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Sposob otrzymywania bakteryjnego biopreparatu i biopreparat bakteryjny do
utrzymania i/lub poprawy bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby przy
jednoczesnym kontrolowaniu patogenéw: Botrytis sp., Colletotrichum sp.,

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

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania bakteryjnego biopreparatu i
bakteryjny biopreparat do utrzymania i/lub poprawy bioréznorodnosci mikrobiologicznej
gleby, przy jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych fitopatogenéw w uprawie owocoOw
miekkich, zawierajacy szczepy Dbakteryjne Bacillus spp. o wlasciwosciach
antagonistycznych w stosunku do grzybow fitopatogenicznych z rodzaju: Botrytis,
Verticillium, Colletotrichum oraz legniowcow z rodzaju Phytophthora, a takze zawierajacy
wyciagi roslinne i kwasy humusowe, wykazujacy réwniez cechy biostymulacji roslin.

Owoce migkkie, w tym truskawki i maliny naleza do bardzo popularnych owocow
deserowych oraz przetworczych. Owoce truskawki sa cennym zrodtem witaminy C, tanin,
flawonoidow, antocyjandéw, katechin, kwercytyny, kwasow organicznych (cytrynowego,
jabtkowego, szczawiowego, salicylowego oraz elagowego) jak rowniez mineralow (potasu,
fosforu, wapnia, sodu oraz zelaza) (Vergara M., Vargas J., Acuna J. Physicochemical
characteristics of strawberry (Fragaria x anananassa Duch.) fruits from four production
zones in Cundinamarca, Colombia. Agronomia Colombiana 36 (3), 227-236, 2018). Owoce
malin posiadaja  wlasciwosci  prozdrowotne, w tym cechujg si¢ dziataniem
przeciwutleniajagcym 1 przeciwzapalnym. Z uwagi na wlasciwosci oraz wyjatkowy smak
tych owocdw, sa surowcem chetnie kupowanym w celach bezposredniej konsumpcji jak
réwniez w celach przetworczych. W zwigzku z tym, uprawa owocoéw miekkich odgrywa

bardzo wazng role w produkcji rolniczej na $wiecie jak rowniez w Polsce. Wedlug
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FAOSTAT Polska jest pigtym producentem malin na $wiecie i liderem w Unii Europejskie;.
Natomiast dane Gléwnego Urzedu Statystycznego wskazuja, ze Polska jest drugim po
Hiszpanii najwickszym producentem truskawek w Unii Europejskiej i dziewigtym na
swiecie, ktorych zbiory mieszcza si¢ w granicach 175 000 — 205 000 ton, a wartos$¢ eksportu
truskawek $wiezych i mrozonych oraz przetworow truskawkowych wyniosta w 2020 roku
174 min euro.

Uprawy owocow migkkich wymagaja zyznych gleb, ktore charakteryzuje wysoka
biordznorodnosé, a jednoczesnie gleb zdrowych, w ktorej odsetek patogenow 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). Duza czg¢s¢ gleb UE
jest obecnie zagrozona ze wzgledu na niezrownowazone uzytkowanie i stosowane praktyki
gospodarowania, zagrazajace zdrowiu gleb (Panagos P., Montanarella L., Barbero M.,
Schneegans A., Aguglia L., Jones A., 2022, Soil priorities in the European Union. Geoderma
Regional 29 (2022) e00510, https://doi.org/10.1016/j.geodrs.2022.e00510). Jak podkreslita
Komisja Europejska w misji programu Horyzont Europa w zakresie zdrowia gleby i
zywnosci ,,Troska o glebe to troska o Zycie”, 60-70% gleb UE jest w stanie niezdrowym
(European Commission, Directorate-General for Research and Innovation, Veerman, C.,
Pinto Correia, T., Bastioli, C., et al., 2020. Caring for soil is caring for life: ensure 75% of
soils are healthy by 2030 for healthy food, people, nature and climate: interim report of the
mission board for soil health and food, publications office. https://doi.org/10.2777/918775).
Zgodnie z najnowszym raportem dotyczacym rolnictwa regeneracyjnego istnieje pilna
potrzeba odbudowy zdrowia gleb oraz ich bioréznorodnosci (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). Uprawy owocow
mi¢kkich sa narazone ponadto na patogeny grzybowe i grzybopodobne takie jak:
Botrytis spp., Verticillium spp. Colletotrichum spp. czy Phytophthora spp., ktére
wywoluja straty ekonomiczne obnizajgc iloS¢ zebranych owocow o odpowiedniej
jakosci jak rowniez moga powodowa¢é porazenia calych plantacji i usychanie roslin.
Najwazniejsze choroby roslin powodowane przez fitopatogeny grzybowe to szara
plesn, werticilioza, antraknoza i fytoftoroza (Malarczyk D., Panek J., Frgc M., 2019.

