Sposéb otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin
malin o dzialaniu biostymulacyjnym dla roslin, poprawiajacym jakos¢ gleby, w tym
transformacje  materii  organicznej, przy jednoczesnych  wlasciwos$ciach
antagonistycznych w stosunku do fitopatogenéw grzybowych nalezacych do rodzaju
Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora oraz biopreparat do naturalizacji

ryzosfery roslin malin

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania ekologicznego bakteryjnego
biopreparatu — kompleksu do naturalizacji ryzosfery roslin malin, gdzie sktadnikiem
aktywnym sg wyselekcjonowane izolaty srodowiskowe bakterii z rodzajow Arthrobacter
sp., Pseudomonas sp. i Rhodococcus sp., pochodzacych z naturalnych siedlisk malin
dzikorosngcych z obszaru Polski oraz biopreparat do naturalizacji ryzosfery roslin malin.
Przedmiot wynalazku obejmuje sposob prowadzenia hodowli szczepow bakterii z rodzajow
Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus do zastosowania w biopreparacie oraz

kompozycje¢ podtoza namnazajgcego dla tych bakterii.

Grzybowe patogeny owocoéw migkkich sg powaznym zagrozeniem dla
wspotczesnego rolnictwa ekologicznego. Do patogenow, ktére powoduja najwigksze straty
w rolnictwie mozna zaliczy¢ migdzy innymi mikroorganizmy z rodzajow Botrytis,
Colletotrichum, Phytophthora i Verticillium. Patogeny grzybowe w rolnictwie
konwencjonalnym, w ktorym powszechnie stosowane sa $rodki ochrony roslin, powoduja
nawet 18% strat w plonach (OERKE, E. 2006. Crop losses to pests. The Journal of
Agricultural Science, 144(1), 31-43). Ze wzgledu na rozporzadzenie Rady Europejskiej
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(WE) nr 834/2007 z dnia 28 czerwca 2007 roku rolnicy, ktorzy prowadza uprawy w sposob
ekologiczny zmuszeni sg do ograniczenia stosowania konwencjonalnych preparatéw
ochrony ro$lin. Ponadto, zgodnie z zatozeniami dokumentow strategicznych Europejski
Ziclony tad (European Green Deal, 2020, https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-
2019-2024/european-green-deal_pl) oraz Strategii na rzecz Bior6znorodnosci do 2030 roku
(EU Biodiversity Strategy for 2030,
https://ec.europa.eu/environment/nature/biodiversity/strategy/index_en.htm)  planowane
jest zwigkszenie powierzchni upraw ekologicznych, zmniejszenie zuzycia pestycydow oraz
nawozOéw mineralnych, co sprawia, ze poszukiwanie rozwigzan alternatywnych i
opracowywanie biopreparatow opartych o naturalne mikroorganizmy jest w pelni
uzasadnione i wychodzi naprzeciw potrzebom konsumentow. W/w regulacje sugeruja
stosowanie w zamian $rodkdw pochodzenia naturalnego takich jak biopreparaty,
biostymulatory czy bioprodukty. Srodki te, a zwlaszcza bioprodukty mikrobiologiczne,
pozytywnie wplywaja na zdrowie rosliny, jej wzrost i1 plon, a takze zwigkszaja odpornosé
roslin na biotyczne lub abiotyczne stresy srodowiskowe (Pylak, M., Oszust, K. & Frgc, M.
2019. Review report on the role of bioproducts, biopreparations, biostimulants and
microbial inoculants in organic production of fruit. Rev Environ Sci Biotechnol 18, 597—
616). Dodatkowo, obserwowane zagrozenia dla utrzymania dobrej jako$ci srodowiska
glebowego m.in. zwigzane z glebowa materig organiczng (Bolinder M.A., Crotty F., Annemi
E., Frac M., Kismdnyoky T., Lipiec J., Tits M., Toth Z., Kdtterer T., 2020, The effect of crop
residues, cover crops, manures and nitrogen fertilization on soil organic carbon changes in
agroecosystems: a synthesis of reviews. Mitigation and Adaptation Strategies for Global
Change https://doi.org/10.1007/s11027-020-09916-3), ktore wplywaja jednoczes$nie na
jakos¢ plonowania, wymagaja opracowania rozwigzan, ktore przyczynia si¢ do poprawy
jakosci srodowiska glebowego. Ponadto, w zwiagzku z tym, Ze konsumenci coraz czgsciej
siegajg po produkty ekologiczne, jako zdrowsze i charakteryzujace si¢ lepszg warto$cig
odzywczg, oraz majace mniejsze negatywne oddziatywanie na S$rodowisko naturalne
(Duncan Hunter, Meika Foster, Jennifer O. McArthur, Rachel Ojha, Peter Petocz & Samir
Samman, 2011. Evaluation of the Micronutrient Composition of Plant Foods Produced by
Organic and Conventional Agricultural Methods, Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 51:6, 571-582), istnieje potrzeba poszukiwania i opracowywania nowych

biopreparatéw, ktore moglyby znalez¢ praktyczne zastosowanie w rolnictwie.
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Biopreparaty to produkty wytworzone z zywych organizmoéow lub ich metabolitow.
Obecnie na rynku sa dostgpne biopreparaty bazujace na inokulum mikrobiologicznym takie
jak np. Micosat F czy Polyversum WP oparte odpowiednio na grzybach Trichoderma spp. i
Pythium oligandrum. Przykladowo te biopreparaty pozwalaja na hamowanie wzrostu
patogenéw owocOow migkkich nalezacych do rodzaju Botrytis. Dostepne sa tez inne
biopreparaty pozwalajace na kontrolg grzybow z rodzaju Phytophthora — PREV-AM,
Colletotrichum — Chitosan, Verticillium — Bioczos S (Zivkovié, Svetlana & Stevanovic, Milos
& Djurovic, Sanja & Risti¢, Danijela & Stosi¢, Stefan, 2018. Antifungal activity of chitosan
against Alternaria alternata and Colletotrichum gloeosporioides. Pesticidi i fitomedicina.
33.197-204., Marjanska-Cichon, Barbara & Sapieha-Waszkiewicz, Anna & Prusa, B. 2009.
Effectiveness of Biofungicides Bioczos S and Polyversum Used to Soak Strawberry Cuttings
in Verticillium Wilt Disease Control. Journal of Plant Protection Research. 49). Jednakze,
waznym czynnikiem w skutecznosci biopreparatu opartego o inokulum mikrobiologiczne
jest to, aby mikroorganizmy pochodzity z podobnej strefy klimatycznej lub nawet z roslin
nalezacych do tego samego rodzaju/gatunku na jakim docelowy biopreparat bedzie
stosowany. Zwicksza to szanse¢ na diluzsze przezycie mikroorganizméw w miejscu
zastosowania 1 wydluzenie skutecznosci zabiegu, gdyz rodzime szczepy mikroorganizmow
s lepiej przystosowane do lokalnych warunkéw srodowiskowych i lepiej radza sobie z
ograniczaniem porazenia ro$lin przez grzyby fitopatogeniczne wystepujagce w danym
regionie geograficznym (lbrahim Fikri, Ahmad & Abdul Rahman, Irman & Md nor,
Norefrina & Hamzah, Ainon., 2018. Isolation and identification of local bacteria endophyte
and screening of its antimicrobial property against pathogenic bacteria and fungi. AIP
Conference Proceedings. 1940). Sprawia to, ze istnieje potrzeba opracowania nowych
biopreparatdéw opartych o rodzime wyselekcjonowane mikroorganizmy, ktore beda
wykazywaty dziatanie biostymulacyjne dla roslin, poprawiajace jako$¢ gleby, w tym
transformacje materii organicznej oraz beda charakteryzowaly si¢ wlasciwosciami

antagonistycznymi wobec roslinnych patogenow grzybowych.

Najczesciej patenty dotyczg biopreparatow wykorzystywanych do biokontroli
pojedynczych grzybow fitopatogenicznych np. z rodzaju Alternaria czy B. cinerea (Sas-
Paszt L., Trzcinski P., Lisek A., 2016, Biopreparat bakteryjny ograniczajgcy wystepowanie
chorob przechowalniczych warzyw oraz jego kompozycja, Pat.232029). Stosowanie réznych
szczepOw bakterii np. z rodzaju Bacillus w bioproduktach, biostymulatorach wzrostu roslin

czy biopreparatach ochrony roslin jest znane 1 szeroko opisane. Z kolei z opisu patentowego
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Pat.228631 znane sg kompozycje roslinnych substancji biologicznie aktywnych w celu
ograniczenia dzialalnosci i wzrostu roslinnych patogendw grzybowych (Grzywa-Niksinska
L, Legocka I., Machalowska M., Kowiecznikow A., 2014, Biopreparat na podtozu statym do
pielegnacji roslin oraz sposob wytwarzania biopreparatu, Pat.228631). W literaturze
przedmiotu do opracowania biopreparatow wykorzystywane sa rézne nosniki dla
mikroorganizméw, ktére czgsto sg jednoczesnie podtozem hodowlanym. Opis patentowy
Pat.232023 przedstawia preparat bakteryjny do ochrony lisci ro$lin ogrodniczych przed
grzybowymi fitopatogenami, w sklad ktorego wchodzg szczepy bakterii Mitsuaria
chitosanitabida CH78A., Bacillus sp. Sp2M, Bacillus sp. Sp3F oraz Serratia plymuthica
AF65AL (Sas-Paszt L., Trzcinski P., Lisek A., 2016, Biopreparat bakteryjny do ochrony lisci
roslin ogrodniczych przed fitopatogenami pochodzenia grzybicznego oraz jego kompozycja,
Pat.232023). Preparaty te nie zawieraja jednak w swej kompozycji szczepéw innych bakterii
obecnych w przedmiotowym wynalazku. Jednocze$nie, brak jest rozwigzan opartych o
zastosowanie kilku bedacych przedmiotem niniejszego wynalazku, réznych szczepoéw
bakterii z rodzajow Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, ktore poprawiaja
udostepnianie ro§linom sktadnikéw pokarmowych oraz jako$¢ gleby i roslin poprzez synteze
enzymow oraz kontrolg fitopatogenow nalezacych do rodzaju Botrytis, Colletotrichum,
Phytophthora i1 Verticillium, poprzez zdolno$ci antagonistyczne zastosowanych
saprofitycznych szczepdw bakterii wyizolowanych z ryzosfery dzikorosngcych malin oraz

dodatkéw poprawiajacych ich konkurencyjnos¢ pokarmowa wzgledem fitopatogenow.

