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Wprowadzenie

Odpowiednio dobrane i zastosowane konsorcja bakteryjne moga nie tylko pomoc w
ograniczeniu skutkow infekcji grzybowych, ale takze wzmocni¢ odpornosé
systemiczng roslin, zwiekszy¢ plon, ale rowniez ilo$¢ mikro 1 makrosktadnikow
obecnych w glebie i dostgpnych dla roslin.

Naturalizacja to proces polegajacy na stosowaniu pozytecznych mikroorganizmow
wyizolowanych z dzikorosngcych zdrowych roslin na rosliny uprawne w celu walki z
patogenami, stymulacji wzrostu oraz zwigkszania aktywnosci mikrobiologicznej gleby.
Badanie zmian mikrobioty glebowej pozwala na okreSlenie interakcji pomiedzy
wprowadzanymi do nowej niszy mikroorganizmami, a tymi, ktore sa juz w niej
obecne.

Zastosowane mikroorganizmy wykazaly zdolno§¢ do hamowania wzrostu badanych
fitopatogenow. Celem tego eksperymentu bylo okreslenie wptywu inokulum bakterii
uzytych do naturalizacji ryzosfery malin na spolecznos$¢ bakterii glebowych w
do$wiadczeniu wazonowym.

Ryzosfera jest zrodlem mikroorganizmow pozytecznych

. Izolaty srodowiskowe bakterii majg zdolnos¢ hamowania
= wzrostu fitopatogenow

Aplikacja inokulum bakterii pozytecznych wplywa nie
tylko na fitopatogeny grzybowe, ale rOwniez na
zbiorowiska mikroorganizmow zasiedlajacych ryzosfere i
fyllosfere
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Materialy i metody

Bakterie uzyte do naturalizacji to 4 szczepy naturalnie wystepujace w ryzosferze
malin dzikorosnacych, nalezace do rodzajow Arthrobacter, Pseudomonas,
Rhodococcus, wykazujace  dzialanie hamujace wzrost wybranych
fitopatogenow.

Kultury mikroorganizméw aplikowano na korzenie podczas sadzenia (R), poprzez
podlewanie (W) oraz w sposob laczony (RW).

Zastosowano rowniez zakazenie 4 fitopatogenami nalezagcymi do rodzajow
Botrytis cinerea (B), Colletotrichum acutatum (C), Phytophthora (P) oraz
Verticillium (V) oraz wariant bez zakazenia (W).

Po zakonczonym doswiadczeniu z probek gleby ryzosferowej wyizolowano DNA
oraz z wykorzystaniem sekwencjonowania nast¢pnej generacji (NGS) wykonano
analiz¢ réznorodnosci mikroorganizmow glebowych.

Na podstawie probek gleby przeprowadzono réwniez analize uzdolnien
metabolicznych mikroorganizmow glebowych z wykorzystaniem ptytek
EcoPlates systemu BIOLOG® oraz wyliczono wskaznik stresu substratowego
(SST) bedacy stosunkiem wartosci absorbancji uzyskanych dla dtugosci fali 590
nm i 750 nm.

DosSwiadczenie fitotronowe:
-sadzonki malin

-21°C

-16h dnia, 8h nocy

-8 tygodni

3 -Aplikacja inokulum bakteryjnego podczas sadzenia, podczas
podlewania lub na oba sposoby
. -Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp.

-Aplikacja inokulum fitopatogenow podczas sadzenia na
korzenie oraz 4 tygodnie po sadzeniu na liscie i pedy

Rys. 1. Strefy zahamowania wzrostu Verticillium sp. G296/18 przez

Arthrobacter sp. B37/18. Widoczna reakcja antagonistyczna bakterii
wzgledem fitopatogenu.
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* Na warto$¢ wskaznika stresu substratowego dla zbiorowisk mikroorganizmow
zasiedlajacych ryzosfer¢ nie miata wptywu zardwno obecnos¢ patogenu, jak i ==
zastosowana strategia naturalizacji. Jednak duze zrdéznicowanie mozna ;:;
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obiektach niezawierajacych patogenow dodanie inokulum bakteryjnego =
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Rys. 5. Wartosci wskaznikéw biordznorodnosci dla zbiorowisk grzybowych zasiedlajacych ryzosfere 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 taczona obejmujaca naturalizacj¢ korzeni podczas
sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu.

