BacilHumus

Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego i nawozowy produkt
mikrobiologiczny do utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby
pozwalajacy jednoczesnie na kontrole fitopatogenow 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 utrzymania i/lub poprawy
jakos$ci mikrobiologicznej gleby w uprawie owocoéw miekkich, zawierajacy szczepy bakteryjne
Bacillus spp. o wlasciwosciach antagonistycznych w stosunku do grzybow fitopatogenicznych
z rodzaju: Botrytis, Verticillium, Colletotrichum oraz legniowcow z rodzaju Phytophthora, a
takze zawierajacy sktadniki no$nika, w tym kwasy humusowe i/lub odciek po hodowli drozdzy
i/lub dolomit mikronizowany i/lub maltodekstryng, w zaleznosci od formy aplikacji
bioproduktu, ktory wykazuje rowniez cechy biostymulacji roslin.

Ze wzgledu na to, ze Polska nalezy do kluczowych na $wiecie producentéw owocow
miegkich, a w Unii Europejskiej jest liderem w produkcji truskawek ekologicznych (FAOSTAT,
GUS), to wecigz istnieje potrzeba dostarczania odpowienich narzgdzi m.in. w postaci
bioproduktow przeznaczonych do uprawy tych owocow. Uprawy owocow miekkich wymagaja
zyznych gleb, ktore charakteryzuje wysoka bioréznorodnos¢, a jednoczesnie gleb zdrowych, w
ktorej odsetek patogendw jest niewielki (Daugovish, O., Knapp, S., Gordon, T., Fennimore, S.,
Muramoto, J. and Bolda, M. (2021). Soil pest management in current California strawberry
production: a review. Acta Hortic. 1309, 701-710,
https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2021.1309.101). Nalezy rowniez podkresli¢, ze
zrbwnowazony sposob produkcji ros§linnej zyskuje na popularnosci, a co wigcej taki sposob
produkcji roslinnej naktada liczne ograniczenia na rolnikow, takie jak ograniczenie i/lub wrecz
rezygnacja ze stosowania nawozoéw oraz chemicznych srodkoéw ochrony roslin na rzecz
naturalnych rozwigzan, preparatow biologicznych i srodkow dopuszczonych do stosowania w

rolnictwie ekologicznym (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).
Biopreparaty i bionawozy pehnig istotng role nie tylko w poprawie stanu gleb czy udostepnianiu
roslinom sktadnikow pokarmowych, ale takze odgrywaja wazng funkcje¢ w kontroli
fitopatogenow zarowno W rolnictwie ekologicznym jak i konwencjonalnym (Mgcik M., Gryta
A., Frgc M. (2020). Biofertilizers in agriculture: An overview on concepts, strategies and effects
on soil microorganisms. Advanc. Agron. 162, 31-87,
https://doi.org/10.1016/bs.agron.2020.02.001). Typowe chemiczne rozwigzania stosowane w
rolnictwie moga powodowa¢ wyjatawianie gleb, zmniejszenie ilo§¢ materii organicznej oraz
zmniejszenie bioréznorodno$ci mikroorganizmow glebowych (Ju, X.-T., Xing, G.-X., Chen, X.-
P., Zhang, S.-L., Zhang, L.-J., Liu, X.-J., Cui, Z.-L., Yin, B., Christie, P., and Zhu, Z.-L. (2009).
Reducing environmental risk by improving N management in intensive Chinese agricultural
systems. Proceedings of the National Academy of Sciences 106, 3041-3046; Zhang, Q.-C.,
Shamsi, I. H., Xu, D.-T., Wang, G.-H., Lin, X.-Y., Jilani, G., Hussain, N., and Chaudhry, A. N.
(2012). Chemical fertilizer and organic manure inputs in soil exhibit a vice versa pattern of
microbial community structure. Applied Soil Ecology 57, 1-8). Ograniczenie tego procesu to
jeden z gltéwnych celow Strategii na rzecz Biordznorodnosci 2030, a takze podstawowe
zatozenie rolnictwa regeneracyjnego (EASAC, 2022. Regenerative agriculture in Europe: A
critical analysis of contributions to European Union Farm to Fork and Biodiversity Strategies.
European Academies Science Advisory Council, policy report 44, April 2022, pp. 1-70, ISBN:
978-3-8047-4372-4, www.easac.eu). Preparaty mikrobiologiczne coraz  czeSciej
wykorzystywane w rolnictwie moga rowniez stymulowaé systemiczng odpornos¢ roslin,
poprawia¢ jako$¢ mikrobiologiczng gleb oraz zwigkszaé¢ dostepno$é mikro- i makroelementow
dla roélin (Pylak M., Oszust K., Frqgc M. (2019). Review report on the role of bioproducts,
biopreparations, biostimulants and microbial inoculants in organic production of fruit. Rev
Environ Sci Biotechnol (2019) 18:597-616, https://doi.org/10.1007/s11157-019-09500-5).
Uprawy truskawki sg narazone na choroby wywolywane przez fitopatogeny m.in. z rodzajow:
Botrytis, Verticillium, Colletotrichum czy Phytophthora, ktére moga powodowaé porazenia
calych plantacji i usychanie ro$lin, tym samym obnizajac ilos¢ zebranych owocow 1 wywotujac
straty ekonomiczne (Malarczyk D., Panek J., Frqc M. (2019). Alternative Molecular-Based
Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops — A Review. Molecules
2019, 24, 1200; doi:10.3390/molecules24071200). Strategia Unii Europejskiej na rzecz

réznorodnos$ci biologicznej do roku 2030 koncentruje si¢ na zwigkszeniu powierzchni upraw



ekologicznych i ograniczeniu stosowania nawozow mineralnych i pestycydéw (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), co sprawia, ze nowe rozwigzania,
w tym nawozowe produkty mikrobiologiczne dedykowane konkretnym uprawom sg
oczekiwane nie tylko przez rolnikow, ale rowniez przez firmy nawozowe i producentow
réznego typu bioproduktow dla rolnictwa i ogrodnictwa.

W obecnym stanie wiedzy opisano, ze wsrdod bakterii z rodzaju Bacillus wystepuja
szczepy, ktore charakteryzuja si¢ zdolno$ciami antagonistycznymi przeciwko roznym
fitopatogenom grzybowym, a takze uczestnicza w udostgpnianiu sktadnikow pokarmowych
roslinom czy poprawie biordéznorodnosci mikrobiologicznej gleb, jednakze nie jest to cecha
oczywista 1 wylonienie odpowiednich szczepéw wymaga szeregu badan. Ponizej
przedstawiono kilka przyktadow wykorzystania szczepow Bacillus spp. do zastosowan
rolniczych i ogrodniczych.

Rodzaj Bacillus jest intensywnie badang grupg bakterii o duzym potencjale
wykorzystania w rolnictwie, gtéwnie ze wzgledu na to, ze mikroorganizmy nalezace do tego
rodzaju wystepuja niemal we wszystkich typach gleb, charakteryzuja si¢ duza tolerancjg na
wysokie temperatury, szybko si¢ namnazajag w ptynnych podtozach hodowlanych i naleza do
bakterii przetrwalnikujacych. W 2006 Agencja Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczynych
zarejestrowata ponad 10 réznych szczepow z rodzaju Bacillus jako biopestycydy i biofungicydy
(The United States Environmental Protection Agency, EPA, 2006).

Przyktadem wykorzystania szczepow z rodzaju Bacillus jest sucha formulacja preparatu
zawierajgcego przetrwalniki suszone rozpytowo szczepu Bacillus amyloliquefaciens (NRRL B-
50349), ktory efektywnie ograniczat 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).

Izolaty Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM
B/00106) charakteryzowaty si¢ aktywnoscig celulolityczng. Preparat na bazie tych bakterii
immobilizowanych na nosniku w postaci w postaci mineralu glinokrzemianowego
wykorzystywany jest do mineralizacji materii organicznej (Ciecierski W., Kardasz H.,

Szychowska K., Wilk R., Preparat mikrobiologiczny do mineralizacji materii organicznej



zawierajqgcej celuloze, zwlaszcza odpadow pozniwnych oraz zastosowanie preparatu
mikrobiologicznego w uprawie roslin, Pat.230762).

W celu zwalczania grzybowych chordb roslin zostal réwniez wykorzystany szczep
Bacillus methylotrophicus XT1 oraz XT2, ktory wykazywat si¢ aktywnoS$cig antagonistyczng
w stosunku do Verticillium dahliae oraz 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). Natomiast Abilio A. i in. (Abilio
A., Knap I., De Freitas Zambelli L.S., Kompozycja nicieniobdjcza zawierajgca Bacillus subtilis
i Bacillus licheniformis, EP2603086) opracowali kompozycj¢ nicieniobojczg zawierajaca
Bacillus subtilis i Bacillus licheniformis.

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

Najczesciej patenty dotycza biopreparatow wykorzystywanych do zwalczania
patogendw roslin warzywnych 1 uprawnych, a brak jest rozwigzan, obejmujacych nawozowe
preparaty mikrobiologiczne dziatajagce na jako$¢ mikrobiologiczng gleby przy jednoczesnym
antagonistycznym oddzialywaniu na kluczowe patogeny grzybowe i grzybopodobne
legniowce, przeznaczonych rowniez do stosowania w ekologicznej uprawie owocoéw migkkich,
lub sa to rozwiazania obejmujace kontrole pojedynczych patogenéw np. z rodzaju Botrytis, nie
stanowigc kompleksowego rozwigzania dla czterech kluczowych fitopatogenéw (Botrytis spp.,
Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Verticillium spp.), utrzymania i/lub poprawy
bior6éznorodnosci mikrobiologicznej gleby 1 wspomagania biostymulacji wzrostu roslin.