Najczgséciej patenty dotycza biopreparatow wykorzystywanych do kontroli
patogendow roslin warzywnych lub uprawnych, a brak jest rozwigzan, obejmujacych
dziatanie biostymulacyjne dla roslin, poprawe jakosci gleby, w tym transformacje materii
organicznej przy jednoczesnym antagonistycznym oddziatywaniu na kluczowe patogeny
grzybowe, przeznaczonych do stosowania w ekologicznej uprawie malin, lub sa to
rozwigzania obejmujace kontrole pojedynczych patogendéw np. z rodzaju Botrytis, nie
stanowigc kompleksowego rozwigzania dla wszystkich czterech patogenow grzybowych
(Botrytis spp., Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Verticillium spp.), biostymulacji

wzrostu ro$lin 1 poprawy jakosci gleby.

Brak jest tez doniesien literaturowych 1 patentdow odno$nie suplementacji

biopreparatéw dodatkami nalezacymi do zwigzkow z grupy kwasow organicznych, w celu
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poprawy konkurencyjnos$ci pokarmowej saprofitycznych izolatéw bakterii pochodzacych z

ryzosfery malin, wzgledem patogendw roslin malin.

Celem wynalazku bylo opracowanie biopreparatu do naturalizacji ryzosfery malin,
zawierajacego takie szczepy bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus,
ktére nie dziataja na siebie antagonistycznie, a ktdre posiadajg wlasciwosci transformacji
materii organicznej oraz biostymulacji roslin, a takze wykazujg aktywno$¢ antagonistyczna
w stosunku do patogendow grzybowych Botrytis spp., Verticillium spp. Colletotrichum spp.
i Phytophthora spp., oraz poprawiajacego konkurencyjnos¢ pokarmowsg szczepow
bakteryjnych wchodzacych w sktad preparatu, w stosunku do ro$linnych patogenow
grzybowych dzieki dodatkowi odpowiedniej prebiotycznej mieszanki suplementacyjne;.

Cel ten osiggni¢to poprzez opracowanie sposobu otrzymywania bakteryjnego
biopreparatu do naturalizacji ryzosfery ro§lin malin, kompozycji biopreparatu oraz istotnych
do wytworzenia biopreparatu: sposobu prowadzenia hodowli szczepdéw bakterii
Arthrobacter sp. B58/18 i B75/18, Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus sp. B12/18 do
zastosowania w biopreparacie, kompozycji podtoza namnazajacego dla tych bakterii oraz
warunkow ich suszenia na odpowiednim no$niku, a takze dodatku prebiotycznej mieszanki
suplementacyjnej.  Dzigki  przeprowadzonym  badaniom  uzyskano  unikalny,
zoptymalizowany sktad podtoza hodowlanego, nosnikéw 1 innych suplementow, ktore
decyduja zard6wno o wilasciwosciach, jak tez o oryginalnosci opracowanego biopreparatu,

stanowigc jednocze$nie zastrzezenia patentowe.

Istotg sposobu otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery
roslin malin, biostymulacji wzrostu 1 rozwoju roslin, o wtasciwosciach antagonistycznych w
stosunku do fitopatogenow grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium,
Colletotrichum, i Phytophthora, z zastosowaniem szczepéw bakterii z rodzajow
Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, jest to, ze stosuje si¢:
- 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosnacych, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, sekwencje wskazane na liscie sekwencji,

hodowane na mineralnym podtozu namnazajagcym z mikroelementami i dodatkiem Zrodta
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wegla 1 azotu, przygotowanym na wodzie albo na supernatancie ziemi okrzemkowej,
stanowigcej odpad po filtracji piwa, suszone na nosniku;

- dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajacej skladniki wybrane sposrod: kwasu
jablkowego, kwasu a-ketoglutarowego, kwasu vy-aminomastowego, N-acetylo D-

glukozoaminy albo ich dowolng mieszaning.

Korzystnie, sposob obejmuje metod¢ prowadzenia hodowli szczepow bakterii Arthrobacter
sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus sp. B12/18 o
sekwencjach odpowiednio 1-4, wskazanych na liscie sekwencji. Metoda polega na hodowli
wskazanych szczepow bakterii na podlozu namnazajacym ze zroédtem wegla i azotu,
zwigzkami mineralnymi, suszeniu na nosniku oraz suplementacji dodatkami
wspomagajacymi konkurencyjno$¢ pokarmowa szczepdw stanowigcych kompozycje
biopreparatu. Szczepy bakterii namnaza si¢ wstgpnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu
glukozowo-ziemniaczanym, w temperaturze 25-30°C, przez 24-48 godzin, a nast¢pnie tak
przygotowanym inokulum zaszczepia si¢ mineralne podloze namnazajace i prowadzi si¢
hodowle wytrzasang w warunkach tlenowych, w temperaturze 25-30°C, w czasie 72-96
godzin, korzystnie 72 godzin przy 120 rpm. Stosowane podloze namnazajgce zapewnia
wzrost kazdego ze szczepow, przy czym hodowle prowadzone sa osobno dla kazdego
szczepu, a uzyskane hodowle nastepnic miesza si¢. Dla zaszczepienia podioza
namnazajacego, wprowadza sie korzystnie 10% objetosci hodowli zawierajacej 108-10° jtk

ml lub odpowiednio 1% objetosci hodowli zawierajacej 100 jtk ml™2.

Korzystnie, mineralne podtoze namnazajace zawiera w 1 litrze jako zrodto wegla: sacharozg
w ilo$ci 30 g £10% 1 trehaloze w ilo$ci 34 g £10%, a jako zrodto azotu: NH4NO3 w ilo$ci 6

g +10%. Ponadto trehaloze stosuje si¢ w celu zabezpieczenia komorek w procesie suszenia.
Korzystnie, mineralne podtoze namnazajace zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co, Mo.

Korzystnie, po zakonczeniu hodowli wysyca si¢ ja dekstrozg, ktora stanowi 10% +5% w
stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a nastgpnie ziemig okrzemkowa, korzystnie
gruboziarnista, w stosunku wagowym do kompozycji przeznaczonej do suszenia 1:2,

stanowigcymi no$nik dla komoérek bakterii.

Wariantowo, po zakonczeniu hodowli wysyca si¢ ja dekstroza, ktora stanowi 10% £5% w

stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a nastgpnie, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji
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suchej do oprysku badz zraszania, jako no$nik bakterii stosuje si¢ dekstroze albo
maltodekstryne albo mieszaning dekstrozy albo maltodekstryny z prebiotycznymi

dodatkami suplementacyjnymi.

Korzystnie, hodowle wysycone nosnikami suszy si¢ w warunkach obnizonego cis$nienia,

wynoszacego 50 mbar w temperaturze 25° - 30°C do uzyskania okoto 93% suchej masy.
Korzystnie, do procesu suszenia wprowadza si¢ $rodek pochlaniajgcy wilgoc.

Korzystnie, stosuje si¢ wysuszong i zawieszong na no$nikach biomase kazdego ze szczepow
Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus
sp. B12/18, o sekwencjach odpowiednio 1-4, wskazanych na li$cie sekwencji, zmieszang w

roOwnym stosunku wagowym.

Korzystnie, stosuje si¢ dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajacej w rownym
stosunku wagowym kwas jabtkowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas y-aminomastowy, N-

acetylo D-glukozoaming.

Korzystnie, stosuje si¢ dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu w ilosci 0,1-

2%, najkorzystniej 1% koncowej masy biopreparatu.

Istota bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin malin, biostymulacji
wzrostu 1 rozwoju roslin, przyspieszajacego rozklad materii organicznej, o wiasciwosciach
antagonistycznych w stosunku do fitopatogenow grzybowych nalezacych do rodzaju
Botrytis, Verticillium, Colletotrichum, i Phytophthora, z zastosowaniem szczepow bakterii
z rodzajéow Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, polega na tym, ze zawiera 4
wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosnacych, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, sekwencje wskazane na liscie sekwencji,
hodowane na mineralnym podtozu z mikroelementami i dodatkiem Zrédla wegla i azotu,
przygotowanym na wodzie albo na supernatancie ziemi okrzemkowej, stanowigcej odpad
po filtracji piwa, suszone na no$niku, oraz dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajgce;j
sktadniki wybrane sposrod: kwasu jabtkowego, kwasu a-ketoglutarowego, kwasu v-

aminomastowego, N-acetylo D-glukozoaminy albo ich dowolng mieszaning.
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Korzystnie, szczepy bakteryjne Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18,
Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus sp. B12/18, o sekwencjach odpowiednio 1-4,

wskazanych na liScie sekwencji, wystepujg w rownym stosunku wagowym.

