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Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego i nawozowy produkt
mikrobiologiczny do kondycjonowania gleby i poprawy jej wlasciwosci biologicznych
przy jednoczesnym Kkontrolowaniu patogenow Botrytis sp., Colletotrichum sp.,

Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocéw mi¢kkich

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania nawozowego produktu
mikrobiologicznego i nawozowy produkt mikrobiologiczny do kondycjonowania gleby oraz
utrzymania i/lub poprawy wlasciwosci biologicznych (zdrowia) gleby zapewniajacy
utrzymanie i/lub poprawg i/lub ochrong bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby przy
jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocoéw migkkich wykazujacy cechy
biostymulacji roslin, zawierajacy szczepy bakteryjne Bacillus spp., a takze sktadniki nosnika,
w tym serwatke w proszku, korzystnie kwasng neutralizowang, otreby pszenne korzystnie
durum, suche kwasy humusowe, mielone nasiona gorczycy, olej rzepakowy oraz olejek
gozdzikowy, ktory stosuje si¢ w formie sypkiej albo w postaci peletu albo po zastgpieniu
serwatki, otrab 1 oleju rzepakowego dolomitem mikronizowanym lub maltodekstryna w postaci
oprysku przygotowanego z postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie lub rozpuszczalnej w
wodzie.

Bakterie z rodzaju Bacillus sg grupg mikroorganizméw, wsrod ktorych wystepuja
szczepy posiadajace wlasciwosci promujgce wzrost i rozwoj roslin, stad nalezg do intensywnie
badanych drobnoustrojow o duzym potencjale wykorzystania w ogrodnictwie. Warto
wspomniec¢, ze przedstawiciele tego rodzaju naleza do mikroorganizmow zasiedlajacych rozne
nisze ekologiczne, wystepuja niemal we wszystkich typach gleb, a takze charakteryzujg si¢
duza tolerancjg na stresy $rodowiskowe, w tym wysokie temperatury. Bakterie z rodzaju
Bacillus naleza do mikroorganizmoéw przetrwalnikujacych, a takze szybko si¢ namnazaja w

ptynnych podtozach hodowlanych.



W obecnym stanie wiedzy opisano, ze wsrod bakterii z rodzaju Bacillus wystepuja
szczepy, ktore stymuluja wzrost i rozwdj roslin, dzigki produkcji réznych metabolitow,
charakteryzujg si¢ wysoka aktywnos$cig enzymatyczng i metaboliczng, ktora jest przydatna w
transformacji materii organicznej, a takze posiadaja zdolno$ci antagonistyczne wobec
mikroorganizmow potencjalnie fitopatogenicznych, jednakze cechy te nie naleza do
oczywistych 1 wyodrebnienie odpowiednich szczepéw wymaga szeregu badan. Ponizej
przedstawiono kilka przyktadow wykorzystania szczepow Bacillus spp. do zastosowan w
rolnictwie i ogrodnictwie.

Przyktadem wykorzystania szczepéw z rodzaju Bacillus jest preparat zawierajacy
przetrwalniki szczepu Bacillus amyloliquefaciens (NRRL B-50349), ktory efektywnie
ograniczal wzrost fitopatogenow grzybowych takich jak: Aspergillus niger; Bremia lactucae,
Erisphe necator, Rhizoctonia Solani, Sclerotinia sclerotiorum, Septoria apicola, Spatherotheca
fuligniea, Spatherotheca macularis (Snyder A., Vance J., Gnanmanickam S., Bacillus
amyloliquefaciens strain, 2016, US Patent: US 9234251 B2).

Znane jest rowniez wykorzystanie w ochronie roslin szczepow Bacillus
methylotrophicus XT1 oraz XT2 o aktywno$ci antagonistycznej w stosunku do Verticillium
dahliae, Botrytis cinerea i Phytophthora cactorum (Bejar Luque M.V., Llamas Company,
Inmaculada, Ruiz Garcia C., Quesada Arroquia E., Use of Bacillus methylotrophicus as a
stimulant of plant growth and biological control means, and isolates of said species, 2016, CA
Patent: CA 2991678 Al). Szczepy bakteryjne Bacillus subtilis i Bacillus licheniformis zostaty
takze wykorzystane jako komponenty preparatu nicieniobdjczego (Abilio A., Knap I., De
Freitas Zambelli L.S., Kompozycja nicieniobdjcza zawierajgca Bacillus subtilis i Bacillus
licheniformis, EP2603086).

Izolaty Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM
B/00106) o wysokiej aktywnosci celulolitycznej zostalty wykorzystane jako komponenty
preparatu do mineralizacji materii organicznej, w ktorym bakterie te osadzone sg na nosniku w
postaci mineralu glinokrzemianowego (Ciecierski W., Kardasz H., Szychowska K., Wilk R.,
Preparat mikrobiologiczny do mineralizacji materii organicznej zawierajgcej celuloze,
zwlaszcza odpadow pozniwnych oraz zastosowanie preparatu mikrobiologicznego w uprawie
roslin, Pat.230762).

Badania nad rozwojem ekologicznych technik uprawy roslin sadowniczych koncentruja
si¢ m.in. na analizie r6znorodnosci biologicznej mikroorganizmow w Srodowisku glebowym i
zmianach intensywnos$ci proceséw zachodzacych w ryzosferze czy stosowaniu bioproduktow

w celu ochrony roslin przed patogenami grzybowymi i szkodnikami (Frgc, M., Hannula, E.S.,



Betka, M., Salles, J.F., Jedryczka, M., 2022. Soil mycobiome in sustainable agriculture. Front.
Microbiol. 13:1033824. 10.3389/fmich.2022.1033824). W rolnictwie ekologicznym dopuszcza
si¢ stosowanie nawozOow naturalnych 1 substancji poprawiajacych wilasciwosci gleby. Sa to
produkty nieorganiczne i organiczne, ktore sg przyjazne dla srodowiska i ludzi (EASAC, 2022.
Regenerative agriculture in Europe: A critical analysis of contributions to European Union
Farm to Fork and Biodiversity Strategies. European Academies Science Advisory Council,
policy report 44, April 2022, pp. 1-70, ISBN: 978-3-8047-4372-4, www.easac.eu). Na rynku
europejskim dostepne sg nawozy organiczne oraz substancje do poprawy wilasciwosci gleb
produkowane na bazie ekstraktow roslinnych oraz kompostu. Bioprodukty na bazie wyciggow
z roSlin zawieraja coraz czgsciej dodatek pozytecznych mikroorganizmow, ktore
wykorzystywane sg rowniez do zwalczania chorob i szkodnikow (Pylak M., Oszust K., Frgc M.
(2019). Review report on the role of bioproducts, biopreparations, biostimulants and microbial
inoculants in organic production of fruit. Rev Environ Sci Biotechnol (2019) 18:597-616,
https://doi.org/10.1007/s11157-019-09500-5).

Sytuacja rolnictwa ekologicznego zmienia si¢ dynamicznie w Polsce, Europie i na
$wiecie, jednakze pomimo trudnosci wielu rolnikow wcigz przeksztalca gospodarstwa na
system uprawy ekologicznej, a tendencja wzrostowa tego typu upraw obserwowana i wspierana
jest réwniez przez Uni¢ Europejska (European Commission. Communication from the
commission to the European Parliament, the council, the European economic and social
committee and the committee of the regions. A Farm to Fork Strategy for a Fair, Healthy and
Environmentally-friendly Food System, 2020, ISBN 9789896540821, European Commission,
Brussels, Belgium). Jednakze liczne spotkania i rozmowy z rolnikami, a takze diagnozy na
podstawie badan ankietowych wskazuja, ze w Polsce brakuje skutecznych bioproduktow na
bazie mikroorganizmow, a w szczegdlnosci z zawartoscia rodzimych szczepdw bakteryjnych,
nadajacych si¢ do uprawy ekologicznej i nawozenia roslin ogrodniczych, w tym zwlaszcza
dedykowanych uprawom owocow migkkich. Rolnictwo stoi przed wyzwaniem opracowania
strategii zrownowazonego rozwoju, ktorej zadaniem jest ochrona nieodnawialnych zasobow
naturalnych, do ktorych nalezy rowniez gleba. W ostatnich dziesigcioleciach wiele uwagi
poswigcono lagodzeniu erozji gleby poprzez fizyczne $rodki ochrony i dostarczanie
dodatkowych sktadnikéw odzywczych i wody w celu zaspokojenia potrzeb upraw. Mniej uwagi
poswiecono glebie jako dynamicznemu zywemu organizmowi, chociaz jej stan ma zasadnicze
znaczenie dla produkcji zywnosci oraz dla globalnej rownowagi 1 funkcjonowania ekosystemu.
Jako$¢ 1 zdrowotno$¢ gleby determinuja rozwdj zréwnowazonego rolnictwa, utrzymanie

jakosci $rodowiska i w konsekwencji wspieranie zdrowia roslin, zwierzat i1 ludzi (Frgc, M.,



