

2020). Next, each well of the Biolog® EcoPlate was inoculated with 120 μl of the prepared 129 

suspension and incubated at 25°C. Each experiment was performed in triplicates (n=3). 130 

Absorbance at 590 nm and 750 nm were measured on Biolog® Microstation after 24, 48, 72, 131 

96, 120, and 144 incubation hours. Substrates were divided into five groups of carbon sources 132 

including carbohydrates, carboxylic and ketonic acids, amines and amides, amino acids, and 133 

polymers, according to Weber and Legge (Weber and Legge, 2009). Carrying out tests 134 

considering two wavelengths of light allows us to draw more specific conclusions. This is 135 

because absorbances for those wavelengths depend on different factors: 750 nm stands for 136 

optical density, and 590 nm for substrate usage (Sofo and Ricciuti, 2019). The absorbance 137 

values and stress substrate factor was calculated, and the results were grouped according to 138 

particular pathosystems and naturalization strategies, afterwards, the statistical analysis was 139 

performed with the use of Statistica 13.1.  140 
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2.3. Isolation of the DNA and NGS sequencing 141 

The environmental DNA (e-DNA) from raspberry rhizosphere soil and raspberry shoots 142 

was isolated using a FAST DNA Spin Kit for Feces (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) 143 

according to the protocol, as described previously by Oszust et al. (Oszust et al., 2014). Then 144 

ITS1 and 16S V3-V4 regions were amplified with locus-specific primers based on Toju et al. 145 

(2012) (Toju et al., 2012): ITS1f-KYO1 and ITS2_KYO2 for ITS1 amplification and 146 

Klindworth et al. (2013) for 16S amplification containing Illumina Overhang sequences 147 

presented in Table 1 (Klindworth et al., 2013; Toju et al., 2012). Reactions were performed in 148 

10 µl and consisted of 5 µl of KAPA HiFi HotStart ReadyMix  (KAPA Biosystems, 149 

Wilmington, MA, US), 0.2 µM of pooled ITS1 forward primers or 16S forward primer, 0.2 µM 150 

of pooled ITS1 reverse primers or 16S reverse primer, 1.6 µl of nuclease-free water and 3 µl of 151 

the tested sample. Reactions were performed in the following conditions: 180 seconds at 95°C; 152 

30 cycles of 30 seconds, 95°C; 30 seconds, 55°C; 60 seconds, 72°C; and finally 300 seconds at 153 

72°C. After reactions were performed, samples were purified with MagMAX™ Express 154 

Magnetic Particle Processor (Applied Biosystems, Waltham, MA, US) using 18 µl of 155 

CleanPCR (CleanNA, Waddinxveen, The Netherlands) paramagnetic beads, and eluted in 50 156 

µl of 10 mM Tris-HCl pH 8.0 (EURx, Gdańsk, Poland). After purification, the Index PCR step 157 

was performed by attaching dual indexes and Illumina sequencing adapters using Nextera XT 158 

Index Kit v2 (Illumina, San Diego, CA, US). Reactions consisted of  5 µl of KAPA HiFi 159 

HotStart ReadyMix, 1 µl of i5 and i7 index each, 1 µl of nuclease-free water, and 2 µl of the 160 

purified amplicon. Conditions of Index PCR were as follows: 180 seconds at 95°C; 10 cycles 161 

of: 30 seconds at 95°C, 30 seconds at 55°C, 60 seconds at 72°C; and 300 seconds at 72°C. Next 162 

step was purifying indexed amplicons with MagMAX™ Express Magnetic Particle Processor 163 

using 18 µl of CleanNGS (CleanNA, Waddinxveen, The Netherlands) paramagnetic beads, and 164 

eluted in 50 µl of 10 mM Tris-HCl pH 8.0. After that samples were normalized, pooled together 165 
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and diluted with 10mM Tris-HCl pH8.0 to achieve 4nM concentration. Then 5 µl of 4 nM 166 

library was denatured with 5 µl of 0.2 N NaOH and diluted to achieve 12 pM concentration 167 

with Illumina HT1 buffer (Illumina, San Diego, CA, US). 540 µl of prepared library was 168 

combined with 60 µl of 10pM denatured as above PhiX control library (Illumina, San Diego, 169 

CA, US). Then library was heat denatured by incubating in 96°C for 2 minutes and immediately 170 

placing it on the ice for 5 minutes. After that library was loaded on MiSeq v3 2x300 reagent 171 

cartridge (Illumina, San Diego, CA, US) and sequenced with Illumina MiSeq platform 172 

(Illumina, San Diego, CA, US). Results were then analyzed with QIIME2 environment and 173 

with FUNGuild tool using UNITE or SILVA databases (Bolyen et al., 2019; Kessy et al., 2020; 174 

Klindworth et al., 2013; Nguyen et al., 2016; Quast et al., 2013). Furthermore Shannon’s 175 

diversity index, Pielou evennes index and Faith’s phylogenetic diversity index were calculated 176 

to assess insights for ecological differences in microbial community. Results were grouped 177 

according to particular pathosystems and naturalization strategies, afterwards, the statistical 178 

analysis was performed with the use of Statistica 13.1.  179 

2.4. Statistical analysis 180 

For the analysis of the effect of bacterial inoculum on the functional diversity, graphs 181 

were generated based on the mean value calculated from three replicates. For the effect of 182 

naturalization strategies and pathosystems on the microbial communities diversity Shannon’s 183 

diversity index, Pielou evennes index and Faith’s phylogenetic diversity index were calculated 184 

and a one-way ANOVA with p < 0.05 was performed to check differences, and Tukey tests 185 

were also performed to reveal statistically significant differences between naturalization 186 

strategies and pathosystems.  187 

 188 

 189 

 190 
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3. Results 191 

3.1. The functional diversity of microbial communities 192 

The analysis of the functional abilities of microbial communities may contribute to an 193 

overall better understanding of the effect of bacterial inoculum on the ecosystem at the 194 

application site. Absorbance values for the wavelength of 590 nm and 750 nm are presented in 195 

Table 2. Absorbance values for the wavelength of 590 nm correspond to the ability of 196 

microorganisms to utilize certain compounds. In experiments without pathogens application of 197 

bacterial inoculum resulted in the decrease of polyols, α-Ketobutyric acid, and Glycogen 198 

utilization, however, resulted in higher utilization of D-Malic acid, carbohydrates such as α-D-199 

Lactose, D-Glucose-1-Phosphate and amino acid L-Phenylalanine. In experiments including 200 

the pathogen inoculation the most profound changes were observed in variants contaminated 201 

with Verticillium sp., C. acutatum, and Phytophthora sp. in those objects the addition of 202 

bacterial inoculum resulted in lower utilization of carbohydrates such as D-Cellobiose, D-203 

Glucose-1-Phosphate and α-D-Lactose. The presence of B. cinerea, Verticillium sp. and C. 204 

acutatum resulted in the enhancement of utilization of α-D-Lactose in experiments without the 205 

naturalization strategy applied when compared to the control without the pathogen and any of 206 

the naturalization treatments. However, in experiments without the pathogen inoculation, 207 

bacterial inoculum reduced the ability to utilize α-Cyclodextrin and Glycogen, however when 208 

raspberry plants were infected with B. cinerea the naturalization strategy of both root 209 

naturalization and watering enhanced the ability of the microbial community to utilize those 210 

compounds. Absorbance values for the wavelength of 750 nm correspond to the ability of 211 

microorganisms to produce biomass when utilizing certain compounds. The absorbance values 212 

for the wavelengths of 750 nm were not as different as for the wavelength of 590 nm. However, 213 

the addition of bacterial inoculum resulted in enhancement of biomass production in objects 214 

infected with B. cinerea and with root and watering naturalization treatments applied. Biomass 215 



