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R1 - gleba po płodozmianie (kombinacja kontrolna); 

R2 - gleba replantowana; 

R3 - gleba replantowana, z wykorzystaniem przedplonu z aksamitki rozpierzchłej 

(Tagetes patula L.); 

R4 - gleba replantowana, z wykorzystaniem przedplonu z gorczycy białej (Sinapis 

alba); 

R5 - gleba replantowana, z wykorzystaniem przedplonu z rzodkwi oleistej 

(Raphanus sativus var. oleifera). 

ARD - Apple Replant Disease – choroba replantacyjna jabłoni 

OUT - Operational Taxonomic Units - liczba jednostek taksonomicznych  

PCR - Polymeraze Chain Reaction – reakcja łańcuchowa polimerazy 

PCA - Principal Component Analysis - analiza składowych głównych 

TTC - chlorek trójfenylotetrazolu 

ADh - aktywność dehydrogenaz  

AP - aktywność proteaz 

       ASA - Absorpcyjna Spektrometria Atomowa  
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3. Streszczenie  

Choroba replantacyjna jabłoni (ARD – Apple Replants Disease) jest często 

spotykanym, negatywnym zjawiskiem w sadach głównie jabłoniowych i szkółkach 

produkcyjnych. Czynnikiem sprawczym choroby jest przede wszystkim brak równowagi 

w strukturze mikrobioty i mykobioty w glebie i akumulacja szkodliwych 

mikroorganizmów. Jednym ze sposobów ograniczenia negatywnych skutków replantacji 

jest biofumigacja prowadząca do wytwarzana w glebie lotnych związków o 

właściwościach biobójczych.  

Celem podjętych w latach 2019-2021 badań była ocena wpływu zastosowania 

wybranych roślin fitosanitarnych - aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.), 

gorczycy białej (Sinapis alba) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) na: 

skład mikrobiomu i mykobiomu w glebie, liczebność nicieni oraz właściwości 

biochemicznych gleby po uprawie szkółkarskiej oraz wzrost drzewek i biometrię liści 

drzewek jabłoni. 

Badania przeprowadzono w szkółce produkcyjnej. Drzewa jabłoni zostały 

posadzone w glebie z dwóch stanowisk. Gleba z pierwszego stanowiska nie była 

wcześniej wykorzystywana do produkcji materiału szkółkarskiego (gleba po 

płodozmianie). Glebę z drugiego stanowiska wykorzystano wcześniej do produkcji 

drzewek jabłoni (gleba replantowana). W glebie replantowanej jako przedplon 

zastosowano trzy gatunki roślin: aksamitkę rozpierzchłą (Tagetes patula L.), gorczycę 

białą (Sinapis alba) i rzodkiew oleistą (Raphanus sativus var. oleifera). 

Na podstawie wyników analiz różnorodności taksonomicznej i funkcjonalnej 

zbiorowisk bakterii w glebie replantowanej (ARD), replantowanej z  przedplonem z 

aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.), gorczycy białej (Sinapis alba) i rzodkwi 

oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) oraz w glebie po płodozmianie ustalono, iż 

zabieg biofumigacji zmieniał strukturę i liczebność mikrobiomu gleby replantowanej w 

szkółce drzewek owocowych. Wzrosła liczebność jednostek taksonomicznych OTU 

typów (Proteobacteria, Bacteroidota, Patescibacteria, Chloroflexi, Fatescibacteria 

Verrucomicrobiota) oraz rodzajów bakterii (Flavobacterium, Massila, Sphingomonas, 

Arenimonas, czy Devosia). Ustalono, iż biofumigacja poprawiła właściwości 

fizykochemiczne gleby (gęstość nasypowa i próchnica) oraz zwiększyła liczebności 

operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU) królestwa grzybów. Ponadto zabieg 

biofumigacji z aksamitką rozpierzchłą (R3) i rzodkwią oleistą (R5) zmniejszył 
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liczebności rodzaju Fusarium, do którego zalicza się kilka gatunków patogenicznych dla 

roślin.  

Stwierdzono zmiany w liczebność nicieni fitopatogenicznych w glebie 

replantowanej po biofumigacji, gdzie ich liczba została znacznie  obniżona, przy czym 

największa redukcja nastąpiła w glebie poddanej fumigacji aksamitką rozpierzchłą 

Tagetes patula L.) (R3). Szczególnie ważne jest zredukowanie osobników Pratylenhus 

penetrans z ok. 33 osobników w 100 cm-3 gleby (R2) do zera (R3).  

Biofumiganty, zastosowane jako przedplon na glebie replantowanej, istotnie 

zwiększyły jej aktywność enzymatyczną i oddechową. Właściwości biologiczne gleby 

miały istotny wpływ na badane wybrane parametry wzrostu drzewek jabłoni w szkółce. 

Zastosowanie przedplonu z roślin fitosanitarnych poprawiło właściwości biologiczne 

gleby co przełożyło się na istotną poprawę siły wzrostu drzew. Na glebie replantowanej z 

wykorzystaniem roślin fitosanitarnych, w porównaniu do kombinacji bez tego zabiegu, 

wysokość drzew wzrosła o ponad 50%. Powierzchnia liści i ich masa oraz całkowita 

długość pędów bocznych były również istotnie wyższe.  

Uzyskane wyniki dają podstawę do stwierdzenia, iż zastosowanie roślin 

fitosanitarnych w produkcji szkółkarskiej może stanowić skuteczną alternatywę dla 

chemicznej fumigacji gleby. Jednym z najbardziej obiecujących gatunków może być 

aksamitka rozpierzchła (Tagetes patula L.). 

 

Słowa kluczowe: biofumigacja, mikrobiom, nicienie, aktywność enzymatyczna, wzrost 

drzewek 
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4. Abstract 

Apple Replant Disease (ARD) commonly occurs in orchards, mainly with apple-

trees, and in fruit nurseries. The disease is mostly caused by the lack of balance in the 

structure of the soil microbiota and mycobiota and due to the accumulation of harmful 

microorganisms. The negative effects of ARD can be reduced through biofumigation, 

which leads to the production of volatile biocidal compounds in the soil. 

The aim of the study conducted between 2019 and 2021 was to assess the 

influence of selected phytosanitary plants, i.e. the French marigold (Tagetes patula L.), 

white mustard (Sinapis alba), and oil radish (Raphanus sativus var. oleifer) on: the 

composition of the soil microbiome and mycobiome, the number of nematodes, the 

physicochemical properties of the soil after nursery cultivation, the growth of apple trees 

and the biometry of their leaves. 

The study was conducted in a production nursery. Apple trees were planted into 

the soil from two sites. The soil from the first site had not been used for the production of 

nursery material (crop rotation soil). The soil from the other site had been used for the 

production of apple trees (replanted soil). Three species of plants were used as forecrops: 

French marigold (Tagetes patula L.), white mustard (Sinapis alba), and oil radish 

(Raphanus sativus var. oleifer). 

The analyses of taxonomic and functional diversity of bacterial communities 

showed that biofumigation changed the structure and abundance of the microbiome in the 

replanted soil in the fruit tree nursery. The abundance of operational taxonomic units 

(OTUs) (Proteobacteria, Bacteroidota, Patescibacteria, Chloroflexi, Fatescibacteria, 

Verrucomicrobiota) and bacterial genera (Flavobacterium, Massila, Sphingomonas, 

Arenimonas, and Devosia) increased. Biofumigation improved the physicochemical 

properties of the soil (bulk density and humus) and increased the abundance of 

operational taxonomic units (OTU) of the fungi kingdom. Apart from that, biofumigation 

with French marigold and oil radish reduced the abundance of the Fusarium genus, which 

includes several species of plant pathogens. 

After biofumigation the number of phytopathogenic nematodes in the replanted 

soil decreased significantly. The greatest decrease was observed in the soil where French 

marigold (Tagetes patula L.) was used for biofumigation. It is particularly important that 

the population of Pratylenhus penetrans – a nematode species considered to be the main 

cause of ARD, was completely eliminated. 
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The biofumigants applied as forecrops to the replanted soil significantly increased 

its enzyme activity and respiration. In consequence, selected growth parameters of the 

apple trees in the nursery improved. In comparison with the soil where no phytosanitary 

plants were used, as a result of biofumigation, the height of the trees growing on the 

replanted soil increased by over 50%. The area of the leaves and their mass, as well as the 

total length of lateral shoots were also significantly greater. 

The results of our study let us conclude that phytosanitary plants can be 

successfully used as an alternative to chemical soil fumigation in nursery production. The 

French marigold (Tagetes patula L.) seems to be one of the most promising species. 