Hannula, S.E., Betka, M., Jedryczka, M., 2018. Fungal Biodiversity and Their Role in Soil
Health. Front. Microbiol. 9:707. doi: 10.3389/fmicb.2018.00707). Praktyki rolnicze, ktore
wykorzystuja duze ilosci srodkéw zewnetrznych, takich jak nawozy nieorganiczne, pestycydy
1 inne sztuczne $rodki mogg przezwyciezy¢ specyficzne ograniczenia glebowe w produkcji
roslinnej, jednak coraz czgsciej obserwowany jest niekorzystny wptyw tych dodatkéw na
srodowisko, co prowadzi do ciaglej degradacji srodowiska, w tym utraty réznorodnos$ci
biologicznej gleby. Dlatego rolnictwo zrownowazone, w tym ekologiczne jest obecnie jedng z
najszybciej rozwijajacych si¢ gatezi rolnictwa na §wiecie, w szczegdlnosci w Unii Europejskiej
(EASAC, 2022. Regenerative agriculture in Europe: A critical analysis of contributions to
European Union Farm to Fork and Biodiversity Strategies. European Academies Science
Advisory Council, policy report 44, April 2022, pp. 1-70, ISBN: 978-3-8047-4372-4,
Www.easac.eu).

Dlatego tez nowe rozwigzania, w tym rozw¢0] nawozowych produktow
mikrobiologicznych jest potrzebny dla $rodowiska i oczekiwany przez rolnikéw oraz
producentéw nawozow i bioproduktéw w celu zmiany profilu produkcji na bardziej zielony i
ekologiczny oraz w celu dostarczenia rolnikom narzg¢dzi do produkceji zrownowazone;.

Niniejsze zgloszenie patentowe obejmuje unikalng, opracowana kompozycje
nawozowego produktu mikrobiologicznego, w tym wyselekcjonowane szczepy
mikroorganizméw, sktad podtoza hodowlanego oraz sktadnikéw bioproduktu, ktére warunkuja
wlasciwosci 1 oryginalno$¢ opracowanego biopreparatu, stanowiac jednoczesnie zastrzezenie
patentowe.

Najczgséciej patenty dotycza biopreparatow wykorzystywanych do zwalczania
patogenow roslin warzywnych i uprawnych, a brak jest rozwigzan, obejmujacych nawozowe
preparaty mikrobiologiczne do utrzymania i/lub poprawy witasciwosci mikrobiologicznych i
bioréznorodnosci gleby, wykazujace jednoczesnie antagonistyczne oddziatywanie na kluczowe
patogeny grzybowe i grzybopodobne lggniowce, przeznaczonych réwniez do stosowania w
ekologicznej uprawie owocoéw migkkich, ktore w szczegolnosci nadajg si¢ do przygotowania
gleby pod nowozaktadane plantacje poprzez kondycjonowanie gleby dzigki zastosowaniu
peletowanego biopreparatu z mikroorganizmami lub jego formy sypkiej. Znane rozwigzania
obejmuja kontrole pojedynczych patogenow np. z rodzaju Botrytis, jednak brak jest
bioproduktow o kompleksowym dziataniu, ktore sg skuteczne dla czterech kluczowych
fitopatogenow (Botrytis spp., Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Verticillium spp.),
utrzymania i/lub poprawy biordznorodnosci mikrobiologicznej gleby i wspomagania wzrostu

roslin.



Brak jest tez doniesien literaturowych i patentow odnosnie peletowanych form
biopreparatow zawierajacych mikroorganizmy oraz odno$nie tacznego zastosowania
mikroorganizmow na nos$nikach ztozonych z serwatki w proszku, otrgb pszennych, suchych
kwasow humusowych, mielonych nasion gorczycy, oleju rzepakowego i olejku gozdzikowego,
ktore tworzag kompozycj¢ nawozowego produktu mikrobiologicznego do aplikacji w formie
sypkiej lub peletowanej bezposrednio pod sadzonki, ale réowniez do gleby w celu jej
kondycjonowania i przygotowania pod uprawy owocow migkkich.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie nawozowego produktu mikrobiologicznego
do kondycjonowania gleby oraz utrzymania i/lub poprawy jej jakosci mikrobiologicznej,
(zdrowia) gleby zapewniajac utrzymanie i/lub poprawe i/lub ochrong bioréznorodnosci
mikrobiologicznej gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis
sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocow miekkich
wykazujacego cechy biostymulacji roslin.

Prowadzac badania nad nawozowymi produktami mikrobiologicznymi zawierajagcymi
szczepy z rodzaju Bacillus, nieoczekiwanie okazalo si¢, ze dwa z nich nie tylko wykazuja
wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do fitopatogenéw Botrytis spp., Verticillium spp.,
Colletotrichum spp. i Phytophthora spp., ale immobilizowane na odpowiednich no$nikach
wykazuja wzmozone wilasciwosci antagonistyczne w stosunku do tych patogenow roslin,
wplywaja na zachowanie i/lub poprawe bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby, w tym jej
zdrowia, jak rowniez wykazuja cechy wspomagajace biostymulacyjne dziatanie na wzrost 1

rozwoj roslin.

Dlatego tez powyzszy cel zostal osiggnigty poprzez opracowanie sposobu
otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego do kondycjonowania gleby oraz
utrzymania i/lub poprawy jej jako$ci mikrobiologicznej, (zdrowia) gleby zapewniajac
utrzymanie i/lub poprawg i/lub ochrong bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby przy
jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocoéw migkkich wykazujacego cechy
biostymulacji roslin, jak rdwniez poprzez opracowanie kompozycji nawozowego produktu
mikrobiologicznego. Przeprowadzone badania doprowadzily do uzyskania unikalnego,
zoptymalizowanego sktadu podloza ptynnego do hodowli bakterii, nosnikow i innych
sktadnikow, na ktorych immobilizowane sg mikroorganizmy, ktére doprowadzity do uzyskania

unikalnej kompozycji poszczegolnych sktadnikow nawozowego produktu mikrobiologicznego,



ktore warunkujg wlasciwosci 1 oryginalno§¢ opracowanego rozwigzania, stanowigc

jednoczesnie zastrzezenie patentowe.

Istota sposobu otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego do
kondycjonowania gleby oraz utrzymania i/lub poprawy jej jakosci mikrobiologicznej,
(zdrowia) gleby zapewniajac utrzymanie i/lub poprawe i/lub ochrone biordznorodnosci
mikrobiologicznej gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis
sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocow miegkkich
wykazujacego cechy biostymulacji roslin, z zastosowaniem szczepOw bakterii z rodzaju
Bacillus, jest to, ze stosuje sig:

- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1,
Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2 na liscie sekwencji, hodowane na przygotowanym na
wodzie podtozu namnazajacym z serwatka i mikroelementami, suszone na sypkim no$niku albo
liofilizowane na sypkim nos$niku;

- nosnik wlasciwy w postaci mieszaniny serwatki w proszku, otrgb pszennych i oleju
rzepakowego dla postaci sypkiej do aplikacji posypowej lub dla postaci peletu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie;

- dodatek mieszaniny suchych kwasow humusowych, mielonych nasion gorczycy oraz olejku

gozdzikowego jako uzupetniajacych komponentdw nos$nika wlasciwego.

Sposob korzystnie obejmuje sposob prowadzenia hodowli szczepow bakterii z rodzaju Bacillus,
o sekwencjach odpowiednio nr 1 12, wskazanych na li§cie sekwencji, polegajacy na ich hodowli
na podlozu namnazajagcym przygotowanym na wodzie z serwatka i z mikroelementami,
zawieszeniu lub suszeniu na no$niku oraz suplementacji dodatkami w postaci suchych kwasow
humusowych, mielonych nasion gorczycy oraz olejku gozdzikowego. Szczepy bakterii
namnaza si¢ wstepnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu agarowym Plate Count Agar, w
temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin. Nastepnie tak przygotowanym inokulum szczepi si¢
ptynne podtoze namnazajace, w ilosci 5%-15% objetosci podtoza hodowlanego i prowadzi sig

hodowle namnazajacg w warunkach hodowli wytrzasanej w temperaturze 30°C przy 120 rpm.

Korzystnie stosuje si¢ do hodowli bakterii inokulum o transmitancji 90%.

Hodowle namnazajacg prowadzi si¢ korzystnie przez 48 godzin.