142 
 

production while utilizing different carbon sources was similar among all pathosystems and 216 

naturalization strategies applied however. 217 

The absorbance values for the wavelength of 590 nm and 750 nm for the microbial 218 

communities isolated from shoots of raspberry plants are presented in Table 3. In experiments 219 

without the pathogen contamination, the application of bacteria inoculum increased 220 

carbohydrates utilization. D-Mannitol, N-Acetyl-D-Glucosamine, D-Cellobiose and D-221 

Glucose-1-Phosphate were utilized at higher level in objects treated with bacterial inoculum. In 222 

experiments with B. cinerea presence objects without the naturalization applied were negatively 223 

affected. However, when the watering naturalization strategy was applied the utilization of 224 

carbon sources was enhanced when compared to the control without the naturalization. The 225 

watering naturalization strategy resulted in the intensification of carbohydrates, carboxylic 226 

acids, polymers, and especially amino acids utilization. Root naturalization strategy was also 227 

effective but not as profoundly as the watering naturalization. Raspberry inoculation with 228 

Veriticillium sp. resulted in increased utilization of carbon sources in objects without any of the 229 

naturalization strategies applied when compared to the control experiments. In experiments 230 

with the presence of Colletotrichum acutatum watering with the addition of beneficial bacteria 231 

proved to be the most effective in enhancing microbial communities' carbon utilization abilities, 232 

especially amino acids and carboxylic acids. Microbial communities in experiments including 233 

Phytophthora sp. inoculation showed enhanced utilization of carbon sources in objects without 234 

any naturalization treatment. In experiments with Phytophthora sp. pathosystem when root 235 

naturalization strategy was applied utilization of DL-α-Glycerol Phosphate and D-Galactonic 236 

Acid Lactone was enhanced when compared to experimental objects without any naturalization 237 

strategy. Absorbance values for the wavelength of 750 nm were not as affected by both presence 238 

of pathogens and the addition of beneficial bacterial inoculum. In objects without the pathogen 239 
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presence application of beneficial bacteria resulted in increased utilization of D-Mannitol and 240 

Glycyl-L-Glutamic Acid when compared to the control.  241 

Table 4 presents values of stress substrate index (SST) calculated based on values of 242 

absorbance for both wavelengths of  590 nm and 750 nm.  The lower the SST value the higher 243 

the biomass production at lower substrate utilization which corresponds to better growing 244 

conditions for the microbial community in given conditions. As presented in Table 4 the stress 245 

substrate index value for microbial communities inhabiting rhizosphere was not affected by 246 

both pathogen presence and the naturalization strategy applied. However high diversity can be 247 

observed in the SST values calculated for samples from shoots. In experimental treatments 248 

without the pathogen inoculation, the addition of bacterial inoculum resulted in lowered SST 249 

for all types of naturalization strategies. The combined naturalization strategy including both 250 

root treatment during planting and watering with the addition of beneficial bacteria inoculum 4 251 

weeks after planting resulted in the greatest reduction of stress substrate index when compared 252 

to the control for all substrate groups. When raspberry plants were inoculated with B. cinerea 253 

the SST value for experiments without the naturalization was higher than in the control. The 254 

addition of bacterial inoculum to objects with this pathogen resulted in the increase of substrate 255 

stress index value for root and watering naturalization strategy, however it caused a lowering 256 

of stress substrate index value in objects with combined naturalization strategy. In objects with 257 

the presence of C. acutatum, but without the bacterial inoculum applied the SST value was 258 

lower when compared to the control. The watering naturalization strategy caused an increase in 259 

SST value, however, root naturalization and combined naturalization caused a lowering of 260 

stress substrate index value. Infection of plants by Phytophthora sp. increased SST value. Each 261 

naturalization strategy resulted in the lowering of stress substrate index value, however, 262 

naturalization watering and combined naturalization strategy resulted in the highest reduction 263 

of SST value. Similarly Phytophthora sp. infection with Verticillium sp. causes increased SST 264 
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value for objects without any naturalization strategy applied. Nonetheless, each naturalization 265 

strategy resulted in a lowering of the SST value.  266 

3.2. The relative abundance of bacterial and fungal phyla in rhizosphere samples 267 

The structure of the soil microorganisms community was analyzed with the use of next-268 

generation sequencing. The results indicated differences in the taxonomic composition of both 269 

bacterial and fungal microbiomes according to particular naturalization strategies and 270 

pathosystems are presented in Figure 1 and Figure 2. 271 

The 22 bacterial phyla were identified in raspberry rhizosphere samples. The most 272 

abundant bacterial phyla in the raspberry rhizosphere were Proteobacteria (27-55%) and 273 

Actinobacteriota (16-22%). The third and fourth most numerous phyla constituted 274 

Acidobacteriota (8-21%) and Verrucomicrobiota (9-15%), respectively. In every pathosystem, 275 

the application of beneficial bacteria inoculum increased the relative abundance of 276 

Proteobacteria, however, the addition of pathogen inoculum to the experiments resulted in a 277 

decrease in the relative abundance of Proteobacteria (Figure 1).  278 

Although in samples of raspberry rhizosphere 11 fungal phyla were identified 3 of them 279 

are responsible for over 95% of all relative abundance. Ascomycota (55-85%), 280 

Mortierellomycota (4-32%) and Basidiomycota (6-20). The application of beneficial bacteria 281 

resulted in the increased relative abundance of Ascomycota and the highest increase was 282 

observed in Phytophthora sp. pathosystem experiments in which the watering naturalization 283 

strategy was applied. In the same objects, the highest decrease of Mortierellomycota was noted. 284 

Application of watering naturalization strategy in Verticillium sp. resulted in the increase in the 285 

relative abundance of Basidiomycota with the reduction of Mortierellomycota relative 286 

abundance presented in Figure 2.  287 

 288 

 289 
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3.3. The core microbiome of raspberry rhizosphere 290 

The core microbiome of the raspberry rhizosphere may be crucial for the proper 291 

functioning of microbial communities. It is a group of organisms that are present in most 292 

samples. The number of rhizosphere bacterial core microorganisms is presented in Figure 3.  293 

As presented in Figure 3A, each naturalization strategy was associated with the 294 

characteristics of the bacteria. In objects with the watering naturalization, the strategy applied 295 

the number of individual bacteria was the highest, and in the root naturalization strategy was 296 

the lowest. All naturalization strategies shared the 6 bacteria that were present in samples 297 

treated with all naturalization strategies. Figure 3B presents the number of core bacteria 298 

characteristics for all pathosystems. The most numerous individual bacteria were present in 299 

experiments involving Phytophthora sp. infection. All pathosystems shared the 6 core bacteria 300 

that were present in samples coming from every pathosystem.  301 

The number of fungal organisms specific for naturalization strategies and pathosystems 302 

is presented in Figure 4. The most specific fungi among all naturalization strategies were 303 

associated with root treatment and combined naturalization including root treatment and 304 

watering with beneficial bacteria. Most fungi associated with a particular pathosystem were 305 

noted for Colletotrichum acutatum pathosystem. The fungal core microbiome consisted of 22 306 

identified fungi that were present in all samples of the rhizosphere.  307 

Core microorganisms characteristic for particular naturalization strategies and 308 

pathosystems present in the experiments are presented in the table 5.  309 

3.4. The number of microbial orders in the raspberry rhizosphere  310 

The number of bacterial orders identified in soil samples may be a valuable resource 311 

that expands our understanding of particular treatment or pathosystem applied to the soil 312 

microbial communities composition, results of the number of bacterial orders are presented in 313 

Figure 5.  314 
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The effect of bacterial inoculum application on the number of bacterial orders present 315 

in rhizosphere samples is presented in Fugure 5A. Experiments without any naturalization 316 

treatment applied and no pathosystems present were characterized by the lowest number of 317 

bacterial orders identified except for Verticillium sp. pathosystem with the root naturalization 318 

applied. In objects without any pathosystems combined naturalization strategy (RW) resulted 319 

in the highest increase of bacterial orders identified from 33 orders in the object without any 320 

naturalization to 53 in the object with a combined naturalization strategy applied. Infection with 321 

Botrytis cinerea increased the number of bacterial orders when compared to the control from 322 