 

Keywords: biofumigation, microbiome, nematodes, enzyme activity, tree growth 
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5. Wprowadzenie  

5.1. Choroba replantacji  

Produkcja szkółkarska jest bardzo specyficzna i wymagająca, gdyż w stosunkowo 

krótkim czasie musimy zabudować mocny system korzeniowy i zapewnić warunki do 

prawidłowego rozwoju części nadziemnej. Sukces działań szkółkarza w dużej mierze 

uzależniony jest od gleby. Według licznych definicji gleba to kompleks bio-organo-

koloidalno-mineralny. Składa się on z organizmów żywych, martwej substancji 

organicznej, minerałów, wody i powietrza. Dla rolnika zasadniczym elementem 

odróżniającym glebę od innych produktów geologicznych jest jej zdolność do stworzenia 

warunków do wzrostu i plonowania roślin. Podstawową cechą, która w sposób istotny 

wyróżnia glebę jest jej zdolność do samoreprodukcji, do spontanicznego odnawiania 

zasobów substancji koniecznych dla wzrostu i rozwoju roślin oraz innych organizmów 

zasiedlających glebę (Russel, 2005). Bardzo ważnym elementem jest wybór stanowiska 

glebowego. Chodzi tu nie tylko o rodzaj gleby, ale również stosowany przedplon. Już na 

początku ubiegłego stulecia zwracano uwagę, aby szkółki zakładać na tzw. glebie 

dziewiczej gdzie wcześniej nie prowadzono produkcji szkółkarskiej. W ostatnich latach 

nastąpiło nasilenie przeznaczania gruntów rolnych na cele inne niż rolnicze. Obecnie 

wysoki stopień specjalizacji gospodarstw oraz brak nowych terenów zmusza 

producentów do wchodzenia z produkcją szkółkarską na te same stanowiska, co może 

prowadzić do wystąpienia choroby replantacyjnej. Jest to problem coraz częściej 

występujący w sadach oraz szkółkach na całym świecie.  

W literaturze występują takie terminy jak: zmęczenie gleby – soil fatigue 

(Wolińska i in., 2018), choroba gleby – soil sickness (Cesarano i in., 2017) lub choroba 

replantacyjna  - replant disease (Nicola i in., 2018). Najczęściej stosowaną nazwą jest 

jednak choroba replantacyjna jabłoni (ARD – Apple Replant Disease). Zjawisko 

następuje na skutek sadzenia po sobie roślin tego samego lub spokrewnionego gatunku. 

Zdaniem Winkelmann i in. (2019), jest to zaburzona fizjologiczna i morfologiczna 

reakcja roślin na glebę, mikrobiom, który uległ zmianom pod wpływem wcześniejszych 

upraw tego samego lub spokrewnionego gatunku. W wyniku takich zaburzeń dochodzi 

do pogorszenia właściwości fizyczno-chemicznych i biologicznych gleby. ARD 

powoduje duże straty ekonomiczne i może znacząco ograniczać produkcję owoców, 

szczególnie w regionach o dużej koncentracji produkcji sadowniczej. 
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5.2. Czynniki sprawcze choroby replantacji 

Badania w kierunku ustalenia przyczyn występowania ARD są prowadzone od lat 

80 ubiegłego wieku. Pomimo licznych publikacji związanych z tą tematyką, wciąż 

brakuje jednoznacznego stanowiska na temat głównych sprawców choroby 

replantacyjnej. Przyjmuje się, iż mogą ją wywołać czynniki zarówno abiotyczne jak i 

biotyczne. Do tych pierwszych można zaliczyć np. niedostateczną wilgotność gleby, 

niską zawartość składników pokarmowych, niskie pH gleby oraz zaburzenia jej struktury. 

Zdaniem Spath i in. (2015), wpływ czynników abiotycznych na występowanie ARD jest 

stosunkowo niewielki, podczas gdy Sobiczewski i in. (2018) traktują czynniki 

pochodzenia abiotycznego jako głównych sprawców ARD.  

Większość badań dotyczących sposobów przywracania żyzności glebie 

replantowanej dotyczy eliminacji czynników biologicznych. Najczęściej, zaliczają do 

nich określone gatunki nicieni, grzybów i bakterii. Jak uważa Winkelmann i in. (2019), w 

warunkach ARD następuje naruszenie równowagi pomiędzy gatunkami drobnoustrojów 

zasiedlających glebę. Dochodzi do ograniczenia rozwoju mikroorganizmów 

pożytecznych (Long i in., 2019) oraz obserwuje się wzrost aktywności mikrobiomu  

szkodliwego. Zdaniem Manici i in. (2013), to właśnie zmiana struktury gatunkowej 

drobnoustrojów glebowych jest główną przyczyną powstawania ARD.  

Na świecie znanych jest około 4 100 gatunków nicieni (nematod) pasożytujących 

na roślinach. Migrują one przez glebę w poszukiwaniu rośliny żywicielskiej, atakują 

korzenie i żywią się cytoplazmą komórek. Tak uszkodzone korzenie są bardziej narażone 

na działanie innych patogenów glebowych. Fitopatogenne nicienie Pratylenchus spp. są 

często wymieniane jako główny biotyczny czynnik powstawania ARD (Mazzola i 

Manici, 2012; Singh i in., 2015; Kanfra i in., 2018). Inną grupą mikroorganizmów 

glebowych wymienianych wśród biologicznych sprawców ARD są grzyby rodzajów: 

Alternaria spp., Rhizoctonia spp., Phythium spp., Cylindrocarpon spp. i Fusarium spp. 

(van Schoor i in., 2009; Manici i in., 2013). W doświadczeniu Cavael i in. (2020) ilość w 

glebie replantowanej grzybów z rodzaju Alternaria stanowiła 2% całkowitej populacji 

grzybów glebowych. Jest to 10-krotnie większa ilość aniżeli w glebie rolniczej. Patogeny 

grzybowe atakują system korzeniowy roślin. Zdaniem Yin i in. (2014), w 

zainfekowanych korzeniach dominującym gatunkiem jest Fusarium proliferatum. 

Podobnego zdania są Zhao i in. (2022), którzy przypisują F. proliferatum istotną rolę w 

wywoływaniu ARD. Rola bakterii w wywoływaniu choroby replantacyjnej jest 
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przebadana w nieco mniejszym stopniu aniżeli grzybów. Jako sprawców ARD, badacze 

wymieniają bakterie należące do rodzajów Bacillus i Pseudomonas (Mazzola i Manici, 

2012). Innego zdania są Franke-Whittle i in. (2015) według których, Pseudomonas nie 

odgrywa istotnej roli w zmniejszaniu żyzności gleby replantowanej. 

Jak już wspominano wcześniej, w warunkach występowania ARD następuje 

pogorszenie właściwości fizyko-chemicznych i biologicznych gleby. Na glebie 

replantowanej spada aktywność  enzymatyczna i oddechowa (Zydlik i in., 2019; Zydlik 

Z. i Zydlik P., 2020) co świadczy o spadku aktywności drobnoustrojów glebowych, 

odpowiedzialnych m.in. za mineralizację materii organicznej. To właśnie enzymy w 

glebie i jej aktywność oddechowa są miarodajnymi wskaźnikami aktywności mikroflory 

glebowej (Błońska i in., 2017; Meena i in., 2021). Zmniejszenie tępa mineralizacji 

materii organicznej w glebie replantowanej skutkuje mniejszą ilością dostępnych dla 

roślin składników pokarmowych. Udowodniono to m.in. w doświadczeniach Zydlik i in. 

(2020, 2021). Mniejsza ilość dostępnych składników odżywczych w glebie replantowanej 

powoduje osłabienie wzrostu wegetatywnego drzew owocowych rosnących w takich 

warunkach. Taki efekt występuje w przypadku podkładek jabłoni (Weiß i in., 2017; Weiß 

i in., 2017; Zydlik i in., 2023) oraz drzew tego gatunku (Manici, 2013; Liu i in., 2014; 

Zhao i in., 2022) (Publikacja 1 fot. 1). Objawami słabszego wzrostu drzew są mniejsze 

przyrosty oraz mniejsza powierzchnia asymilacyjna liści (Emmett i in., 2014; Yim i in., 

2016 i 2017; Sobiczewski i in., 2018). Na słabszy wzrost wegetatywny drzew jabłoni 

rosnących w warunkach ARD może mieć wpływ nie tylko mniejsza ilość dostępnych 

składników pokarmowych, ale również ograniczone możliwości ich pobierania przez 

system korzeniowy roślin. Lukas i in. (2018) doszli do wniosku, iż podkładki jabloni w 

warunkach ARD, pobierają azot w formie azotanowej znacznie gorzej aniżeli podkładki 

rosnące w warunkach optymalnych.  