Korzystnie, dodatek mieszanki suplementacyjnej zawiera w rownym stosunku wagowym:

kwas jablkowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas y-aminomastowy, N-acetylo D-glukozoaming.

Korzystnie, dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu wynosi 0,1-2%,

najkorzystniej 1% koncowej masy biopreparatu.

Korzystnie, bakteryjny biopreparat ma posta¢ suchg nierozpuszczalng w wodzie. Jako
nosnik bakterii zawiera woOwczas Kkorzystnie ziemi¢ okrzemkowa, najkorzystniej

gruboziarnistg.

Wariantowo bakteryjny biopreparat ma posta¢ suchg rozpuszczalng w wodzie. Jako nosnik
bakterii, zawiera wowczas korzystnie dekstroz¢ albo maltodekstryne albo mieszaning

dekstrozy albo maltodekstryny z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.

Otrzymany biopreparat umozliwia kontrole czterech kluczowych grzybowych
patogené6w malin z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, Verticillium.
Biopreparat aplikuje si¢ na i/lub pod korzenie ro$lin, stosuje si¢ podlewanie naturalizacyjne
i/lub opryskuje badz zrasza.

W korzystnym sposobie naturalizacji ryzosfery malin lub biostymulacji wzrostu i
rozwoju roslin lub zwalczania patogendw roslin biopreparat stosuje si¢ w ilosci 25-50 kg/ha
doglebowo przy zaktadaniu plantacji, 0,5-1 kg/ha do zawieszenia w wodzie wprowadzajac
go bezposrednio na i/lub pod korzenie roslin przy zaktadaniu nowych plantacji, lub/i w celu
podlewania naturalizacyjnego pod ro$ling i/lub opryskiwania/zraszania w przypadku
istniejacych plantacji, preparatu zawierajagcego co najmniej 10%/ml lub 10%/g, korzystnie co
najmniej 10’/ml lub 107/g, korzystniej 108/ml lub 10%/g komérek saprofitycznych bakterii
wyizolowanych z ryzosfery malin wedlug kompozycji i/lub biopreparatu, przy czym w
postaci podlewania naturalizacyjnego i/lub oprysku/zraszania/irygacji biopreparat mozna

korzystnie rozcienczy¢ woda w zalezno$ci od potrzeb.

Przedmiotowe rozwigzanie stanowi naturalng metod¢ biostymulacji wzrostu i rozwoju

ro$lin ze wzglgdu na wlasciwosci wyselekcjonowanych szczepow bakterii: Arthrobacter sp.
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B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp.
B37/18 - sekwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, ktére potrafig
degradowac materi¢ organiczng do fatwo przyswajalnych zwigzkéw przez rosliny bedacych
zrodtem m.in. azotu czy fosforu. Szczepy wchodzace w sktad kompozycji posiadajg
wlasciwosci do rozkladu skrobi (amylolityczne), celulozy (celulolityczne) oraz biatek
(proteolityczne), a takze amonifikacyjne i denitryfikacyjne, oraz charakteryzuja si¢
aktywnos$cig enzymatyczng, co sprawia, ze kompozycja biopreparatu wplywa na przemiany
zachodzace w Srodowisku glebowym, biostymulujac jednoczesnie wzrost i rozwoj roslin.
Szczepy wybrane do kompozycji posiadaja dodatkowo wilasciwosci antagonistyczne w
stosunku do fitopatogennych grzybow powodujacych choroby roslin maliny, w tym z

rodzaju Bortytis, Colletotrichum, Phytophthora i Verticillium.
Wynalazek zostat uwidoczniony w przyktadach wykonania na rysunkach, gdzie:

Fig. 1 przedstawia kultury bakterii wchodzacych w sktad kompleksu do naturalizacji
ryzosfery owocoéw migkkich na plytkach Petriego z pozywka PDA oraz w
zoptymalizowanym podtozu ptynnym

Fig. 2 przedstawia profil metaboliczny szczepéw bakterii bedacych sktadnikami
biopreparatu, wskazujacy na stopien zuzycia substratow (A 590 nm) nalezacych do
aminokwasow, alkoholi cukrowych, weglowodandéw, kwaséw cukrowych, pochodnych
cukrowych oraz kwasow karboksylowych

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

Fig. 4 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng szczepdéw bakterii bedacych sktadnikami
biopreparatu, na podstawie zahamowania proceséw oddechowych (A 590 nm), wobec
wybranych zwigzkow, w tym antybiotykow 1 barwnikoéw

Fig. 5 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng wobec wybranych zwigzkow, ktorg wykazuja
szczepy Dbakterii bedace sktadnikami biopreparatu, na podstawie zahamowania
intensywnos$ci wzrostu (A 750 nm)

Fig. 6 przedstawia brak wzajemnego antagonistycznego oddziatywania szczepow
bakteryjnych wchodzacych w sktad kompozycji stanowiacej kompleks do naturalizacji

ryzosfery owocow migkkich, a — Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4; b —
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Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3; ¢ — Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1; d
— Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2

Fig. 7 przedstawia przyktadowe profile aktywnosci enzymatycznej szczepow bedacych
sktadnikami kompleksu bakteryjnego do naturalizacji ryzosfery malin, okreslone na
podstawie testow APl ZYM (Biomérieux)

Fig. 8 przedstawia antagonizm szczepu Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 wobec
grzybow fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)
Fig. 9 przedstawia antagonizm szczepu Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2 wobec
grzybow fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)
Fig. 10 przedstawia antagonizm szczepu Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 wobec
grzybow fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)
Fig. 11 przedstawia antagonizm szczepu Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 wobec
grzybow fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)
Fig. 12 przedstawia biostymulacyjne dziatanie biopreparatu na ro$liny malin w
doswiadczeniu fitotronowym: a) wariant bez naturalizacji, b) naturalizacja korzeni podczas
sadzenia, c) naturalizacja korzeni podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne, d)
podlewanie naturalizacyjne

Fig. 13 przedstawia biostymulacyjne dzialanie biopreparatu na ro$liny malin w
doswiadczeniu fitotronowym w warunkach stresu biotycznego wywolanego kontaminacja
Verticillium sp. (G296/18): a) wariant bez naturalizacji, b) naturalizacja korzeni podczas
sadzenia, c) naturalizacja korzeni podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne, d)
podlewanie naturalizacyjne

Fig. 14 przedstawia biostymulacyjne dziatanie biopreparatu na rosliny malin w
doswiadczeniu fitotronowym w warunkach stresu biotycznego spowodowanego
kontaminacja patogenéw Botrytis sp. (G277/18), Colletotrichum sp. (G172/18),
Phytophthora sp. (G408/18), Verticillium sp. (G296/18): a) wariant bez naturalizacji, b)
naturalizacja korzeni podczas sadzenia, ¢) naturalizacja korzeni podczas sadzenia plus
podlewanie naturalizacyjne, d) podlewanie naturalizacyjne

Fig. 15 przedstawia tabele dotyczaca wlasciwosci metabolicznych szczepéw wchodzacych
w sktad kompozycji do naturalizacji ryzosfery malin

Fig. 16 przedstawia tabelg dotyczacg oceny wiasciwosci antagonistycznych na podstawie
stref zahamowania wzrostu grzybow fitopatogenicznych przez bakterie wchodzace w sktad

kompozycji do naturalizacji ryzosfery malin



11

Fig. 17 przedstawia tabelg dotyczaca selekcji prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej
stanowigcej dodatek do biopreparatu wspomagajacy konkurencyjno$¢ pokarmowa
szczepow bakterii wchodzacych w sktad biopreparatu na podstawie stosunku stopnia
zuzycia substratow do intensywno$ci wzrostu na poszczeg6élnych substratach dla bakterii

wchodzacych w sktad biopreparatu oraz izolatow roslinnych patogendéw grzybowych

PRZYKLADY

Przyklad 1. Wybor skladu szczepow bakterii wchodzgcych w sklad kompozycji
biopreparatu, w tym identyfikacja oraz charakterystyka biochemiczna szczepow bakterii
bedgcych sktadnikami biopreparatu — kompleksu do naturalizacji ekologicznych upraw

owocow miegkkich

Wyizolowano 47 szczepoéw bakterii z ryzosfery dzikorosngcych malin z terenu
Polski, a nastepnie przeprowadzono ich identyfikacje do rodzaju/gatunku z wykorzystaniem
amplifikacji genu 16S TrDNA, sekwencjonowania metodg Sangera 1 analiz
bioinformatycznych polegajacych na poréwnaniu uzyskanych sekwencji nukleotydowych z
bazami danych komercyjna MicroSeq'® oraz ogélnie dostepna, otwarta baza NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Z dostepnej puli szczepoéw wytypowano bakterie, ktore
poddano dalszym badaniom laboratoryjnym, ktore wykazaty ich potencjal antagonistyczny
wobec kluczowych patogenow grzybowych malin z rodzaju Botrytis, Colletotrichum,
Verticillium i Phytophthora. Wyselekcjonowane szczepy bakteryjne tworzace kompozycje
biopreparatu posiadaja ponadto wilasciwosci metaboliczne istotne dla funkcjonowania
biordznorodnosci, wtasciwej mikrobioty gleby oraz prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin,
w tym charakteryzuja si¢ zdolno$cia udostepniania tatwo przyswajalnych zwigzkow
mineralnych dla ro$lin, przeprowadzania procesu denitryfikacji i amonifikacji, oraz
posiadaja zdolnosci do rozktadu resztek roslinnych i zwierzgcych w wyniku procesu
proteolizy, celulolizy 1 amylolizy, a takze wykazuja aktywno$¢ enzymow takich jak:
fosfatazy, esterazy, arylamidazy, fosfohydrolaza, [-glukozydaza, [-galaktozydaza,
mannozydaza, glukozaminidaza. Efektywna kompozycja wybranych bakterii, bedaca
przedmiotem niniejszego zgloszenia patentowego, sktada si¢ z wyselekcjonowanych

szczepOw bakteryjnych, wykazujacych dziatanie synergistyczne.
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Ze wzgledu na swoje uzupeltniajace si¢ wlasciwosci 1 synergistyczne wspotdziatanie
wytypowano 4 szczepy bakteryjne wchodzace w sktad kompozycji kompleksu do

naturalizacji ekologicznych upraw owocow migkkich.