Brak jest tez doniesien literaturowych i1 patentéw odno$nie tgcznego zastosowania
mikroorganizmow na no$nikach ztozonych z kwaséw humusowych i/lub odcieku po hodowli
drozdzy 1/lub dolomitu mikronizowanego i/lub maltodekstryny, w zaleznoSci od formy
aplikacji bioproduktu nawozowego w biopreparatach i bioproduktach.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie nawozowego produktu mikrobiologicznego
do utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby w uprawie owocoéw migkkich,
wykazujgcego cechy istotne w kontroli grzyboéw fitopatogenicznych z rodzaju: Botrytis,
Verticillium, Colletotrichum oraz legniowcow z rodzaju Phytophthora, oraz wazne w

biostymulacji roslin.



Prowadzac badania nad nawozowymi produktami mikrobiologicznymi zawierajgcymi
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 witasciwosci antagonistyczne w stosunku do tych patogenow roslin,
wptywaja na zachowanie i/lub poprawe bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby, w tym jej
zdrowia, jak rowniez wykazuja cechy wspomagajace biostymulacyjne dziatanie na wzrost i
rozwoj roslin.

Dlatego tez powyzszy cel =zostal osiggniety poprzez opracowanie sposobu
otrzymywania nawozowego produktu  mikrobiologicznego  zapewniajacego  i/lub
poprawiajacego biordznorodnos¢ mikrobiologiczng gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu
kluczowych, dla upraw owocow migkkich, patogenéw z rodzajow Botrytis, Verticillium,
Colletotrichum i Phytophthora, jak rowniez poprzez opracowanie kompozycji nawozowego
produktu mikrobiologicznego. Przeprowadzone badania doprowadzily do uzyskania
unikalnego, zoptymalizowanego sktadu podtoza ptynnego do hodowli bakterii, no$nikow
wilasciwych i innych ich sktadnikow, na ktorych immobilizowane sg mikroorganizmy, ktore
doprowadzilty do uzyskania unikalnej kompozycji poszczegdlnych sktadnikéw nawozowego
produktu mikrobiologicznego, ktore warunkujg wiasciwosci i oryginalno$¢ opracowanego
rozwigzania, stanowigc jednocze$nie zastrzezenie patentowe.

Istota sposobu otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego do
utrzymania i/lub poprawy bior6znorodnosci gleby i/lub kontrolowania patogenéw: Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocow migkkich,
wykazujacego cechy biostymulacyjnego dziatania na rosliny, z zastosowaniem szczepow
bakterii z rodzaju Bacillus, jest to, ze stosuje si¢:

- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roélin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 1 oraz
Bacillus sp. Spl16AC* — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, hodowane na podlozu
namnazajagcym z serwatka i mikroelementami, przygotowanym na wodzie, zawieszone w
podtozu hodowlanym albo suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku;

- no$nik wilasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci plynnej albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla

postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie;



- dodatek ptynnych kwaséw humusowych 1 odcieku po produkcji drozdzy dla postaci ptynnej
albo suchych kwasow humusowych dla postaci suchej jako uzupetiajacych komponentow
no$nika wlasciwego.

Korzystnie sposob obejmuje prowadzenie hodowli szczepéw bakterii z rodzaju Bacillus, w
ktorym szczepy bakterii namnaza si¢ wstepnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu agarowym
Plate Count Agar, w temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin, a nastepnie tak przygotowanym
inokulum szczepi si¢ ptynne podloze namnazajace, w ilosci 5%-15% objetosci podtoza
hodowlanego i prowadzi si¢ hodowl¢ namnazajagca w warunkach hodowli wytrzgsanej w
temperaturze 30°C przy 120 rpm. Korzystnie stosuje si¢ inokulum o transmitancji 90%, a
hodowl¢ namnazajaca prowadzi si¢ przez 48 godzin.

Podloze namnazajace korzystnie zawieraw 1 litrze: 20 g serwatki, 6,6 g Na2HPO4, 3 g KH2POs,
1 g NH4CI, 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, ze dla podtoza namnazajacego stosuje si¢ serwatke w proszku, korzystnie
kwasng neutralizowana.

Korzystnie podtoze namnazajace z serwatkg zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co i Mo.
Korzystnie, po otrzymaniu miana hodowli namnazajacej nie mniejszego niz 10° jtk/ml
przeprowadza si¢ etap indukcji przetrwalnikowania. Proces ten prowadzi si¢ korzystnie poprzez
obnizenie pH pozywki hodowlanej kwasem mlekowym do pH 5,0-5,5 i po 48 godzinach
hodowli 1 wytworzeniu przetrwalnikow przez komorki bakteryjne hodowle pasteryzuje si¢
poprzez inkubacj¢ w temperaturze 80°C przez 20 minut. Otrzymang zawiesing przetrwalnikow
stosuje si¢ jako gldéwny komponent nawozowego produktu mikrobiologicznego.

Po zakonczeniu hodowli, jako komponent no$nika dodaje si¢ kwasy humusowe, ktore w
zalezno$ci od formulacji produktu maja posta¢ ptynng albo sucha.

Jako no$nik bakterii dla postaci ptynnej stosuje si¢ namnazajace podloze hodowlane otrzymane
poprzez potaczenie 390-410 ml zawiesiny przetrwalnikow kazdego szczepu bakteryjnego:
Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC* o nr 1 i 2 na liscie sekwencji i 45-55 ml
ptynnych kwaséw humusowych oraz 145-155 ml odcieku po hodowli drozdzy.

Otrzymang postac¢ ptynng poddaje si¢ korzystnie stabilizacji zabezpieczajacej przed rozwojem
przetrwalnikow poprzez obnizenie odczynu preparatu do pH=4,0-4,5. Preferowane jest w tym
celu zastosowanie kwasu mlekowego.

W wariancie dla uzyskania postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie zawiesing
przetrwalnikow poddaje si¢ suszeniu rozpylowemu na serwatce w proszku albo liofilizacji z

dodatkiem serwatki w proszku, jako krioprotektanta, w ilo$ci 5% $wiezej masy zwirowanych



drobnoustrojoéw, uzyskujac liofilizaty bakteryjne o koncentracji nie mniejszej niz 10! jtk/g, a
wysuszone albo liofilizowane bakterie dodaje si¢ w rownych ilo$ciach do uzyskania produktu
o koncentracji kazdego ze szczepoéw w zakresie 108 — 10! jtk/g.
Korzystnie do postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie jako komponent no$nika stosuje si¢
suche kwasy humusowe w ilosci 0,55-0,65 g/kg produktu, a jako nosnik wszystkich
komponentow stosuje si¢ dolomit mikronizowany, stanowiacy dopetnienie do 1 kg produktu.
W wariancie dla uzyskania postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, jako krioprotektant bakterii
w procesie suszenia rozpytowego albo liofilizacji oraz nos$nik wszystkich komponentow
nawozowego  produktu  mikrobiologicznego,  stosuje  si¢  maltodekstryne, a
wysuszone/liofilizowane bakterie o koncentracji nie mniejszej niz 10! jtk/g dodaje si¢ w
rownych ilosciach do uzyskania produktu o koncentracji kazdego ze szczepéw w zakresie 108
— 10 jtk/g.
Korzystnie do postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie jako komponent nosnika stosuje si¢
suche kwasy humusowe w ilosci 0,55-0,65 g/kg nawozowego produktu mikrobiologicznego, a
maltodekstryna jako krioprotektant bakterii i no$nik wtasciwy stanowi dopeienie do 1 kg.
Istota nawozowego produktu mikrobiologicznego do utrzymania i/lub poprawy jakosci
mikrobiologicznej gleby pozwalajacy jednoczesnie na kontrole fitopatogenow (Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocow miekkich,
wykazujacy cechy biostymulacyjnego dzialania na rosliny, zawierajacy szczepy bakterii z
rodzaju Bacillus, polega na tym, ze zawiera dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych
roslin, nie wykazujace wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus
sp. Sp115AD — sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp116AC* — sekwencja nr 2 na liscie
sekwencji, no$nik wtasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej produktu albo
dolomitu mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo
maltodekstryny dla postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie oraz zawiera dodatek ptynnych
kwasow humusowych 1 odcieku po hodowli drozdzy jako uzupehliajacych komponentow
nos$nika wtasciwego dla postaci ptynnej albo dodatek suchych kwaséw humusowych dla postaci
suchej rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej w wodzie. lzolaty bakteryjne wyhodowane sg na
podlozu namnazajagcym z serwatka i1 mikroelementami, przygotowanym na wodzie i
zawieszone na no$niku albo suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku.
Nawozowy produkt mikrobiologiczny zawiera szczepy bakteryjne korzystnie w rownym
stosunku wagowym dla postaci suchej albo w rownym stosunku objetosciowym dla postaci

ptynne;j.