33 to 42. The watering naturalization strategy caused the increase from 42 to 52 in experiments 323 

including the B. cinerea pathosystem. In experiments infested with Verticillium sp. the infection 324 

caused the increase of bacterial orders in objects without any naturalization strategy applied. In 325 

experiments with the root and watering naturalization strategy the highest increase in the 326 

number of bacterial orders was noted, from 39 to 73. However only root naturalization without 327 

any other treatment resulted in the decrease of bacterial orders from 39 to 16. In experiments 328 

with Colletotrichum acutatum, all naturalization strategies resulted in the decrease of the 329 

bacterial orders identified when compared to C. acutatum objects without naturalization.  In 330 

experiments infected with Phytophthora sp. root naturalization during planting increased 331 

bacterial orders, the contrary to other methods which resulted in a slight decrease when 332 

compared to objects without treatment applied. The pathogen presence increased bacterial 333 

orders present in the rhizosphere of raspberry plants when compared to the control.   334 

The effect of the naturalization strategies and pathogen infection on the number of 335 

fungal orders identified in raspberry shoots samples presented in Figure 5B was less diverse 336 

than in the rhizosphere samples. In experiments without the pathogen and with C. acutatum 337 

contamination all naturalization strategies resulted in the decrease of fungal orders identified. 338 

The presence of Botrytis cinerea, Verticillium sp., and Phytophthora sp. caused a decrease in 339 
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the number of other fungal orders in plant shoots when compared to experiments without 340 

pathogen contamination. In objects inoculated with B. cinerea naturalization strategy including 341 

both root naturalization and naturalization watering applied were the most efficient in 342 

enhancing the number of fungal diversity. In experiments with Verticillium inoculation 343 

naturalization, watering caused the biggest increase in the number of fungal orders identified. 344 

Experiments with Phytophthora sp. presence were not affected by the naturalization strategy 345 

applied except for watering treatment which resulted in the decrease of bacterial orders to 27.  346 

The numbers of fungal orders identified in shoots samples are presented in Figure 5C. The 347 

diversity in the number of fungal orders was more prefund than in the rhizosphere samples. 348 

Similar to results obtained for the rhizosphere samples, the application of bacterial inoculum 349 

resulted in the decrease of fungal orders identified in almost all experiments except those 350 

infected with the C. acutatum and in objects inoculated with Phytophthora sp. naturalized 351 

during both planting and watering. In experiments without the pathogen presence and with the 352 

B. cinerea infection combined naturalization strategy resulted in the biggest decrease in the 353 

number of fungal orders identified. However this naturalization strategy proved itself to be the 354 

most effective in increasing the number of fungal orders in all remaining experiments – 355 

contamination with Verticillium sp., Phytophthora sp. and C. acutatum.  356 

3.5. Bacterial and fungal biodiversity in the rhizosphere and shoots samples 357 

Microbial biodiversity in collected samples was evaluated via 3 common alpha diversity 358 

indicators: Shannon’s diversity index, Pielou evenness, and Faith’s phylogenetic diversity. 359 

Analysis was performed for bacterial communities inhabiting raspberry roots and fungal 360 

communities inhabiting raspberry roots and shoots. Figure 6 presents values of mentioned 361 

biodiversity indicators for bacterial communities.  362 

On average plant inoculation with pathogens resulted in increasing the values of the 363 

biodiversity indicators for bacterial communities when compared to the control. Experiments 364 
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with the Colletotrichum acutatum inoculation were characterized by the highest increase in the 365 

values of the biodiversity indicators, however, except for the Shannon diversity index 366 

differences were not statistically significant. From all tested naturalization strategies the 367 

combined naturalization including root naturalization during planting and naturalization 368 

watering 4 weeks after planting resulted in the highest increase of the biodiversity indicators 369 

values for bacterial communities. When evaluating results from all samples it can be noted that 370 

the evenness of microbial communities remains similar, however, values of Shannon’s diversity 371 

and Faith phylogenetic diversity indexes vary. Pathogens infection resulted in the increase in 372 

diversity in all pathosystems in objects without the naturalization strategy applied when 373 

compared to the control. In objects without pathogens both Shannon’s and Faith indexes pointed 374 

towards combined treatment as the most profound in increasing the diversity of bacterial 375 

communities. In objects with Botrytis cinerea infection watering naturalization was the most 376 

successful in increasing the microbial Shannon’s diversity, although phylogenetic diversity was 377 

not affected as much. The application of naturalization strategies did not result in a sufficient 378 

increase in microbial diversity, however, resulted in a decrease in phylogenetic diversity when 379 

compared to experiments without the naturalization applied. Similar results were achieved for 380 

Phytophthora sp. infection. The application of combined treatment and watering treatment 381 

alone resulted in the highest increase both in microbial diversity and phylogenetic diversity.  382 

  Figure 7 presents biodiversity indicators values for fungal communities inhabiting 383 

raspberry roots and shoots. Contrary to the bacterial communities root fungal microbial 384 

communities biodiversity is reduced when the pathogen inoculum is added when compared to 385 

the control. Biodiversity indicators values were less affected in experiments including 386 

Verticillium sp. inoculation. Combined naturalization including root naturalization during 387 

planting and naturalization watering 4 weeks after planting resulted in a slight increase in 388 

biodiversity Pielou evenness index, however, both roots and especially watering naturalization 389 
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resulted in a statistically significant decrease in biodiversity Pielou evenness index. The 390 

biodiversity of shoots microbiota was also affected by pathosystems present and naturalization 391 

strategies applied. Pielou's evenness index values were less affected both according to 392 

pathosystems and naturalization strategies, however, Shannon’s diversity index was affected 393 

more. Although the evenness of the microbial communities is similar the diversity according to 394 

Shannon’s diversity changes.  Inoculation with Phytophthora sp. resulted in the highest increase 395 

in biodiversity when compared to the control. Different naturalization strategies resulted in the 396 

maintenance of similar microbial evenness, however, the diversity was reduced in objects with 397 

combined treatment applied.   398 

3.6. The trophic mode assignments of fungal OTUs (operational taxonomic unit) found in 399 

rhizosphere samples 400 

The trophic mode of fungal microorganisms identified in rhizosphere samples was 401 

evaluated with the use of the FUNGuild tool and the results are presented in Figures 8 and 9. 402 

This enabled to further analyze microbial communities and their interactions. Identified and 403 

unidentified microorganisms were divided according to the naturalization strategy, 404 

pathosystems, and their trophic modes to pathotrophs, saprotrophs, symbiotrophs, and their 405 

combinations. In all samples, unassigned microorganisms were a majority and their OTU 406 

richness reached the percentage of 70-80% of all OTUs present. However, their sequence 407 

richness was comparable to the other microorganisms ranging between 7% and 10%. In objects 408 

with roots naturalization strategy applied OTU and sequence richness of pathotrophs remained 409 

similar, however, sequence richness of pathotrophs-saprotrophs decreased. OTU richness of 410 

multitrophic pathotrophs-saprotrophs-symbiotrophs increased from 29% to over 40% when 411 

compared to the control, and their sequence richness slightly decreased. OTU richness of 412 

saprotrophs decreased and OTU richness of sapro-symbiotrophs remained the same. 413 

Furthermore, although the OTU richness of patho-symbiotrophs decreased from 4% to 2% their 414 
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sequence richness increased from 8% to 22%. In objects with the combined naturalization 415 

strategy applied OTU richness of pathotrophs decreased from 13% to 10%, however their 416 

sequence richness increased. OTU richness of patho-saprotrophs decreased from 7% to 4%. 417 

Both OTU and sequence richness of patho-sapro-symbiotrophs increased from 29% to 37% and 418 

from 18% to 21%, respectively. OTU richness of saprotrophs decreased to 19% and OTU 419 

richness of sapro-symbiotrophs increased from 18% to 23%. OTU richness of patho-420 

symbiotrophs decreased but their sequence richness increased to 10%. The application of the 421 

watering naturalization strategy alone resulted in the decrease of pathotrophs OTU and 422 

sequence richness, however, it increased the patho-saprotrophs OTU and sequence richness. 423 