Szczepy bakteryjne Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp.
B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, Rhodococcus sp.
B12/18 - sekwencja nr 4, sekwencje przedstawione na liscie sekwencji, wybrane do
opracowania biopreparatu sg izolatami S$rodowiskowymi, wyselekcjonowanymi w
Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej Instytutu Agrofizyki PAN w
Lublinie i znajduja si¢ w kolekcji tego Laboratorium. Zawarte w biopreparacie szczepy
bakterii zostaly wyselekcjonowane z ryzosfery dzikorosngcych malin z obszaru Polski,
stosujac metodg seryjnych rozcienczen dziesigtnych, przy czym szczepy B12/18 - sekwencja
nr4 1 B58/18 - sekwencja nr 1 wyodrebniono na podtozu z wyciagiem glebowym, a szczepy
B37/18 - sekwencja nr 3 i B75/18 - sekwencja nr 2 na pozywce agarowej PCA (Plate Count
Agar), prowadzac hodowle w temperaturze 26°C w ciggu 7 dni, a nast¢pnie wielokrotne
pasazowanie izolatow na podtozu ziemniaczanym (PDA) w celu uzyskania czystych kultur
bakterii.

Sktadajace si¢ na biopreparat szczepy bakterii B12/18 - sekwencja nr 4, B37/18 -
sekwencja nr 3, B58/18 - sekwencja nr 1 i B75/18 - sekwencja nr 2, z charakterystycznym
pomaranczowym (B12/18 - sekwencja nr 4), kremowym (B37/18 - sekwencja nr 3 i B58/18
- sekwencja nr 1) i zottym (B75/18 - sekwencja nr 2) wzrostem obserwowanym na podtozu
PDA oraz kremowym (B12/18 - sekwencja nr 4 i B37/18 - sekwencja nr 3) i czerwonym
(B58/18 - sekwencja nr 1 i B75/18 - sekwencja nr 2) wzrostem w zoptymalizowanym
podtozu plynnym (Fig.1), =zidentyfikowano na podstawie analiz molekularnych
obejmujacych sekwencjonowanie fragmentu 16S rDNA odpowiednio do rodzajow:
Rhodococcus, Pseudomonas, Arthrobacter i Arthrobacter, uzyskujac sekwencje,

przedstawione na Liscie Sekwencji.

Wchodzace w sktad preparatu szczepy bakterii (Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja
nr 4, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 i
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2) poddano szczegdétowym analizom fizjologicznym
i biochemicznym, okre$lajac zdolno$ci do wykorzystania (utleniania) 71 r6znych substratow

weglowych, w tym aminokwasow, alkoholi cukrowych, weglowodanow, kwasow
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cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwasoéw karboksylowych (Fig.2) oraz stopien
wzrostu na tych substratach, mierzony przyrostem biomasy bakterii (Fig.3). Ponadto
okreslono wrazliwo$¢ chemiczng wytypowanych szczepoéw bakteryjnych wobec wybranych
23 zwiazkow w tym antybiotykéw i barwnikow. Profil odnoszacy si¢ do zahamowania
procesoOw oddechowych bakterii wchodzacych w sktad biopreparatu przedstawia Fig.4,
natomiast stopien zahamowania wzrostu bakterii przez badane zwigzki zostat

zaprezentowany na Fig.5.

Przyktad 2. Okreslenie wzajemnego antagonistycznego oddzialywania szczepow
bakteryjnych stanowigcych kompozycje kompleksu do naturalizacji ryzosfery owocow
migkkich

Aby okresli¢, czy poszczegélne szczepy nie wywieraja na siebie wplywu o
charakterze antagonistycznym, tj. hamujacym wzrost jednych szczepdéw przez drugie,
posiano na szalki Petriego z podtozem PDA wybrany szczep bakterii, a nastgpnie na podtoze
wytozono jatowe krazki bibuly nasgczonej hodowla pozostalych szczepow bakterii w
ustalonych konfiguracjach. Stworzone uktady miaty na celu sprawdzenie czy kazdy ze
szczepow jest w stanie rosnagé w bezposrednim sgsiedztwie pozostatych szczepow. Po 24
godzinach inkubacji w temperaturze 26°C przeprowadzono odczyty, na podstawie ktorych
stwierdzono, ze pomigdzy badanymi mikroorganizmami wchodzacymi w sktad kompozycji
kompleksu do naturalizacji ryzosfery owocow migkkich nie zachodzi silne oddzialywanie o
charakterze antagonistycznym, co oznacza, ze badane szczepy nie zmieniajg sSrodowiska w
taki sposob, ktory silnie hamowaltby wzrost pozostatych szczepdéw. Wyniki zostaty

przedstawione na Fig.6.

Przyktad 3. Okreslenie wilasciwosci metabolicznych szczepow wchodzgcych w sklad

bakteryjnego kompleksu do naturalizacji ryzosfery owocow migkkich

Badanie zdolnosci wyselekcjonowanych szczepéw bakteryjnych do rozkladu
biomasy lignino-celulozowej zwigzane z wytwarzaniem enzymow celulolitycznych
przeprowadzono na podiozu z wykorzystaniem fragmentow biomasy ro$linnej —
rozdrobnionej stomy. Wynikiem dodatnim zdolnos$ci do biodegradacji biomasy lignino-
celulozowej jest rozklad biomasy oraz obecnos¢ glukozy. Rozklad biomasy oceniano
makroskopowo obserwujgc zmiany w wygladzie zaszczepionej bakteriami biomasy, a

aktywnos¢ celulolityczng oznaczono kolorymetrycznie na podstawie ilosci uwolnionych
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cukréw redukujacych wedtug standardowej metody przy uzyciu odczynnika zawierajacego
kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) po 24 godzinach oraz po 7 dniach inkubacji w
temperaturze 28-30°C. Wykazano, ze szczepy wchodzace w sktad biopreparatu
Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2,
Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4

potrafig degradowac materi¢ organiczng - Fig.15.

Wiasciwosci amylolityczne badano z wykorzystaniem podloza stalego — agaru
odzywczego z dodatkiem 1% skrobi. Do badania wlasciwosci proteolitycznych zastosowano
podtoza state — agar odzywczy z dodatkiem 4% odttuszczonego mleka oraz agar odzywczy
z dodatkiem 4% zelatyny. Na podloza agarowe kazdy ze szczepdw bakteryjnych zostat
wysiany poprzez zaszczepienie niewielka iloscig komoérek przenoszonych jalowa eza na
srodek ptytki. Po 24-godzinnej oraz 7-dniowej inkubacji w temperaturze 30°C wykonano
odczyty. Wiasciwosci amylolityczne okreslone na podstawie wyniku dodatniego, ktorym
byt brak fioletowego zabarwienia wokot wzrostu bakterii po zalaniu szalek ptynem Lugola,
wykazaly szczepy Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 i Arthrobacter sp. B58/18 -
sekwencja nr 1, wchodzace w sktad kompleksu do naturalizacji ryzosfery owocow migkkich.
Zdolno$¢ do rozktadu bialka, przejawiajaca si¢ pojawieniem si¢ strefy przejasnienia wokot
wzrostu bakterii lub po zalaniu odczynnikiem Fraziera w przypadku podioza zawierajacego
zelatyne, wykazywaly szczepy z rodzaju Pseudomonas i Arthrobacter, wchodzace w sktad
kompozycji biopreparatu: odpowiednio B37/18 - sekwencja nr 3 i B75/18 - sekwencja nr 2.
Niewielkie zdolno$ci do rozktadu zelatyny wykazywat rowniez szczep Arthrobacter sp.
B58/18 - sekwencja nr 1 (Fig.15).

Wiasciwosci denitryfikacyjne oceniono z wykorzystaniem podtoza ptynnego —
bulionu odzywczego z dodatkiem 0,1% KNOs. Podloze zostato zaszczepione 1 ml inokulum
przygotowanego na jatowej wodzie, po zoptymalizowaniu do transmitancji na poziomie
70%. O zdolnosci szczepu do denitryfikacji $wiadczy gromadzenie gazu w rurce Durhama
oraz alkalizacja podtoza oznaczana za pomocg wskaznika pH po 24 godzinach oraz po 7
dniach inkubacji w temperaturze 30°C. Zdolnos¢ do przeprowadzania procesu denitryfikacji
(dysymilacyjnej redukcji azotanow) wykazaly szczepy Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja
nr 4, Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 oraz Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr
2 wchodzace w sktad biopreparatu. Wiasciwosci amonifikacyjne, obejmujace proces

przemiany azotu zawartego w zwigzkach organicznych do amoniaku i jondw amonowych
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przeprowadzono z wykorzystaniem podloza ptynnego z dodatkiem 4% mleka
odttuszczonego lub mocznika. Obecno$¢ amoniaku i jondw amonowych oznaczono po 24
godzinach oraz po 7 dniach inkubacji w temperaturze 28-30°C za pomocg odczynnika
Nesslera, uznajgc za wynik dodatni zétto-pomaranczowe zabarwienie podtoza. Wiasciwosci
amonifikacyjne wykazaty wszystkie szczepy (Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4) wchodzace w sktad kompleksu do naturalizacji
ryzosfery owocoéw miegkkich, natomiast amonifikacj¢ mocznika zaobserwowano tylko dla
dwoch szczepoéw: Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 i Rhodococcus sp. B12/18 -
sekwencja nr 4 (Fig.15).