Alternative Molecular-Based Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting
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Berry Crops - A Review. Molecules, 24, 1200.). Dodatkowo producenci ekologiczni
zobowigzani sg w ramach Rozporzgdzenia Rady Wspdlnoty Europejskiej nr 834/2007 z dnia
28 czerwca 2007 r. w sprawie produkcji ekologicznej do ograniczenia stosowania nawozow
mineralnych oraz §srodkéw chemicznych na korzy$¢ wykorzystania preparatow o naturalnym
pochodzeniu, w tym zawierajacych kompozycje mikrobiologiczne.

Z. przegladu literatury wynika, ze bakterie z rodzaju Bacillus sa czesto
wykorzystywane w preparatach mikrobiologicznych stosowanych w uprawie roslin. Te
mikroorganizmy nalezg do grupy bakterii promujacych wzrost i rozw6j roslin (PGPR — Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) usprawniajag udostepnianie ro$linom sktadnikow
odzywczych obecnych w glebie, ponadto pozytywnie wplywaja na rozwdj systemu
korzeniowego oraz uaktywniaja formy niedostgpnego fosforu (Gutierrez-Manero F.J.,
Ramos-Solano B., Probanza A., Mehouachi J., Tadeo F. R., Talon M., 2001. The
plantgrowth-promoting rhizobacteria Bacillus pumilus and Bacillus licheniformis produce
high amounts of physiological active gibberellins. Physiologia Plantarum, 111: 206-211).
Co wigcej niektore gatunki/szczepy moga wykazywaé wlasciwosci antagonistyczne
przeciwko grzybom (Gajbhiye A., Alok R., Meshram S., Dongre A.B. Isolation, evaluation
and characterization of Bacillus subtilis from cotton rhizospheric soil with biocontrol
activity against Fusarium oxysporum. World Journal of Microbial Biotechnology 26 (7),
2010, 1187-1194).

W obecnym stanie wiedzy opisano, ze wsérod bakterii z rodzaju Bacillus mozna
znalez¢ szczepy, ktore charakteryzuja si¢ zdolno$ciami antagonistycznymi przeciwko
roznym fitopatogenom grzybowym, jednakze nie jest to cecha oczywista 1 wylonienie
odpowiednich szczepéw wymaga szeregu badan. Ponizej przedstawiono kilka przyktadow
wykorzystania szczepoéw Bacillus spp. do walki z patogenami grzybowymi.