 

5.3. Sposoby ograniczania choroby replantacji 

Jednym ze sposobów ograniczenia negatywnych skutków replantacji jest 

stosowanie odpowiednich przedplonów, ze szczególnym uwzględnieniem roślin 

fitosanitarnych, które mogą przyczynić się do ograniczenia występowania szkodliwych 

nicieni lub grzybów patogenicznych występujących w glebie. Do roślin fitosanitarnych 

zaliczamy m.in. aksamitkę (Tagetes L.), gorczycę białą (Sinapis alba), rzodkiew oleistą 

(Raphanus sativus var. oleifera), rzepak jary (Brassica napus), owies zwyczajny (Avena 
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sativa) oraz żyto (Secale cereale L.) i szparag lekarski (Asparagus officinalis). Działanie 

roślin fitosanitarnych związane jest ze specyficznymi związkami wytwarzanymi w 

roślinach i uwalnianymi do środowiska glebowego przez korzenie lub w wyniku rozkładu 

biomasy (Zhang i in., 2020; Sennett i in., 2021).  

Produkcja materiału szkółkarskiego odbywa się w najważniejszym dla młodej 

rośliny okresie wzrostu. Rośliny w pierwszym stadium swojego rozwoju najwięcej 

energii zużywają na wytworzenie mocnego sytemu korzeniowego a dopiero po jego 

zbudowaniu wytwarzane są następne organy między innymi pędy boczne, dlatego 

szkółkarze powinni zadbać o stworzenie optymalnych warunków dla prawidłowego 

rozwoju systemu korzeniowego, gdyż zdrowy korzeń to zdrowe rośliny i wyrównana 

produkcja. Jednym ze sposobów jest wzbogacenie gleby w materię organiczną lub 

zastosowanie biowęgla (Zydlik i in., 2023).   

W związku z tym, iż w dużych zagłębiach sadowniczych występuje problem z 

nabyciem gruntów pod nowe nasadzenia szkółkarskie oraz produkcję sadowniczą. Duża 

część gruntów dotąd użytkowana jest wyeksploatowana i wykazuje oznaki zmęczenia 

(choroba replantacji). Dlatego niemożliwe staje się prowadzenie produkcji sadowniczej i 

szkółkarskiej, dającej produkty na najwyższym poziomie oraz zapewniającej sukces 

ekonomiczny. 
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6. Cel pracy i hipoteza badawcza 

Głównym celem podjętych badań była ocena wpływu zastosowania wybranych 

roślin fitosanitarnych - aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.), gorczycy białej 

(Sinapis alba) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) na właściwości 

biologiczne i biochemiczne gleby oraz parametry biometrycne jabłoni. Cel ten 

osiągnięto przez realizację następujących celów szczegółowych: 

−  Ocenę mikrobiomu (liczebność i skład gatunkowy bakterii) i mykobiomu 

(liczebność i skład gatunkowy grzybów) w glebie po uprawie szkółkarskiej 

jabłoni oraz ocena liczebności w niej nicieni;  

−  Ocenę właściwości biochemicznych gleby po uprawie szkółkarskiej jabłoni 

(aktywność enzymatyczna i oddechowa gleby, zawartość próchnicy, odczyn, 

zawartość makro- i mikroelementów w glebie) 

− Ocenę parametrów biometrycznych jabłoni (wzrost drzewek i biometria liści 

jabłoni) produkowanych w szkółce. 

Hipoteza badawcza niniejszej dysertacji zakłada, że zastosowanie wybranych 

roślin fitosanitarnych wpłynie na zmniejszenie liczebności nicieni oraz 

mikroorganizmów szkodliwych w glebie i przyczyni się do poprawy wzrostu drzewek 

jabłoni w szkółce.   
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7. Materiały i metody badań 

Eksperyment przeprowadzono w latach 2019-2021 w szkółce produkcyjnej w 

miejscowości Puszczykowo Zaborze, Zachodnia Polska (52°25′49,10″N 17°11′34,08″E) 

na  glebie płowej właściwej. Wykorzystano w nim glebę pochodzącą z dwóch różnych 

stanowisk. W pierwszym była to gleba po uprawach rolniczych, optymalnie 

przygotowana pod uprawę jabłoni w szkółkę (dalej – gleba po płodozmianie). 

Stanowisko drugie to gleba, na której wcześniej produkowano przez trzy lata drzewka 

jabłoni – gleba z objawami ARD (gleba replantowana). W doświadczeniu wykorzystano 

trzy różne rośliny fitosanitarne: Tagetes patula L., Sinapis alba,  Raphanus sativus var. 

oleifera. Badania obejmowały pięć kombinacji: R1 – gleba po płodozmianie (kombinacja 

kontrolna); R2 -  gleba replantowana; R3 - gleba replantowana, z wykorzystaniem 

przedplonu z aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.); R4 – gleba replantowana, z 

wykorzystaniem przedplonu z gorczycy białej (Sinapis alba); R5 - gleba replantowana, z 

wykorzystaniem przedplonu z rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera). 

 Wszystkie rośliny fitosanitarne wysiano do gleby jesienią, po wykopaniu 

drzewek jabłoni. Wczesną wiosną (marzec) rozdrobiono je i wymieszano z glebą. Na 

początku maja, tak przygotowaną glebą wypełniono pojemniki o pojemności 7,5 l do 

których posadzono szczepy jabłoni. Wykorzystano drzewka jabłoni odmiany `Golden 

Delicious` na podkładce M.9 otrzymane z zimowego szczepienia w ręku. Każda 

kombinacja była reprezentowana przez 30 pojemników.  

Do realizacji powyżej podanych celów wykonano szereg analiz mikrobiologicznych, 

nematologicznych, biochemicznych gleby.   

 

 

7.1. Ocena składu gatunkowego mikroorganizmów w glebie   

Wszystkie analizy zostały wykonane w próbkach pobieranych we wrześniu 

każdego roku okresu badawczego. Z każdego pojemnika w kombinacji, łyżką 

laboratoryjną pobierano próbkę gleby o wadze 30 g. Po ich wymieszaniu otrzymywano 

próbkę zbiorczą o łącznej masie 900 g. Analizy gleby obejmowały:  

− identyfikację mikroorganizmów glebowych. Ekstrakcja DNA - Całkowite DNA 

ekstrahowano z 500 mg każdej próbki za pomocą zestawu Genomic Mini AX 

Soil (A&A Biotechnology) zgodnie z instrukcją producenta. Wyekstrahowane 

DNA oznaczono ilościowo za pomocą zestawu Quant-iT HS dsDNA assay kit 

https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pl&pagename=Puszczykowo-Zaborze&params=52.430305555556_N_17.1928_E_type:landmark
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(Invitrogen) na fluorometrze Qubit2; 2 μl ekstraktów zbadano na 0,8% żelu 

agarozowym. 

− analizę metagenomiczną bakterii opartą na hiperzmiennym regionie V3-V4 genu 

16S rRNA. Do amplifikacji tego regionu i przygotowania bibliotek użyto 

specyficznych starterów 341F i 785R. PCR przeprowadzono przy użyciu 

zestawu Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB Inc., Ipswich, MA, 

Stany Zjednoczone). Warunki reakcji były utrzymywane zgodnie ze 

specyfikacją producenta. Do sekwencjonowania wykorzystano sekwenator 

Illumina MiSeq PE300 (Genomed S.A., Warszawa, Polska) w technologii 2 × 

250 bp paired-end (PE) z zestawem chemii Illumina v2. Reakcje 

przeprowadzono zgodnie z protokołem amplifikacji 16S RNA Illumina v3-v4 

(Illumina, San Diego, CA, Stany Zjednoczone). Dane analizowano 

automatycznie za pomocą MiSeq i w środowisku chmury Illumina BaseSpace 

zgodnie z protokołem 16S Metagenomics (wersja 1.0.1).  