Patho-sapro-symbiotrophs OTU richness remained elevated similarly to other naturalized 424 

experiments, however, the sequence richness was not as high as in control objects or combined 425 

naturalization objects. Saprotrophs and sapro-symbiotrophs OTU richness were similar to those 426 

in combined naturalization strategy experiments, however their sequence richness was higher. 427 

OTU richness of patho-symbiotrophs remained the same when compared to combined 428 

naturalization strategy experiments, but sequence richness decreased.  429 

Figure 9 presents the results of FUNGuild trophic mode assignments to fungal samples 430 

according to the pathosystem applied in the experiment. OTU richness of all samples that were 431 

not identified was between 70% and 80% of all identified and assigned samples.  Sequence 432 

richness of unassigned samples was highest in experiments involving C. acutatum infection and 433 

lowest in Phytophthora sp. infested samples. After removing unassigned microorganisms from 434 

the analysis the results can be further analyzed. In experiments without any pathogen 435 

contamination, pathotrophs OTU richness was at 22% and their sequence richness was at 50%. 436 

Patho-saprotrophs OTU richness and sequence richness were at 3% and 5%, respectively. 437 

Patho-sapro-symbiotrophs OTU and sequence richness were at 29% and 30%, respectively. 438 

Saprotrophs OTU richness was at 27% and sequence richness was at 12%. Sapio-symbiotrophs 439 



151 
 

OTU and sequences richness were at 18% and 14%, respectively and patho-symbiotrophs OTU 440 

and sequence richness were at 3% and 6%, respectively.  441 

The presence of Botrytis cinerea in the experiments resulted in the reduction of OTU 442 

and sequence richness for pathotrophic fungi from 22% to 14% and from 50% to 42%, 443 

respectively. Patho-saprotrophs OTU richness increased from 5% to 7% and their sequence 444 

richness increased from 2% to 17%. Saprotrophs OTU and sequence richness remained similar 445 

to the control, however OTU richness of sapro-symbiotrophs increased from 11% to 15% and 446 

their sequence richness increased to 16% when compared to the control experiments. In 447 

experiments including C. acutatum contamination pathotrophs OTU richness decreased even 448 

more than in B. cinerea experiments from 22% to 10%. Patho-saprotrophs OTU richness 449 

increased to 10%, but sequence richness decreased to 9%. Multitrophic patho-sapro-450 

symbiotrophs OTU richness remained similar to the control, however sequence richness 451 

slightly decreased to 28%. Saprotrophs OTU richness decreased to 19% and sapro-symbiotroph 452 

OTU richness increased to 26%, while their sequence richness remained similar. In experiments 453 

including Phytophthora sp. contamination, pathotrophs OTU and sequence richness decreased 454 

to 15% and 25% respectively, however, patho-saprotrophs OTU richness increased from 5% to 455 

12% and their sequence richness increased from 2% to 32%. Both patho-sapro-symbiotrophs 456 

and saprotrophs OTU richness decreased by around 8% when compared to the control and their 457 

sequence richness decreased by 7%. Sapro-symbiotrophs OTU and sequence richness increased 458 

from 11% to 26% and from 11% to 14%, respectively. The presence of Verticillium sp. in soil 459 

resulted in the highest reduction of pathotrophs OTU richness of all pathosystems applied from 460 

22% to 9% and sequence richness from 50% to 36%. Patho-saprotrophs OTU and sequence 461 

richness increased to 9% and 20%, respectively. In this pathosystem the highest increase in 462 

OTU richness of multitrophic patho-sapro-symbiotrophs was observed from 33% to 36%, 463 

however the sequence richness decreased from 29% to 21%. Saprotrophs OTU richness 464 
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decreased to 23%, and sapro-symbiotrophs OTU richness increased to 23%. Their sequence 465 

richness was placed at 12% and 9%, respectively.  466 

3.7. The trophic mode assignments of fungal OTUs in the shoots 467 

Results shown in Figure 10A present trophic mode OTU and sequence richness of 468 

fungal communities isolated in raspberry shoots according to naturalization strategies. In the 469 

analysis of shoots samples, all microorganisms were assigned to proper trophic modes. In 470 

experiments with roots naturalization strategy during planting OTU richness of multitrophic 471 

patho-sapro-symbiotrophs increased by 12% when compared to the control, however their 472 

sequence richness decreased. Fungi belonging to the trophic mode of patho-symbiotrophs were 473 

less present in those samples (decrease from 22% to 2% however their sequence richness 474 

increased by 10% when compared to the control). Saprothrops OTU richness decreased by 12% 475 

and the sequence richness remained unchanged. In experiments involving combined 476 

naturalization strategy pathotrophs OTU richness decreased by 3% when compared to the 477 

control. Patho-saprotrophs OTU richness slightly increased and sequence richness decreased. 478 

OTU richness of patho-sapro-symbiotrophs was similar to other experiments with 479 

naturalization applied at 40%, however their sequence richness decreased to 11%. OTU and 480 

sequence richness of patho-symbiotrophs both were at 5%. OTU and sequence richness of 481 

saprotrophs decreased by 10% and 3%, respectively, when compared to the control. Sapro-482 

symbiotrophs OTU reaches increased by 8% however their sequence richness decreased by 9% 483 

when compared to objects without any naturalization strategy applied. The application of the 484 

watering naturalization strategy resulted in changes similar to the root naturalization strategy, 485 

however sequence richness of multitrophic fungi was higher by 2%, and OTU richness of patho-486 

symbiotrophs was lower by 8%.  487 

Figure 10B presents trophic mode OTU and sequence richness for fungal 488 

microorganisms grouped according to applied pathosystems. The presence of each pathosystem 489 
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resulted in the increase of sequence richness for pathotrophic organisms, however the OTU 490 

richness varied from 9% to 15%. OTU richness of patho-saprotrophs remained on a similar 491 

level of 9-11%, although the sequence richness was the highest in Verticillium sp. pathosystem 492 

reaching up to 39%.  Patho-sapro-symbiotrophs OTU richness was the highest in experiments 493 

without the pathogen inoculation and the lowest in the Phytophthora sp. pathosystem. Sequence 494 

richness of multitrophic microorganisms was the highest in experiments including 495 

Phytophthora sp. pathosystem. C. acutatum and Verticillium sp. were the only pathosystems 496 

where path-symbiotrophs were present, however their OTU and sequence richness was lower 497 

than 5%. Saprotrophs OTU richness was the highest in the B. cinerea pathosystem, however 498 

sequence richness was the highest in experiments without the pathogens. In experiments 499 

without the additional pathogen inoculation, sapro-symbiotrophs OTU richness was the highest 500 

– 26% in comparison to B. cinerea, C. acutatum and Verticillium sp. contamination, and its 501 

sequence richness reached 39% which was the highest of all tested pathosystems.   502 

3.8. The functional analysis of bacterial communities in the rhizosphere  503 

Identified bacterial ASVs (amplicone sequence variants) were subjected to PICRUSt 504 

analysis which evaluated genes present in samples. Furthermore, genes responsible for more 505 

than 6000 enzymes were divided into groups with the use of the KEGG database. Results from 506 

this analysis are presented in Figure 11.  507 

ASVs responsible for taking part in metabolism processes were the majority of all 508 

identified ASV. Proportions of all predicted functional ASVs were similar and their statistical 509 

significance was the same. It can be noted, that in objects without the pathogen presence were 510 

lower than in objects with the pathogen contamination except for the Botrytis cinerea infection. 511 