Korzystnie izolaty bakteryjne wyhodowane sa na podlozu namnazajagcym z serwatkg w
proszku, korzystnie kwasng neutralizowang.

Korzystnie koncentracja kazdego ze szczepow bakteryjnych jest w postaci ptynnej w zakresie
108 — 10* jtk/ml.

Korzystnie posta¢ ptynna zawiera w 1 litrze 45-55 ml dodatku ptynnych kwaséw humusowych
oraz 145-155 ml dodatku odcieku po hodowli drozdzy.

W wariancie produktu w postaci suchej rozpuszczalnej albo nierozpuszczalnej w wodzie
koncentracja kazdego ze szczepoéw bakteryjnych jest korzystnie w zakresie 108 — 10 jtk/g.
Korzystnie posta¢ produktu sucha rozpuszczalna albo nierozpuszczalna w wodzie zawiera
Korzystnie posta¢ sucha nierozpuszczalna w wodzie zawiera serwatke sproszkowang jako
krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego i dolomit mikronizowany jako
no$nik wlasciwy.

Korzystnie posta¢ sucha rozpuszczalna w wodzie zawiera maltodekstryne jako krioprotektant

w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego i jako no$nik wiasciwy.

Szczepy Bacillus spp. (Sp115AD oraz Spl16AC*), wykorzystane do opracowania
produktu nawozowego sg izolatami srodowiskowymi i zostaly wyselekcjonowane w Instytucie
Ogrodnictwa (10) w Skierniewicach i ujawnione w kolekcji SYMBIO BANK tego Instytutu.

Otrzymany nawozowy produkt mikrobiologiczny w formie ptynnej i suchej umozliwia
utrzymanie i/lub poprawe biordznorodnosci mikrobiologicznej gleby oraz wplywa na
kontrolowanie czterech istotnych patogenow owocow migkkich, w tym 3 grzybowych z rodzaju
Botrytis, Colletotrichum, Verticillium oraz 1 lggniowca z rodzaju Phytophthora. Nalezy
podkresli¢, ze nie ma na rynku dostepnych produktow o potwierdzonej skutecznosci pod
wzgledem utrzymania i poprawy biordznorodno$ci mikrobiologicznej gleby, ktore opierajg si¢
na analizie danych mikrobiomu ryzosfery. Analiza takich danych pozwala okresli¢ wptyw na
bior6znorodno$¢ mikrobiologiczng gleby, a analiza mikrobiomu korzeni daje mozliwos¢ oceny
wplywu na bior6znorodnos¢ mikrobiologiczng korzeni. Stad przedstawione w niniejszym
zgloszeniu patentowym podejscie jest unikatowe i innowacyjne i potwierdza korzystny wplyw
opracowanego produktu na $rodowisko glebowe i rosling, dajac podstawy dla uznania
opracowanego bioproduktu za nawozowy produkt mikrobiologiczny. Produkt stosuje sie
dolistnie (poprzez opryskiwanie badz zraszanie) lub/i pod rosling poprzez podlewanie, przy
czym w przypadku formulacji suchej nalezy uprzednio sporzadzi¢ zawiesing produktu w
wodzie, korzystnie 2-5 kg produktu (o koncentracji bakterii 10° jtk/g) na 700-800 |

niechlorowanej wody na 1 ha uprawy.



W korzystnym sposobie utrzymania i/lub poprawy bior6znorodnosci mikrobiologicznej
gleby lub/i korzeni lub/i cech istotnych dla biostymulacji wzrostu i rozwoju ro$lin lub/i kontroli
patogenéw roslin produkt stosuje sie w iloci korzystnie 5-10 I/ha (10° jtk/l) dla preparatu
ptynnego, przy czym produkt korzystnie mozna rozcienczy¢ woda w zalezno$ci od potrzeb lub
2-5 kg/ha do zawieszenia w wodzie wprowadzajac go bezposrednio na i/lub pod korzenie roslin
przy zakladaniu nowych plantacji, lub/i poprzez oprysk dolistny i/lub naglebowy i/lub
doglebowy w przypadku istniejacych plantacji, preparatu zawierajacego co najmniej 10° jtk/g
bakterii wyizolowanych z ryzosfery roslin wedtug kompozycji i/lub produktu, przy czym w
postaci podlewania i/lub oprysku/zraszania/irygacji produkt mozna korzystnie rozcienczy¢

woda w zaleznosci od potrzeb.

Wynalazek zostat uwidoczniony w przyktadach wykonania na rysunku, gdzie:

Fig.1 przedstawia wyglad kolonii szczepow bakteryjnych Sp115AD i Sp116AC* na podtozu
PCA (Plate Count Agar), hodowla 48-godzinna;

Fig.2 przedstawia profil metaboliczny szczepow bakterii be¢dacych sktadnikami nawozowego
produktu mikrobiologicznego, wskazujacy na stopien zuzycia substratow (A 590 nm)
nalezacych do aminokwasow, alkoholi cukrowych, weglowodanéw, kwasow cukrowych,
pochodnych cukrowych oraz kwasow karboksylowych;

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

Fig.4 przedstawia wrazliwos¢ chemiczng szczepéw Dbakterii bedacych sktadnikami
nawozowego produktu mikrobiologicznego, na podstawie zahamowania procesow
oddechowych (A 590 nm), wobec wybranych zwigzkdéw, w tym antybiotykow 1 barwnikow;
Fig.5 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng wobec wybranych zwigzkow, ktorg wykazuja
szczepy bakterii bedace sktadnikami nawozowego produktu mikrobiologicznego, na podstawie
zahamowania intensywnos$ci wzrostu (A 750 nm);

Fig.6 przedstawia profile aktywnosci enzymatycznej szczepow bakteryjnych bedacych
sktadnikami nawozowego produktu mikrobiologicznego, okreslone na podstawie testow API
ZYM (Biomérieux);

Fig.7 przedstawia tabelg prezentujacg wilasciwosci metaboliczne szczepow bakteryjnych

wchodzacych w sktad nawozowego produktu mikrobiologicznego;
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Fig.8 przedstawia antagonizm bakteryjnego produktu plynnego, zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC* wobec
ros$linnych patogendéw grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i
grzybopodobnego legniowca z rodzaju Phytophthora;

Fig.9 przedstawia tabele dotyczacg antagonizmu nawozowego produktu mikrobiologicznego,
zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp.
Sp116AC* w postaci plynnej, suchej nierozpuszczalnej w wodzie oraz suchej rozpuszczalnej
w wodzie, wobec ro$linnych patogendow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum,
Vertticillium i grzybopodobnego legniowca z rodzaju Phytophthora;

Fig.10 przedstawia antagonizm nawozowego produktu mikrobiologicznego, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC* w postaci
suchej rozpuszczalnej w wodzie (nosnik — maltodekstryna) wobec roslinnych patogenow
grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego lggniowca z
rodzaju Phytophthora po 1 miesigcu przechowywania produktu w temperaturze 35°C;

Fig.11 przedstawia antagonizm nawozowego produktu mikrobiologicznego, zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC* w postaci
suchej nierozpuszczalnej w wodzie (no$nik — dolomit mikronizowany) wobec roslinnych
patogenow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego
legniowca z rodzaju Phytophthora po 3 miesigcach przechowywania produktu w temperaturze
pokojowej (okoto 21°C), 35°C oraz 4°C;

Fig.12 przedstawia antagonizm nawozowego produktu mikrobiologicznego, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD i i Bacillus sp. Sp116AC* w postaci
suchej nierozpuszczalnej w wodzie (nosnik — dolomit mikronizowany) wobec roslinnych
patogenow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego
lggniowca z rodzaju Phytophthora po 6 miesigcach przechowywania produktu w temperaturze
pokojowej (okoto 21°C);

Fig.13 przestawia efektywng liczbe gatunkow (ENS) bakterii w ryzosferze malin po
zastosowaniu nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego wyselekcjonowane
szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i i Bacillus sp. Sp116AC*;

Fig.14 przestawia efektywng liczbe gatunkow (ENS) grzybow w Korzeniu roslin maliny po
zastosowaniu nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego wyselekcjonowane
szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;

Fig.15 przedstawia wzgledny sktad procentowy grup troficznych grzybow wystepujacych w

ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego
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zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp.
Sp116AC™;

Fig.16 przedstawia wystepowanie gildii funkcjonalnych w grupach obejmujacych patotrofy
grzybowe wystepujace w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji hawozowego
produktu mikrobiologicznego zawierajagcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus
sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;

Fig.17 przedstawia wzglgdng obfitos¢ typoéw bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu ro$lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;
Fig.18 przedstawia wzgledng obfitos¢ klas bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu
ro$lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;
Fig.19 przedstawia wzgledng obfitos¢ rzedoéw, rodzin, rodzajow i gatunkoéw bakterii
wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji nawozowego produktu
mikrobiologicznego zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp.
Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;

Fig.20 przedstawia wzglgdng obfito§¢ typow grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu ro$lin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;
Fig.21 przedstawia wzgledng obfitos¢ klas grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu
roslin maliny po aplikacji nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*;
Fig.22 przerdstawia wzgledng obfitos¢ rzedoéw, rodzin, rodzajow i gatunkow grzybow
wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji hawozowego produktu
mikrobiologicznego zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus sp.
Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*.