Rodzaj Bacillus jest intensywnie badang grupg bakterii o duzym potencjale
wykorzystania w ochronie ro$lin przed patogenami. Miedzy innymi z uwagi na fakt, ze
mikroorganizmy nalezace do tego rodzaju wystepuja niemal we wszystkich typach gleb,
charakteryzuja si¢ duza tolerancja na wysokie temperatury, szybko si¢ namnazaja W
ptynnych pozywkach oraz wytwarzaja przetrwalniki. W 2006 Agencja Ochrony Srodowiska
Stanow Zjednoczonych zarejestrowata ponad 10 roznych szczepoéw z rodzaju Bacillus jako
biopestycydy i biofungicydy (The United States Environmental Protection Agency, EPA,
2006).
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Izolat glebowy Bacillus velezensis (AH2 CECT-7221) charakteryzowatl si¢
aktywno$cig przeciwgrzybowa przeciwko réoznym patogenom powodujacym choroby roslin,
takich jak grzyby z rodzajow: Botrytis, Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium,
Phytophthora, Thielaviopsis oraz Botryosphaeria. Preparat uzyskany na bazie zawiesiny
przetrwalnikow szczepu AH2 CECT-7221 zachowywal swoja aktywno$¢ oraz zywotnos¢
przez 6 miesigcy w temperaturze przechowywania nie wyzszej niz 30°C (Fernandez
Martinez A.1., Villaverde Fernandez M.J., Casanova Roca J.A., Lopez-Roman J.M., Nicolas
Martinez J.A., Blanca Pico 1., Pure culture of strain AH2 of the Bacillus Velezensis species
and a product for the biological control of phytopathogenic fungi, 2013, US Patent: US
8,404,476 B2).

Kolejnym przyktadem wykorzystania szczepdw z rodzaju Bacillus jest sucha
formulacja preparatu zawierajacego 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., Ghanmanickam S., Bacillus amyloliquefaciens strain, 2016,
US Patent: US 9234251 B2).

W celu zwalczania grzybowych chordb rosélin zostat réwniez wykorzystany szczep
Bacillus methylotrophicus XT1 oraz XT2, ktory wykazywal si¢ aktywnoS$cia
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
Khusro i in. (Indian Journal of Research, 2013, 2(11) 243-244) opisali zwigkszong
produkcje metabolitow antymikrobiologicznych przez gatunek B. methylotrophicus.

W tabeli ponizej przedstawiono zestawienie preparatow komercyjnych dostepnych
na rynku, ktore zawierajg szczepy z rodzaju Bacillus i sg wykorzystywane w

zwalczaniu/ochronie roslin przed patogenami grzybowymi.

Produkt (nazwa handlowa) Producent Sktad
Serenade ® AgraQuest B. subtilis QST713
Ecoguard ® Novozyme B. licheniformis SB3088




Kodiak ® Gustafson B. subtilis GB03

Yield Shield ® Gustafson B. pumilus GB34

Bio Yield ® Gustafson B. amyloliquefaciens GB 99,
B. subtilis GB 122

Subtilex ® Beker Underwood B. subtilis MB 1600

Hi stick L + Subtilex ® Beker Underwood B. subtilis

MB1600+Rhizobium

Niniejsze zgloszenie patentowe obejmuje unikalng, opracowang kompozycje
biopreparatu, w tym wyselekcjonowane szczepy mikroorganizméw, sklad podloza
hodowlanego oraz skladnikow biopreparatu, ktoére warunkuja wlasciwosci i
oryginalno$¢ opracowanego biopreparatu, stanowiac jednocze$nie zastrzezenie

patentowe.

Najczescie] patenty dotycza biopreparatdow wykorzystywanych do zwalczania
patogenow ro$lin warzywnych 1 uprawnych, a brak jest rozwigzan, obejmujacych dziatanie
na bior6znorodno$¢ mikrobiologiczng gleby i korzeni przy jednoczesnym antagonistycznym
oddziatywaniu na kluczowe patogeny grzybowe 1 grzybopodobne legniowce,
przeznaczonych rowniez do stosowania w ekologicznej uprawie owocdéw migkkich, lub sa
to rozwigzania obejmujace kontrole pojedynczych patogendow np. z rodzaju Botrytis, nie
stanowigc kompleksowego rozwigzania dla wszystkich czterech fitopatogenow (Botrytis
spp., Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Verticillium spp.), utrzymania i/lub poprawy

bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby i wspomagania biostymulacji wzrostu roslin.