Korzystnie podloze namnazajace zawiera w 1 litrze: 20 g serwatki, 6,6 g NasHPOs, 3 ¢
KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0,5 g NaCl, 0,022 g CaCly, 0,18 g MgSQOs4, 12,9 mg FeCl,, w granicach
+10% kazdego ze sktadnikow podtoza.

Preferowanym jest, gdy dla podtoza namnazajacego stosuje si¢ serwatke w proszku, korzystnie

kwasng neutralizowana.
Korzystnie podtoze namnazajace z serwatkg zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co i Mo.

Po oOtrzymaniu miana hodowli namnaZajacej nie mniejszego niz 10° jtk/ml korzystnie
przeprowadza si¢ etap indukcji przetrwalnikowania, najlepiej poprzez zmiang¢ zasolenia
podtoza hodowlanego dodatkiem KCl, do uzyskania zasolenia 4% 1 po 48 godzinach hodowli i
wytworzeniu przetrwalnikow przez komorki bakteryjne. Nastepnie hodowle pasteryzuje si¢
poprzez inkubacje w temperaturze 80°C przez 20 minut i otrzymang zawiesing przetrwalnikéw

stosuje si¢ jako gtowny komponent nawozowego produktu mikrobiologicznego.

Korzystnie po zakonczeniu hodowli, przygotowang zawiesing przetrwalnikow suszy si¢ w
suszarce rozpytowej na serwatce w proszku albo poddaje si¢ liofilizacji z dodatkiem serwatki

w proszku, jako krioprotektanta, w ilo$ci 5% §wiezej masy zwirowanych drobnoustrojow.

Korzystnym jest, gdy wysuszone bakterie albo liofilizaty bakteryjne o koncentracji nie
mniejszej niz 10 jtk/g dodaje sie w rownych iloéciach do uzyskania produktu o koncentracji

kazdego ze szczepow w zakresie 108 — 10! jtk/g.

W wariancie postaci sypkiej do stosowania posypowego jako komponent no$nika stosuje si¢
mieszaning: otrgb pszennych, korzystnie durum, w ilosci 80-120 g/kg produktu, oleju
rzepakowego w ilosci 40-60 g/kg produktu, suchych kwaséw humusowych w ilosci 8-12 g/kg
produktu, olejku z gozdzika w ilosci 0,1 ml/kg produktu, mielonych nasion gorczycy w ilosci
8-12 g/kg produktu, a jako no$nik wszystkich komponentow stosuje si¢ serwatke w proszku,

korzystnie kwasng neutralizowang, stanowigcg dopetnienie do 1 kg.

Do postaci peletu do kondycjonowania gleby przygotowang posta¢ sypka do stosowania
posypowego poddaje si¢ peletyzacji, korzystnie przy temperaturze wejsciowe] peletowanego
materiatu wynoszacej 25°C-28°C oraz wilgotnosci peletowanego materialu mieszczacej si¢ w

granicach 4-5%.



W wariancie postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie dolomit mikronizowany jako

komponent nos$nika stanowi dopetnienie do 1 kg produktu.

W wariancie postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie maltodekstryna jako komponent nosnika

stanowi dopetnienie do 1 kg biopreparatu.

Istota nawozowego produkt mikrobiologicznego do kondycjonowania gleby i poprawy
jej wlasciwos$ci biologicznych, przy jednoczesnym kontrolowaniu patogenow Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocéw miekkich,
wykazujacy cechy biostymulacji roslin, z zastosowaniem szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus,
polega na tym, ze zawiera dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie
wykazujace wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis
AF75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2 na liscie sekwencji,
hodowane na podlozu namnazajacym z serwatka i mikroelementami, przygotowanym na
wodzie, suszone na sypkim nosniku albo liofilizowane na sypkim nos$niku, nos$nik wtasciwy w
postaci mieszaniny serwatki w proszku, otrgb pszennych i oleju rzepakowego dla postaci
sypkiej do aplikacji posypowej oraz dla postaci peletu biopreparatu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, dodatek mieszaniny suchych kwasow humusowych,
mielonych nasion gorczycy oraz olejku gozdzikowego jako uzupelniajacych komponentow

nosnika wtasciwego.

Nawozowy produkt mikrobiologiczny korzystnie zawiera szczepy bakteryjne Bacillus subtilis
AF75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2, na liscie sekwencji, w

roOwnym stosunku wagowym.

Korzystnie izolaty bakteryjne wyhodowane sg na podtozu namnazajacym z serwatka w

proszku, korzystnie kwasna neutralizowana.

Preferowanym jest, gdy koncentracja kazdego z wysuszonych albo liofilizowanych szczepow

bakteryjnych jest w zakresie 108 — 10! jtk/g.

W wariancie postaci sypkiej do stosowania posypowego nawozowy produkt mikrobiologiczny
zawiera w 1 kilogramie 80-120 g otragb pszennych korzystnie durum, 40-60g oleju
rzepakowego korzystnie ekologicznego, 8-12 g suchych kwasow humusowych, 8-12 ¢

mielonych nasion gorczycy i 0,1 ml olejku z gozdzika, a jako nosnik wszystkich komponentéw



biopreparatu zawiera serwatk¢ w proszku korzystnie kwasng neutralizowana, stanowigcg

dopekienie do 1 kg.

W innym wariancie nawozowy produkt mikrobiologiczny ma posta¢ peletu.

W jeszcze innym wariancie jego posta¢ sucha nierozpuszczalna w wodzie zawiera serwatke
sproszkowang jako krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpylowego, a dolomit

mikronizowany jako nos$nik stanowi dopekienie do 1 kg.

W kolejnym wariancie posta¢ sucha rozpuszczalna w wodzie nawozowego produktu
mikrobiologicznego zawiera maltodekstryne jako krioprotektant w procesie liofilizacji lub

suszenia rozpylowego, a maltodekstryna jako nos$nik stanowi dopetnienie do 1 kg.

Szczepy saprofitycznych bakterii glebowych z rodzaju Bacillus (Bacillus subtilis sp.
AF75AB2 oraz Bacillus sp. AF75BC), ktore zawiera nawozowy produkt mikrobiologiczny
zostaty wyizolowane z ryzosfery roslin, sg szczepami rodzimymi, pochodzacymi z kolekcji
SYMBIO BANK Instytutu Ogrodnictwa — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Skierniewicach.

Otrzymany nawozowy produkt mikrobiologiczny w postaci sypkiej do aplikacji
posypowej, w formie peletu oraz w postaci suchej nierozpuszczalnej i rozpuszczalnej w wodzie
umozliwia kondycjonowanie gleby oraz utrzymanie i/lub poprawe jej bior6znorodnosci
mikrobiologicznej, a takze ma wplyw na cechy wzrostu roslin oraz wplywa na kontrolowanie
czterech istotnych patogenow owocoéw mickkich, w tym 3 grzybowych z rodzaju Botrytis,
Colletotrichum, Verticillium oraz 1 lggniowca z rodzaju Phytophthora.

Nalezy podkresli¢, ze nie ma na rynku dostepnych biopreparatow do kondycjonowania
gleby, zwlaszcza w formie peletu, o potwierdzonej skutecznosci pod wzgledem utrzymania i
poprawy bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby, ktére opieraja si¢ na analizie danych
mikrobiomu ryzosfery. Analiza takich danych pozwala okresli¢ wptyw na bioréznorodnos¢
mikrobiologiczng gleby, a analiza mikrobiomu korzeni daje mozliwos¢ oceny wpltywu na
bior6znorodnos¢ mikrobiologiczng korzeni. Stad przedstawione w niniejszym zgloszeniu
patentowym podej$cie jest unikatowe 1 innowacyjne 1 potwierdza korzystny wplyw
opracowanego biopreparatu na $rodowisko glebowe i rosling, dajac podstawy dla uznania
opracowanego bioproduktu za nawozowy produkt mikrobiologiczny.