Wedlug stratcgii
naturalizacji

* Bior6znorodnos$¢ zbiorowisk mikroorganizmow zasiedlajacych fyllosfere malin podlegala zmianom wywotanym zarowno przez obecnos$¢
patogenow (choc te zmiany nie byly istotne statystycznie) jak i zastosowane strategie naturalizacji.

* Szczegb6lng uwage warto zwrdci¢ na obnizenie wartosSci wskaznika réznorodnosci Shannona, ktorego wartos¢ byta istotnie nizsza pod wptywem
kazdego z badanych sposobdw naturalizacji, a najnizsza byta dla naturalizacji taczone;.

« Zbiorowiska grzybow zasiedlajace fyllosfere charakteryzowaty si¢ nizszymi wartosciami rownosci Pielou, oraz wyzsza zmiennoS$cia wartosci
wskaznika r6znorodnosci Shannona spowodowanymi wigkszym narazeniem na warunki §rodowiskowe.

« Statystycznie istotne obnizenie wskaznika réznorodnosci Shannona dla zbiorowisk grzybowych zasiedlajacych fyllosfer¢ moze by¢ spowodowana
przeciwgrzybiczymi wlasciwosciami zastosowanego inokulum pozytecznych bakterii.
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‘ E E: E: E ryzosfery zidentyfikowano za pomoca narzedzia FUNGuild. Zidentyfikowane
i @ i niezidentyfikowane mikroorganizmy podzielono zgodnie ze strategig
naturalizacji, patosystemami i ich typami troficznymi na patotrofy,
| == AT e B R e e saprotrofy, symbiotrofy i ich kombinacje.
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*  We wszystkich probkach przewazaly mikroorganizmy niezidentyfikowane, a
o - ich wzgledne bogactwo OTU stanowito 70-80% wszystkich obecnych OTU.
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podlewanie naturalizacyjne.
Rys. 8. Wzgledne bogactwo OTU i sekwencji dla grzyboéw zidentyfikowanych w ryzosferze pogrupowana ze

wzgledu na zastosowang strategi¢ naturalizacji. Cze$¢ A przedstawia wyniki z uwzglednieniem o Zidentyﬁkowane OTU bakteryjne poddane zostaly analizie z Wykorzystaniem
niezidentyfikowanych grzybow, cz¢s¢ B przedstawia wyniki z wylaczeniem grzybow niezidentyfikowanych.
srodowiska PICRUSt i bazy KEGG, ktora pozwolila na podziat OTU na

odpowiedzialne za odpowiednie grupy proceséw metabolicznych.

Wysokos¢ kolumny reprezentuje obfitos¢ OTU, a szeroko$¢ kolumny reprezentuje obfitos¢ sekwencji.
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* Aplikacja inokulum pozytecznych szczepoéw bakterii spowodowala statystycznie
Rysunek 11. Przewidywany profil funkcjonalny zbiorowisk bakterii na podstawie zidentyfikowanych OTU, pod . . . . . . . . i
istotne zmiany w metabolizmie zbiorowisk mikroorganizmow glebowych,

wzgledem patosystemow (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 zwigkszajac  liczbge operacyjnych jednostek taksonomicznych zwigzanych z
naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu, RW — naturalizacja taczona obejmujaca naturalizacj¢ korzeni podczas metabolizmem bakterii i procesami kom(’)rkowymi.

sadzenia i podlewanie naturalizacyjne 4 tygodnie po posadzeniu.

INSTYTUT Badania zostaly przeprowadzone w ramach projektu ,,Nowe rozwigzania biotechnologiczne w diagnostyce, zwalczaniu i monitoringu kluczowych patogenow
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