Aktywnos¢ enzymoéw hydrolitycznych, zaangazowanych w transformacje materii
organicznej, m.in. fosfataz, esteraz, arylamidaz, fosfohydrolazy, [-glukozydazy, B-
galaktozydazy, mannozydazy, glukozaminidazay, poszczegélnych szczepow bakterii
sktadajacych si¢ na kompozycje biopreparatu, okre§lono za pomoca testow APl ZYM
(Biomerieux). Testy przeprowadzono w hodowlach szczepdéw bakteryjnych o zmetnieniu
odpowiadajacym 5-6 w skali McFerland’a w celu ustalenia ich spektrum enzymatycznego.
Szczep Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 wykazywal aktywnos$¢ fosfatazy
alkalicznej, esterazy C4 i C8, arylamidaz leucyny, waliny i cystyny, chemotrypsyny,
fosfatazy kwasnej, fosfohydrolazy oraz a-glukozydazy. Pseudomonas sp. B37/18 -
sekwencja nr 3 charakteryzowat si¢ aktywnoscig esterazy C4 i C8, arylamidazy leucyny,
fosfatazy kwasnej i fosfohydrolazy. Szczepy Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2 posiadaty natomiast aktywno$¢ esterazy C4, C8 i
C14, arylamidaz leucyny, waliny i cystyny, fosfatazy kwasnej, fosfohydrolazy, a-
galaktozydazy, a-glukozydazy oraz a-mannozydazy. Szczep Arthrobacter sp. B75/18 -
sekwencja nr 2 wykazywat ponadto aktywno$¢ trypsyny, B-galaktozydazy, B-glukozydazy
oraz N-acetylo-B-glukozaminidazy (Fig.15, Fig. 7).

Przyktad 4. Dzialanie antagonistyczne szczepow bakteryjnych wchodzgcych w sklad
kompleksu do naturalizacji ryzosfery owocow migkkich na roslinne patogeny grzybowe —

eksperyment szalkowy

Szczepy wchodzace w sktad biopreparatu, w postaci czystych kultur, zostaty

przebadane w kierunku zdolno$ci do hamowania wzrostu szczepow grzybow
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fitopatogenicznych: Botrytis sp., Colletotrichum sp. oraz Verticillium sp.. Wiasciwos$ci
antagonistyczne szczepow bakteryjnych bedacych sktadnikami biopreparatu, sprawdzono
wzgledem reprezentatywnej grupy fitopatogenow, wyizolowanych z polskich plantacji
owocow miekkich w Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej Instytutu
Agrofizyki PAN. W badaniach wykorzystano dwa szczepy Colletotrichum sp. (G166/18,
G172/18) izolowane z zakazonych owocoéw truskawki, trzy szczepy Botrytis sp. (G275/18,
G276/18, G277/18) oraz trzy szczepy Verticillium sp. (G293/18, G296/18, G297/18)

wyizolowane z zakazonych korzeni roslin truskawki.

Dla kazdego szczepu wykonano posiewy celem obserwacji ich aktywnosci
antagonistycznej. Antagonizm szczepow bakteryjnych wchodzacych w sklad biopreparatu
wzgledem izolatu danego patogenu zbadano parami na ptytkach Petriego o $rednicy 90 mm,
na podtozu agarowym z wyciagiem ziemniaczanym (PDA — Potato Dextrose Agar). Cata
powierzchni¢ podtoza na plytce zaszczepiano 100 pl zawiesiny zarodnikow danego grzyba
fitopatogenicznego, o transmitancji 70%, a na $rodek ptytki wylozono jatowy krazek bibuty
nasgczony zawiesing bakterii danego szczepu wchodzacego w sktad kompleksu do
naturalizacji ryzosfery owocow migkkich. Strefy zahamowania wzrostu patogenu

grzybowego mierzono po 2-5 dniach hodowli w temperaturze 26°C.

Wszystkie z badanych szczepoéw bakteryjnych Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja
nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 wykazaly antagonistyczne dziatanie w stosunku
do badanych patogendéw w stopniu dobrym lub bardzo dobrym, hamujac ich wzrost (Fig.16,
Fig. 8-11).

Przyktad 5. Dzialanie biostymulacyjne biopreparatu — stymulacja wzrostu roslin oraz
dzialanie antagonistyczne szczepow bakteryjnych wchodzgcych w sktad kompleksu do

naturalizacji ryzosfery owocow migkkich na roslinne patogeny grzybowe — testy wazonowe

W celu okreslenia biostymulacyjnego dzialania biopreparatu na rosliny malin
przeprowadzono eksperyment fitotronowy, w ktérym zastosowano nastgpujace warianty
doswiadczalne: a) wariant bez naturalizacji, b) naturalizacja korzeni podczas sadzenia, c)
naturalizacja korzeni podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne, d) podlewanie
naturalizacyjne. Eksperyment wazonowy zostal wykonany z uzyciem mieszaniny

wszystkich czterech szczepow bakteryjnych (Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
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Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4) wchodzacych w sktad kompleksu do naturalizacji
ryzosfery owocoéw miekkich. Doswiadczenie prowadzono przez 2 mieSigce, W
kontrolowanych warunkach temperatury 20-22°C, przy fotoperiodzie 16:8 (16 godzin
Swiatta i 8 godzin ciemno$ci). W przyktadzie wykonania biopreparat do naturalizacji
ryzosfery malin zastosowano w dawce 10 ml na doniczke biopreparatu zawierajacego
mieszaning bakterii wchodzacych w sktad kompleksu do naturalizacji odpowiadajacej
nastepujacej wielkosci populacji kazdej z bakterii wchodzacych w sktad formulacji: 10°
jtk/ml na korzen rosliny oraz na powierzchni¢ gleby, odpowiednio dla bezposredniej
aplikacji na korzen rosliny oraz w przypadku podlewania naturalizacyjnego roslin.
Przygotowane zawiesiny bakteryjne cechowaty si¢ zblizong gestoscig optyczng na poziomie
~90% transmitancji, mierzong za pomocg turbidymetru. Aplikacja biopreparatu w
wariantach z bakteryjnym kompleksem do naturalizacji powodowata stymulacje wzrostu

ro$lin, zwlaszcza po zastosowaniu podlewania naturalizacyjnego (Fig. 12).

W celu okreslenia dziatania antagonistycznego szczepdw bakteryjnych wchodzacych
w sktad biopreparatu przeprowadzono najpierw kontaminacj¢ roslin i gleby wybranymi
patogenami grzybowymi Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp. i Verticillium sp.
W doswiadczeniu zastosowano dwa warianty aplikacji biopreparatu do naturalizacji
ryzosfery malin poprzez stosowanie bezposrednie na korzenie roslin podczas sadzenia oraz
poprzez podlewanie naturalizacyjne roslin rosngcych w wazonach. Wyniki poréwnano do
obiektow kontrolnych niezaszczepionych patogenami grzybowymi. Aplikacja biopreparatu
bakteryjnego do naturalizacji pozwolita oceni¢ wzrost roslin w warunkach stresu
biotycznego spowodowanego obecnoscig patogendow grzybowych. Rosliny traktowane
preparatem do naturalizacji charakteryzowatly si¢ lepsza kondycja i witalnoscia, w
poréwnaniu do kontroli, w ktorej nie stosowano biopreparatu do naturalizacji (Fig. 13-14).
Efekt ten zaobserwowano w obu wariantach z zastosowaniem biopreparatu do naturalizacji,
zarOwno po bezposredniej naturalizacji ryzosfery malin pofaczonej z podlewaniem
naturalizacyjnym, jak tez w wariancie obejmujacym tylko podlewanie naturalizacyjne.
Zaobserwowano znaczng stymulacje wzrostu zakazonych malin w doswiadczeniu
fitotronowym w warunkach stresu biotycznego wywotanego kontaminacjg Verticillium sp.
(G296/18) w wariantach obejmujacych naturalizacj¢ korzeni, podlewanie naturalizacyjne
oraz po zastosowaniu naturalizacji korzeni potaczonej z podlewaniem naturalizacyjnym w

porownaniu do obiektu kontrolnego, w ktorym nie zastosowano wyselekcjonowanych



18

szczepdw bakterii, przy czym najlepsze efekty uzyskano w obiekcie, w ktérym zastosowano
facza aplikacje kompleksu do naturalizacji (aplikacja na korzen podczas sadzenia plus
podlewanie naturalizacyjne podczas wzrostu roslin) (Fig. 13). W przypadku lacznego
zastosowana patogenow Botrytis sp. (G277/18), Colletotrichum sp. (G172/18),
Phytophthora sp. (G408/18), Verticillium sp. (G296/18) najlepszy efekt biostymulacyjny

uzyskano w wariancie z podlewaniem naturalizacyjnym (Fig. 14).

Zaleta preparatu jest jego duza uniwersalno$¢, potwierdzona tym, ze jest on
skuteczny wobec wielu patogenéw wystepujacych na plantacjach owocéw miekkich, a takze
fakt, ze jest on oparty o naturalne sktadniki z uwzglednieniem rodzimych szczepoéw
bakteryjnych, wyodrebnionych z naturalnych siedlisk malin dzikorosnacych, a tym samym
przyjazny dla $srodowiska. Preparat dedykowany jest do naturalizacji i biostymulacji roslin
maliny, jednakze moze by¢ stosowany rowniez w innych uprawach roslin z grupy owocow

migkkich.