− analizę metagenomiczną grzybów na podstawie regionu ITS1. Specyficzne 

sekwencje starterów ITS1FI2 i 5.8S zostały użyte do amplifikacji wybranego 

regionu i przygotowania biblioteki. Do reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR) 

wykorzystano Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix. PCR przeprowadzono 

zgodnie z zaleceniami podanymi przez producenta urządzenia. Do 

sekwencjonowania użyto sekwenatora MiSeq z technologią paired-end (PE), 

2x300nt i zestawem Illumina v3. Szczegółowe informacje są dostępne na 

stronach internetowych producentów odczynników. Do automatycznej wstępnej 

analizy danych wykorzystano urządzenie MiSeq i oprogramowanie MiSeq 

Reporter (MSR) v2.6. Analiza składała się z dwóch etapów: 1. automatycznego 

demultipleksowania próbki; 2. generowania plików fastq zawierających surowe 

odczyty. Bazy danych sekwencji referencyjnych UNITE v8 i pakiet 

oprogramowania QIIME zapewniły klasyfikację odczytów w analizie 

bioinformatycznej do poziomu gatunku. Analiza składała się z sześciu etapów: 

1. usuwanie sekwencji adapterowych - program Cutadapt; 2. analiza jakości 

odczytów i usuwanie sekwencji niskiej jakości (jakość < 20, minimalna długość 

30) - program Cutadapt; 3. łączenie sparowanych sekwencji - algorytm fastq-

join; 4. grupowanie na podstawie wybranej bazy sekwencji referencyjnych - 
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algorytm uclust; 5. usuwanie chimer sekwencyjnych - algorytm usearch61; 6. 

przypisanie taksonomii do wybranej bazy sekwencji referencyjnych. 

− analiza nematologiczna gleby. Próby gleby pobrano z obrębu systemu 

korzeniowego drzewek. Wstępna identyfikacja nicieni do gatunku 

przeprowadzona była z wykorzystaniem istniejących kluczy (Brzeski 1998; 

Andrássy 2005). Uzyskane na podstawie morfologii oznaczenia potwierdzone 

zostały za pomocą sekwencjonowania markerów molekularnych (D2-D3 28S 

rDNA).  

 

7.2. Ocena biochemicznych i chemicznych właściwości gleby.  

Glebę pobierano w trzech terminach - wiosną tuż po rozpoczęciu wegetacji, 

latem po zakończeniu fazy intensywnego wzrostu wegetatywnego oraz jesienią 

przed opadnięciem liści. W każdej kombinacji próby pobierano z obrębu 

systemu korzeniowego. W świeżej glebie oznaczano:  

− aktywność dehydrogenaz (ADh) – metodą kolorymetryczną wg. Thalmanna 

(1968), stosując jako substrat 1 % roztwór TTC (chlorek trójfenylotetrazolu), po 

24–godzinnej  inkubacji w temperaturze 30 oC przy długości fali 485 nm (test 

TTC), wyrażając jej aktywność w cm3 H2 24h-1 kg-1s.m. gleby. 

− aktywność proteaz (AP) – metodą spektrofotometryczną wg. Ladda i Butlera 

(1972), używając jako substratu 1% roztwór kazeinianu sodu, po 1-godzinnym 

czasie inkubacji w temperaturze 50 oC przy długości fali 578 nm, aktywność 

enzymu wyrażono w mg tyrozyny h-1kg-1s.m. gleby. 

− aktywność oddechową gleby oznaczono zgodnie z metodyką podaną przez  

Gołębiowską i Pędziwilk (1984). Oznaczenie wykonano na podstawie ilości 

wydzielanego CO2
 metodą absorpcyjną a wynik wyrażono w CO w mg kg-1 

48h-1. 

− analizy chemiczne gleby. Próbki gleby zostały pobrane do analiz chemicznych 

pod koniec lipca i zostały analizowane chemicznie metodą uniwersalną. 

Ekstrakcję makroskładników (N-NH4, N-NO3, P, K, Ca, Mg, S-SO4, Cl i Na) 

przeprowadzono w 0,03 M CH3COOH w stosunku ilościowym 1:10 substratu do 

roztworu ekstrakcyjnego. Po ekstrakcji wykonano następujące oznaczenia: N-

NH4, N-NO3 - przez mikrodestylację według Bremera w modyfikacji Starcka; P 

- kalorymetrycznie z anadomolibdenianem amonu; K, Ca, Na - fotometrycznie; 
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Mg - metodą absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA); S-SO4 - 

nefelometrycznie z BaCl2; Cl - nefelometrycznie z AgNO3. Mikroelementy (Fe, 

Mn, Zn i Cu) ekstrahowano z gleby roztworem Lindsaya zawierającym w 1dm3: 

5 g EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy); 9 cm3 25% roztworu NH4, 4 g 

kwasu cytrynowego; 2 g Ca (CH3COO)2-2H2O. Mikroelementy oznaczono 

metodą 150 ASA. Zasolenie określono konduktometrycznie jako przewodność 

elektrolityczną (EC w mS-cm-1) (substrat:woda = 1:2), a pH - metodą 

potencjometryczną (substrat:woda = 1:2).  

 

7.3. Ocena parametrów biometrycznych drzewek  

W celu oceny parametrów biometrycznych drzewek wykonano następujące 

pomiary:  

− średnicy pnia. Pomiar wykonano na wysokości 10 cm nad miejscem okulizacji, 

zgodnie z wytycznymi dotyczącymi oceny jakości materiału szkółkarskiego a 

wyniki wyrażono w mm. Ze średnicy pnia obliczono pole powierzchni przekroju 

poprzecznego pnia wyrażając wynik w mm2. Dodatkowo obliczono przyrost 

średnicy, a wyniki wyrażono w mm; 

− wysokości drzewek dokonując pomiaru od szyjki korzeniowej do wierzchołka 

pędu głównego z dokładnością do 0,5 cm;  

− liczby pędów bocznych oraz ich długości mierząc wszystkie pędy długości 

powyżej 1 cm co było podstawą do obliczenia sumy przyrostów oraz ich 

średniej długość; 

− masy i powierzchni liści. Liście zebrano dnia 24 lipca. W każdej kombinacji 

dokonano pomiarów w czterech powtórzeniach wybierając po 10 liści w 

powtórzeniu. Wszystkie liście zostały zaważone i zeskanowane. Następnie przy 

pomocy programu DigiShape 1.9, obliczono ich powierzchnię, a wynik 

wyrażono w cm2. 
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8. Wyniki i ich omówienie 

8.1. Skład gatunkowy mikroorganizmów w glebie 

Bakterie (Publikacja 2) 

Przeprowadzona analiza metapopulacyjna dokonana na podstawie analizy 

sekwencji 16S rRNA wykazała, że wcześniejszy sposób użytkowania gleby w szkółce, 

wykorzystane w doświadczeniu rośliny fitosanitarne oraz lata badań miały wpływ na 

liczbę jednostek taksonomicznych bakterii występujących w glebie. W zależności od 

stanowiska glebowego oraz roku badań otrzymano od 20 do 34 typów oraz od 378 do 554 

rodzajów bakterii (Publikacja 2, tab. 2, ryc. 2-4). Na podstawie uzyskanych wyników 

badań wykazano, że niezależnie od roku badań, we wszystkich testowanych 

kombinacjach doświadczalnych zawartość OTU należących do typu Proteobacteria była 

niższa aniżeli w kombinacji kontrolnej (R1). Należy jednak podkreślić, że różnica  w 

zawartości OTU należących do typu Proteobacteria dla gleb poddanych indukowanej 

biofumigacji, z zastosowaniem roślin fitosanitarnych - Tagetes patula L. (R3); Sinapis 

alba  (R4); Raphanus sativus var. oleifera (R5), w stosunku do gleby po płodozmianie 

(R1) była znacznie niższa, aniżeli różnica odnotowana dla gleby z ARD. Ponadto w roku 

2020 zanotowano istotny wzrost zawartości OTU należących do typu Proteobacteria w 

przypadku aplikacji aksamitki rozpierzchłej (R3-R1). Na tej podstawie można twierdzić, 

że zastosowanie roślin fitosanitarnych na glebie z ARD powoduje wzrost zawartości 

OTU należących do typu Proteobacteria. Taki wniosek jest zbliżony do wcześniejszych 

doniesień autorów badań dotyczących rekultywacji gleby ARD przez dodanie kompostu 

(Fierrer i in., 2007; Swędrzyńska i Małecka-Jankowiak, 2017) lub w wyniku działania 

promieniowania gama (Rawat i Joshi, 2019).  

Podobna tendencja wystąpiła również w przypadku typu Firmicutes. Analiza 

metagenomiczna gleby prowadzona w latach 2019-2021 wykazał obniżenie zawartości 

sekwencji siedmiu typów bakterii w testowanych próbkach glebowych w porównaniu do 

wariantu kontrolnego. Wspomniane różnice nie występowały jednakże we wszystkich 

wariantach doświadczalnych (Publikacja 2, ryc. 5-7). Uszeregowano je w zależności od 

częstotliwości występowania w glebie w sposób następujący: Bacteroidota > 

Acidobacteriota > Actinobacteriota = Gemmatimonadota > Patescibacteria.   