PRZYKLADY

Przyktad 1. Identyfikacja oraz charakterystyka biochemiczna szczepow bakterii bedgcych
sktadnikami nawozowego produktu mikrobiologicznego do utrzymania i/lub poprawy jakosci
i/lub bioroznorodnosci mikrobiologicznej gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu
kluczowych patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.)
w uprawie owocow migkkich
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Dwa szczepy bakteryjne wybrane do wykorzystania w nawozowym produkcie
mikrobiologicznym, wyselekcjonowane z gleby ryzosferowej, pochodzace z kolekcji SYMBIO
BANK Instytutu Ogrodnictwa — Panstwowego Instytutu Badawczego w Skierniewicach,
zostaly zidentyfikowane do rodzaju na podstawie amplifikacji genu 16S rDNA oraz
sekwencjonowania metoda Sangera. Otrzymane sekwencje nukleotydowe zostaty
przeanalizowane za pomoca narzedzi bioinformatycznych poprzez poréwnanie ich z
sekwencjami nukleotydowymi znajdujacymi si¢ w komercyjnej bazie danych MicroSeq'® oraz

w otwartej bazie danych NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Szczepy bakterii wybrane do

wytworzenia produktu charakteryzuja si¢ réwniez wilasciwosciami metabolicznymi, ktore
pozytywnie wplywaja na wlasciwosci  $rodowiska  glebowego, funkcjonowanie
bioréznorodnosci, jak rowniez uczestniczg w procesach udostepniania zwigzkow mineralnych
dla ro$lin.

Sktadajace si¢ na produkt szczepy bakterii Sp115AD — sekwencja nr 1 i Sp116AC* —
sekwencja nr 2, zostaly zidentyfikowane do rodzaju Bacillus, uzyskane sekwencje
nukleotydowe przedstawiono na Liscie Sekwencji. Zidentyfikowane szczepy Bacillus
posiadaja korzystne wlasciwosci metaboliczne, ktére wplywaja na biordznorodnosé
mikrobiologiczng $rodowiska glebowego, ograniczajgc wzrost 1 rozprzestrzenianie
fitopatogendw grzybowych, a takze uczestnicza w procesach udostepniania zwigzkow
odzywczych dla roslin. Szczepy bakteryjne charakteryzuja si¢ bardzo dobrym wzrostem o
jasnokremowym zabarwieniu na podtozu PCA (Fig.1). Aktywno$¢ biochemiczna szczepow
wchodzacych w sktad produktu zostata scharakteryzowana na podstawie zdolnosci do utylizacji
71 substratow weglowych nalezacych do zwigzkow: aminokwasow, alkoholi cukrowych,
weglowodandw, kwasdéw cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwasow karboksylowych
(Fig.2), jak rowniez okreslenia stopnia wzrostu w obecnosci tych substratow (Fig.3). Okre§lono
wrazliwos¢ chemiczng szczepéw Spl15AD oraz Sp1 16 AC* wobec 23 zwigzkéw chemicznych
nalezacych m.in. do antybiotykéw 1 barwnikow. Wrazliwo$¢ szczepoéw bakteryjnych na te
zwiazki oceniono na podstawie zahamowania ich procesow respiracyjnych i przedstawiono w
postaci profilu intensywnosci oddechowej poszczegdlnych zwigzkow chemicznych (Fig.4), jak
rébwniez poprzez ocen¢ zahamowania stopnia wzrostu bakterii w obecnosci badanych
zwigzkoéw (Fig.5). Ponadto szczepy bakteryjne zostaly scharakteryzowane pod wzgledem
podstawowej aktywno$ci enzymatycznej za pomoca testu biochemicznego APl ZYM
(Biomerieux). Okreslono aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych tj. fosfataz, esteraz,

arylamidaz, fosfohydrolazy, B-glukozydazy, B-galaktozydazy, mannozydazy, glukozaminidazy


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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szczepow bakteryjnych stanowigcych komponenty nawozowego produktu mikrobiologicznego
(Fig.6). Szczep Bacillus sp. Sp115AD, charakteryzowal si¢ wysoka aktywnoscig esterazy,
esterazy lipazy, fosfohydrolazy naftylo-AS-Bl, natomiast szczep Bacillus sp. Sp116AC*
charakteryzowal si¢ wysoka aktywnoscig fosfohydrolazy naftylo-AS-BI oraz $rednig lub
niewielkg aktywnoS$cig esterazy, fosfatazy alkalicznej, esterazy lipazy, o- chymotrypsyny,
kwasnej fosfatazy, a- galaktozydazy i - glukozydazy (Fig.7).

Przyktad 2. Okreslenie antagonizmu szczepow z rodzaju Bacillus wchodzgcych w sklad
nawozowego produktu mikrobiologicznego wobec roslinnych patogenow grzybowych |

grzybopodobnego lggniowca — eksperyment szalkowy

Zdolno$ci antagonistyczne nawozowego produktu mikrobiologicznego zawierajacego
konsorcjum szczepow z rodzaju Bacillus: Bacillus sp. Sp115AD oraz Bacillus sp. Sp116AC*,
bedacych gtownymi sktadnikami produktu, okreslono w stosunku do izolatow srodowiskowych
patogendw, wyizolowanych z ekologicznych plantacji owocow migkkich w Laboratorium
Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej Instytutu Agrofizyki PAN. Badania antagonizmu
bakterii przeprowadzono wobec nastepujacych grzybow: Botrytis sp. (G277/18 i/lub G276/18),
Verticillium sp. (G297/18 i/lub G296/18), Colletotrichum sp. (G 166/18 i/lub G171/18) oraz
grzybopodobnego legniowca Phytophthora sp. (G408/18 i/lub G184/21).

Antagonizm okreslano na ptytkach Petriego o $rednicy 90 mm, na podtozu agarowym
PDA (Plate Dextrose Agar). Cate podtoze na ptytce inokulowano 300 pl lub 100 ul zawiesiny
zarodnikow fitopatogenu, o transmitancji 70%, nastepnie na srodek ptytki wyktadano jatowy
krazek bibuly o $rednicy 5 mm, nasgczony zawiesing bakteryjnego produktu zawierajacego
szczepy wyselekcjonowanych bakterii: Bacillus sp. Sp115AD oraz Bacillus sp. Sp116AC*.
Ptytki inkubowano w temperaturze 27°C, przez 5-7 dni i dokonywano pomiaru stref
zahamowania wzrostu grzybni lub/i zahamowania zarodnikowania (Fig.8-Fig.9).
Przeprowadzono tez badania przechowalnicze, w ramach ktorych okresowo w czasie 6
miesigey przechowywania produktu w réznych warunkach, w tym w temperaturze pokojowej
(~21°C), warunkach chtodniczych (4°C) oraz w podwyzZszonej temperaturze sktadowania
(35°C), okreslano wlasciwosci antagonistyczne produktu na réznych nosnikach — ptynnym
(podtoze hodowlane), nierozpuszczalnym w wodzie (dolomit mikronizowany) oraz
rozpuszczalnym w wodzie (maltodekstryna). Uzyskane wyniki wskazuja, ze wtasciwosci
antagonistyczne opracowanych formulacji produktu wobec kluczowych fitopatogenow

grzybowych 1 grzybopodobnych lggniowcoéw owocoéw migkkich na ogét utrzymywaty sie¢ w
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czasie przechowywania, jednakze efekt ten zalezny byt zaréwno od testowanego patogenu oraz
zastosowanych warunkéow przechowywania (Fig.10-Fig.12). Najlepsze wtasciwosci
antagonistyczne po 1 miesigcu przechowywania nawozowego produktu mikrobiologicznego,
w ktorym bakterie immobiolizowane byle na maltodekstrynie uzyskano wobec
grzybopodobnego legniowca Phytophthora sp., wykazujac wlasciwosci biobdjcze i
niedopuszczajac do rozwoju tego patogenu, a dla badanych fitopatogenow grzybowych
zaobserwowano dziatanie fungistatyczne bioproduktu, objawiajace si¢ hamowaniem
zarodnikowania grzybow z rodzaju Botrytis, Colletotrichum i Verticillium (Fig.10). Najlepsze
wilasciwo$ci antagonistyczne po 6 miesigcach przechowywania produktu odnotowano dla
preparatu na no$niku — dolomicie mikronizowanym, ktory byl skuteczny w stosunku do
fitopatogendw z rodzaju Phytophthora, Botrytis i Verticillium, wykazujac wtasciwosci
biobojcze 1 niedopuszczajac do rozwoju tych patogenow, a takze fungistatyczne, objawiajace

si¢ hamowaniem zarodnikowania grzybow z rodzaju Colletotrichum (Fig.12).

Przyktad 3. Okreslenie liczebnosci bakterii w nawozowym produkcie mikrobiologicznym

Liczebnos¢ bakterii w przygotowanym nawozowym produkcie mikrobiologicznym
okreslono poprzez zliczenie i okreSlenie ogolnej liczebno$ci bakterii metoda wysiewu
rozcienczen. Z szeregu rozcienczen bioproduktu od 107 do 108, z kazdego rozcienczenia
wysiano po 0,1 ml na plytke Petriego o $rednicy 90 mm z podiozem PCA, rozprowadzono
rOwnomiernie po powierzchni pozywki po czym inkubowano w temperaturze 26°C, przez 72
godziny. Wyroste kolonie zliczono i wyznaczono og6lng liczebno$¢ bakterii w postaci ptynnej
bioproduktu (jtk/ml) oraz w formulacjach suchych nawozowego produktu mikrobiologicznego
(jtk/g).