Biopreparat zawierajacy suche kwasy humusowe, olejek z gozdzika oraz gorczyce

mielong przygotowany na no$niku zawierajagcym serwatke w proszku korzystnie kwasng
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neutralizowang, otrgby pszenne korzystnie z pszenicy durum i olej rzepakowy korzystnie
ekologiczny, nadaje si¢ do zastosowania bezposrednio do gleby lub pod sadzonki roslin, w
formie posypowej lub po speletowaniu w formie pelletu, a takze w formie do rozpuszczenia i
oprysku gleby i/lub roslin, w ktorej serwatka w proszku, otreby pszenne i olej rzepakowy
zastepuje si¢ dolomitem mikronizowanym (posta¢ nierozpuszczalna w wodzie) lub
maltodekstryng (posta¢ rozpuszczalna w wodzie). Nawozowy produkt mikrobiologiczny w
formie suchego peletu, suchych granul, umozliwia stopniowe uwalnianie sktadnikow
aktywnych bezposrednio do gleby, co znaczaco wplywa na wydtuzenie czasu dziatania
biopreparatu. Dzigki takiej formie preparatu biologicznego, korzystne mikroorganizmy,
komponenty preparatu maja mozliwos¢ zasiedlania srodowiska glebowego rownomiernie W
czasie. Taka aplikacja preparatu jest réwniez korzystniejsza w odniesieniu do réznych
warunkow atmosferycznych, ktére moga wystapi¢ podczas i po aplikacji preparatu na pole
uprawne i jest zalecana na etapie zakladania plantacji posypowo pod korzenie ro$lin oraz
doglebowo poprzez wymieszanie peletu z gleba, zapewniajac utrzymanie i ochrone
bioréznorodnosci gleby. Natomiast forma do zawieszenia lub rozpuszczenia w wodzie i
oprysku ulatwia aplikacje biopreparatu na istniejacej plantacji, w kolejnych latach po jej
zatozeniu, wptywajac zar6wno na jako$¢ mikrobiologiczng gleby, parametry wzrostu ro$lin,
jak 1 wzmocnienie odpornosci roslin na czynniki stresowe.

Opracowany biopreparat w formie suchej, peletu lub do zawieszenia w wodzie i
rozpuszczalnej, stanowi kompleksowg technologi¢ kondycjonowania gleby, biostymulacji i
ochrony roslin, z przeznaczeniem do zastosowania na powierzchnie gleby (forma sucha i pelet)
oraz roslin (forma do zawieszenia w wodzie i rozpuszczalna) w uprawach owocéw miegkkich,
glownie truskawki i maliny, w celu poprawy wlasciwosci biologicznych (zdrowia) gleby,
zapewniajac utrzymanie i ochron¢ bior6znorodnosci przy jednoczesnym kontrolowaniu
groznych patogenéw ro$lin takich jak: Botrytis spp., Verticillium spp., Colletotrichum spp., i
Phytophthora spp., i jest znamienny w swoim skladzie, jak réwniez w sposobie jego

wytwarzania.

Wynalazek zostat uwidoczniony W przyktadach wykonania na figurach, gdzie:

Fig.1 przedstawia wyglad kolonii szczepow bakteryjnych AF75AB2 i AF75BC na podtozu
PCA (Plate Count Agar), hodowla 48-godzinna;
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Fig.2 przedstawia profil metaboliczny szczepdéw bakterii bedacych sktadnikami nawozowego
produktu mikrobiologicznego, wskazujacy na stopien zuzycia substratow (A 590 nm)
nalezacych do aminokwasow, alkoholi cukrowych, weglowodanéw, kwasow cukrowych,
pochodnych cukrowych oraz kwasoéw karboksylowych;

Fig.3 przedstawia intensywno$¢ wzrostu (A 750 nm) szczepow bakterii bedacych sktadnikami
nawozowego produktu mikrobiologicznego, na substratach nalezacych do aminokwaséw,
alkoholi cukrowych, weglowodandow, kwasoéw cukrowych, pochodnych cukrowych oraz
kwasow karboksylowych;

Fig.4 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng szczepow bakterii bedgcych skladnikami
nawozowego produktu mikrobiologicznego, na podstawie zahamowania procesow
oddechowych (A 590 nm), wobec wybranych zwigzkow, w tym antybiotykéw 1 barwnikow;
Fig.5 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng wobec wybranych zwigzkow, ktora wykazuja
szczepy bakterii bedace sktadnikami nawozowego produktu mikrobiologicznego, na podstawie
zahamowania intensywnos$ci wzrostu (A 750 nm);

Fig.6 przedstawia profile aktywnosci enzymatycznej szczepow bakterii bedacych sktadnikami
biopreparatu, okreslone na podstawie testow APl ZYM (Biomérieux);

Fig.7 przedstawia tabel¢ prezentujaca wiasciwosci metaboliczne szczepow bakteryjnych
wchodzacych w sktad nhawozowego produktu mikrobiologicznego;

Fig.8 przedstawia antagonizm bakteryjnego biopreparatu, w postaci peletu, zawierajgcego
szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC wobec roslinnych
patogenow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego
legniowca z rodzaju Phytophthora;

Fig.9 przedstawia tabele prezentujacg wlasciwosci antagonistyczne nawozowego produktu
mikrobiologicznego, w postaci peletu, zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakterii
Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC, wobec roslinnych patogenow grzybowych
z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego legniowca z rodzaju
Phytophthora;

Fig.10 przedstawia antagonizm nawozowego produktu mikrobiologicznego w postaci peletu,
zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp.
AF75BC wobec ro$linnych patogendow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum,
Vertticillium 1 grzybopodobnego lggniowca z rodzaju Phytophthora po 6 miesigcach
przechowywania biopreparatu w temperaturze pokojowej (okoto 21°C), 4°C oraz 35°C,;
Fig.11 przedstawia wzgledny sktad procentowy grup troficznych grzybow wystepujacych w

ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego
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zawierajagcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp.
AF75BC,;

Fig.12 przedstawia wystepowanie gildii funkcjonalnych w grupach obejmujacych patotrofy
grzybowe wystepujace w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego
produktu mikrobiologicznego zawierajgcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus
subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC;

Fig.13 przedstawia wzgledng obfitos¢ typoéw bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu ro$lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC,;
Fig.14 przedstawia wzgledna obfito$¢ klas bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu
ro§lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC,;
Fig.15 przedstawia wzgledng obfito$¢ — biordéznorodnos¢ rzedow, rodzin, rodzajow i gatunkow
bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego
produktu mikrobiologicznego zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus
subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC, przy czym im wigcej kolorowych prazkéw tym
wigksza jest bioréznorodno$¢ bakterii;

Fig.16 przedstawia wzgledng obfito$¢ typow grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu ro$lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC,;
Fig.17 przedstawia wzgledng obfito$¢ klas grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu
roslin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC,;
Fig.18 przedstawia wzgledng obfito$¢ — bioréznorodnos¢ rzedow, rodzin, rodzajow i gatunkow
grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego
produktu mikrobiologicznego zawierajgcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus
subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. AF75BC, przy czym im wigcej kolorowych prazkéw tym
wigksza jest bior6znorodno$¢ grzybow;

Fig.19 przedstawia wyglad nawozowego preparatu mikrobiologicznego w postaci suchej do
aplikacji posypowej oraz w postaci peletu;

Fig.20 przedstawia rozktad biopreparatu w formie peletu w glebie w ciggu 5 dni od

zastosowania.
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PRZYKLADY

Przyktad 1. Identyfikacja oraz charakterystyka biochemiczna szczepow bakterii bedgcych

sktadnikami nawozowego produktu mikrobiologicznego

Dwa szczepy bakterii wyselekcjonowane do przygotowania produktu w formie peletu
zidentyfikowano do gatunku lub rodzaju z wykorzystaniem amplifikacji genu 16S rDNA oraz
sekwencjonowania metoda Sangera. Uzyskane w wyniku sekwencjonowania sekwencje
nukleotydéw zostaly przeanalizowane porownawczo z sekwencjami nukleotydowymi w
bazach danych (w komercyjnej bazie MicroSeq® oraz w otwartej bazie NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Wchodzace w sktad produktu szczepy bakterii AF75AB2 —
sekwencja nr 1 i AF75BC - sekwencja nr 2, na podstawie analizy molekularnej i
bioinformatycznej zidentyfikowano do gatunku Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1
oraz do rodzaju Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2, uzyskane sekwencje nukleotydowe
przedstawiono na Liscie Sekwencji.