Typy bakterii Verrucomicrobiota, Chloroflexi, a w szczególności 

Planctomycetota oraz Cyanobacteria izolowane były z mniejszą częstotliwością z gleby 

po płodozmianie (R1), szczególnie w stosunku do gleby replantowanej poddanej 
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biofumigacji. Typ Chloroflexi należy do bakterii nitryfikacyjnych rozwijających się w 

warunkach beztlenowych lub mikroaerofilnych i charakteryzuje się zdolnością do 

przetrwania w intensywnie zmieniających się, ekstremalnych warunkach. Zwiększona 

częstotliwość występowania typu Chloroflexi w glebach z ARD po biofumigacji w 

stosunku do gleby kontrolnej, może być tłumaczona tym, że rozwój społeczności tych 

bakterii opiera się na wykorzystaniu związków komórkowych pochodzących już z 

martwych mikroorganizmów i ich metabolitów co charakteryzuje gleby z ARD 

(Niewiadomska i in., 2020). Podobną dominację tej grupy mikroorganizmów 

zaobserwował Tang i in. (2018), który zastosował słomę ryżową i biowęgiel w celu 

skutecznej poprawy jakości gleby. Literatura przedmiotu wskazuje, iż istotnym typem 

wskaźnikowym, świadczącym o odbudowie gleb jest typ Cyanobacteria, któremu 

przypisuje się doniosłą rolę w wiązaniu azotu atmosferycznego oraz syntezie 

egzopolisacharów, co przekłada się na zwiększenie żyzności gleby i retencji wody oraz 

poprawie jej struktury i stabilności (Liang i in. 2018). Jak wynika z obecnego badania, na 

skutek indukowanej fumigacji przez zastosowanie m.in. aksamitki rozpierzchłej (R3), 

zawartość OTU wskazanego typu wzrosła o 83% w stosunku do gleby z ARD oraz gleby 

po uprawach rolniczych. 

Przedstawione powyżej zmiany w składzie ilościowym i jakościowym 

mikrobiomu bakteryjnego w zależności od wcześniejszego sposobu użytkowania gleby i 

wpływu roślin fitosanitarnych, pozwoliły na wyznaczenie mikroorganizmów, które uznać 

można za biowskaźniki określające stan żyzności gleby. Uzyskane wyniki badań, 

zaprezentowane w postaci diagramów Venna (Publikacja 2, ryc. 13), potwierdzają wpływ 

wcześniejszego sposobu użytkowania gleby oraz okresu badawczego na strukturę 

mikrobiomu bakteryjnego. Biorąc pod uwagę obecność wszystkich taksonów w obrębie 

danej kategorii systematycznej oraz okresu badawczego wytypowano od 482 do 512 

rodzajów wspólnych dla wszystkich obiektów. Przykładowo, w obrębie rodzaju we 

wszystkich wariantach doświadczalnych zidentyfikowano bakterie należące min. do 

rodzajów Pseudomonas Bacillus, Arthrobacter, Streptomyces. Chujaibacter, 

Sphingomonas, Flavobacterium, Devosia. 
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Grzyby (Publikacja 3) 

W wyniku przeprowadzonej analizy ITS, stwierdzono, że w przypadku każdej z 

analizowanych próbek gleby Fungi i Viridiplantae stanowiły największy odsetek 

organizmów (Publikacja 3, ryc.1 ).  

Liczba operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTU) reprezentujących grzyby 

zidentyfikowane w badaniach, w glebie po płodozmianie wynosiła 54,19%, podczas gdy 

udział OTU w glebie z ARD wynosił tylko 25,65%. Biofumigacja zastosowana na glebie 

ARD, głównie z przedplonem aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3), 

najbardziej zwiększyła liczebność grzybów. Takich zależności nie zaobserwowano w 

glebie z przedplonami gorczycy białej (Sinapis alba) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus 

var. oleifera), gdzie udział OTU reprezentujących grzyby wynosił odpowiednio 31,38% i 

18,94% (Publikacja 3, ryc. 1).  

Znaczne obniżenie obfitości taksonów grzybów w środowisku glebowym nie 

zawsze należy do zjawisk korzystnych. Musimy mieć na uwadze fakt, że do tej grupy 

Eucariota obok patogenów należą symbionty (grzyby mykoryzowe) i  rozkładacze. Jest 

to królestwo, które odgrywa kluczową rolę w cyklach biogeochemicznych (Frąc i in., 

2022). Ponadto, grzybnia grzybów rozciąga się pod ziemią jak naczynia krwionośne w 

ludzkim ciele, przenosząc wodę i składniki odżywcze do i z różnych roślin. Grzyby 

wspierają wiele procesów ekosystemowych i pełnią funkcje, które są niezbędne dla 

zrównoważonego rozwoju przyszłego rolnictwa (Fernandes i in., 2022), w tym interakcji 

między roślinami a glebą, rozkładem materii organicznej (Vétrovský i in., 2019), 

promocją zdrowia roślin i odżywianie (Põlme i in., 2020). 

Występujące w znacznych ilościach Viridiplantae stanowią uklad organizmów 

eukariotycznych, obejmujący kilkaset tysięcy gatunków, które według danych 

literaturowych odgrywają także ważną rolę zarówno w ekosystemach lądowych, jak i 

wodnych. (Leebens-Mack i in., 2019). Należą do nich m.in. rośliny lądowe (embriofity), 

które w drodze ewolucji wyłoniły się z zielenic (Cocquyt i in., 2009;  Becker, 2007). 

W badaniach własnych największą liczbę jednostek taksonomicznych OTU dla 

wskazanego Królestwa, zanotowano w glebie z ARD i wynosiła ona 18,69%, a mniejszą 

w glebie rolniczej oraz w glebach replantowanych z przedplonem aksamitki rozpierzchłej 

(Tagetes patula L.), gorczycy białej (Sinapis alba) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus 

var. oleifera), gdzie kształtowała się ona odpowiednio dla tych gleb na poziomie 14,18%, 

14,23%, 14,28%, 14,13% OTU. Podobne zależności redukcji Viridiplante zanotował 

https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1033824/full#ref41
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1033824/full#ref105
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1033824/full#ref85
https://en.wikipedia.org/wiki/Clade
https://en.wikipedia.org/wiki/Eukaryote
https://en.wikipedia.org/wiki/Embryophyte
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Qiao i in. (2017). Zaobserwował redukcję obfitości omawianej grupy organizmów, 

głównie z rodzaju Chlamydomonas po aplikacji nie roślin o zdolnościach 

biofumigacyjnych, ale korzystnych mikroorganizmów należących do grupy PGPR 

aplikowanych do gleby, w uprawie pomidora. Drobnoustroje te, wyizolowane z 

urodzajnych gleb, miały zdolność wydzielania kilku antagonistycznych związków, takich 

jak antybiotyki lipopeptydowe, do których należy m.in. surfaktyna, ituryna i fengycyna 

powodujących istotne ograniczenie Viridiplante.  

Można przypuszczać, że w badaniach własnych rośliny o właściwościach 

biofumigacyjnych wydzielające metabolity wtórne również ograniczyły obecność 

omawianego królestwa grzybów, w stosunku do gleby z ARD. Dane literaturowe 

wskazują, że Sinapis alba oraz Raphanus sativus zastosowane w tym doświadczeniu jako 

rośliny biofumigacyjne, wytwarzają m.in.  glukozynolany po hydrolizie których powstają 

biologicznie aktywne związki izotiocyjaniany – alifatyczny izotiocyjanian allilu, 

izotiocyjaniany aromatyczne, izotiocyjanian 2-fenyloetylu i benzylu (Gimsing i 

Kirkegaard, 2009). Z kolei Tagetes L. wytwarzają związki tiofenowe, takie jak α- 

tertienyl (Hamaguchi i in., 2019). 

W przeprowadzonych obserwacjach w obrębie królestwa grzybów wykazano 

ponadto obecność mikroorganizmów eukariotycznych do tej pory niesklasyfikowanych, 

stanowiących od 30,05% i 30,28% odpowiednio dla gleby replantowanej, z 

wykorzystaniem przedplonu z aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3) i gleby po 

płodozmianie (R1-kontrola), do 58,05% dla gleby replantowanej, z wykorzystaniem 

przedplonu z rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) i 54,02% dla gleby z ARD 

(Publikacja 3, ryc.3).  