W preparacie po wytworzeniu wykazano ogélng liczebno$é bakterii na poziomie >10°
jtk/ml produktu bakteryjnego w postaci ptynnej oraz >10° jtk/g produktu bakteryjnego w
postaci suchej rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej w wodzie. Wyniki badan przechowalniczych
wykazaly na utrzymywanie si¢ w preparacie bakteryjnym liczebnosci na poziomie >108 jtk/g
lub >108 jtk/ml, a nawet >10° jtk/g produktu w zaleznosci od zastosowanych warunkow

przechowywania przez okres 6 miesiecy.

Przyktad 4. Dziatanie nawozowego produktu mikrobiologicznego na utrzymanie i/lub

poprawe bioréinorodnosci mikrobiologicznej gleby i mikrobiom roslin — testy wazonowe
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W  celu okre$lenia dziatania nawozowego produktu mikrobiologicznego na
bioréznorodno$¢ mikrobiologiczng gleby 1 mikrobiom roslin przeprowadzono eksperyment
szklarniowy na roslinach maliny odmiany Polana. Rosliny posadzono do doniczek o
pojemnosci 3 litrow zawierajacych podloze wzrostowe sktadajace si¢ z % objetosci gleby 1 /2
objetosci torfu o granulacji 7-20 mm. Produkt zaaplikowano na powierzchni¢ korzeni, a
kombinacj¢ kontrolng stanowity rosliny nietraktowane preparatem, rosngce w podtozu z
dodatkiem 5 g suszonego obornika na doniczk¢. W przykladzie wykonania produkt
zastosowano w formie ptynnej. W celu okreslenia zmian biordéznorodnosci wykonano badania
obejmujace charakterystyke zbiorowisk bakterii 1 grzybow za pomoca sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS) z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania w
technologii Illumina SBS (Sequencing-by-Synthesis) za pomocg aparatu MiSeq oraz narzgdzi
bioinformatycznych takich jak QIIME2 i dokonano analizy uzyskanych wynikéw w oparciu o
sekwencjonowanie markera 16S rDNA dla bakterii oraz ITS1 dla grzybow i okreslono
réznorodno$¢ mikroorganizmow ryzosfery i1 korzeni roslin. Aplikacja produktu bakteryjnego
pozwolita oceni¢ zmiany wskaznikéw biordéznorodnosci, w tym efektywnej liczby gatunkow
(ENS) bakterii 1 grzybow w ryzosferze oraz korzeniach roslin traktowanych i nietraktowanych
produktem. Nawozowy produkt mikrobiologiczny spowodowat zwiekszenie bior6znorodnosci
bakterii w ryzosferze w stosunku do kontroli (Fig.13) oraz zachowanie bior6znorodnosci
grzybow na poziomie wariantu kontrolnego. Ponadto produkt spowodowatl zwigkszenie ENS
grzybow zasiedlajacych korzen w stosunku do probek kontrolnych korzeni nietraktowanych
produktem (Fig.14). Dokonano réwniez analizy grup troficznych i gildii funkcjonalnych
grzybow z wykorzystaniem bazy danych FunGuild. Wyniki te wykazaly, ze w korzeniu roslin
traktowanych nawozowym produktem mikrobiologicznym zaobserwowano obnizenie grupy
patotroféw oraz trybow mieszanych: patotrofow-symbiotrofow i patotrofow-saprotrofow-
symbiotrofow, a takze odnotowano zwigkszenie saprotroféw oraz symbiotroféw w korzeniu.
Wykazano rowniez zwigkszenie symbiotroféw oraz sapro-symbiotrofow w ryzosfezre malin
traktowanych nawozowym produktem mikrobiologicznym, a takze obnizenie trybu mieszanego
patotrof-saprotrof-symbiotrof (Fig.15). Dodatkowo wykazano, ze w po aplikacji produktu
zmniejszyla si¢ ilo$¢ gildii przypisanych do patogendw ros$lin (Fig.16). Analiza wynikow
uzyskanych dla zbiorowisk bakterii wykazata na ogot zwigkszenie wzglednej obfitosci bakterii
na réznych poziomach taksonomicznych po zastosowaniu produktu. Efekt ten odnotowano
zarowno w glebie ryzosferowej, jak rowniez korzeniu (Fig.17-Fig.19). Analiza wynikow
zbiorowisk grzybow potwierdzita brak zwiekszenia bior6znorodnosci tej grupy

mikroorganizméw w korzeniu roslin malin traktowanych produktem, a w ryzosferze



16

utrzymanie podobnego poziomu lub obnizenie obfitosci grzybow w poréwnaniu do kontroli
nietraktowanej produktem, co moze wskazywaé na ochronne dziatanie nawozowego produktu
mikrobiologicznego, ograniczajac wnikanie, zwtaszcza niekorzystnych dla ro$lin grzybéw
(Fig.20-Fig.22).

Zaleta nawozowego produktu mikrobiologicznego jest jego duza uniwersalno$¢,
potwierdzona tym, ze jest on dedykowany jest do utrzymania i/lub poprawy bioréznorodnosci
mikrobiologicznej gleby i mikrobiomu ro$lin owocéw migkkich, przy jednoczesnej kontroli
fitopatogenéw wystepujacych w  tych uprawach. Opracowany nawozowy produkt
mikrobiologiczny jest skuteczny wobec wielu patogenéw wystepujacych na plantacjach
owocow migkkich, a jego dodatkowa zaletg jest to, ze jest on oparty o naturalne skladniki z
uwzglednieniem rodzimych szczepow bakteryjnych, wyodrebnionych z ryzosfery zdrowych

ro$lin, a tym samym przyjazny dla §rodowiska.

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

W celu okreslenia wptywu nawozowego produktu mikrobiologicznego, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus sp. Sp115AD oraz Bacillus sp. Sp116AC* na
plonowanie roslin oraz wystgpowanie fitopatogenéw przeprowadzono doswiadczenia polowe,
w ktérych do technologii uprawy zostal wprowadzony nawozowy produkt mikrobiologiczny,
jako jeden z komponentdw catej technologii uprawy stosowanej w uprawie ekologicznej
truskawki i maliny. Testy prowadzono na trzech odmianach truskawki Honeoye, Rumba i
Vibrant w dwodch sposobach uprawy nawadnianym 1 nienawadnianym w ekologicznym
systemie  produkcji. Dodatkowo testy  opracowanego nawozowego  produktu
mikrobiologicznego, wprowadzonego jako jeden z elementéw technologii produkcji malin
ekologicznych, prowadzono w oparciu o doswiadczenie z czterema odmianami malin: Delniwa,
Enrosadira, Rosalita i Poemat. W do§wiadczeniach testowana byta zarowno formulacja ptynna,
jak i sucha nierozpuszczalna w wodzie produktu bakteryjnego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
gatunki 1 odmiany ro$lin r6znie reagowaty 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 produktu mikrobiologicznego, zastosowanego w pierwszym roku

w formie ptynnej, a w drugim w formie suchej nierozpuszczalnej w wodzie, zaobserwowano
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najwiekszg zwyzke plonu truskawki. Zaobserwowano, ze u odmiany Honeoye w obiekcie
nienawadnianym, w wariancie, w ktorym zastosowano dodatek produktu bakteryjnego,
zmniejszylo si¢ porazenie antraknoza. Odmiana Vibrant zareagowata natomiast zmniejszeniem
porazenia skorzastg zgnilizng owocow truskawki. Wyniki wskazuja, ze dla niektérych odmian
maliny, zwlaszcza Enrosadira 1 Rosalita, zaobserwowano zwickszenie aktywnos$ci
metabolicznej mikroorganizméw wystepujacych w roslinie i owocu, w szczegélnosci w
stosunku do weglowodandéw, w wariancie w ktorym jako jeden z elementéw uprawy
zastosowany byl opracowany produkt bakteryjny. Ogolny wskaznik réznorodnosSci
mikrobiologicznej gleby ulegl podwyzszeniu w wariancie, w ktorym wlaczono aplikacje

opracowanego produktu bakteryjnego.

Przyktad 6. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — formulacja

plynna

Do otrzymania nawozowego produktu mikrobiologicznego do utrzymania i/lub
poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby pozwalajacego jednoczesnie na kontrole
fitopatogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie
owocow migkkich, zastosowano 2 wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin,
niewykluczajgce swojego dziatania nast¢pujace szczepy bakterii: Bacillus sp. Sp115AD —
sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp116 AC* — sekwencja nr 2, na li$cie sekwencji, dla ktorych
prowadzono osobne hodowle, ktére mieszano w roéwnych proporcjach, w celu uzyskania
kompozycji zawierajacej wyizolowane z ryzosfery szczepy saprofitycznych bakterii, a hodowle
namnazajgce prowadzono w temperaturze w 30°C.