Przyktad 6. Konkurencyjnosé pokarmowa bakterii wchodzgcych w sktad biopreparatu do

naturalizacji ryzosfery malin w stosunku do roslinnych patogenéw grzybowych

W celu wyboru odpowiednich suplementéw do biopreparatu przeprowadzono
badania dotyczace konkurencyjnosci pokarmowej miedzy wyselekcjonowanymi
pozytecznymi szczepami bakterii (Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter
sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, Rhodococcus sp.
B12/18 - sekwencja nr 4), izolowanymi z ryzosfery malin dzikorosnacych, a izolatami
poszczegolnych roslinnych patogendéw grzybowych (Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp.), atakujacymi plantacje owocow migkkich, biorgc pod
uwage stopien zuzycia zwigzkdw weglowych oraz intensywnos¢ wzrostu na réznych
substratach zlokalizowanych na ptytkach Biolog® FF MicroPlates

(https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/) oraz

GENIIl  (https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/).

Pitytki FF oraz GENIII optaszczone substratami zaszczepiono zgodnie z protokolem
producenta w powtdrzeniach biologicznych, stosujac trzy osobne ptytki dla kazdego izolatu
bakteryjnego lub grzybowego. Po hodowli mikroorganizmoéow na ptytkach przeprowadzono
analiz¢ uzyskanych wynikow, obejmujgcg usrednione z catego okresu hodowli odczyty

absorbancji, przy réznych dlugosciach fali, na podstawie ktorych okre§lono substraty


https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/
https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/
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stanowigce ~ mieszaning  prebiotycznych ~ zwigzkéw  suplementacyjnych  dla
wyselekcjonowanych szczepéw bakteryjnych, wchodzacych w sktad biopreparatu. W
analizie wynikow uwzgledniono wspodlne substraty, wystepujace na obu rodzajach ptytek
(FF 1 GENIII), a nastgpnie okreslono przyrost biomasy mikroorganizméw na
poszczeg6lnych substratach, jak tez stosunek obejmujacy zuzycie poszczegdlnych
substratow do intensywnos$ci wzrostu na tych substratach, w celu wylonienia zwigzkdéw
stymulujacych wzrost bakteryjnych szczepdéw wchodzacych w sktad biopreparatu przy
jednoczesnym braku oddzialywania lub hamowaniu wzrostu fitopatogennych szczepow
grzybow. Wykazano, ze wyselekcjonowane szczepy pozytecznych — bakterii
charakteryzowaty si¢ bardzo dobrym wzrostem na substratach takich jak kwas
bromobursztynowy, kwas jablkowy, kwas glukarowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas y-
aminomastowy, N-acetylo D-glukozoamina, przy jednoczesnym hamowaniu wzrostu lub
braku odpowiedzi ze strony roslinnych patogendéw grzybowych (Fig.17), co daje przewage
konkurencyjng pozytecznym bakteriom w stosunku do patogenow, w obecno$ci tych
substratow. Wyniki przeprowadzonych badan stanowily podstawe do wytypowania
wymienionych substratow jako dodatkow do formulacji bakteryjnego kompleksu do
naturalizacji ryzosfery malin, ktore poprawiaja konkurencyjnos¢ Arthrobacter sp. B58/18 -
sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 -
sekwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 w zasiedlaniu danej niszy

ekologiczne;.

Przyktad 7. Sposob otrzymywania biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin malin —

formulacja sucha nierozpuszczalna w wodzie

Do otrzymania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin malin o
wlasciwosciach biostymulujgcych wzrost roslin, hydrolitycznych przyspieszajacych rozktad
materii organicznej w glebie oraz antagonistycznych w stosunku do fitopatogenow
grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora,
zastosowano 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosngcych, niewykluczajace
swojego dziatania nastepujace szczepy bakterii: Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, na liscie sekwencji, dla ktorych prowadzono

osobne hodowle, ktore mieszano w réwnych proporcjach, w celu uzyskania kompozycji
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zawierajacej wyizolowane szczepy saprofitycznych bakterii ryzosfery malin dzikorosngcych

I/lub biopreparatu, a hodowle prowadzono w temperaturze w 30°C.

Po wstgpnym namnozeniu bakterii na agarowym podtozu glukozowo-
ziemniaczanym w ciggu 24-48 godzin w temperaturze 25-30°C, uzyskanym inokulum
zaszczepiano podloze namnazajgce i prowadzono hodowle przez 72-96 godzin w
temperaturze 30°C. Pozywka namnazajacg do wytwoOrzenia biopreparatu bylo podtoze
mineralne M9 z mikroelementami: Mn, Zn, Cu, Co, Mo, zawierajgce dodatkowo NHsNO3
jako zrodto azotu, uzupetnione sacharozg i trehaloza jako zrodtem wegla, oraz trehaloza w
celu ochrony komorek bakterii w procesie suszenia, przygotowane na supernatancie ziemi
okrzemkowej stanowiagcym odpad po filtracji piwa. Wariantowo zastosowano wodg
wodociggowa. Po hodowli, majacej na celu przygotowanie formulacji suchej biopreparatu,
wprowadzano 10% dekstrozy w stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a nastgpnie wysycano
hodowle gruboziarnista ziemig okrzemkowa, stanowiacg nosnik dla komorek bakterii w
stosunku wagowym do kompozycji przeznaczonej do suszenia 1:2. Wysycone hodowle
suszono w warunkach zoptymalizowanych w suszarce prozniowej tj. 50 mbar oraz 30°C do
uzyskania suchej masy okoto 93% przez okoto 84 godziny, przy czym do suszarki
wprowadzano chlorek wapnia jako srodek pochlaniajacy wilgo¢. W alternatywnym
wariancie wysycone hodowle suszono: Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 i
Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza w
ciggu 72 godzin w warunkach zwigkszanej co 24-godziny temperatury, tak ze pierwsze 24
godziny hodowla suszona byta w temperaturze 35°C, nastgpne 24-godziny w temperaturze
42°C, a kolejne 24-godziny w 50°C. Natomiast hodowle: Arthrobacter sp. B75/18 -
sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 suszono w suszarce prézniowej
w ciggu 72 godzin w warunkach 50 mbar oraz 30°C, przy czym zastosowano srodek

pochtaniajacy wilgo¢ — bezwodny chlorek wapnia.

Wysuszone szczepy bakterii mieszano w zasadniczo réwnych proporcjach
ilosciowych. Dla zwigkszenia konkurencyjnosci pokarmowej pozytecznych szczepdw
bakteryjnych zastosowano dodatek prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej, zawierajacej
w rownym stosunku wagowym kwas jabtkowy, kwas oa-ketoglutarowy, kwas y-
aminomastowy, N-acetylo D-glukozoaming, ktorg dodano do biopreparatu w ilosci 1%

koncowej masy biopreparatu.
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Przyktad 8. Sposob otrzymywania biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin malin —

formulacja rozpuszczalna w wodzie

Sposéb prowadzono jak w Przykladzie 7, z tym ze po zakonczeniu hodowli i
wysyceniu dekstroza, ktora stanowita 10% +5% w stosunku do wagi uzyskanej hodowli, dla
uzyskania rozpuszczalnej formulacji suchej do oprysku badz zraszania, jako no$nik bakterii
zastosowano zamiast ziemi okrzemkowej dekstroz¢ z prebiotycznymi dodatkami

suplementacyjnymi.

Przyktad 9. Biopreparat bakteryjny do naturalizacji ryzosfery malin, formulacja

nierozpuszczalna w wodzie

Otrzymany sposobem opisanym w Przyktadzie 7. biopreparat do naturalizacji ryzosfery
ro$lin malin o whasciwosciach biostymulujgcych wzrost roslin oraz antagonistycznych w
stosunku do fitopatogenow grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium,
Colletotrichum, i Phytophthora, oraz wtasciwosciach hydrolitycznych przyspieszajacych

rozktad materii organicznej w glebie, zawierajacy szczepy bakteryjne sktada si¢ z:

e 4 wyselekcjonowanych z ryzosfery malin dzikorosnacych, nie dziatajacych na siebie
antagonistycznie szczepow bakterii: Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1,
Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3,
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, hodowanych na podtozu mineralnym M9 z
mikroelementami z dodatkiem: sacharozy w ilosci 30 g £10%, trehalozy w ilosci 34 g
+10%, oraz NH4NO3 w ilosci 6 g £10% w 1 litrze; gdzie po hodowli zawiesing biomasy
bakteryjnej uzupehia si¢ korzystnie 10% dekstrozy w celu poprawy przezywalnosci
bakterii w procesie suszenia;

e ziemi okrzemkowej stosowanej jako nosnik w proporcji 1:2 w stosunku wagowym do
hodowli bakterii;

e dodatku prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej zawierajacej w réwnym stosunku
wagowym kwas jablkowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas y-aminomastowy, N-acetylo

D-glukozoaming, stanowigcego 1% koncowej masy biopreparatu.

Do biopreparatu, w celu ksztaltowania jego wtasciwosci, mozna takze dodawac znane 1
stosowane w tym celu $rodki, takie jak konserwanty, srodki poprawiajace przyczepnos¢ czy

inne substancje pomocnicze.
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Przyktad 10. Biopreparat bakteryjny do naturalizacji ryzosfery malin, formulacja
rozpuszczalna w wodzie

Biopreparat otrzymany sposobem wedlug Przyktadu 9. posiada sktad analogiczny
jak wskazano w Przyktadzie 9, z tym ze zamiast no$nika bakterii w postaci ziemi

okrzemkowej nos$nikiem jest dekstroza z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.