Brak jest tez doniesien literaturowych 1 patentow odnosnie tgcznego zastosowania
mikroorganizmoéw, ekstraktow roslinnych 1 kwasow humusowych w celu poprawy
skuteczno$ci saprotroficznych bakterii pochodzacych z ryzosfery ro$lin, wzgledem

fitopatogendw roslin owocow migkkich.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie biopreparatu do utrzymania i/lub poprawy
bior6éznorodnosci mikrobiologicznej gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych
patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie

owocow migkkich, wykazujacego cechy biostymulacji roslin.
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Prowadzac badania nad bioproduktami zawierajacymi 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 w polaczeniu z innymi naturalnymi
komponentami wykazuja wzmozone wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do tych
patogenow roslin, wplywaja na zachowanie i/lub  poprawe bioréznorodnosci
mikrobiologicznej gleby, w tym jej zdrowia, jak réwniez wykazuja cechy
wspomagajace biostymulacyjne dzialanie na wzrost i rozwoj roslin.

Dlatego tez powyzszy cel zostal osiggniety poprzez opracowanie sposobu
otrzymywania biopreparatu zapewniajacego i/lub poprawiajacego biordznorodnosé
mikrobiologiczng gleby przy jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych, dla upraw owocow
miekkich, patogenow z rodzajow Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora, jak
robwniez poprzez opracowanie kompozycji biopreparatu. Przeprowadzone badania
doprowadzity do uzyskania unikalnego, zoptymalizowanego sktadu podtoza ptynnego do
hodowli bakterii, no$nikéw i innych sktadnikow, ktore doprowadzity do uzyskania unikalnej
kompozycji poszczegdlnych sktadnikéw biopreparatu, ktére warunkujg wlasciwosci i
oryginalno$¢ opracowanego rozwigzania, stanowigc jednoczesnie zastrzezenie patentowe.

Istota sposobu otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do utrzymania i/lub
poprawy bior6znorodnosci gleby i/lub kontrolowania patogendéw: Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocow miegkkich,
wykazujacego cechy biostymulacyjnego dziatania na rosliny, z zastosowaniem szczepOw
bakterii z rodzaju Bacillus, jest to, Ze stosuje sig:

- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr
1 oraz Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, hodowane na podtozu
namnazajacym z serwatkg 1 mikroelementami przygotowanym na wodzie, zawieszone w
podtozu hodowlanym albo suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku;

- no$nik wlasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej i nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej i rozpuszczalnej w wodzie;

- dodatek ekstraktow roslinnych z pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz dodatek kwasow

humusowych jako uzupelniajacych komponentoéw nosnika wtasciwego.
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Sposob korzystnie obejmuje sposdb prowadzenia hodowli szczepéw bakterii z rodzaju
Bacillus, o sekwencjach odpowiednio nr 1 i 2, wskazanych na liscie sekwencji, w ktérym
szczepy bakterii namnaza si¢ wstepnie w hodowli stacjonarnej, na podtozu agarowym Plate
Count Agar, w temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin, a nast¢pnie tak przygotowanym
inokulum szczepi si¢ ptynne poditoze namnazajace, w ilosci 5%-15% objgtosci podioza
hodowlanego i prowadzi si¢ hodowle namnazajacg w warunkach hodowli wytrzasanej w
temperaturze 30°C przy 120 rpm.

Korzystnie stosuje si¢ inokulum o transmitancji 90%, a hodowl¢ namnazajacg prowadzi si¢
przez 48 godzin.

Podloze namnazajace zawiera korzystnie w 1 litrze: 20g serwatki, 6,6g Na,HPO4, 3g
KH2POs4, 1g NH4Cl, 0,5g NaCl, 0,022g CaCl,, 0,18g MgSO4, 12,9mg FeCl>, w granicach
+10% kazdego ze sktadnikow podtoza.

Preferowanym jest, ze dla podloza namnazajacego stosuje si¢ serwatke w proszku,
korzystnie kwasng neutralizowana.

Podtoze namnazajace z serwatkg zawiera korzystnie mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co i Mo.
Po otrzymaniu miana hodowli namnazajacej nie mniejszego niz 10° jtk/ml przeprowadza sic
etap indukcji przetrwalnikowania, korzystnie podwyzszajac temperatur¢ hodowli do 40°C i
po 48 godzinach hodowli i wytworzeniu przetrwalnikow przez komorki bakteryjne hodowle
pasteryzuje si¢ poprzez inkubacje w temperaturze 80°C przez 20 minut 1 otrzymang
zawiesing przetrwalnikoéw stosuje si¢ jako gtdéwny komponent biopreparatu.