In treatment infested with Colletotrichum acutatum the highest statistically significant increase 512 

in the number of genes responsible for metabolic processes was observed when compared to 513 

the control. Experiments with the Phytophthora sp. and Verticillium sp. contamination 514 
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increased genes when compared to the control, but the number was not as high as in the C. 515 

acutatum experiments. In general, the number of sequences of particular KEGG classes was the 516 

highest for C. acutatum experiments and the lowest for experiments without any pathogens or 517 

with B. cinerea contamination. Furthermore, 3 classes that were the most represented in 518 

examined bacterial communities were divided into subclasses to fully evaluate the composition 519 

and shares of bacterial functions. The most profound subclasses in bacterial communities 520 

metabolism were the metabolism of lipids, carbohydrates, terpenoids, polyketides, xenobiotics, 521 

as well as the metabolism of cofactors and vitamins. Similar results were observed for genetic 522 

and environmental information processing subclasses, however the most profound subclasses 523 

were translation and signal transduction, accordingly. A similar tendency in terms of 524 

statistically significant differences was observed both in main classes and in subclasses. When 525 

results were grouped according to the naturalization strategies, experiments with the combined 526 

naturalization treatment applied proved to increase the number of genes responsible for 527 

metabolism, when compared to the control, however the differences were not statically 528 

significant.  529 

4. Discussion 530 

4.1. The analysis of functional diversity of microbial communities 531 

Analysis of the functional abilities of microbial communities is a crucial part of 532 

understanding their interactions and effect on soil and plants. Interactions between soil 533 

microbial communities and newly naturalization treatments and pathogens presence may 534 

answer important questions about the nature of those interactions and their future implications. 535 

Microbial communities inhabiting the raspberry rhizosphere were affected both by pathogen 536 

inoculation and by the naturalization strategy applied. The enhancement of D-Malic acid 537 

utilization by microbial communities may correspond to bacterial adaptation to living next to 538 

plant roots, due to the fact, that plants can secrete Malic acid as a response to pathogen infection. 539 
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Bacteria having the ability to utilize this compound can form a tighter symbiotic bond between 540 

plants and themselves (Rudrappa et al., 2008). Both pathogen presence and naturalization 541 

strategies applied resulted in the change of sugars metabolism by rhizosphere microbial 542 

communities. Better utilization of carbohydrates present in soil may contribute to bacterial 543 

growth enhancement near the plant roots as 20% of soil-present carbohydrates are the effect of 544 

plant secretion or decomposition (Gunina and Kuzyakov, 2015).  545 

Microbial communities inhabiting the raspberry shoots were not highly affected by the 546 

application of microbial inoculum when not subjected to the pathogen presence. However, the 547 

presence of plant pathogens changed the microbial substrate utilization. The presence of both 548 

B. cinerea sp. and C. acutatum resulted in the decrease of substrate utilization by shoots 549 

microbial communities in objects without the naturalization applied which leads to the 550 

conclusion that those fungal pathogens are causing a negative interaction with shoots microbial 551 

communities, which can be compensated or even overpowered by proper naturalization strategy 552 

applied (Chaudhry et al., 2021; Hirano and Upper, 2000). On the contrary, the presence of 553 

Verticillium sp. and Phytophthora sp. leads to enhancement of substrate utilization by foliar 554 

microbiota in objects without the naturalization strategy applied. This may be beneficial if this 555 

utilization is caused by pathogenic fungus or fungal-like organisms or disadvantageous if the 556 

higher microbial substrate utilization rate is an effect of microbial reaction to pathogens 557 

presence and thus decreasing the utilization is also a decrease of community resistance ability.  558 

Although the rhizosphere and shoots microbial biomass production was similarly alike, 559 

the substrate stress index (SST), presented in Table 4, allows observing a diverse effect of both 560 

pathogen and naturalization interaction with plant microbial communities. Rhizosphere 561 

microbial communities were less affected by both naturalization strategy and plant pathogens 562 

presence. This may be due to the natural stability of soil microbial communities, which are 563 

more stable than shoots communities. Soil microbial communities are less affected by changing 564 
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temperatures, wind, and UV radiation, and are predominantly livening in a humid environment. 565 

Due to these environmental factors, communities may be more balanced and less prone to 566 

change, and even though some metabolic response is changing the core microbiota remains 567 

well established (Huang et al., 2021; Jiao et al., 2022). On the contrary the stress substrate index 568 

for microbial communities inhabiting the shoots diverse and changes according to the applied 569 

naturalization strategy and pathosystem present. The application of bacterial inoculum resulted 570 

in a decrease in stress index, especially in experiments where both root and watering 571 

naturalization treatments were applied. The combined activity of both root inoculation during 572 

planting and future naturalization watering resulted in the highest decrease in stress substrate 573 

index. The presence of all pathogens except for B. cinerea increased the stress substrate index 574 

when compared to the control which leads to the conclusion that microbial communities are 575 

reacting to pathogen infection. The application of naturalization treatment resulted in lowering 576 

the stress of microbial communities and especially combined root and watering naturalization 577 

treatment proved to be the most suitable for most applications, and that multiple applications 578 

resulted in better effect which is common to ecological plant protection products (Grabas et al., 579 

2016; Pylak et al., 2019). It can be noted that B. cinerea presence resulted in the reduction of 580 

the SST index in experiments without the naturalization treatment applied, which agrees with 581 

current knowledge that some pathogens organisms can have a stimulating activity on microbial 582 

communities (Stefanowicz, 2006; Topalović et al., 2020; Trabelsi and Mhamdi, 2013). The 583 

stress substrate index even may be a valuable tool allowing to perceive microbial interactions 584 

beyond the basic absorbance values.  585 

 586 

 587 

 588 

 589 
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4.2. The analysis of taxonomical diversity of microbial communities 590 

The conducted identification of the taxonomical composition of soil microbial 591 

communities resulted in the identification of the 22 most common bacterial phyla in the 592 

raspberry rhizosphere. Achieved relative abundances of bacterial taxa are consistent with 593 

existing research on this topic (Janssen, 2006; Jiménez-Bueno et al., 2016). Results showed, 594 

that application of bacterial inoculum to roots or via watering can influence the taxonomic 595 

composition of rhizosphere bacteria in the soil. The presence of all pathogens except Botrytis 596 

cinerea resulted in the decrease of the most abundant Proteobacteria in the objects without the 597 

naturalization applied, when compared to the control. It can be concluded, that the presence of 598 

B. cinerea does not affect the taxonomic composition of rhizosphere bacteria as much as the 599 

other pathogens in the experiment.  600 

The relative abundance of identified 11 fungal phyla allows to determine the most 601 

common fungal phyla in the raspberry rhizosphere. Achieved results correspond to the data 602 

concerning main fungal phyla determined in soils (Frąc et al., 2021, 2020; Janssen, 2006; 603 

Jiménez-Bueno et al., 2016; Mącik et al., 2020). The relative abundances of Ascomycota might 604 

be the most important phylum in the fungal raspberry plant pathogens research since the most 605 

important raspberry fungal and fungal-like pathogens belong to the Ascomycota phylum. It can 606 

be noted, that the relative abundance of Ascomycota phylum decreased as the effect of 607 

naturalization strategies only in the experiments without the pathogens or in the Verticillium 608 

pathosystem. This also corresponds to our previous research pointing out that naturalization 609 

strategies should be carefully suited to the pathogens present at the plantation where the 610 

biopreparations are applied (Oszust et al., 2021; Pylak et al., 2021). Moreover, previous 611 

research of Oszust and Frąc (2021) indicated that representatives of Ascomycota belonging to 612 

the taxa of Hypocreales and Maasoglossum were the most common saprotrophs in the 613 

rhizosphere of planted and wild raspberry (Oszust and Frąc, 2020). It was also proeven that 614 
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incorporation of mineral fertilizer enriched with beneficial bacterial strains were connected with 615 

occurrence of Ascomycota and Basidiomycota representatives such as: Falcocladiales, 616 

Myrangiales or Tilletiales (Mącik et al., 2022). 617 

The core microbiome includes microorganisms that are present in soil samples and may 618 

change according to applied naturalization strategy or the presence of pathogens (Risely, 2020). 619 