Wykazano, ze szczepy charakteryzowatly si¢ bardzo dobrym wzrostem o kremowym
zabarwieniu na podtozu agarowym PCA — Plate Count Agar (Fig.1). Wybrane do opracowania
nawozowego produktu mikrobiologicznego szczepy bakteryjne AF75AB2 oraz AF75BC
scharakteryzowano pod wzgledem podstawowych wtasciwosci metabolicznych, ktore maja
wplyw na ksztaltowanie wilasciwosci Srodowiska glebowego. Aktywno$¢ biochemiczna
szczepOw wchodzacych w sktad produktu zostata scharakteryzowana na podstawie zdolnosci
do utylizacji 71 substratow weglowych nalezgcych do zwigzkow: aminokwasow, alkoholi
cukrowych, weglowodandéw, kwasow cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwaséw
karboksylowych (Fig.2), jak rowniez okres$lenia stopnia wzrostu w obecnosci tych substratow
(Fig.3). Okreslono wrazliwos¢ chemiczng szczepow AF75AB2 oraz AF75BC wobec 23
zwigzkow chemicznych nalezacych m.in. do antybiotykéw i barwnikow. Wrazliwo$¢ szczepow
bakteryjnych na te zwigzki oceniono na podstawie zahamowania ich procesow respiracyjnych
I przedstawiono w postaci profilu intensywnosci oddechowej poszczegdlnych zwigzkow
chemicznych (Fig.4), jak rowniez poprzez ocen¢ zahamowania stopnia wzrostu bakterii w

obecno$ci badanych zwigzkow (Fig.5). Zdolnosci biochemiczne wybranych szczepow
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bakteryjnych okre$lono przy zastosowaniu testow API ZYM (Biomerieux) umozliwiajacych
okreslenie aktywnos$ci enzyméw hydrolitycznych uczestniczacych w przemianach materii
organicznej, m.in. fosfataz, esteraz, arylamidaz, fosfohydrolazy, B-glukozydazy, -
galaktozydazy, mannozydazy, glukozaminidazy (Fig.6). Zdolnosci enzymatyczne oznaczono
w hodowlach szczepow bakteryjnych o gestosci 5-6 w skali McFerland’a. Szczep Bacillus
subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1 na liscie sekwencji wykazywal wysoka aktywno$é
fosfatazy alkalicznej, esterazy, esterazy lipazy, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI, o- i f-
glukozydazy. Szczep Bacillus sp. AF75BC — sekwencja 2 na liscie sekwencji, charakteryzowat
si¢ wysokg aktywnos$cia esterazy oraz srednig lub niskg aktywnos$cig esterazy lipazy, lipazy,
kwasnej fosfatazy, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI, a- galaktozydazy, p — glukozydazy, N-
acetylo-p- glukozaminidazy (Fig.7).

Przykltad 2.  Okreslenie zdolnosci  antagonistycznych  nawozowego  produktu
mikrobiologicznego w postaci peletu, zawierajqcego szczepy bakteryjne Bacillus subtilis
AF75A4B2, Bacillus sp. AF75BC wobec roslinnych patogenow z rodzaju Colletotrichum,
Botrytis, Phytophthora oraz Verticillium — eksperyment szalkowy

Zdolnosci antagonistyczne produktu okreslano poprzez pomiar strefy zahamowania
wzrostu grzybni. Plytki Petriego o $rednicy 90 mm z podlozem agarowym PCA (Plate Count
Agar) zaszczepiano 300 pl zawiesiny zarodnikow grzyba fitopatogenicznego Colletotrichum
sp. (G171/18), Botrytis sp. (G277/18) oraz Verticillium sp. (G297/18), a takze
grzybopodobnego legniowca Phytophthora sp. (G408/18) o transmitancji 70%. Phlytki
inkubowano w temperaturze 23°C przez 24 godziny. Nastepnie po wstepnej inkubacji
fitopatogenéw na plytce na $rodek plytki wyktadano produkt w formie suchego peletu
(zwilzony woda sterylng). Plytki inkubowano w temperaturze 23°C, przez 5-7 dni i
dokonywano pomiaru stref zahamowania wzrostu grzybni lub/i zahamowania zarodnikowania,
potwierdzajagc  antagonistyczne  dzialanie  opracowanego nawozowego  produktu
mikrobiologicznego w postaci peletu wobec kluczowych fitopatogenéw owocow migkkich
(Fig.8-Fig.9).

Przeprowadzono takze badania przechowalnicze, w ramach, ktérych okresowo w czasie
6 miesiecy przechowywania produktu w ré6znych warunkach, w tym w temperaturze pokojowej
(~21°C), warunkach chtodniczych (4°C) oraz w podwyzszonej temperaturze sktadowania
(35°C), okreslano wtasciwosci antagonistyczne produktu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze

wlasciwos$ci antagonistyczne nawozowego produktu mikrobiologicznego wobec kluczowych
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fitopatogendw grzybowych 1 grzybopodobnych lggniowcow owocow migkkich na ogot
utrzymywaly si¢ w czasie przechowywania, jednakze efekt ten zalezny byt zaréwno od
testowanego patogenu oraz zastosowanych warunkéw przechowywania (Fig.10). Najlepsze
wladciwo$ci antagonistyczne po 6 miesigcach przechowywania nawozowego produktu
mikrobiologicznego w postaci peletu, zawierajgcego bakterie uzyskano dla produktu
przechowywanego w temperaturze pokojowej oraz w warunkach chtodniczych wobec
grzybopodobnego legniowca Phytophthora sp., a takze grzybow Botrytis sp. i Verticillium sp.,
wykazujac wlasciwosci biobdjcze i niedopuszcezajac do rozwoju albo ograniczajgc wzrost tych
patogenow, a dla fitopatogenu grzybowego Colletotrichum sp. zaobserwowano dziatanie
fungistatyczne produktu, objawiajace si¢ hamowaniem zarodnikowania tego grzyba (Fig.10).
Obserwowane efekty byly slabsze dla produktu przechowywanego w podwyzszonej

temperaturze sktadowania 35°C (Fig.10).

Przyktad 3. Okreslenie liczebnosci bakterii w nawozowym produkcie mikrobiologicznym

Liczebno$¢ mikroorganizmoéw w przygotowanym preparacie okreslono poprzez
zliczenie 1 okreslenie ogdlnej liczebnos$ci bakterii metoda wysiewu rozcienczen. Przygotowano
szereg rozciefczen nawozowego produktu mikrobiologicznego od 107 do 10, z kazdego
rozcienczenia wysiano po 0,1 ml na ptytke Petriego o $rednicy 90 mm z podtozem PCA,
rozprowadzono rownomiernie po powierzchni podtoza po czym inkubowano w temperaturze
26°C, przez 72 godziny. Wyroste kolonie zliczono i wyznaczono ogolng liczebnos$¢ bakterii
(jtk/g) w bioprodukcie.

W preparacie po wytworzeniu wykazano ogolng liczebno$¢ bakterii na poziomie >10°
jtk/g produktu bakteryjnego w postaci w postaci sypkiej oraz w postaci peletu. Wyniki badan
przechowalniczych wykazaty na utrzymywanie si¢ w preparacie bakteryjnym liczebnosci na
poziomie >108 jtk/g, a nawet >10° jtk/g (pelet przechowywany w podwyzszonej temperaturze
sktadowania 35°C) produktu w zaleznos$ci od zastosowanych warunkoéw przechowywania przez

okres 6 miesigcy.

Przyktad 4. Dzialanie nawozowego produktu mikrobiologicznego na utriymanie i/lub

poprawe bioroznorodnosci mikrobiologicznej gleby i mikrobiom roslin — testy wazonowe