Korzystnym jest, gdy po zakonczeniu hodowli, dodaje si¢ jako komponent no$nika ekstrakty
roslinne z pokrzywy, skrzypu i1 nagietka oraz kwasy humusowe, ktore w zaleznosci od
formulacji biopreparatu maja posta¢ ptynng albo sucha.

Posta¢ ptynna otrzymuje si¢ poprzez potaczenie 390-410 ml zawiesiny przetrwalnikow
kazdego szczepu bakteryjnego: Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD onr 1 i
2 na liscie sekwencji i po 45-55 ml kazdego z ekstraktow z pokrzywy, skrzypu i nagietka
oraz 45-55 ml ptynnych kwaséw humusowych.

Korzystnie, otrzymang posta¢ ptynng poddaje si¢ stabilizacji zabezpieczajacej przed
rozwojem przetrwalnikow poprzez obnizenie odczynu preparatu do pH=4,0-4,5, stosujac
kwas mlekowy.

Wariantowo 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 ilosci 5% $wiezej masy zwirowanych
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drobnoustrojéw, uzyskujac wysuszone albo liofilizowane bakterie o koncentracji nie
mniejszej niz 10! jtk/g, a wysuszone albo liofilizowane bakterie dodaje sie w réwnych
ilosciach do uzyskania biopreparatu o koncentracji kazdego ze szczepéw w zakresie 108 —
101 jtk/g.

Do postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie jako komponent nos$nika korzystnie stosuje
si¢ suche ekstrakty z pokrzywy, skrzypu, nagietka oraz suche kwasy humusowe w ilo$ci
odpowiednio 0,045-0,055 g/kg; 0,045-0,055 g/kg; 0,12-0,13 g/kg oraz 0,55-0,65 g/kg
biopreparatu, a jako no$nik wszystkich komponentow biopreparatu stosuje si¢ dolomit
mikronizowany, stanowigcy dopetnienie do 1 kg biopreparatu.

W innym wariancie dla uzyskania postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, jako
krioprotektant bakterii w procesie suszenia rozpytowego albo liofilizacji oraz nos$nik
wszystkich ~ komponentéw  biopreparatu, stosuje si¢  maltodekstryng, a
wysuszone/liofilizowane bakterie o koncentracji nie mniejszej niz 10! jtk/g dodaje sie w
rownych ilosciach do uzyskania biopreparatu o koncentracji kazdego ze szczepéw w
zakresie 10® — 10 jtk/g.

Do postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie jako komponent no$nika korzystnie stosuje sig
suche ekstrakty z pokrzywy, skrzypu, nagietka oraz suche kwasy humusowe w ilo$ci
odpowiednio 0,045-0,055 g/kg; 0,045-0,055 g/kg; 0,12-0,13 g/kg oraz 0,55-0,65 g/kg
biopreparatu, a maltodekstryna jako krioprotektant bakterii 1 nosnik witasciwy stanowi
dopetienie do 1 kg biopreparatu.

Istota bakteryjnego biopreparatu do utrzymania i/lub poprawy biordéznorodnosci
gleby i/lub kontrolowania patogenow Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp.,
Verticillium sp. w uprawie owocoéw migkkich, wykazujgcego cechy biostymulacyjnego
dziatania na rosliny, zawierajacego szczepy bakterii z rodzaju Bacillus, polega na tym, ze
zawiera dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr
1 oraz Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, nosnik wlasciwy w
postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej biopreparatu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie oraz zawiera dodatek ekstraktow roslinnych z
pokrzywy, skrzypu i nagietka i dodatek kwaséw humusowych jako uzupehiajacych

komponentow no$nika wlasciwego, przy czym izolaty bakteryjne wyhodowane sa na
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podtozu namnazajagcym z serwatkg i mikroelementami, przygotowanym na wodzie i
zawieszone na nosniku albo suszone na nosniku albo liofilizowane na no$niku.