Venn diagrams in Figures 1 and 2 present the distribution of core bacterial and fungal 620 

microorganisms identified in analyzed samples. Core microbiota is responsible for the 621 

functional stability of the soil microbiome. Application of bacterial inoculum resulted in 622 

changes in specific core bacterial and fungal microorganisms depending on both applied 623 

naturalization strategies and presence of pathogens. It can be noted that the bacterial core 624 

microbiome consisted of fewer microorganisms than the fungal core microbiome which 625 

corresponds to the current knowledge that agricultural lands have a core fungal to bacterial ratio 626 

shifted towards fungal microorganisms (Anan’eva et al., 2010; Bailey et al., 2002). The number 627 

of bacterial orders in the rhizosphere was overall positively affected by at least one 628 

naturalization strategy except for the C. acutatum. Combined, multiple naturalization 629 

treatments of root naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks after 630 

planting resulted in the increase of bacterial orders number in 2 out of 5 tested pathosystems. 631 

The presence of fungal and fungal-like pathogens resulted in the increased number of fungal 632 

orders present in samples when compared to the control. The number of fungal orders in the 633 

raspberry rhizosphere was less diverse than bacterial orders. In experiments without the 634 

pathogen infection application of naturalization strategies resulted in the decrease of fungal 635 

orders present in samples which agrees with our previous research stating that the naturalization 636 

strategy needs to be matched to the pathogens occurring at the plantations (Pylak et al., 2021).  637 

Application of bacterial inoculum to objects without the pathogen contamination 638 

resulted in the decrease of fungal orders found in samples of raspberry shoots when compared 639 
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to the control. Similar effects were observed for experiments involving B. cinerea and 640 

Verticillium sp. inoculation for the combined treatment and involving C. acutatum and 641 

Phytophthora sp. for the watering treatment. This may be a beneficial effect of naturalization 642 

treatments inhibiting the growth of fungal organisms, which are often pathogenic, on the shoots 643 

of the plant (Tao et al., 2021).   644 

 645 

4.3. The analysis of microbial communities biodiversity 646 

Biodiversity indicators such as the Shannon diversity index, Faith’s phylogenetic 647 

diversity, or Pielou evenness are valuable metrics that allow calculating how microbial 648 

communities vary, and what affects them the most. Pielou evenness index describes how even 649 

is the number of different ASV/OTU in tested samples. Shannon’s diversity index takes into 650 

account the number of species living in a habitat (richness) and their relative abundance 651 

(evenness). Faith’s phylogenetic diversity presents the total branch length on a phylogenetic 652 

tree that is spanned by a community, however, the abundance of each species in the community 653 

is not considered (Faith and Baker, 2006; Help et al., 1998; Morris et al., 2014). Pielou evenness 654 

of rhizosphere bacterial communities of samples grouped according to the pathosystem applied, 655 

presented in Figure 6 was the highest in samples infested by C. acutatum, which leads to the 656 

conclusion that in that particular pathosystem the number of different ASVs was the most 657 

similar. Values calculated for Shannon’s diversity index and Faith’s phylogenetic diversity 658 

pointed that the C. acutatum experiments were characterized by the highest amount of different 659 

bacterial ASV. Combined naturalization strategy including root naturalization during planting 660 

and naturalization watering 4 weeks after planting proved to be the most successful in 661 

equalizing the proportions between particular ASV in samples and increasing the biodiversity. 662 

The effect achieved by this naturalization strategy is profound due to double inoculum 663 

application compared to only a single application in other naturalization strategies.  664 
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The presence of pathogens in the experiments resulted in the decrease of the Pielou’s 665 

evenness of fungal communities inhabiting the rhizosphere. The presence of pathogens 666 

inoculum caused an imbalance in microbial communities that are responding to stressful 667 

conditions, however the diversity of the communities remained similar (Masenya et al., 2021). 668 

Fungal communities inhabiting the shoots were less diverse and less even than those inhabiting 669 

soil, probably due to higher environmental stresses such as mentioned before UV light, wind, 670 

changing temperatures, and lower humidity caused by climate conditions and changes (Leveau, 671 

2018). Statistically significant changes in Shannon’s diversity of fungal communities inhabiting 672 

the shoots, particularly the decrease in the diversity of fungal communities may be the effect of 673 

the antifungal working of beneficial bacteria inoculum used in this experiment.  674 

FUNGuild is an important tool in the functional analysis of fungal microorganisms and 675 

their response to tested conditions. The majority of unassigned fungi remains consistent with 676 

the assumption that the majority of fungi present in soil are still unidentified and uncultivable 677 

(Tedersoo et al., 2020). The application of bacterial inoculum via watering resulted in the 678 

decrease of OTU richness of pathotrophic fungi, which may be associated with antifungal 679 

properties of beneficial strains of bacteria used in this research. The decrease was also observed 680 

in the combined treatment naturalization strategy, however it was not noticed in only root 681 

naturalization strategy experiments. Due to this fact it can be presumed that the decrease of 682 

pathotrophs was the effect of only the watering naturalization strategy. On the contrary, the 683 

decrease of patho-saprotrophs is a correlated effect of both root and watering naturalization 684 

strategies because a similar decrease was not observed in single naturalization strategies. The 685 

increase of multitrophic fungal OTU richness may also be a response to bacterial diversity 686 

stimulation as the effect of bacterial inoculum application (Trabelsi and Mhamdi, 2013). The 687 

presence of pathogens in the experimental setup resulted in the change of fungal trophic mode 688 

composition. The interaction between groups of microorganisms can shift the proportions of 689 
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different trophic modes (Geisen et al., 2022; Sweeney et al., 2020). The inoculation with 690 

pathogens increased patho-saprotrophic fungi, however the number of pathotrophs decreased 691 

and the number of saprotrophs remained similar. Not much research can be found regarding the 692 

effect of pathogen presence on soil microbial communities, therefore new research concerning 693 

this topic is needed to fully understand the relationships between bacterial biopreparations, 694 

pathogen presence, and soil microbial diversity.   695 

PICRUSt analysis is a method of phylogenetic profiling that allows predicting 696 

metagenome functional content based on the marker genes, such as the 16S rRNA gene for 697 

bacterial organisms. The changes in metabolic functioning of microorganisms caused by the 698 

addition of bacterial inoculum were observed, however they were not statistically significant. 699 

The shifts in metabolic fingerprints, especially increase in metabolic pathways sequences 700 

number, were observed after application of mineral phosphorus fertilizer enriched with 701 

beneficial bacterial strains (Mącik et al., 2020; Mącik et al., 2022). The increase in the number 702 

of predicted ASV caused by the combined naturalization treatment, including root 703 

naturalization during planting and watering naturalization after 4 weeks, was the highest. This 704 

observation agrees with the assumption, that the repeated use of biopreparation leads to better 705 

results than a single application (Trabelsi and Mhamdi, 2013; von Bennewitz and Hlusek, 706 

2006). Statically significantly different results were observed when their were grouped 707 

according to particular pathosystems. Every pathogen except for B. cinerea significantly shifted 708 

the bacterial metabolism. The most affected metabolic pathway group were metabolic pathways 709 

which are also the most abundant group in bacterial metabolism (Gupte, 2006). Again, similarly 710 

to the biodiversity indexes and the number of microbial orders, the Colletotrichum acutatum 711 

proved itself to be the most potent to change the microbial community metabolism among all 712 

tested pathosystems. The possible cause of this effect is, that Colletotrichum sp. produces an 713 

extremely wide spectrum of secondary metabolites including nitrogen-containing metabolites, 714 
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sterols, terpenes, pyrones, phenolics, and fatty acids (Kim and Shim, 2019). Pathogens used in 715 

this study are the most important fungal and fungal-like pathogens for raspberries. Each 716 

produces a variety of secondary metabolites that affect greatly the soil microbial communities. 717 

Secreted metabolites can affect the microbial composition of the rhizosphere – and change its 718 

taxonomic composition and metabolic abilities. It can be observed that the introduction of 719 

pathogens caused an extensive reaction of rhizosphere bacterial communities. 720 

The results presented in this study suggest that the application of beneficial bacteria to 721 

raspberry plants cultivation can greatly affect the microbiome of the rhizosphere and shoots of 722 

raspberry plants. Examined types of naturalization strategies resulted in different effects. 723 