W  celu okreslenia dzialania nawozowego produktu mikrobiologicznego na

bioréznorodno$¢ mikrobiologiczng gleby i mikrobiom roslin przeprowadzono eksperyment
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szklarniowy na ro$linach maliny odmiany Polana. Rosliny posadzono do doniczek o
pojemnosci 3 litrow zawierajacych podloze wzrostowe sktadajace sie z 4 objetosci gleby 1 /2
objetosci torfu o granulacji 7-20 mm. Produkt zaaplikowano do gleby, a kombinacje¢ kontrolng
stanowily ro$liny nietraktowane produktem, rosnace w podiozu z dodatkiem 5 g suszonego
obornika na doniczk¢. W celu okreSlenia zmian bioréznorodnosci wykonano badania
obejmujace charakterystyke zbiorowisk bakterii i grzybow za pomoca sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS) z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania w
technologii Illumina SBS (Sequencing-by-Synthesis) za pomocg aparatu MiSeq oraz narzedzi
bioinformatycznych takich jak QIIME2 i dokonano analizy uzyskanych wynikéw w oparciu o
sekwencjonowanie markera 16S rDNA dla bakterii oraz ITS1 dla grzybéw i okreslono
réznorodno$¢ mikroorganizmow ryzosfery i korzeni roslin. Aplikacja produktu bakteryjnego
pozwolita oceni¢ zmiany bioréznorodnosci, w tym wystgpowanie wariantow sekwencji
amplikonu (ASV) na réznych poziomach taksonomicznych bakterii i grzybow w ryzosferze
oraz korzeniach roslin traktowanych i nietraktowanych produktem. Dokonano réwniez analizy
grup troficznych i gildii funkcjonalnych grzybow z wykorzystaniem bazy danych FunGuild
(Fig.11-Fig.12). Wyniki te wykazaly, ze w korzeniu roslin traktowanych nawozowym
produktem mikrobiologicznym zaobserwowano obnizenie patotrofow, a takze odnotowano
zwigkszenie saprotrofow w korzeniu. Wykazano rowniez bardzo duze obnizenie patotrofow,
oraz trybow mieszanych: patotrof-saprotrof-symbiotrof oraz patotrof-symbiotrof, a takze duze
zwigkszenie symbiotrofow i trybu mieszanego grzybow sapro-symbiotroféw w ryzosfezre
malin traktowanych nawozowym produktem mikrobiologicznym (Fig.11), co potwierdza
zasadno$¢ wykorzystania produktu w celu kondycjonowania gleby. Dodatkowo wykazano, ze
w po aplikacji produktu bardzo znacznie zmniejszyta si¢ ilo$¢ gildii przypisanych do
wszystkich testowanych grup patotrofow, a w szczegdlno$ci zaobserwowano obnizenie
patogendéw roslin zarowno w ryzosferze roslin, jak tez w korzeniu (Fig.12). Analiza wynikow
uzyskanych dla zbiorowisk bakterii wykazata na ogdt zwigkszenie wzglednej obfitosci i
bior6znorodnosci bakterii na réznych poziomach taksonomicznych po zastosowaniu produktu.
Efekt ten odnotowano zarowno w glebie ryzosferowej, jak rowniez korzeniu (Fig.13-Fig.15).
Analiza wynikéw zbiorowisk grzyboéw potwierdzita brak zwigkszenia bioréznorodnosci tej
grupy mikroorganizméw w korzeniu roslin malin traktowanych produktem, a w ryzosferze
utrzymanie podobnego poziomu lub obnizenie obfitosci grzybéw w poréwnaniu do kontroli
nietraktowanej produktem (Fig.16-Fig.18), ale przy zestawieniu z wynikami grup troficznych

grzybow (Fig.11-Fig.12) jest to korzystna obserwacja, co moze wskazywa¢ na ochronne
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dziatanie nawozowego produktu mikrobiologicznego, ograniczajac wnikanie do korzeni,
zwlaszcza niekorzystnych dla roslin grzybow.

Zaleta nawozowego produktu mikrobiologicznego jest jego duza uniwersalno$¢,
potwierdzona tym, ze jest on dedykowany do kondycjonowania gleby oraz utrzymania i/lub
poprawy bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby 1 mikrobiomu roslin owocow miegkkich,
przy jednoczesnej kontroli fitopatogenow wystepujacych w tych uprawach. Opracowany
nawozowy produkt mikrobiologiczny jest skuteczny wobec wielu patogendw wystepujacych
na plantacjach owocow migkkich, a jego dodatkowg zaletg jest to, ze jest on oparty o naturalne
sktadniki z uwzglednieniem rodzimych szczepdéw bakteryjnych, wyodrebnionych z ryzosfery
zdrowych ro$lin, a tym samym przyjazny dla srodowiska. Dodatkowa bardzo istotng zaleta
produktu bakteryjnego jest mnogos¢ sposobow jego aplikacji dzigki postaci suchej do aplikacji
posypowej, peletu do wymieszania z glebg lub aplikacji pod sadzonki roslin, a takze postaci
sypkich do zawieszenia lub rozpuszczenia w wodzie umozliwiajacych oprysk, zraszanie czy
podlewanie, co stanowi kompleksowa technologi¢ aplikacji w zaleznosci od potrzeb oraz w

catlym sezonie wegetacji ro$lin od zaktadania plantacji, do zbioru owocow.

Przyktad 5. Dziatanie nawozowego produktu mikrobiologicznego na wzrost i rozwdj roslin
truskawki i maliny, wystepowanie fitopatogenow w uprawie ekologicznej roslin truskawki
oraz biorézinorodnosé mikrobiologiczng w uprawie roslin maliny — testy polowe

W celu okreslenia wptywu nawozowego produktu mikrobiologicznego, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2, Bacillus sp. AF75BC na
plonowanie roslin oraz wystgpowanie fitopatogendw przeprowadzono do§wiadczenia polowe,
w ktérych do technologii uprawy zostal wprowadzony nawozowy produkt mikrobiologiczny,
jako jeden z komponentéw catej technologii uprawy stosowanej w uprawie ekologicznej
truskawki i maliny. Testy prowadzono na trzech odmianach truskawki Honeoye, Rumba i
Vibrant w przypadku aplikacji peletu bezposrednio pod sadzonki roslin. Dodatkowo testy
opracowanego nawozowego produktu mikrobiologicznego w formie suchej do aplikacji
posypowej oraz peletu, wprowadzonego jako jeden z elementéw technologii produkcji malin
ekologicznych, prowadzono w oparciu o doswiadczenie z czterema odmianami malin: Delniwa,
Enrosadira, Rosalita i Poemat. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gatunki i odmiany ro$lin réznie
reagowaly na testowane technologie uprawy, w tym dodatek nawozowego produktu
mikrobiologicznego, zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakterii. W obiekcie

nienawadnianym, w wariantach, w ktorych wprowadzono dodatek opracowanego nawozowego
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produktu mikrobiologicznego, zastosowanego w pierwszym roku w formie peletu,
zaobserwowano zwyzke plonu truskawki odmiany Honeoye. Zaobserwowano, ze u odmiany
Rumba w obiekcie nienawadnianym, w wariancie, w ktorym zastosowano dodatek produktu
bakteryjnego, zmniejszylo si¢ porazenie skorzastg zgnilizng owocoéw. Odmiany Rumba i
Vibrant zareagowaly natomiast zmniejszeniem porazenia szarg plesnig. Ponadto, po aplikacji
produktu zaobserwowano zwigkszenie $wiezej masy korzeni ro$lin truskawki. Wyniki
wskazuja, ze dla niektorych odmian maliny, zwlaszcza Enrosadira i Rosalita, zaobserwowano
zwigkszenie réznorodnosci  funkcjonalnej mikroorganizmow  glebowych, a takze
zasiedlajacych rosline i owoce. Efekt ten dotyczyt przede wszystkim zwigkszenia wskaznikow
bioréznoropdnosci, w tym AWCD (Average Well Colour Development), ktory jest miarg
ogolnej aktywnosci mikrobiologicznej oraz R (Richness), ktéry informuje o liczbie
uruchamianych substratoéw weglowych przez zbiorowiska mikroorganizmow. Przeprowadzone
badania wskazuja, ze aktywno$¢ metaboliczna mikroorganizméw wystepujacych w roslinie i
owocu zwiekszyla si¢ w szczegdlnosci w stosunku do weglowodanow, w wariancie w ktorym
jako jeden z elementéw uprawy zastosowany byl opracowany produkt bakteryjny w formie

zelu.

Przyktad 6. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — formulacja
sypka

Do otrzymania nawozowego produktu mikrobiologicznego do kondycjonowania gleby
oraz utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby, wptywajacego na wzrost i
rozw6j ro$lin, pozwalajacego jednoczesnie na kontrolg fitopatogenow (Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocoéw migkkich,
zastosowano 2 wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, niewykluczajace swojego
dziatania nast¢pujace szczepy bakterii: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus
sp. AF75BC — sekwencja nr 2, na liscie sekwencji, dla ktorych prowadzono osobne hodowle,
ktére mieszano w rownych proporcjach, w celu uzyskania kompozycji zawierajacej
wyizolowane z ryzosfery szczepy saprofitycznych bakterii, a hodowle namnazajace
prowadzono w temperaturze w 30°C.