Po wstgpnym namnozeniu bakterii na agarowym podtozu Plate Count Agar w ciggu 24-
48 godzin w temperaturze 25-26°C, uzyskanym inokulum zaszczepiano podtoze namnazajace
1 prowadzono hodowle wytrzasang (120 rpm) przez 48 godzin w temperaturze 30°C. Pozywka
namnazajacg do wytworzenia produktu byto zoptymalizowane podtoze zawierajace: 6,6 g/L
NazHPOs, 3g/L KH2PO4, 1g/L NH4Cl, 0,5g/L NaCl, serwatke 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 zawierajacego: 0,5mM MnCl*4 H20, 1,2 mM ZnCl, 0,27 mM
CuCl>*2 H20, 0,23 mM CoCl>*6 H20, 0,23 mM Na:Mo0s*2 H,O. Po otrzymaniu miana
hodowli namnazajacej przeprowadzono etap indukcji przetrwalnikowania poprzez zmiang
warunkow hodowli, obejmujaca obnizenie pH pozywki hodowlanej za pomoca kwasu

mlekowego do pH 5,0-5,5. Po 48 godzinach hodowli hodowle pasteryzowano poprzez
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inkubacj¢ w temperaturze 80°C przez 20 minut. Tak przygotowana zawiesina przetrwalnikow
byta glownym z komponentow nawozowego produktu mikrobiologicznego.

Do hodowli bakteryjnej (zawiesiny przetrwalnikow) dodawano komponenty no$nika w
postaci ptynnych kwasow humusowych oraz odcieku po hodowli drozdzy. Po potgczeniu
sktadnikow przygotowany produkt zabezpieczono przed rozwojem przetrwalnikéw w komorki
wegetatywne (stabilizowano) poprzez zmian¢ odczynu, obnizajac pH nawozowego produktu

mikrobiologicznego za pomocg kwasu mlekowego do 4,0-4,5.

Przyktad 7. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego — formulacja
sucha nierozpuszczalna w wodzie suszona rozpytowo

Sposob prowadzono jak w Przykladzie 6., z tym ze po zakonczeniu hodowli, dla
uzyskania nierozpuszczalnej w wodzie formulacji suchej do oprysku badz podlewania, hodowle
poddano suszeniu rozpylowemu na serwatce w proszku, jako nos$nik wysuszonych na serwatce
bakterii zamiast pltynnego podloza hodowlanego z ptynnymi kwasami humusowymi oraz
odciekiem po produkcji drozdzy zastosowano nosnik w postaci dolomitu mikronizowanego z

dodatkiem suchych kwaséw humusowych.

Przyktad 8. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego -
nierozpuszczalna w wodzie formulacja sucha zawierajgca liofilizowane szczepy bakterii

Otrzymany sposobem opisanym w Przyktadzie 7. nawozowy produkt mikrobiologiczny
do utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby pozwalajacy jednocze$nie na
kontrole fitopatogendéw (Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w
uprawie owocoéw migkkich, posiadat analogiczny sktad jak wskazano w Przyktadzie 7, z tym
ze zamiast suszenia rozpylowego hodowle bakteryjne poddano liofilizacji z dodatkiem serwatki

w proszku jako krioprotektanta, w ilosci 5% $wiezej masy zwirowanych drobnoustrojow.

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

Sposoéb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego prowadzono jak w
Przyktadzie 7., z tym Ze hodowle poddano suszeniu rozpytowemu na maltodekstrynie zamiast
na serwatce w proszku, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji suchej do oprysku lub

zraszania, a jako no$nik wysuszonych na maltodekstrynie bakterii zamiast dolomitu
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mikronizowanego z dodatkiem suchych kwaséw humusowych zastosowano no$nik w postaci

maltodekstryny z dodatkiem suchych kwaséw humusowych.

Przyktad 10. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego —

rozpuszczalna w wodzie formulacja sucha zawierajgca liofilizowane szczepy bakterii
Nawozowy produkt mikrobiologiczny otrzymany sposobem wedlug Przyktadu 9.

posiada sktad analogiczny jak w przyktadzie 9., z tym Ze zamiast suszenia rozpytowego na

maltodekstrynie, stosuje si¢ liofilizacje z dodatkiem maltodekstryny jako krioprotektanta.

ZASTRZEZENIA PATENTOWE
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1. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego do utrzymania i/lub
poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby pozwalajacego jednoczesnie na kontrole
fitopatogenow Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie
owocow mickkich, wykazujacego cechy biostymulacyjnego dziatania na ro$liny, z
zastosowaniem szczepow bakterii z rodzaju Bacillus, znamienny tym, Ze stosuje sig:

- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 1 oraz
Bacillus sp. Spl16AC* — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, hodowane na podiozu
namnazajagcym z serwatka i mikroelementami, przygotowanym na wodzie, zawieszone w
podtozu hodowlanym albo suszone na nosniku albo liofilizowane na no$niku;

- no$nik wilasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci plynnej albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie;

- dodatek ptynnych kwasow humusowych i odcieku po produkcji drozdzy dla postaci ptynnej
albo suchych kwaséw humusowych dla postaci suchej jako uzupetniajacych komponentow
no$nika wlasciwego.

2. Sposéb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug zastrz. 1,
znamienny tym, ze obejmuje sposob prowadzenia hodowli szczepdéw bakterii z rodzaju
Bacillus, o sekwencjach odpowiednio nr 1 i 2, wskazanych na liScie sekwencji, w ktorym
szczepy bakterii namnaza si¢ wstgpnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu agarowym Plate
Count Agar, w temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin, a nastgpnie tak przygotowanym
inokulum szczepi si¢ ptynne podloze namnazajace, w ilosci 5%-15% objetosci podloza
hodowlanego i prowadzi si¢ hodowle namnazajaca w warunkach hodowli wytrzasane; w
temperaturze 30°C przy 120 rpm.

3. Sposéb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtlug 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 hodowle namnazajaca prowadzi si¢ przez 48 godzin.

5. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze podioze namnazajace zawiera w 1 litrze: 20g
serwatki, 6,69 NaxHPO4, 3g KH2PO4, 1g NH4Cl, 0,59 NaCl, 0,022g CaCl,, 0,18g MgSQsg,
12,9mg FeCl,, w granicach +10% kazdego ze sktadnikéw podtoza.
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6. Sposdb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze dla podloza namnazajgcego stosuje si¢ serwatke w
proszku, korzystnie kwas$ng neutralizowang.

7. Sposdb 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. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze po otrzymaniu miana hodowli namnazajgcej nie
mniejszego niz 10° jtk/ml przeprowadza sie etap indukcji przetrwalnikowania, korzystnie
poprzez obnizenie pH pozywki hodowlanej kwasem mlekowym do pH 5,0-55 i po 48
godzinach hodowli i wytworzeniu przetrwalnikow przez komorki bakteryjne hodowle
pasteryzuje si¢ poprzez inkubacje w temperaturze 80°C przez 20 minut i otrzymang zawiesing
przetrwalnikow  stosuje  si¢  jako glowny komponent nawozowego  produktu
mikrobiologicznego.

9. Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z zastrz. 2-8, znamienny tym, ze po zakonczeniu hodowli, jako komponent nosnika dodaje si¢
kwasy humusowe, ktore w zaleznos$ci od formulacji produktu maja posta¢ ptynng albo sucha.
10.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze jako nos$nik bakterii dla postaci ptynnej stosuje si¢
namnazajace podioze hodowlane otrzymane poprzez potaczenie 390-410 ml zawiesiny
przetrwalnikow kazdego szczepu bakteryjnego: Bacillus sp. Sp115AD i Bacillus sp. Sp116AC*
onr 112 na liScie sekwencji 1 45-55 ml ptynnych kwaséw humusowych oraz 145-155 ml
odcieku po hodowli drozdzy.

11.  Sposoéb otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze otrzymana posta¢ ptynna poddaje si¢ stabilizacji
zabezpieczajacej przed rozwojem przetrwalnikoOw poprzez obnizenie odczynu preparatu do
pH=4,0-4,5.

12.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedhug zastrz. 11,
znamienny tym, ze stosuje si¢ kwas mlekowy.

13.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z zastrz. 1-9, znamienny tym, ze dla uzyskania postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie
zawiesine przetrwalnikéw poddaje si¢ suszeniu rozpytowemu na serwatce w proszku albo
liofilizacji z dodatkiem serwatki w proszku, jako krioprotektanta, w ilosci 5% S$wiezej masy

zwirowanych drobnoustrojow, uzyskujac liofilizaty bakteryjne o koncentracji nie mniejszej niz
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10! jtk/g, a wysuszone albo liofilizowane bakterie dodaje si¢ w rownych ilosciach do uzyskania
produktu o koncentracji kazdego ze szczepdéw w zakresie 10% — 10! jtk/g.

14.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z zastrz. 1-9, albo 13, znamienny tym, ze do postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie jako
komponent no$nika stosuje si¢ suche kwasy humusowe w ilo$ci 0,55-0,65 g/kg produktu, a jako
no$nik wszystkich komponentéw stosuje si¢ dolomit mikronizowany, stanowiacy dopelnienie
do 1 kg produktu.