Poza oceną i wskazaniem dominujących królestw w obrębie organizmów 

eukariotycznych występujących w badanych próbkach gleby, dokonano względnej 

analizy różnic w liczbie jednostek taksonomicznych (OTU), pomiędzy badanym 

wariantem gleby z ARD oraz gleb z ARD poddanych biofumigacji, a glebą kontrolną: 

R2vsR1, R3vsR1, R4vsR1, R5vsR1 (Publikacja 3, ryc. 2). Największe różnice 

zaobserwowano pomiędzy R5vsR1 dla Fungi i dla mikroorganizmów 

niesklasyfikowanych, z kolei najmniejsze różnice wykazano pomiędzy R3vsR1. 

Przeprowadzona analiza metapopulacyjna dokonana na podstawie analizy 

hiperzmiennego regionu ITS1 wykazała, że wcześniejszy sposób użytkowania gleby w 

szkółce, oraz wykorzystane w doświadczeniu rośliny fitosanitarne miały wpływ na liczbę 
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jednostek taksonomicznych (OTU) w obrębie Phylum tylko dla Fungi, występujących w 

glebie. W zależności od badanego wariantu glebowego, w Królestwie Fungi otrzymano 

od 7 do 11 ich Phylum (Publikacja 3, ryc. 3).  

Dla wszystkich wariantów doświadczenia zdecydowanie największą liczbę jednostek 

taksonomicznych OTU na poziomie Phylum, odnotowano dla Ascomycota, gdzie 

zwielokrotnioną ich liczbę odnotowano dla gleby kontrolnej oraz gleby replantowanej, z 

wykorzystaniem przedplonu z aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3) i 

wynosiła ona odpowiednio 42.78% i 39.82% (Publikacja 3, ryc. 3). Znacznie 

zredukowana ich liczba występowała w glebie z ARD, gdzie ich wartość bezwzględna 

wynosiła 14,48%.  

Dane literaturowe wskazują, iż Ascomycota powszechnie występują w glebach 

rolniczych. Członkowie tej grupy mają wiele genów związanych z odpornością na stres 

związany z zabiegami agrotechnicznymi, a przede wszystkim niedotlenieniem 

środowiska. Badania własne wskazują, iż zastosowanie przedplonu z aksamitki 

rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3) w glebie z ARD znacznie podniosła względną 

liczbę omawianej grupy grzybów podnosząc ją do wartości zbliżonej w glebie rolniczej. 

Innym typem grzybów dominującym w badanych glebach był Mortierellomycota, 

którego najwyższy poziom odnotowano dla gleby replantowanej, z wykorzystaniem 

przedplonu z aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3) (7,73%), a najniższy dla 

gleby replantowanej, z wykorzystaniem przedplonu z rzodkwi oleistej (Raphanus sativus 

var. oleifera) (R5) (2,37%) (Publikacja 3, ryc. 3). W glebie użytkowanej rolniczo 

(kontrolnej) OTU dla Mortierellomycota wynosiła 4,07%, a w glebie z ARD 4,68%. 

Według danych literaturowych członkowie Mortierellomycota należą do tzw. grzybów 

pożytecznych. Ich rola polega m.in. wspomaganiu produkcji fitohormonów 

(np. gibereliny, kwas indolooctowy), dostarczania symbiotycznym roślinom składników 

odżywczych, w tym głównie fosforu (Gaiero i in., 2021) m.in. przez uwalnianie różnych 

kwasów organicznych, które rozpuszczają oporne nieorganiczne formy fosforu (Zhang i 

in., 2020).  

W oznaczonych typach najmniejsze różnice OTU występowały pomiędzy 

R3vsR1, a największe pomiędzy R5vsR1. Więcej niż 2% różnicy zaobserwowano dla 

Ascomycota pomiędzy wszystkimi analizowanymi wariantami. Ponadto różnica ponad 

2% została zaobserwowana pomiędzy wariantami R2vsR1, R3vsR1 dla 

niesklasyfikowanych i Mortierellomycota pomiędzy R3vsR1 (Publikacja 3, ryc.4). 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/gibberellin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378377422004723#bib23
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/inorganic-phosphorus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378377422004723#bib58
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378377422004723#bib58
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Kolejne analizy dotyczyły oceny poziomu dominujących klas w obrębie 

mykobiomu w glebie z ARD oraz w glebie z ARD replantowanej z przedplonem z 

aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3), gorczycy białej (Sinapis alba) (R4) i 

rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) (R5) oraz w glebie po płodozmianie 

(R1). Przeprowadzone obserwacje metapopulacji na poziomie Class wykazały dominację 

Eurotiomycetes dla wszystkich wariantów (od 6,10% dla R5 do 37,78% dla R1) oprócz 

R4, gdzie największą OTU stanowiły Sordariomycetes (9,29%). Generalnie we 

wszystkich obiektach doświadczalnych odnotowano najmniejszą zawartość jednostek 

taksonomicznych, należących do klasy Tremellomycetes (Publikacja 3, ryc.5).  

Największe różnice (ujemne) dla OTU na poziomie Class pomiędzy glebą z ARD 

(R1) i glebami z ARD poddanymi biofumigacji, a glebą kontrolną (R1) zaobserwowano 

dla Eurotiomycetes (-31,68% - -9,21%). Największą dodatnią różnicę (6,53% OTU) 

zaobserwowano dla klasy Sordariomycetes pomiędzy R4vsR1. Ponadto w R3vsR1 w 4 

przypadkach różnica OTU była większa co do wartości bezwzględnej 2%: dla 

niesklasyfikowanych (-2,9%), Mortierellomycetes (3,66%), Sordariomycetes (2,35%), 

Ascomycota  (3,05%) (Publikacja 3, ryc.6).  

  

Nicienie (Publikacja 4) 

Nicienie zaliczane są do biologicznych czynników sprawczych odpowiedzialnych 

za powstawanie ARD (Yin i in., 2016; Kanfra i in., 2018). W doświadczeniu, 

stwierdzono obecność w glebie 11 gatunków tych mikroorganizmów (Publikacja 4, 

tab.7). W wariancie kontrolnym (R1) wykryto 4 gatunki nicieni, z czego w najwięcej 

było przedstawicieli gatunku Ecumenicus monohystera. (ok. 34 osobników w 100 cm-3 

gleby). Znacznie mniej było Mesorhabditis spiculigera. W glebie replantowanej (R2) 

stwierdzono najwięcej nicieni należących do gatunku Mesorhabditis spiculigera, i 

Tylenchorhynchus dubius (odpowiednio 79 i 60 osobników w 100 cm-3 gleby).  

Zdaniem Dutta i in. (2019) rośliny fitosanitarne są dobrze zbadane pod kątem ich 

właściwości nicieniobójczych. W doświadczeniu, wszystkie trzy gatunki roślin 

fitosanitarnych skutecznie ograniczały liczebność nicieni, szczególnie w porównaniu z 

glebą replantowaną (R2). Wysoką skutecznością pod tym względem cechowała się 

aksamitka rozpierzchła (Tagetes patula L.) (R3). W kombinacji z jej stosowaniem 

zredukowano liczebności nicieni gatunku Pratylenhus penetrans z ok. 33 osobników w 

100 cm-3 gleby do zera. Jest to gatunek nicieni z rodziny Pratylenchidae zaliczany do 
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jednego z najważniejszych szkodników w uprawach sadowniczych, warzywnych i 

ozdobnych. Żerując na korzeniach, powoduje on powstawanie nekrotycznych plam co 

znacząco zmniejsza aktywną powierzchnię korzeni. W doświadczeniach Weerakoon i in. 

(2012), Mazolla i in. (2015), Wang i in. (2019), potwierdzono redukuję liczebności 

fitopatogennych nicieni z gatunku Pratylenhus penetrans w glebie replantowanej po 

wykorzystaniu roślin z rodziny kapustowatych (Brassica juncea, Sinapis alba) lub 

rzodkwi zwyczajnej (Raphanus sativus) (Yim i in., 2016). W kombinacjach z 

przedplonem z aksamitki rozpierzchłej (R3), w porównaniu do kombinacji bez 

przedplonów (R2), stwierdzono kilkudziesięciokrotną redukcję Tylenchorhynchus dubius, 

kilkunastokrotną - Prismatolaimus sp. i Geocenamus nothus, oraz kilkukrotną – 

Mononhoides sp.. Należy zwrócić uwagę na znaczne zmniejszenie liczebności w glebie 

replantowanej Tylenchorhynchus dubius – kolejnego po Pratylenhus penetrans 

wewnętrznego pasożyta roślin żerującego na korzeniach. Jego zdolność do przeżywania i 

rozwoju w najróżniejszych warunkach środowiskowych powoduje, iż Tylenchorhynchus 

dubius występuje w strefie korzeni ponad 100 gatunków roślin. W kombinacji z 

przedplonem z gorczycy białej (Sinapis alba) (R4), całkowicie zredukowano ilość w 

glebie takich gatunków jak Ecumenicus monohystera i Mononhoides sp. 