Po wstepnym namnozeniu bakterii na agarowym podtozu Plate Count Agar w ciggu 24-
48 godzin w temperaturze 25-26°C, uzyskanym inokulum zaszczepiano podtoze namnazajgce
i prowadzono hodowle wytrzasang (120 rpm) przez 48 godzin w temperaturze 30°C. Pozywka

namnazajacg do wytworzenia produktu bylo zoptymalizowane podtoze zawierajace: 6,6 g/L
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NazHPO4, 3g/L KH2PO4, 1g/L NH4Cl, 0,5g/L NaCl, serwatk¢ kwasng neutralizowang w ilo$ci
20 g/L, CaClz w ilosci 0,022 g/L, MgSOs w ilosci 0,18g/L, FeClz w ilosci 12,9 mg oraz 10 ml
roztworu mikroelementow zawierajagcego: 0,5mM MnCl,*4 H0, 1,2 mM ZnCl, 0,27 mM
CuCl>*2 H20, 0,23 mM CoCl>*6 H20, 0,23 mM Na:MoO4*2 H>O. Po otrzymaniu miana
hodowli namnazajgcej przeprowadzono etap indukcji przetrwalnikowania poprzez zmiang
warunkow hodowli, obejmujacg zmiang zasolenia podtoza hodowlanego, poprzez dodatek KCl,
tak by zasolenie wynosito 4%. Po 48 godzinach hodowli hodowle pasteryzowano poprzez
inkubacj¢ w temperaturze 80°C przez 20 minut. Tak przygotowana zawiesina przetrwalnikow
byta suszona rozpylowo na kwasnej neutralizowanej serwatce w proszku, stanowigc
podstawowy komponent produktu. W celu uzyskania 1 kilograma sypkiej postaci nawozowego
produktu mikrobiologicznego do aplikacji posypowej do 830 g serwatki w proszku,
zawierajacej >10° jtk/g przetrwalnikow bakteri, w tym 415 g serwatki z przetrwalnikami
szczepu Bacillus subtilis AF75AB2 oraz 415 ¢ serwatki z przetrwalnikami szczepu
bakteryjnego Bacillus sp. AF75BC dodawano po 100 g otrab pszennych z pszenicy durum, 50
g ekologicznego oleju rzepakowego, 10 g suchych kwasoéw humusowych, 10 g mielonych
nasion gorczycy i 0,1 ml olejku z gozdzika. Po potaczeniu i doktadnym wymieszaniu
sktadnikéw uzyskano nawozowy produkt mikrobiologiczny o formulacji sypkiej do aplikacji

posypowej, charakteryzujacy si¢ liczebnoscia bakterii 10° jtk/g produktu.

Przyklad 7. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — postacé peletu

Sposob prowadzono jak w Przyktadzie 6., z tym, ze po polaczeniu i wymieszaniu
wszystkich sktadnikoéw, dla uzyskania postaci peletu, poddano je procesowi peletyzacji z
wykorzystaniem pelleciarki Nawrocki Pelleting Technology, GRV340. Podczas procesu
kontrolowano szybko$¢ pelletowania oraz temperature i wilgotno$¢ peletowanego materiatu,
tak by temperatura wynosita 26,6°C, a wilgotno$¢ miescita si¢ w granicach 4,35%-4,52%.
Peletowanie prowadzono w dwdch pasazach, przy czym w pasazu | temperatura wyjsciowa
materialu wynosita 65°C, a w pasazu Il drugim 72,2°C. Po zakonczeniu procesu peletowania
uzyskano nawozowy produkt mikrobiologiczny, o wielkosci peletu do 1 cm, charakteryzujacy
si¢ liczebnoscia bakterii 10° jtk/g produktu. Produkt w formie mieszanki przed peletyzacija,
gotowego peletu oraz jego rozktadu w wodzie i glebie przedstawiono na figurach (Fig.19-
Fig.20).
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Przyktad 8. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — formulacja
sucha nierozpuszczalna w wodzie

Sposob prowadzono jak w Przykladzie 6., z tym, ze po zakonczeniu hodowli
przygotowang zawiesing przetrwalnikow liofilizowano z dodatkiem serwatki w proszku, jako
krioprotektanta, w ilosci 5% $wiezej masy zwirowanych drobnoustrojow. Dla uzyskania
nierozpuszczalnej w wodzie formulacji suchej do oprysku badz podlewania zastosowano po 10
g liofilizatu kazdego ze szczepdéw bakteryjnych (Bacillus subtilis AF75AB2, Bacillus sp.
AF75BC) 0 zawartosci bakterii 10! jtk/g liofilizatu. Zamiast serwatki w proszKu, otrab
pszennych i oleju rzepakowego, zastosowano 960 g nosnika w formie dolomitu
mikronizowanego, do ktérego wprowadzono pozostate sktadniki wystepujace w formie sypkiej
produktu, w tym 10 g suchych kwasow humusowych, 10 g mielonych nasion gorczycy i 0,1 ml

olejku z gozdzika.

Przykiad 9. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — formulacja
sucha rozpuszczalna w wodzie

Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego prowadzono jak w
Przyktadzie 8. z tym, ze do procesu liofilizacji zamiast dodatku serwatki w proszku dodano
maltodekstryng¢ i1 zamiast no$nika w postaci dolomitu mikronizowanego zastosowano

maltodekstryng.

ZASTRZEZENIA PATENTOWE

1. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego do kondycjonowania
gleby i poprawy jej wlasciwosci biologicznych (przy jednoczesnym kontrolowaniu patogendw
Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocow
miekkich wykazujacy cechy biostymulacji roslin, z zastosowaniem szczepow bakterii z rodzaju
Bacillus, znamienny tym, ze stosuje si¢:

- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych ros$lin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1,
Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2 na liscie sekwencji, hodowane na przygotowanym na
wodzie podtozu namnazajacym z serwatkg i mikroelementami, suszone na sypkim nosniku albo

liofilizowane na sypkim no$niku;
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- no$nik wlasciwy w postaci mieszaniny serwatki w proszku, otrgb pszennych i oleju
rzepakowego dla postaci sypkiej do aplikacji posypowej lub dla postaci peletu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie;

- dodatek mieszaniny suchych kwasow humusowych, mielonych nasion gorczycy oraz olejku
gozdzikowego jako uzupetniajacych komponentéw no$nika wtasciwego.

2. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug zastrz. 1,
znamienny tym, ze obejmuje sposob prowadzenia hodowli szczepow bakterii z rodzaju
Bacillus, o sekwencjach odpowiednio nr 1 i 2, wskazanych na liscie sekwencji, polegajacy na
ich hodowli na podlozu namnazajacym przygotowanym na wodzie z serwatka i1 z
mikroelementami, zawieszeniu lub suszeniu na nos$niku oraz suplementacji dodatkami w
postaci suchych kwasé6w humusowych, mielonych nasion gorczycy oraz olejku gozdzikowego,
przy czym szczepy bakterii namnaza si¢ wst¢gpnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu
agarowym Plate Count Agar, w temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin, a nast¢pnie tak
przygotowanym inokulum szczepi si¢ ptynne podtoze namnazajace, w ilosci 5%-15% objetosci
podtoza hodowlanego i prowadzi si¢ hodowle namnazajaca w warunkach hodowli wytrzasanej
w temperaturze 30°C przy 120 rpm.

3. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug zastrz. 2,
znamienny tym, ze stosuje si¢ inokulum o transmitancji 90%.

4. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug zastrz. 2
albo 3, znamienny tym, ze hodowl¢ namnazajaca prowadzi si¢ przez 48 godzin.

5. Sposdb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze podloze namnazajace zawiera w 1 litrze: 20 g
serwatki, 6,6 g Na2HPOs, 3 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0,5 g NaCl, 0,022 g CaClz, 0,18 g MgSOs,
12,9 mg FeClz, w granicach £10% kazdego ze sktadnikow podtoza.

6. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze dla podtoza namnazajgcego stosuje si¢ serwatke w
proszku, korzystnie kwasna neutralizowana.

7. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze podloze namnazajace z serwatka zawiera
mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co i Mo.

8. Sposdb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze po otrzymaniu miana hodowli namnazajgcej nie

mniejszego niz 10° jtk/ml przeprowadza sie etap indukcji przetrwalnikowania korzystnie
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poprzez zmiang zasolenia podtoza hodowlanego dodatkiem KCI, do uzyskania zasolenia 4% i
po 48 godzinach hodowli i wytworzeniu przetrwalnikow przez komoérki bakteryjne, hodowlg
pasteryzuje si¢ poprzez inkubacje w temperaturze 80°C przez 20 minut i otrzymang zawiesing
przetrwalnikdéw  stosuje  si¢  jako glowny komponent nawozowego produktu
mikrobiologicznego.

9. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
zastrz. 2-8, znamienny tym, ze po zakonczeniu hodowli, przygotowang zawiesing
przetrwalnikdw suszy si¢ W suszarce rozpytowej na serwatce w proszku albo poddaje si¢
liofilizacji z dodatkiem serwatki w proszku, jako krioprotektanta, w ilosci 5% $wiezej masy
zwirowanych drobnoustrojow.

10.  Sposo6b otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze wysuszone bakterie albo liofilizaty bakteryjne o
koncentracji nie mniejszej niz 10* jtk/g dodaje si¢ w rownych iloéciach do uzyskania produktu
o koncentracji kazdego ze szczepoéw w zakresie 108 — 101! jtk/g.