15.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedtug dowolnego
z zastrz. 1-9, znamienny tym, ze dla uzyskania postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, jako
krioprotektant bakterii w procesie suszenia rozpylowego albo liofilizacji oraz no$nik
wszystkich  komponentéw nawozowego produktu mikrobiologicznego, stosuje si¢
maltodekstryne, a wysuszone/liofilizowane bakterie 0 koncentracji nie mniejszej niz 10! jtk/g
dodaje si¢ w rownych ilo$ciach do uzyskania produktu o koncentracji kazdego ze szczepow w
zakresie 108 — 10 jtk/g.

16.  Sposob otrzymywania nawozowego produktu mikrobiologicznego wedlug dowolnego
z zastrz. 1-9, albo 15, znamienny tym, ze do postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie jako
komponent no$nika stosuje si¢ suche kwasy humusowe w ilosci 0,55-0,65 g/kg nawozowego
produktu mikrobiologicznego, a maltodekstryna jako krioprotektant bakterii i no$nik whasciwy
stanowi dopetnienie do 1 kg.

17. Nawozowy produkt mikrobiologiczny do wutrzymania i/lub poprawy jakosci
mikrobiologicznej gleby pozwalajacy jednoczesnie na kontrole fitopatogenow (Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocoéw migkkich,
wykazujacy cechy biostymulacyjnego dziatania na ro$liny, zawierajacy Szczepy bakterii z
rodzaju Bacillus, znamienny tym, ze zawiera dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych
roslin, nie wykazujace wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus
sp. Sp115AD — sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp116AC* — sekwencja nr 2 na liscie
sekwencji, no$nik wtasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej produktu albo
dolomitu mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo
maltodekstryny dla postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie oraz zawiera dodatek ptynnych
kwasé6w humusowych i odcieku po hodowli drozdzy jako uzupekniajacych komponentéw
nos$nika wtasciwego dla postaci ptynnej albo dodatek suchych kwaséw humusowych dla postaci
suchej rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej w wodzie, przy czym izolaty bakteryjne
wyhodowane sg na podtozu namnazajacym z serwatka i mikroelementami, przygotowanym na

wodzie 1 zawieszone na nosniku albo suszone na nos$niku albo liofilizowane na no$niku.
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18.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 17, znamienny tym, ze zawiera
szczepy bakteryjne Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp116AC* —
sekwencja nr 2 na liscie sekwencji, w rownym stosunku wagowym dla postaci suchej albo w
rownym stosunku objetosciowym dla postaci ptynne;..

19.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 17 albo 18, znamienny tym, ze
izolaty bakteryjne wyhodowane sg na podtozu namnazajacym z serwatka w proszku, korzystnie
kwasng neutralizowana.

20.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug dowolnego zastrz. 17 - 19, znamienny
tym, ze koncentracja kazdego ze szczepow bakteryjnych jest w postaci ptynnej w zakresie 108
— 10" jtk/ml.

21. Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug dowolnego zastrz. 17 - 20, znamienny
tym, ze jego postac ptynna zawiera w 1 litrze 45-55 ml dodatku ptynnych kwasow humusowych
oraz 145-155 ml dodatku odcieku po hodowli drozdzy.

22. Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug dowolnego zastrz. 17 - 19, znamienny
tym, Ze koncentracja kazdego ze szczepdw bakteryjnych jest w postaci suchej rozpuszczalnej
albo nierozpuszczalnej w wodzie w zakresie 108 — 10 jtk/g.

23.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 17, 18, 19 albo 22, znamienny
tym, Ze jego posta¢ sucha rozpuszczalna albo nierozpuszczalna w wodzie zawiera W 1 kg
dodatek suchych kwaséw humusowych w ilosci 0,55-0,65 g.

24.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 17, 18, 19, 22 albo 23, znamienny
tym, Zze ma posta¢ suchg nierozpuszczalng w wodzie i zawiera serwatke sproszkowanag jako
krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpylowego 1 dolomit mikronizowany jako
nos$nik wiasciwy.

25.  Nawozowy produkt mikrobiologiczny wedtug zastrz. 17, 18, 19, 22 albo 23, znamienny
tym, ze ma posta¢ suchg rozpuszczalng w wodzie i zawiera maltodekstryng jako krioprotektant

w procesie liofilizacji lub suszenia rozpylowego i jako nos$nik wtasciwy.
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Dextrin

D-Trehalose

Glycerol

D-Turanose

D-Melibiose
3-Methyl-D-Glucoside
D-Lactose

D-Galactose

D-Fructose
N-Acetyl-B-D-Mannosamine
D-Glucose

D-Galacturonic Acid
L-Galactonic Acid Lactone
D-Mannose

D-Mannitol
N-Acetyl-D-Glucosamine
Inosine

Methyl Pyruvate
L-Rhamnose
Glucuronamide
D-Fructose-6-PO4

Pectin

D-Sorbitol

Mucic Acid

L-Lactic Acid

D-Saccharic Acid

Citric Acid

Inositol

Keto Glutaric Acid
L-Aspartic Acid
L-Glutamic Acid
D-Glucuronic Acid
D-Aspartic Acid
Bromo-Succinic Acid
L-Pyroglutamic Acid
Acétoacetic Acid

Acetic Acid
N-Acetyl-D-Galactosamine
Glycyl-L-Proline

N-Acetyl Neuraminic Acid
D-Fucose

. . D-Serine
D-Lactic Acid Methyl Ester
D-Arabitol

D-Malic Acid

Keto Butyric Acid
3-Methyl Glucose
L-Fucose
D-Glucose-6-PO4
L-Serine

Quinic Acid

D-Serine

Hydroxy Butyric Acid
3-Hydroxy-D,L-Butyric Acid
Formic Acid
p-Hydroxy-Phenylacetic Acid
Propionic Acid

Tween 40

. Gelatin

Amino Butyric Acid
L-Arginine

L-Histidine

D-Maltose

StSurg:rose

achyose

Bl 09 D-Raffi%l/oge

10,7 D-Salicin
'~ D-Gluconic Acid
105 D-Cellobiose
B 0,3 GeLng\?blose
-Alanine

Bl 01 | Malic Acid

A 590 nm Bacillus sp. Sp115AD

Bacillus sp. Sp116AC*

Fig. 2
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Dextrin

L-Rhamnose

Acetic Acid

) Gelatin

Amino Butyric Acid

-Maltose

D-Mannose

D-Mannitol

D-Trehalose
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D-Fructose

Glycerol
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p-Hydroxy-Phenylacetic Acid

Propionic Acid
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B3-Hydroxy-D,L-Butyric Acid

Formic Acid

Methyl Pyruvate

Keto Butyric Acid

N-Acetyl-D-Galactosamine

D-Serine

Inositol

D-Glucose

D-Fucose

3-Methyl Glucose

L-Fucose

L-Alanine

D-Fructose-6-PO4

N-Acetyl Neuraminic Acid

.~ Glycyl-L-Proline

D-Lactic Acid Methyl Ester

Citric Acid

D-Arabitol

D-Malic Acid

L-Lactic Acid

_Pectin

D-Galacturonic Acid

Tween 40

Acetoacetic Acid

Inosine

D-Aspartic ﬁc!g
uinic Aci

Il 0,36 -Arginine

Bl 0,31 L-Pyroglutamic Acid

o026 KetoGlutaric Acid

£ 021 5 g M A
'~ Bromo-Succinic Aci

1016 Mucic Acid

[ 0,11 D-Saccharic Acid

I 0,06
Bl 0,01 A 750nm

Bacillus sp. Sp115AD

Bacillus sp. Sp116AC*
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Positive Control
~ 1% NaCl
1% Sodium Lactate

. 'DH. 6
Potassium Tellurite
8% NaCl
__Aztreonam
~Rifamycin SV
Lithium Chloride
Sodium Butyﬁtg

Sodlum_B_roPnaj[e
Fusidic Acid
Tetrazolium Blue
Tetrazolium Violet
Troleandomycin
Nalidixic Acid
Niaproof 4
Minocycline
Lincomycin
Vancomycin

4% NaCl
Guanidine HCI

353833 Bacillus sp. Sp115AD

B0 CIE P 590mm Bacillus sp. Sp116AC*

Fig. 4
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Positive Control
pHS

pH 6

Potassium Tellurite
1% NaCl

Lithium Chloride
1% Sodium Lactate
4% NaCl
Guanidine HC1
Fusidic Acid
Tetrazolium Blue
Sodium Bromate
Tetrazolium Violet
Troleandomycin
Vancomycin
Lincomycin
Minocycline
Niaproof 4
Nalidixic Acid
Aztreonam