Kilkunastokrotnie zmniejszyła się również ilość Cephalobus persegnis i Geocenamus 

nothus. W przypadku takich gatunków jak Cuticularia oxycerca nie stwierdzono 

istotnego zróżnicowania ich liczebności w zależności od kombinacji. Relatywnie 

najmniejszą skutecznością w redukowaniu liczny nicieni w glebie replantowanej 

wykazała się rzodkiew oleista (Raphanus sativus var. oleiformis) (R5). W kombinacji z 

przedplonem z tej rośliny zredukowano do zera ilość w glebie nicieni należących do 

gatunków Geocenamus nothus i Terrtocephalus terrestris. Nie zmieniła się natomiast 

liczebność Ecumenicus monohystera i Mononhoides sp.  

Z analizy liczebności nicieni w glebie w poszczególnych latach badań wynika, iż 

efekt nicieniobójczy roślin fitosanitarnych był widoczny już po roku od ich zastosowania. 

Z jedenastu wykrytych w 2020 roku gatunków nicieni, w kolejnym roku badań istotnie 

zmniejszyła się liczebność ośmiu z nich (Publikacja 4, ryc. 3). W szczególności dotyczy 

to gatunków Geocenamus nothus, Mesorhabditis spiculigera, Mononhoides sp., 

Pratylenhus penetrans, Prismatolaimus sp.  
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8.2. Biochemiczne i chemiczne właściwości gleby (Publikacja 4) 

Jakość gleby oceniano na podstawie zawartości mikro- i makroelementów, 

wilgotności, pH, jej aktywności enzymatycznej i oddechowej. Przeprowadzone 

doświadczenie wykazało istotne różnice w parametrach fizykochemicznych gleby, które 

zależały od jej wcześniejszego użytkowania. Gleba po replantacji (R2) była bardziej 

kwaśna niż gleba optymalnie przygotowana po szkółkę (R1) (pH odpowiednio 4,8 i 5,0) i 

zawierała prawie trzykrotnie mniej materii organicznej (0,8% i 2,17%) (Publikacja 4, tab. 

2). Jakość gleby replantowanej była istotnie lepsza w wariantach z biofumigacją. Odczyn 

gleby wzrósł z 4,8 do 5,0 (aksamitka rozpierzchła - Tagetes patula L.) (R3)  i 5,5 

(rzodkiew oleista - Raphanus sativus var. oleifera (R5). Zawartość próchnicy również 

znacząco wzrosła i była najwyższa w wariancie z gorczycą białą. Była ona o ponad 50% 

wyższa niż w wariancie z glebą optymalnie przygotowaną pod szkółkę (R1), tj. 0,8% i 

1,09% (Publikacja 4, tab. 2). 

Próchnica jest podstawowym źródłem składników odżywczych dostępnych dla 

roślin. Szybkość mineralizacji materii organicznej zależy od efektywności działania 

mikroorganizmów glebowych, którą można zmierzyć za pomocą aktywności enzymów 

glebowych. Uważa się, że znajomość aktywności enzymatycznej w połączeniu z innymi 

właściwościami gleby, stanowi podstawę oceny jej jakości (Furtak i Gajda, 2018). 

Podstawowym źródłem enzymów są drobnoustroje glebowe (głównie bakterie) oraz 

resztki korzeni roślin w glebie. W glebie najważniejszą rolę odgrywają enzymy należące 

do oksydoreduktaz (dehydrogenazy) oraz hydrolaz (proteaza, ureaza). W doświadczeniu 

stwierdzono istotne zróżnicowanie aktywności enzymatycznej gleby w zależności od jej 

wcześniejszego sposobu użytkowania. Największe różnice wystąpiły w przypadku 

aktywności dehydrogenaz (0,56 i 1,22 cm-3 H2 24h-1 kg-1 s.m odpowiednio) (Publikacja 4, 

tab. 3). Te enzymy są uznawane za bardzo czułe wskaźniki zmian właściwości gleby 

(Gałązka i in., 2017). Innym parametrem określającym aktywność mikroorganizmów 

glebowych jest aktywność oddechowa gleby, mierzona ilością wydzielanego CO2 (Meene 

i Rao, 2021). Również i w tym przypadku wcześniejszy sposób użytkowania gleby miał 

istotny wpływ na ten parametr. Aktywność oddechowa gleby replantowanej (R2) – 19,25 

CO2 mg kg-1 48 h-1 była istotnie niższa, aniżeli gleby optymalnie przygotowanej pod 

szkółkę (R1) – 27,70 CO2 mg kg-1 48 h-1. W kombinacjach z przedplonem z roślin 

fitosanitarnych stwierdzono istotny wzrost aktywności zarówno enzymatycznej jak i 

oddechowej gleby replantowanej (Publikacja 4, tab. 3). Średnio za dwa lata badań, w 
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kombinacji z przedplonem z aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L.) (R3) i rzodkwi 

oleistej (Raphanus sativus var. oleifera) (R5), aktywność dehydrogenaz w glebie 

replantowanej była ponad dwukrotnie wyższa aniżeli w glebie bez przedplonów (1,3 oraz 

0,56  cm-3 H2 24h-1 kg-1 s.m. odpowiednio). Podobny wniosek można wyciągnąć przy 

analizie aktywności oddechowej gleby (32,6 i 19,25 CO2 mg kg-1 48 h-1). Aktywność 

proteaz w glebie replantowanej była najwyższa w wariancie z aksamitką rozpierzchłą. 

Warto podkreślić, iż zarówno aktywność enzymatyczna jak i oddechowa gleby 

replantowanej w kombinacjach z roślinami fitosanitarnymi była istotnie wyższa aniżeli w 

wariancie kontrolnym z glebą optymalnie przygotowaną pod szkółkę (R1). 

Aktywność enzymów w glebie zależy od takich czynników jak: właściwości 

fizykochemiczne gleby (odczyn, zawartość materii organicznej, zanieczyszczenia 

metalami ciężkimi), warunki klimatyczne i systemy uprawy (Błońska, 2012; Zhang and 

Sun, 2014). Jak stwierdzają Weaver i in. (2012) niewystarczająca ilość wody w glebie  

może być czynnikiem istotnie ograniczającym jej aktywność enzymatyczną. W 

doświadczeniu, analizy aktywności enzymatycznej i oddechowej gleby wykonywano w 

okresie wiosny, lata oraz jesieni. Wykazano zróżnicowanie uzyskanych wyników analiz 

w zależności od okresu wegetacji. Zarówno aktywność dehydrogenaz jak i proteaz 

glebowych była najwyższa w okresie jesiennym, a najniższa – wiosną (Publikacja 4, tab. 

4). O wysokiej aktywności dehydrogenaz w glebie w okresie jesiennym informują 

również (Yuan i Yue, 2012; Styla, 2014; Zydlik i in., 2021). Odmienna zależność 

wystąpiła w przypadku aktywności oddechowej gleby. Średnio w latach 2020 – 2021 

była ona najniższa pod koniec wegetacji. Jesienią wilgotność podłoża jest na ogół 

wysoka, co w połączeniu z optymalną temperaturą, stwarza dogodne warunki do rozwoju 

mikroorganizmów glebowych. Dostępność wody ma duży wpływ na aktywność 

enzymów glebowych, ponieważ zwiększona wilgotność umożliwia rozpuszczenie w 

glebie materii organicznej (Geisseler i in., 2011). 

Wykazany w doświadczeniu wzrost aktywności mikroorganizmów, mierzony 

aktywnością enzymatyczną i oddechową gleby, w kombinacjach z przedplonem trzech 

gatunków roślin fitosanitarnych, przełożył się na wzrost zawartości w glebie makro i 

mikroelementów. W kombinacjach z roślinami fitosanitarnymi, w szczególności 

aksamitką rozpierzchłą (Tagetes patula L.) (R3), stwierdzono istotny wzrost zawartości 

w glebie replantowanej takich pierwiastków jak N, P, K, Zn, Cu, Fe. Skuteczna pod tym 

względem była również rzodkiew oleista (Raphanus sativus var. oleifera). W kombinacji 
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z jej stosowaniem, w porównaniu do gleby replantowanej bez przedplonów (R2), 

stwierdzono wzrost ilości składników mineralnych od kilkunastu procent (Fe) do około 

90% (Zn) (Publikacja 4, tab. 5).  