Furthermore, the naturalization strategy should be carefully suited for the particular raspberry 724 

plantations, depending on the fungal and fungal-like plant pathogens present in the area. Those 725 

results correspond to our previous research that proved that the application of bacterial 726 

inoculum can enhance raspberry plant growth in the presence of fungal and fungal-like 727 

phytopathogens (Pylak et al., 2021).  728 

5. Conclusions 729 

• The application of bacterial inoculum decreased the value of the stress substrate index 730 

(SST) in microbial communities inhabiting the raspberry shoots. 731 

• Microbial communities inhabiting plants rhizosphere are more resilient to changes in 732 

functional diversity. 733 

• The 4 bacterial phyla out of the 22 identified were responsible for over 75% of all 734 

bacterial phyla present in the soil. They were Proteobacteria, Actinobacteriota, 735 

Acidobacteriota and Verrucomicrobiota.  736 

• The 3 fungal phyla out of identified 11 were responsible for over 95% of all fungal 737 

phyla present in the soil. They were Ascomycota, Mortierellomycota and 738 

Basidiomycota.  739 
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• The fungal core microbiome consisted of 22 core fungal species. 740 

• The decrease of the Shannon’s diversity in fungal communities of raspberry shoots may 741 

be the effect of the antifungal effect of beneficial bacterial inoculum application. 742 

• The assignment of trophic modes to identify fungal taxa is a valuable tool in evaluating 743 

the functional diversity of soil microbial communities. 744 

• The application of bacterial inoculum results in statistically significant changes in the 745 

metabolism of soil microbial communities. 746 

• More research is needed on this topic to fully understand the effect of the application of 747 

microbial biopreparations on rhizosphere and shoots microbial communities of 748 

raspberries.  749 
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 929 

FIGURE CAPTIONS 930 

 931 

Fig. 1. The distribution of bacterial phyla in rhizosphere samples followed by the next-932 

generation sequencing of DNA extracted from rhizosphere samples. B – Botrytis cinerea, V – 933 

Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – no naturalization 934 

strategy applied, R – root naturalization during planting, W – naturalization during watering 4 935 

weeks after planting, RW – combined naturalization including root naturalization during 936 

planting and naturalization watering 4 weeks after planting.  937 

 938 
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Fig. 2. The distribution of fungal phyla in rhizosphere samples followed by the next-generation 939 

sequencing of DNA extracted from rhizosphere samples. B – Botrytis cinerea, V – Verticillium 940 

sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – no naturalization strategy applied, 941 

R – root naturalization during planting, W – naturalization during watering 4 weeks after 942 

planting, RW – combined naturalization including root naturalization during planting and 943 

naturalization watering 4 weeks after planting.  944 

 945 

Fig. 3. Venn diagrams of core bacteria in rhizosphere samples depending on: A - naturalization 946 

strategy, B - pathosystem. WP- without pathogen, B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C 947 

– Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – no naturalization strategy applied, R – 948 

root naturalization during planting, W – naturalization during watering 4 weeks after planting, 949 

RW – combined naturalization including root naturalization during planting and naturalization 950 

watering 4 weeks after planting.  951 

 952 

Fig. 4. The Venn diagrams of core fungi in rhizosphere samples depend on: A - naturalization 953 

strategy, B - pathosystem. WP- without pathogen, B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C 954 

– Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – no naturalization strategy applied, R – 955 

root naturalization during planting, W – naturalization during watering 4 weeks after planting, 956 

RW – combined naturalization including root naturalization during planting and naturalization 957 

watering 4 weeks after planting.  958 

 959 

Fig. 5. The number of bacterial (A) and fungal (B) orders present in the rhizosphere and fungal 960 

orders in the shoots (C) samples depending on naturalization strategy and pathosystem. N – no 961 

naturalization strategy applied, R – root naturalization during planting, W – naturalization 962 
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during watering 4 weeks after planting, RW – combined naturalization including root 963 

naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks after planting.  964 

 965 

Fig. 6. The biodiversity indicators values for bacterial communities inhabiting raspberry roots. 966 

W – without pathogen, B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, 967 

P – Phytophthora sp., N – no naturalization strategy applied, R – root naturalization during 968 

planting, W – naturalization during watering 4 weeks after planting, RW – combined 969 

naturalization including root naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks 970 

after planting. Different lowercase letters represent statistically significant differences.  971 

 972 

Fig. 7. The biodiversity indicators values for fungal communities inhabiting raspberry roots. W 973 

– without pathogen, B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P 974 

– Phytophthora sp., N – no naturalization strategy applied, R – root naturalization during 975 

planting, W – naturalization during watering 4 weeks after planting, RW – combined 976 

naturalization including root naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks 977 

after planting. Different lowercase letters represent statistically significant differences.  978 

 979 

Fig. 8. The trophic mode OTU richness and sequence richness for fungi identified in soil 980 

rhizosphere samples, according to naturalization strategy. Part A presents results with 981 

unassigned fungal microorganisms included, part B presents results with unassigned fungi 982 

excluded. Column height represents OTU richness and column width represents sequence 983 

richness.  984 

 985 

Fig. 9. Trophic mode OTU richness and sequence richness for fungal microorganisms identified 986 

in soil rhizosphere samples, according to applied pathosystem. Part A presents results with 987 
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unassigned fungi included, part B presents results with unassigned fungal microorganisms 988 

excluded. Column height represents OTU richness and column width represents sequence 989 

richness. 990 

 991 

Fig. 10. The trophic mode OTU richness and sequence richness for fungal microorganisms 992 

identified in soil shoots samples, according to the applied pathosystem. Part A presents results 993 

grouped according to the naturalization strategy applied, part B presents results grouped 994 

according to applied pathosystems. Column height represents OTU richness and column width 995 

represents sequence richness. 996 

 997 

Fig. 11. Functional OTU assignments for bacterial OTUs identified in soil rhizosphere samples, 998 

according to pathosystem (A, C) and naturalization strategy (B). W – without pathogen, B – 999 

Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp., N – 1000 

no naturalization strategy applied, R – root naturalization during planting, W – naturalization 1001 

during watering 4 weeks after planting, RW – combined naturalization including root 1002 

naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks after planting.   1003 

 1004 

TABLE CAPTIONS 1005 

 1006 

Table 1. The sequence of primers used in  ITS1 and 16S V3-V4 regions amplification and 1007 

sequencing. 1008 

 1009 

Table 2. The absorbance values for the wavelength of 590 nm and 750 nm for different carbon 1010 

sources. Samples for the analysis were taken from the rhizosphere of raspberry plants. N – no 1011 

naturalization strategy applied, R – root naturalization during planting, W – naturalization 1012 
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during watering 4 weeks after planting, RW – combined naturalization including root 1013 

naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks after planting.  1014 

 1015 

Table 3. The absorbance values for the wavelength of 590 nm and 750 nm for different carbon 1016 

sources. Samples for the analysis were taken from the shoots of raspberry plants. N – no 1017 

naturalization strategy applied, R – root naturalization during planting, W – naturalization 1018 

during watering 4 weeks after planting, RW – combined naturalization including root 1019 

naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks after planting.  1020 

 1021 

Table 4. The SST values calculated for the wavelengths of 590 nm and 750 nm for different 1022 

carbon sources, both for rhizosphere and shoots samples. N – no naturalization strategy applied, 1023 

R – root naturalization during planting, W – naturalization during watering 4 weeks after 1024 

planting, RW – combined naturalization including root naturalization during planting and 1025 

naturalization watering 4 weeks after planting.  1026 

 1027 

Table 5. Core bacterial and fungal microorganisms characteristic for naturalization strategies 1028 

and pathosystems accordingly. N – no naturalization strategy applied, R – root naturalization 1029 

during planting, W – naturalization during watering 4 weeks after planting, RW – combined 1030 

naturalization including root naturalization during planting and naturalization watering 4 weeks 1031 

after planting, WP- without pathogen, B – Botrytis cinerea, V – Verticillium sp., C – 1032 