11.  Sposo6b otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze dla uzyskania postaci Sypkiej do stosowania
posypowego jako komponent no$nika Stosuje si¢ mieszaning: Otrgb pszennych, korzystnie
durum, w ilosci 80-120 g/kg produktu, oleju rzepakowego w ilosci 40-60 g/kg produktu,
suchych kwasow humusowych w ilosci 8-12 g/kg produktu, olejku z gozdzika w ilosci 0,1
ml/kg produktu, mielonych nasion gorczycy w ilosci 8-12 g/kg produktu, a jako nosnik
wszystkich komponentdéw stosuje si¢ serwatke w proszku, korzystnie kwasng neutralizowana,
stanowigcg dopetnienie do 1 kg.

12. Sposdb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug zastrz. 11,
znamienny tym, ze do postaci peletu do kondycjonowania gleby przygotowana posta¢ sypka
do stosowania posypowego poddaje si¢ peletyzacji, korzystnie przy temperaturze wejsciowej
peletowanego materialu wynoszace] 25°C-28°C oraz wilgotnosci peletowanego materiatu
mieszczacej si¢ w granicach 4-5%.

13.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z zastrz. 1-10, znamienny tym, ze dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie dolomit
mikronizowany jako komponent no$nika stanowi dopetnienie do 1 kg produktu.

14. Sposdb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtlug dowolnego
z zastrz. 1-10, znamienny tym, ze dla postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie maltodekstryna

jako komponent no$nika stanowi dopetnienie do 1 kg produktu.
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15.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny do kondycjonowania gleby i poprawy jej
wlasciwosci biologicznych, przy jednoczesnym kontrolowaniu patogenow Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocéw migkkich,
wykazujacy cechy biostymulacji roslin, z zastosowaniem szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus,
znamienny tym, ze zawiera dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roélin, nie
wykazujace wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis
AFT75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus sp. AF75BC — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji,
hodowane na podlozu namnazajacym z serwatkg i mikroelementami, przygotowanym na
wodzie, suszone na sypkim nosniku albo liofilizowane na sypkim no$niku, no$nik wtasciwy w
postaci mieszaniny serwatki w proszku, otrgb pszennych i oleju rzepakowego dla postaci
sypkiej do aplikacji posypowej oraz dla postaci peletu produktu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, dodatek mieszaniny suchych kwaso6w humusowych,
mielonych nasion gorczycy oraz olejku gozdzikowego jako uzupelniajacych komponentow
no$nika wlasciwego.

16.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 15, znamienny tym, ze zawiera
szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus sp. AF75BC —
sekwencja nr 2, na liscie sekwencji, w rOwnym stosunku wagowym.

17.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 15 albo 16, znamienny tym, ze
izolaty bakteryjne wyhodowane sg na podlozu namnazajacym z serwatka w proszku, korzystnie
kwasng neutralizowana.

18.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedlug dowolnego zastrz. 15-17, znamienny
tym, ze koncentracja kazdego z wysuszonych albo liofilizowanych szczepow bakteryjnych jest
w zakresie 10 — 10! jtk/g.

19.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedlug dowolnego zastrz. 15-18, znamienny
tym, ze jego posta¢ sypka do stosowania posypowego zawiera w 1 kilogramie 80-120 g otrab
pszennych korzystnie durum, 40-60 g oleju rzepakowego korzystnie ekologicznego, 8-12 ¢
suchych kwaséw humusowych, 8-12 g mielonych nasion gorczycy i 0,1 ml olejku z gozdzika,
a jako no$nik wszystkich komponentow produktu zawiera serwatke w proszku korzystnie
kwasna neutralizowana, stanowigca dopetnienie do 1 kg.

20.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedlug dowolnego zastrz. 15-19, znamienny
tym, ze ma postac peletu.

21.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedlug dowolnego zastrz. 15-18, znamienny

tym, ze jego posta¢ sucha nierozpuszczalna w wodzie zawiera serwatke sproszkowang jako
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krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego, a dolomit mikronizowany jako
no$nik stanowi dopetnienie do 1 kg.

22.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedlug dowolnego zastrz. 15-18,
znamienny tym, ze jego posta¢ sucha rozpuszczalna w wodzie zawiera maltodekstryne jako
krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego, a maltodekstryna jako no$nik

stanowi dopetnienie do 1 kg.

AF75AB2

Fig. 1
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Aktywnos$¢ Zastosowany substrat AF75AB2 | AF75BC
enzymatyczna
Fosfataza alkaliczna 2- naftylo- fosforan - -
Esteraza (C 4) 2-naftylo-maslan +++ +H+
Esteraza lipaza (C 8) | 2-naftylo-kaprylan +++ ++
Lipaza (C 14) 2- naftylo- mirystynian +++ ++
Arylamidaza leucyny | L-leucylo-2- naftylamid - -
Arylamidaza waliny L-walilo-2- naftylamid ++ -
Arylamidaza cystyny | L-cystylo-2-naftylamid + -
Trypsyna N-benzoilo-DL-arginino-2- naftylamid - -
a- chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyamid - +
Kwasna fosfataza 2-naftylo-fosforan - ++
Fosfohydrolaza Naftylo-AS-BI-fosforan
naftylo-AS-BI ++ ++
a- galaktozydaza 6-Br-2-naftylo- aD-galaktopiranosyd +++ ++
B- galaktozydaza 2-naftylo- pD-galaktopiranosyd ++ -
B- glukuronidaza Naftylo-AS-BI- fD- glukuronid - -
a - glukozydaza 2- naftylo- aD- glukopiranozyd - -
B — glukozydaza 6-Br-2-naftylo- B D-galaktopiranozyd +++ +
N-acetylo-f- 1- naftylo-N- acetyl- BD-glukozaminid
glukozaminidaza +++ Shs

a- mannozydaza

6-Br-2-naftylo- o D-mannopiranozyd

a- fukozydaza

2- naftylo- aL- fukopiranozyd

Fig. 7
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Colletotrichum sp.

Botrytis sp.

Phytophthora sp. Verticillium sp.
Fig. 8
Patogen grzybowy Strefa zahamowania wzrostu (mm)
todchylenie standardowe
Colletotrichum sp. G171/18 68,50 +2,10
Botrytis sp. G277/18 67,50 £31,80
Phytophthora sp. G408/18 40,00 +2,80
Verticillium sp. G297/18 20,00 +1,40

Fig.9
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Phytophthora sp. Colletotrichum sp. Phytophthora sp. Colletotrichum sp. Phytophthora sp. Colletotrichum sp.

G184/21  Verticillium sp. G171/18 Botrytis sp. G184/21 Verticillium sp. G171/18 Botrytis sp. G184/21 Verticillium sp. G171/18 Botrytis sp.
kontrola G296/18 kontrola G276/18 kontrola G296/18 kontrola G276/18 kontrola G296/18 kontrola G276/18
kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
Temperatura pokojowa (~21°C) Temperatura 4°C Temperatura 35°C

Fig. 10
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SKROT OPISU

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania hawozowego produktu
mikrobiologicznego i nawozowy produkt mikrobiologiczny do kondycjonowania gleby oraz
utrzymania i/lub poprawy wlasciwosci biologicznych (zdrowia) gleby zapewniajacy
utrzymanie i/lub poprawe i/lub ochrone bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby przy
jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocow miekkich wykazujacy cechy
biostymulacji roslin, zawierajacy szczepy bakteryjne z rodzaju Bacillus. Sposob charakteryzuje
si¢ tym, ze stosuje si¢ dwa wyselekcjonowane z gleby ryzosferowej bakteryjne izolaty
srodowiskowe Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1, Bacillus sp. AF75BC — sekwencja
nr 2 na liscie sekwencji, ktore nie wykazuja wzajemnego antagonistycznego dziatania,
hodowane na podtozu namnazajacym z serwatka i mikroelementami, przygotowanym na
wodzie, zawieszone w ptynnym nos$niku organicznym albo suszone na sypkim nosniku albo
liofilizowane na sypkim nos$niku. Ponadto stosuje si¢ no$nik wiasciwy w postaci serwatki
korzystnie kwasnej neutralizowanej, wzbogaconej otrgbami pszennymi korzystnie durum,
suchymi kwasami humusowymi, mielonymi nasionami gorczycy, olejem rzepakowym i
olejkiem gozdzikowym dla postaci produktu suchej do aplikacji posypowej, ktora moze by¢
poddana procesowi peletowania tworzac pelet do kondycjonowania gleby, albo dla uzyskania
postaci nawozowego produktu mikrobiologicznego do zawieszenia w wodzie i
oprysku/podlewania serwatk¢ w proszku, otrgby pszenne i olej rzepakowy zastepuje si¢
dolomitem mikronizowanym, a dla uzyskania postaci do rozpuszczenia w wodzie i
oprysku/podlewania, serwatke w proszku, otreby pszenne i olej rzepakowy zastepuje si¢

maltodekstryna.

(23 zastrzezenia)