 

8.3.  Parametry biometrycznye drzewek (Puplikacja 4) 

Prowadzone w latach 2019-2021 badania wykazały, iż wcześniejszy sposób 

użytkowania gleby oraz zastosowanie roślin fitosanitarnych w przygotowaniu gleby pod 

szkółkę drzew owocowych miały wpływ na parametry biometrycne jabłoni takie jak: 

wzrost drzewek wyrażonych ich wysokością, liczbę pędów bocznych, czy długości 

pędów bocznych (Publikacja 4, tab. 6). Wzrost drzewek w pierwszym roku produkcji w 

szkółce skupia się na wzroście wydłużeniowym pędu głównego (przewodnika). 

Najwyższe drzewka wyrosły na glebie po płodozmianie (R1). Zastosowanie replantacji 

(R2) osłabiło istotnie wzrost pędu głównego. Zastosowanie roślin fitosanitarnych na 

glebie po szkółce poprawiło wzrost drzewek jabłoni odmiany `Golden Delicious`. 

Korzystny wpływ zastosowania roślin fitosanitarnych stwierdzono nie tylko w 

odniesieniu do wysokości drzewek, ale także w liczbie pędów bocznych, ich średniej 

długości oraz sumie przyrostów (Publikacja 4, tab. 6). Szczególnie oceniając długość 

pędów bocznych należy podkreślić korzystny wpływ zastosowania jako przedplonu 

Tagetes patula L.(R3) i Raphanus sativus var. oleiferus L.(R5).  

Dla optymalnego wzrostu rośliny potrzebują nie tylko zdrowego i dobrze 

rozwiniętego systemu korzeniowego, ale również liści. Przeprowadzone w szkółce 

badania wykazały, że zastosowanie replantacji w szkółce istotnie zmniejszyło masę liści 

oraz ich powierzchnię. Zastosowane roślin fitosanitarnych istotnie zwiększyło masę liści 

oraz ich powierzchnię. Z pośród wszystkich zastosowanych roślin przedplonowych 

najbardziej korzystny wpływ na poprawę parametrów określających wzrost liści miała 

wcześniejsza uprawa i przyoranie Synapis alba L. (R4) (Publikacja 4, ryc. 2). Weiß i in. 

(2017) również zaobserwowali w swoim doświadczeniu słaby wzrost wegetatywny 

podkładek jabłoni rosnących w warunkach ARD. Sobiczewski i in. (2018) stwierdzili, że 

powierzchnia liści jabłoni rosnących w warunkach ARD była mniejsza. Jedną z przyczyn 

słabego wzrostu roślin rosnących w warunkach ARD jest ograniczony wzrost ich systemu 

korzeniowego. Według Grunewaldt-Stöcker i in. (2018), ARD powoduje nekrozę 

komórek korzeniowych i hamuje wzrost korzeni włośnikowych co  w konsekwencji 

ogranicza pobieranie wody i składników odżywczych przez rośliny   
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9. Podsumowanie i wnioski 

 Wyniki badań prowadzonych w latach 2019-2021 potwierdziły fakt, że gleba 

replantowana (wcześniej użytkowana pod produkcje szkółkarską) charakteryzowała się 

niższą wartością produkcyjną. Zawierała ona mniej składników mineralnych niż gleba po 

płodozmianie i miała gorsze parametry biologiczne - mniejszą różnorodność 

mikrobiomu, mykobiomu oraz niższą aktywność enzymatyczną i respiracyjną. W takich 

warunkach jabłonie rosły gorzej. Poprawę właściwości biologicznych gleby 

replantowanej uzyskano poprzez zastosowanie trzech gatunków roślin fitosanitarnych 

jako przedplonów - aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L. – R3), gorczycy białej 

(Sinapis alba L.– R4) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleiferus L. – R5). W 

kombinacjach z ich stosowaniem w glebie replantowanej odnotowano ponad dwukrotny 

wzrost zawartości próchnicy, a także istotnie wyższą aktywność enzymatyczną i 

oddechową. Po zabiegu biofumigacji odnotowano również znaczny wzrost liczby bakterii 

w glebie, zwłaszcza w wariancie z wykorzystaniem aksamitki rozpierzchłej (Tagetes 

patula L. – R3). Potwierdziły to badania wykorzystujące analizę funkcjonalną materiału 

genetycznego wyizolowanego z gleby (metagenomika) jako narzędzia do oceny 

bioróżnorodności gleby w szkółce po replantacji. Analizy składu mikrobiomu wykazały, 

że biofumigacja roślinami fitosanitarnymi – aksamitką rozpierzchłą (Tagetes patula L.), 

gorczycą białą (Sinapis alba L.) i rzodkwią oleistą (Raphanus sativus var. oleifera L.), 

zmieniła strukturę i liczbę bakterii w glebie replantowanej, w szkółce drzew owocowych. 

Rośliny fitosanitarne zwiększyły liczebność operacyjnych jednostek taksonomicznych 

(OTU) z rodzajów Proteobacteria, Bacteroidota, Patescibacteria, Chloroflexi, 

Fatescibacteria i Verrucomicrobiota, ale zmniejszyły liczebność Firmicutes, 

Cidobacteriota i Actinobacteriota. Biofumigacja zwiększyła również zawartość 

niektórych dominujących rodzajów bakterii w glebie replantowanej, takich jak 

Flavobacterium, Massila, Sphingomonas, Arenimonas i Devosia. Rodzaje te są uważane 

za kluczowe w promowaniu wzrostu roślin i indukowaniu odporności ogólnoustrojowej 

roślin, co może wskazywać na regenerację gleby zdegradowanej. Jak wykazała analiza 

ITS, zastosowanie jako przedplonu aksamitki rozpierzchłej (Tagetes patula L. – R3) 

przyczyniło się do wzrostu jednostek taksonomicznych dla królestwa grzybów. Co 

więcej, liczba OTU dla gromady Ascomycota w tym wariancie gleby była kilkakrotnie 

większa i zbliżona do wartości w glebie po płodozmianie (R1). Populacja 

niesklasyfikowanych grzybów w glebie replantowanej z przedplonem aksamitki 
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rozpierzchłej (Tagetes patula L.) była zredukowana. Grzyby te mogły obejmować 

niektóre gatunki, które negatywnie wpływały na kondycję drzew w szkółce. Kolejną 

dominującą grupą w tym wariancie eksperymentalnym była Mortierellomycota. Analizy 

klas i rzędów wykazały, że biofumigacja, głównie z przedplonem nagietka, spowodowała 

dominację klasy Eurotiomycetes i rzędu Eurotiales. Ta klasa grzybów odgrywa ważną 

rolę w zwalczaniu chorób grzybowych roślin, a także w glebach ARD. Zastosowanie 

gorczycy białej (Sinapis alba L.) i rzodkwi oleistej (Raphanus sativus var. oleifera L. – 

R5) jako przedplonów nie miało tak silnych analogicznych efektów. Biofumigacja 

aksamitka rozpierzchłą (Tagetes patula L. – R3) i rzodkwią oleistą (Raphanus sativus 

var. oleifera L. – R5) przyczyniła się do zmniejszenia liczebności grzybów z rodzaju 

Fusarium, który obejmuje kilka ważnych gatunków patogenicznych dla roślin. 

Tłumaczyć to może znaczącą poprawę siły wzrostu drzewek jabłoni rosnących na glebie 

replantowanej z przedplonem roślin fitosanitarnych. Liście drzew w wariantach z 

biofumigacją miały większą powierzchnię i masę (wzrost o 50%), niż liście drzew 

rosnących na glebie replantowanej bez przedplonów. Ponadto drzewa były wyższe i 

miały większy całkowity wzrost pędów bocznych. Doświadczenie potwierdziło również 

działanie nicieniobójcze trzech gatunków biofumigantów, zwłaszcza aksamitki 

rozpierzchłej Tagetes patula L. – R3). Zabieg biofumigacji z jego użyciem umożliwił 

redukcję populacji nicieni z gatunku Pratylenhus penetrans z 33 do 0 osobników w 100 

cm-3 gleby.  

Wykorzystanie roślin fitosanitarnych na glebie replantowanej należy uznać za 

bezpieczniejszą i przyszłościową alternatywę dla odkażania termicznego i fumigacji 

chemicznej, pozwalającej na poprawę właściwości biologicznych gleby replantowanej, w 

tym redukowanie liczebności nicieni pasożytujących na roślinach. Pozwoli to na 

przywrócenie równowagi mikroorganizmów glebowych oraz poprawę siły wzrostu roślin 

w szkółkach drzew owocowych. 

 

 

 

 

 

 

. 
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