8% NaCl
Rifamycin SV
Sodium Butyrate

Rt Cpe Bacillus sp. Spl15AD
HCCER A 750nm Bacillus sp. Sp116AC*

Fig. 5

Sp115AD
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AKtywnos$¢ Zastosowany substrat Bacillus sp. | Bacillus sp.
enzymatyczna Spl115AD Spl16AC*
Fosfataza alkaliczna | 2- naftylo- fosforan ++ +
Esteraza (C 4) 2-naftylo-maslan +++ ++
Esteraza lipaza (C 8) | 2-naftylo-kaprylan +++ I
Lipaza (C 14) 2- naftylo- mirystynian - -
Arylamidaza leucyny | L-leucylo-2- naftylamid ++ -
Arylamidaza waliny | L-walilo-2- naftylamid I -
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 AFaF +
Fosfohydrolaza Naftylo-AS-BI-fosforan +++
naftylo-AS-BlI +++
a- galaktozydaza 6-Br-2-naftylo- aD-galaktopiranosyd | - +
B- galaktozydaza 2-naftylo- pD-galaktopiranosyd - ais
B- glukuronidaza Naftylo-AS-BI- BD- glukuronid - -
a - glukozydaza 2- naftylo- aD- glukopiranozyd ++ -
B — glukozydaza 6-Br-2-naftylo- B D- | ++

galaktopiranozyd ais
N-acetylo-f- 1- naftylo-N- acetyl- BD- | -
glukozaminidaza glukozaminid -

a- mannozydaza

6-Br-2-naftylo- oo D-mannopiranozyd

a- fukozydaza

2- naftylo- aL- fukopiranozyd

Fig. 7
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Phythophtora spp.  Colletotrichum spp. Botrytis spp. Verticillium spp.
G408/18 G171/18 G277/18 G296/18
Fig. 8
Fitopatogeny Strefa Strefa zahamowania Strefa zahamowania

zahamowania

wzrostu (mm)

wzrostu (mm)

wzrostu (mm) +odchylenie +odchylenie
+odchylenie standardowe — posta¢ | standardowe — posta¢
standardowe — sucha sucha rozpuszczalna
postaé plynna nierozpuszczalna w w wodzie
wodzie

Colletotrichum sp. 15,50 +£13,67 13,30 £1,50 21,30 +40

G171/18

Botrytis sp. 22,70 £7,51 52,00 +£33,00 27,00 £2,60

G277/18 1 G276/18

Phytophthora sp. 11,00 +1,41 50,70 £23,60 78,30 +£10,40

G408/18 / G184/21

Verticillium sp. 19,90 +£8,4 43,00 +41,00 46,00 £7,90

G297/18 / G296/18

Fig. 9
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Phytophthora sp. Verticillium sp. Colletotrichum sp. Botrytis sp.
G184/21 G296/18 G171/18 G276/18
kontrola kontrola kontrola kontrola

Fig. 10
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Zakazenie

Phytophthora sp. — Colletotrichum sp. - Phytophthora sp. —_— Colletotrichum sp. 2 Phytophthora sp. - Colletotrichum sp. "
G184/21  Verticillumsp.  G171/18 Botrytis sp. G184/21 Verticillium sp.  G171/18 Botrytis sp. G184/21  \Verticilliumsp. G171/18 Botrytis sp.
kontrola G296/18 kontrola G276/18 G296/18 kontrola G276/18 kontrola G296/18 kontrola G276/18

kontrola
kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
Temperatura pokojowa (~21°C) Temperatura 4°C Temperatura 35°C

Fig. 11
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Phytophthora sp.  Verticillium sp. Colletotrichum sp.  Botrytis sp.
G184/21 G296/18 G171/18 G276/18
kontrola kontrola kontrola kontrola

Fig. 12
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700 — Srednia
[] Srednia+Blad std
T Srednia+0,95 Przedz. ufn.

600 1
500
400 ¢
300 ¢

200 ¢

Efektywna liczba gatunkéw grzybow w korzeniu
(ENS - ITS1)

100

0 |

| ENS: KW-H(1;6) = 3,8571; p = 0,0495| Obiekt

Fig.14
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K - Ryzosfera

P2 - Ryzosfera

® Symbiotrof
Saprotrof-Symbiotrof

m Saprotrof

m Patotrof-Symbiotrof
Patotrof-Saprotrof-Symbiotrof

m Patotrof-Saprotrof
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patogeny zwierzgce-endofity-patogeny ro$linne-niezidentyfikowane saprotrofy
= patogeny zwierz¢ce-endofity-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
w saprotrofy nawozow organicznych-endofity-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
60 = grzyby endomykoryzowe-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
m endofity-pasozyty porostow-patogeny ro$linne-niezidentyfikowane saprotrofy
50 [ I m endofity-patogeny ro$linne
m endofity-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
i m endofity-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
m pasozyty grzybow-patogeny roslinne-saprotrofy roslinne
o m patogeny roslinne-niezidentyfikowane pasozyty-niezidentyfikowane saprotrofy
m patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
m patogeny ros$linne-saprotrofy drewna
patogeny zwierzece-endofity-pasozyty grzybow-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
= patogeny zwierzgce-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy

20

® patogeny zwierzg¢ce-patogeny roslinne
m patogeny ro$linne

K Ryzosfera P2 K  Korzenie P2

Fig. 16
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il d__Bacteris;p__Proteobscteria - d__Bacteris;p__Spirochsetota
| d__Bacteria;p__Bacteroidota . d__Bacteris;p__Sumerlseots
. d__Bascteris;p__Actinobacteriots . d__Bscteris;p__Elusimicrobiots
80% . d__Bscteris;p__Planctomycetota . d__Bacteria;p__Hydrogenedentes
. d__Bacteris;p__Pstescibacteria . d__Bascteris;p_ WPS-2
70% . d__Bacteria;p__Verrucomicrobiots - d__Bacteris;p__SAR324_clade{Marine_group_B)
B c_ssctenisio_Acidobacteriots d__Bscteria;p__Abditibacteriota
gm_ . d__Bacteris;p__Myxococcota d__Bscteris;p__WS2
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30% - . d__Bacteria;p__Cyanobsacteria . d__Bacteris;p__Nitrospirota
. d__Bacteris;p__Armstimonadota . d__Bacteris;p__Deinococcots
oo . d__Bacteris;__ d__Bacteria;p__Margulisbacteria
. d__Bacteris;p__Dependentise d__Bacteria;p__Methylomirabilots
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K P2 K P2
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Fig. 17
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. k__Fungi;p__Ascomycotsa

- k__Fungi;___

. k__Fungi;p__Bssidiomycota
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. k__Fungi;__;_

. k__Fungi:p__Ascomycota;__
k__Fungi:p__Basidiomycota;__
k__Fungi;p__Ascomycota;c__Sordariomycetes

J k__Fungi:p__Ascomycota;c__Leotiomycetes

. k__Fungi:p__Ascomycota;c__Dothideomycetes

. k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Agaricomycetes

- k__Fungi;p__Ascomycota;c__Eurotiomycetes

. k__Fungi;p__Rozellomycota;c__unidentified

. k__Fungi:p__Chytridiomycota;c__unidentified
k__Fungi:p__Basidiomycota;c__Tremellomycetes
k__Fungi:p__Glomeromycota;c__Glomeromycetes

¥\ k__Fungi:p__Chytridiomycota;__
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k__Fungi;p__Rozellomycota;__

k__Fungi:p__unidentified;c__unidentified

k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Microbotryomycetes
‘ t}k_Fungi;p_MortiereIIomycota;c_MortiereIIomycetes
. k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Ustilaginomycetes
. k__Fungi:p__Basidiomycota;c__Exobasidiomycetes
. k__Fungi;p__Mucoromycota;c__Umbelopsidomycetes
. k__Fungi;p__Chytridiomycota;c__Spizellomycetes
- k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Cystobasidiomycetes
k__Fungi;p__Ascomycota;c__Pezizomycetes
k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Agaricostilbomycetes
i\ k__Fungi;p__Ascomycota;c__Saccharomycetes
. k__Fungi:p__Chytridiomycota;c__Lobulomycetes
- k__Fungi:p__Chytridiomycota;c__Rhizophydiomycetes
. k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Malasseziomycetes
. k__Fungi;p__Mucoromycota;c__Endogonomycetes
. k__Fungi;p__Kickxellomycota;c__Harpellomycetes
k__Fungi;p__Ascomycota;c__Lecanoromycetes
k__Fungi;p__Rozellomycota;c__Rozellomycotina_cls_Inceri
‘ k__Fungi:p__Chytridiomycota:c__Rhizophlyctidomycetes
- k__Fungi;p__Mucoromycota;c__unidentified
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SKROT OPISU

Przedmiotem  wynalazku  jest Sposob  otrzymywania  nawozowego  produktu
mikrobiologicznego do utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologicznej gleby
pozwalajgcego jednoczesnie na kontrole fitopatogenéw Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocoéw migkkich, wykazujacego cechy
biostymulacyjnego dziatania na ro$liny, z zastosowaniem szczepow bakterii z rodzaju Bacillus,
w ktéorym stosuje si¢: dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace
wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus sp. Spl15AD -
sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp116AC* — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, hodowane na
podtozu namnazajacym z serwatkg i mikroelementami, przygotowanym na wodzie, zawieszone
w podlozu hodowlanym albo suszone na nosniku albo liofilizowane na nos$niku; nos$nik
wlasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej albo dolomitu mikronizowanego
dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla postaci suchej
rozpuszczalnej w wodzie oraz dodatek ptynnych kwasow humusowych i odcieku po produkc;ji
drozdzy dla postaci ptynnej albo suchych kwasow humusowych dla postaci suchej jako
uzupetniajacych komponentéw nosnika wiasciwego. Przedmiotem wynalazku jest ponadto
nawozowy produkt mikrobiologiczny do utrzymania i/lub poprawy jakosci mikrobiologiczne;j
gleby pozwalajacy jednoczes$nie na kontrole fitopatogendéw Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocow, wykazujacy cechy biostymulacyjnego

dziatania na rosliny.

(25 zastrzezen)