23

ZASTRZEZENIA PATENTOWE

1. Sposoéb otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roslin
malin, biostymulacji wzrostu 1 rozwoju roslin, o wtasciwosciach antagonistycznych w
stosunku do fitopatogenow grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium,
Colletotrichum, i Phytophthora, z zastosowaniem szczepdw bakterii z rodzaju Arthrobacter,
Pseudomonas i Rhodococcus, znamienny tym, ze stosuje sie:

- 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosngcych, nie wykazujagce wzajemnego
antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp.
B75/18, Pseudomonas sp. B37/18, Rhodococcus sp. B12/18, o sekwencjach odpowiednio nr
1-4, wskazanych na liscie sekwencji, hodowane na mineralnym podiozu namnazajacym z
mikroelementami i dodatkiem Zrodta wegla i azotu, przygotowanym na wodzie albo na
supernatancie ziemi okrzemkowej, stanowigcej odpad po filtracji piwa, suszone na no$niku;
- dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajacej sktadniki wybrane sposrod: kwasu
jabtkowego, kwasu o-ketoglutarowego, kwasu y-aminomastowego, N-acetylo D-
glukozoaminy albo ich dowolng mieszaning.

2. Sposéb otrzymywania biopreparatu wg zastrz. 1, znamienny tym, ze obejmuje
sposob prowadzenia hodowli szczepow bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas
I Rhodococcus, o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liscie sekwencji,
polegajacy na ich hodowli na podtozu namnazajacym ze zrodtem wegla 1 azotu, zwigzkami
mineralnymi, suszeniu na nosniku oraz suplementacji dodatkami wspomagajacymi
konkurencyjno$¢ pokarmowa szczepow stanowigcych kompozycj¢ biopreparatu, przy czym
szczepy bakterii namnaza si¢ wstepnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu glukozowo-
ziemniaczanym, w temperaturze 25-30°C, przez 24-48 godzin, a nastgpnie tak
przygotowanym inokulum zaszczepia si¢ mineralne podioze namnazajace 1 prowadzi si¢
hodowle wytrzasang w warunkach tlenowych, w temperaturze 25-30°C, w czasie 72-96
godzin, korzystnie 72 godzin przy 120 rpm.

3. Sposob otrzymywania biopreparatu  wg. dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze mineralne podtoze namnazajgce zawiera w 1 litrze jako zrodlo wegla:
sacharoze w ilosci 30 g £10% 1 trehaloze w ilosci 34 g £10%, a jako zrodto azotu: NHsNO3
w ilosci 6 g £10%.

4. Sposob otrzymywania biopreparatu wg. dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze mineralne podtoze namnazajace zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu,
Co, Mo.
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5. Sposob otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze po zakonczeniu hodowli wysyca si¢ ja dekstrozg, ktora stanowi 10%
+5% w stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a nastepnie ziemig okrzemkowa, korzystnie
gruboziarnistg, w stosunku wagowym do kompozycji przeznaczonej do suszenia 1:2,
stanowigcymi no$nik dla komoérek bakterii.

6. Sposoéb otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z zastrz. 1-4, znamienny
tym, ze po zakonczeniu hodowli wysyca si¢ ja dekstroza, ktora stanowi 10% +£5% w
stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a nastepnie, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji
suchej do oprysku badz zraszania, jako no$nik bakterii stosuje si¢ dekstroze albo
maltodekstryne albo mieszaning dekstrozy albo maltodekstryny z prebiotycznymi
dodatkami suplementacyjnymi.

7. Sposob otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze hodowle wysycone nosnikami suszy si¢ w warunkach obnizonego
ci$nienia, wynoszacego 50 mbar w temperaturze 30°C do uzyskania okoto 93% suchej masy.
8. Sposob otrzymywania biopreparatu wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze do procesu
suszenia wprowadza si¢ §rodek pochtaniajacy wilgoc.

9. Sposob otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze stosuje si¢ wysuszong i zawieszong na no$nikach biomasg¢ kazdego ze
szczepoéw Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18,
Rhodococcus sp. B12/18 o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liscie
sekwencji zmieszang w rownym stosunku wagowym.

10. Sposéb otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z poprzednich zastrz.
znamienny tym, ze stosuje si¢ dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajgcej w rOwnym
stosunku wagowym kwas jabtkowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas y-aminomastowy, N-
acetylo D-glukozoaming.

11. Sposéb otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z poprzednich zastrz.
znamienny tym, ze stosuje si¢ dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu w ilo$ci
0,1-2%, korzystnie 1% koncowej masy biopreparatu.

12.  Bakteryjny biopreparat do naturalizacji ryzosfery roslin malin, biostymulacji wzrostu
1 rozwoju roslin, o wlasciwosciach antagonistycznych w stosunku do fitopatogenow
grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora, z
zastosowaniem szczepOw bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus,

znamienny tym, ze zawiera 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosngcych, nie
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wykazujace wzajemnego antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Arthrobacter sp.
B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18, Rhodococcus sp. B12/18,
o0 sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liscie sekwencji, hodowane na
mineralnym podtozu z mikroelementami i dodatkiem Zrddta wegla i azotu, przygotowanym
na wodzie albo na supernatancie ziemi okrzemkowej, stanowigcej odpad po filtracji piwa,
suszone na nosniku, oraz dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajacej skladniki
wybrane sposrod: kwasu jabtkowego, kwasu o-ketoglutarowego, kwasu y-
aminomastowego, N-acetylo D-glukozoaminy albo ich dowolng mieszaning.

13.  Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 12, znamienny tym, ze szczepy bakteryjne
Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18, Rhodococcus
sp. B12/18, o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liScie sekwencji, wystepuja
W rownym stosunku wagowym.

14,  Bakteryjny biopreparat wedtug zastrz. 12 albo 13, znamienny tym, ze dodatek
mieszanki suplementacyjnej zawiera w réwnym stosunku wagowym: kwas jabtkowy, kwas
a-ketoglutarowy, kwas y-aminomastowy, N-acetylo D-glukozoaming.

15.  Bakteryjny biopreparat wedlug dowolnego z zastrz. 12-14, znamienny tym, ze
dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu wynosi 0,1-2%, korzystnie 1%
koncowej masy biopreparatu.

16.  Bakteryjny biopreparat wedtug dowolnego z zastrz. 12-15, znamienny tym, ze ma
posta¢ suchg nierozpuszczalng w wodzie.

17.  Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 18, znamienny tym, ze zawiera, jako nos$nik
bakterii, ziemi¢ okrzemkowa, korzystnie gruboziarnistg.

18.  Bakteryjny biopreparat wedtug dowolnego z zastrz. 12-16, znamienny tym, ze ma
postac¢ suchg rozpuszczalng w wodzie.

19.  Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 18, znamienny tym, ze zawiera, jako nosnik
bakterii, dekstrozg albo maltodekstryne albo mieszaning dekstrozy albo maltodekstryny z
prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.

LISTA SEKWENCIJI

Sekwencja nr 1
Szczep B58/18 - sekwencja nr 1 Arthrobacter sp.
Sekwencja 16S rDNA
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TGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGC
CCTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACTCC
TCATCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCTTTTGTGGTTTTGGATGGACTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG
CCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAG
AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACTCCGG
ATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCA
GGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGG
ACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGA
CATGGACCGGACCGCCGCAGAAATGTGGTTTCTCCTTTTGGGGCCGGTTCACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTAGTGGTGGGGACTCATG
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTG
CGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGG
GTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAA
CGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGA
AAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTG

Sekwencja nr 2
B75/18 - sekwencja nr 2 Arthrobacter sp.
Sekwencja 16S rDNA
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GGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATCCCAGC
TTGCTGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTT
GACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCGTCTGA
CGCATGTCAGGTGGTGGAAAGCTTTTGTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATC
AGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGA
GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCG
CGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTTCTTTCAGTAGGGAAGAAGC
GAAAGAACGGTACCT

Sekwencja nr 3
Szczep B37/18 - sekwencja nr 3 Pseudomonas sp.
Sekwencja 16S rDNA

TACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTA
CGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCG
GATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
GGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAG
AGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGT
TGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAATCTGCTAGAGATAGCGGAGTGCCTTCG
GGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAA
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GGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT
CGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGAT
CGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGA

Sekwencja nr 4
Szczep B12/18 - sekwencja nr 4 Rhodococcus sp.
Sekwencja 16S rDNA

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCTTT
CGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGC
ACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTCCTRTG
GCATGGTGGGAGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC
AGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCG
CGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCG
CAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGT
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Fig. 1
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Fig.15