Colletotrichum acutatum, P – Phytophthora sp. 1033 

 1034 

 1035 

 1036 

 1037 
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FIGURE 1 1038 

 1039 

FIGURE 2 1040 

 1041 

 1042 

 1043 

 1044 

 1045 
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FIGURE 3 1046 

 1047 

FIGURE 4 1048 

 1049 

 1050 

 1051 

 1052 

 1053 
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FIGURE 5 1054 

 1055 

  1056 
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FIGURE 6 1057 

 1058 

FIGURE 71059 

 1060 
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FIGURE 8 1061 

 1062 

FIGURE 9 1063 

 1064 

FIGURE 10 1065 

 1066 
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FIGURE 11 1067 

 1068 

TABLE 1 1069 

Starter name Sequence 5’→ 3’ Reference 

ITS1f-KYO1 CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA (Toju et al., 2012) 

ITS2-KYO2 TTYRCTRCGTTCTTCATC (Toju et al., 2012) 

16S_V3V4_F CCTACGGGNGGCWGCAG (Klindworth et al., 2013) 

16S_V3V4_R GACTACHVGGGTATCTAATCC (Klindworth et al., 2013) 

Overhang F 
TCGTCGGCAGCGTCAGA 

TGTGTATAAGAGACAG 
Illumina 

Overhang R 
GTCTCGTGGGCTCGGAG 

ATGTGTATAAGAGACAG 
Illumina 

 1070 

 1071 

 1072 

 1073 

 1074 

 1075 
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TABLE 2 1076 

 1077 

TABLE 3 1078 

 1079 

  1080 
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TABLE 4 1081 

 1082 

  1083 
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TABLE 5 1084 

 Naturalization strategies 

 N R RW W 

B
a

ct
er

ia
 

Burkholderiales Xanthobacteraceae Micrococcaceae 
Actinobacteriota MB-A2-

108 

Bradyrhizobium  Chitinophagaceae Mycobacterium 

  Acidimicrobiia IMCC26256 Solirubrobacterales 67-14 

  Gemmatimonadaceae Methyloligellaceae 

  Pedosphaeraceae ADurb.Bin063-1 Xanthobacteraceae 

   Gaiellales 

   Acidobacteriales 

F
u

n
g

i 

Hypocreales Hypocreales Microascales Pleosporales 

Helotiales Agaricales Sordariales  

Trechisporales Agaricales Helotiales  

 Chaetothyriales Agaricales  

 Pleosporales Capnodiales  

 Saccharomycetales Pyxidiophorales  

 Ascomycota   

 Pathosystems 

 WP B V C P 

B
a

ct
er

ia
 

Xanthobacteraceae Pseudolabrys  Ktedonobacteria C0119 Acetobacteraceae 

   Acidimicrobiia IMCC26256 Solirubrobacterales 67-14 

   Parafilimonas Blastocatellaceae 

   Flavisolibacter Reyranella 

   Pedosphaeraceae 

ADurb.Bin063-1 
Rhodanobacter 

    Pedosphaeraceae Ellin517 

    Rhizobium 

F
u

n
g

i 

Microascales Pleosporales Chaetothyriales Chaetothyriales Hypocreales 

Sordariales Pleosporales Pezizales Helotiales Eurotiales 

Cantharellales Ascomycota Agaricales Chaetothyriales  

  Pyxidiophorales Pleosporales  

   Hypocreales  

   Helotiales  

 1085 
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Preservation Methods for Plant Beneficial Bacteria, and Formulating a Microbial 

Biopreparation for Raspberry Naturalization. Agronomy, 11(12), 2521. 

https://doi.org/10.3390/agronomy11122521. Wskaźnik Impact Factor: 3,949; punktacja 

MNiSW: 100 punktów. 

2. Oszust K, Pylak M, Frąc M. Trichoderma-Based Biopreparation with Prebiotics 

Supplementation for the Naturalization of Raspberry Plant Rhizosphere. International 

Journal of Molecular Sciences. 2021; 22(12):6356. 

https://doi.org/10.3390/ijms22126356. Wskaźnik Impact Factor: 6,010; punktacja 

MNiSW: 140 punktów. 

3. Pylak, M., Oszust, K., & Frąc, M. (2020). Searching for New Beneficial Bacterial 

Isolates of Wild Raspberries for Biocontrol of Phytopathogens-Antagonistic Properties 

and Functional Characterization. International journal of molecular sciences, 21(24), 

9361. https://doi.org/10.3390/ijms21249361. Wskaźnik Impact Factor: 5,924; 

punktacja MNiSW: 140 punktów. 

4. Pylak, M., Oszust, K. & Frąc, M. (2019).  Review report on the role of bioproducts, 

biopreparations, biostimulants and microbial inoculants in organic production of 

fruit. Rev Environ Sci Biotechnol 18, 597–616 https://doi.org/10.1007/s11157-019-

09500-5. Wskaźnik Impact Factor: 5,261; punktacja MNiSW: 140 punktów. 
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Doniesienia zjazdowe: 

2018 – 2022 
Konferencje ogólnopolskie: 11 

Konferencje międzynarodowe: 5 

 

w tym wyróżnienie w konkursie na najlepszy poster: 

1. Wpływ szczepów bakterii użytych do naturalizacji ryzosfery malin, wyizolowanych  

z ryzosfery roślin dzikorosnących, na społeczność bakterii glebowych w doświadczeniu 

wazonowym na V Ogólnopolskim Sympozjum Mikrobiologicznym 2021 

„Metagenomy Różnych Środowisk”, Warszawa 2021. 

 

Zgłoszenia patentowe: 

1. Zgłoszenie patentowe P.434148 z dnia 2020-06-01, Oszust K., Pylak M., Frąc M. 

Sposób otrzymywania biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin  

o właściwościach antagonistycznych w stosunku do fitopatogenów grzybowych 

należących do rodzajów Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora  

z zastosowaniem szczepów grzyba z rodzaju Trichoderma, biopreparat do naturalizacji 

ryzosfery roślin malin, sposób prowadzenia hodowli szczepów grzybów z rodzaju 

Trichoderma do zastosowania w biopreparacie oraz kompozycja podłoża 

namnażającego dla grzybów z rodzaju Trichoderma. 

2. Zgłoszenie patentowe P.435777 z dnia 2020-10-26, Frąc M., Oszust K., Pylak M. 

Sposób otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin 

o działaniu biostymulacyjnym dla roślin, poprawiającym jakość gleby, w tym 

transformacje materii organicznej, przy jednoczesnych właściwościach 

antagonistycznych w stosunku do fitopatogenów grzybowych należących do rodzajów 

Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora oraz biopreparat do naturalizacji 

ryzosfery roślin malin. 

 

Podnoszenie kwalifikacji poprzez udział w szkoleniach: 

8-12.08.2022 – Szkolenie bioinformatyczne dotyczące analizy danych metagenomicznych  

z wykorzystaniem środowisk QIIME2 oraz PICRUSt, oraz FUNGuild, baz danych SILVA  

i UNITE odpowiednio dla bakterii i grzybów przeprowadzonym przez holenderską firmę 

GreenFinch Research. 

03.2022 – Szkolenie „Data Analytics With R” dotyczące analizy danych statystycznych  

z wykorzystaniem środowiska R i programu RStudio, przeprowadzone w formie zdalnej przez 

firmę NobleProg Polska. 
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30.01.2020 – Szkolenie „Podstawy i bezpieczeństwo sterylizacji parowej” dotyczące obsługi 

sterylizatorów parowych, przeprowadzone przez firmę Cheminst Polska.  

01.2019 – Szkolenie aplikacyjne obejmujące szlak wykonywania bibliotek, metagenomikę  

i sekwencjonowanie małych genomów, przeprowadzone przez firmę ANALITYK. 

 