[Rhodococcus sp| Pseudomonas |4rthrobacter spydrthrobacter sp)
Zdolnoscimetaboliczne | Dodatek do podloza BERE sp.B37/18 | BSS/8 B75/18
24h | 168h 24h | 168h | 24h | 168h
Mleko odtluszczone - - - - + =k
Zdolnosci proteolityczne
Zelatyna - - = - — +
Zdolnosci amylolityczne Skrobia - - + ++ - -
Mleko odtluszczone + + + ++ +
[Zdolnosci amonifikacyjnef
Mocznik ++ — + + _ _
Zdolnosci :
denitryfikacyjne Azotan potasu + + = = t - -
Zdolnosci celulolityczne | Rozdrobniona sloma - + + + - + ++
o . i Ritodococcus sp| Pseudomonas |Arthrobacter spidrtiirobacter sp|
IAktywnosc enzymatyczna| Zastosowany substrat B12/18 sp. B37/18 BSS8/18 B75/18
Fosfataza alkaliczna 2-naftylo- fosforan ++ - - -
Esteraza(C 4) 2- naftylo-maslan + 15s - -
EsterazaLipaza (C 8) 2- naftylo-kaprylan + + +
Lipaza (C 14) 2- naftylo-mirystynian - - -
Arvlamidaza leucyny | L-leucylo-2-naftylamid + _
Arylamidaza waliny L-walilo-2- naftylamid ++ - ++ -
Arylamidaza cystyny | L-cystylo-2- naftylamid + - + -—
N-benzoilo-DL-arginino- )
Trypsyna 2- naftylamid i - - :
N-glutarylo-
a-chymotrypsyna fenyloalanino-2- + - - -
naftyvlamid
Kwasna fosfataza 2-naftylo- fosforan + + + +
6-Br-2- naftvlo -aD- ,
a-galaktozydaza galaktopiranosyd - - = -
2- naftylo -BD-
8- galnktoxyiaza galaktopiranosyd - - - i
: Naftylo -AS-BI-8D-
B-glukuronidaza glukuronid - - - -
2- naftylo -aD-
6-Br-2- naftylo -8D-
B- glukozydaza glukopiranozyd - - -
N-acetylo-B- 1- naftylo -N-acetyl-8D- ) _ ) -
glukozaminidaza glukozaminid
a-mannozvdaza 6-Br-2- n?ft_\‘lo -aD- _ _ N .
- mannopiranozyd
> ]
a-fukozydaza 2- naftylo -aL- - - = -
- fukopiranozyd
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Rhodococcus sp. | Psudomonas sp. | Arthrobacter sp. | Arthrobacter sp. Botrytis spp. Colletotrichum spp. Phytophthora spp. Verticillium spp. < =
B12/18 B37/18 B58/18 B75/18 G275/18 | G276/18 | G277/18 | G166/18 | G172/18 | G371/18 G408/18 G293/18 G296/18 | G297/18 SU A
0,00 0,16 8,60 0,00 2,05 2,91 3,84 17,67 0,00 11,44 0,00 13,91 8,50 12,38 Bromosuccinic Acid
0,00 0,90 8,37 1,12 1,23 1,60 1,49 1,19 1,53 1,29 1,86 6,82 3,48 3,42 D-Arabitol
0,00 0,00 3,17 1,47 1,55 1,44 1,20 1,81 1,65 1,16 1,24 2,53 2,05 2,42 D-Cellobiose
9,32 0,00 1,56 2,14 0,00 1,85 4,14 2,38 2,98 1,74 1,93 2,27 2,08 2,35 Dextrin
22,84 0,00 18,46 4,45 1,39 1,42 1,24 1,80 1,53 1,73 1,30 1,64 1,61 1,67 D-Fructose
0,00 0,00 0,00 0,81 1,38 1,42 1,37 1,35 1,59 1,31 1,39 1,61 1,59 1,65 D-Galactose
0,00 0,00 16,97 1,82 1,65 1,95 1,43 2,49 2,03 1,78 1,64 0,00 0,00 0,00 D-Galacturonic Acid
0,00 0,00 30,14 4,43 1,54 2,16 49,57 1,73 3,40 2,35 7,11 2,18 1,99 2,04 D-Glucuronic Acid
0,00 0,00 9,94 11,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 D-Lactic Acid Methyl Ester
0,00 0,00 7,43 0,00 2,70 2,92 4,66 4,80 5,24 2,59 6,13 2,09 2,07 2,11 D-Malic Acid
2,31 24,86 19,51 1,43 1,36 1,42 1,40 1,18 1,42 1,33 1,30 2,44 2,23 3,00 D-Mannitol
3,30 3,76 7,48 0,46 1,62 1,54 1,34 3,28 1,90 1,55 1,31 1,73 1,66 1,80 D-Mannose
0,00 0,00 0,00 0,72 1,70 1,43 1,43 1,34 1,55 1,21 1,41 1,46 1,38 1,51 D-Melibiose
6,03 0,00 2,70 4,74 1,40 1,45 1,34 1,24 1,39 1,33 1,23 1,52 1,51 1,52 D-Raffinose
0,00 0,00 54,50 0,30 1,69 2,76 7,70 2,04 8,50 2,57 0,00 3,58 3,63 2,64 D-Saccharic Acid
19,00 0,00 0,00 3,72 1,38 1,36 1,20 1,46 1,93 1,41 1,22 6,71 7,47 6,36 D-Sorbitol
3,76 0,00 4,15 0,76 1,76 1,43 1,54 1,76 1,30 1,35 1,71 1,52 1,56 1,54 D-Trehalose
68,20 0,00 9,61 1,29 1,56 1,50 1,46 2,40 1,65 1,41 1,23 1,68 1,57 1,70 Gentiobiose
0,00 0,00 17,05 1,44 0,00 0,00 3,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Glucuronamide
2,50 6,47 0,00 1,82 1,39 1,63 1,27 1,66 1,57 1,63 1,33 1,70 1,97 1,96 Glycerol
3,82 1,17 19,17 2,52 2,26 2,19 1,89 1,48 1,77 1,43 1,78 2,10 2,42 2,59 L-Alanine
3,44 2,93 24,17 3,13 3,09 5,22 4,05 2,85 3,28 2,69 0,00 3,35 3,70 3,56 L-Aspartic Acid
0,00 0,00 127,57 2,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,70 2,33 3,91 L-Fucose
0,00 2,46 9,13 2,01 2,27 2,42 2,00 2,94 513 1,63 3,34 3,23 2,46 3,97 L-Glutamic Acid
3,42 3,41 0,00 3,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,15 0,00 255,50 5,43 14,76 L-Lactic Acid
3,01 30,46 8,28 1,94 0,00 4,90 0,00 6,63 5,89 2,83 0,00 3,94 3,92 4,49 L-Malic Acid
2,34 5,90 0,00 1,19 0,00 0,00 0,00 2,19 1,82 1,80 0,00 0,00 0,00 0,00 L-Pyroglutamic Acid
0,00 0,00 82,45 1,45 1,27 1,47 1,33 1,26 1,18 1,25 1,20 1,53 1,51 1,58 L-Rhamnose
3,30 0,52 6,45 0,86 1,92 24,50 3,03 2,28 2,96 1,90 6,94 2,58 2,54 2,82 L-Serine
0,00 0,00 15,67 2,02 1,50 1,73 3,20 1,16 1,40 1,23 1,49 1,56 1,78 1,70 N-Acetyl-DGalactosamine
2,23 0,00 3,99 1,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 N-Acetyl-DGlucosamine
0,00 0,00 6,17 0,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 N-Acetyl-DMannosamine
2,26 0,00 11,40 1,71 1,57 1,94 1,74 1,41 1,70 1,30 2,57 3,61 2,65 2,87 Quinic Acid
21,00 0,00 5,45 1,23 1,37 1,33 1,43 1,33 1,62 1,26 1,34 1,46 1,46 1,50 Stachyose
9,46 0,00 3,71 1,57 1,45 1,40 1,46 1,68 1,53 1,73 1,32 1,54 1,55 1,56 Sucrose
1,51 4,07 8,24 4,45 1,56 1,40 1,41 1,70 1,33 1,18 1,46 1,62 1,62 1,68 a-D-Glucose
139,50 0,00 13,03 0,98 1,42 1,39 1,33 1,46 1,83 1,41 1,26 0,00 0,00 0,00 a-D-Lactose
5,97 0,00 0,00 1,42 78,29 5,07 0,00 3,80 5,58 8,88 21,06 8,26 5,57 6,92 o-Keto-glutaric Acid
38,80 0,00 7,34 1,09 1,79 1,51 1,73 1,49 1,68 1,44 1,45 1,52 1,44 1,54 B-Methyl-DGlucoside
2,00 0,00 1,74 1,64 1,41 7,05 3,19 1,39 1,38 1,43 2,17 2,11 2,30 2,50 y-Amino-butyric Acid

Fig.17




SKROT OPISU

Przedmiotem wynalazku jest Sposob otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do
naturalizacji ryzosfery ro$lin malin, biostymulacji wzrostu i rozwoju ro$lin, poprawiajacego
jako$¢ gleby, w tym transformacje materii organicznej, o wlasciwo$ciach antagonistycznych
w stosunku do fitopatogenéw grzybowych nalezacych do rodzaju Botrytis, Verticillium,
Colletotrichum, i Phytophthora, z zastosowaniem szczepow bakterii z rodzaju Arthrobacter,
Pseudomonas i Rhodococcus, w ktorym stosuje si¢ 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin
dzikorosngcych, nie wykazujace wzajemnego antagonistycznego dziatania izolaty
bakteryjne: Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18,
Rhodococcus sp. B12/18, o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liScie
sekwencji, hodowane na mineralnym podtozu namnazajacym z mikroelementami i
dodatkiem Zrodla wegla i azotu, przygotowanym na wodzie albo na supernatancie ziemi
okrzemkowej, stanowigcej odpad po filtracji piwa, suszone na no$niku. Ponadto stosuje si¢
dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierajacej sktadniki wybrane sposrod: kwasu
jablkowego, kwasu a-ketoglutarowego, kwasu y-aminomastowego, N-acetylo D-
glukozoaminy albo ich dowolng mieszaning. Przedmiotem wynalazku jest ponadto

bakteryjny biopreparat do naturalizacji ryzosfery ro§lin malin.

(19 zastrzezen)