Biopreparat korzystnie zawiera szczepy bakteryjne w rownym stosunku wagowym dla
postaci suchej albo w rownym stosunku objetosciowym dla postaci ptynnej biopreparatu.
Korzystnie izolaty bakteryjne wyhodowane sa na podtozu namnazajacym z serwatkg w
proszku, korzystnie kwa$ng neutralizowana.

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

Posta¢ ptynna korzystnie zawiera w 1 litrze po 45-55 ml dodatku kazdego z ptynnych
ekstraktow z pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz ptynnych kwaséw humusowych.
Wariantowo w postaci suchej rozpuszczalnej albo nierozpuszczalnej w wodzie koncentracja
kazdego ze szczepow bakteryjnych jest w zakresie 108 — 10 jtk/g.

Korzystnie posta¢ sucha rozpuszczalna albo nierozpuszczalna w wodzie zawiera dodatek
suchych ekstraktow z: pokrzywy w ilosci 0,045-0,055 g/kg, skrzypu w ilosci 0,045-0,055
g/kg 1 nagietka w ilosci 0,12-0,13 g/kg oraz suchych kwasow humusowych w ilosci 0,55-
0,65 g/kg.

Wariantowo posta¢ sucha nierozpuszczalna w wodzie zawiera serwatke sproszkowang jako
krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpylowego i dolomit mikronizowany
jako nosnik wlasciwy.

W wariancie postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie biopreparat zawiera maltodekstryng

jako krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego i jako nos$nik wlasciwy.

Szczepy Bacillus spp. (AF75AB2 oraz Sp115AD), wykorzystane do opracowania
biopreparatu sa izolatami $rodowiskowymi 1 zostaly wyselekcjonowane w Instytucie
Ogrodnictwa (10) w Skierniewicach i ujawnione w kolekcji SYMBIOBANK 10 tego
Instytutu.

Otrzymany preparat w formie plynnej 1 suchej umozliwia zwalczanie czterech
istotnych patogenéw owocow migkkich, w tym 3 grzybowych z rodzaju Botrytis,
Colletotrichum, Verticillium oraz 1 lggniowca z rodzaju Phytophthora oraz wplywa na
utrzymanie i/lub poprawe bior6znorodnosci mikrobiologicznej gleby. Nalezy podkresli¢, ze
nie ma na rynku dostepnych biopreparatdow o potwierdzonej skutecznosci pod wzgledem
utrzymania i poprawy bioréznorodnosci mikrobiologicznej gleby, ktore opieraja si¢ na

analizie danych mikrobiomu ryzosfery. Analiza takich danych pozwala okreslic wptyw na
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bior6éznorodno$¢ mikrobiologiczng gleby, a analiza korzeni daje mozliwo$¢ oceny wptywu
na bior6znorodno$¢ mikrobiologiczng korzeni. Stad przedstawione w niniejszym zgtoszeniu
patentowym podejscie jest unikatowe i innowacyjne i potwierdza Kkorzystny wplyw
opracowanego biopreparatu na srodowisko glebowe i rosling. Biopreparat stosuje si¢
dolistnie (poprzez opryskiwanie badz zraszanie) lub/i pod rosling poprzez podlewanie, przy
czym w przypadku formulacji suchej nalezy uprzednio sporzadzi¢ zawiesing biopreparatu w
wodzie, korzystnie 2-5 kg biopreparatu na 700-800 | niechlorowanej wody na 1 ha uprawy.

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

potrzeb.

Wynalazek zostat uwidoczniony w przyktadach wykonania na rysunkach, gdzie:

Fig.1 przedstawia wyglad kultur szczepow bakteryjnych AF75AB2 i Sp115AD na podtozu
PCA (Plate Count Agar), hodowla 48-godzinna;

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

Fig.3 przedstawia intensywno$¢ wzrostu (A 750 nm) szczepdéw bakterii begdacych
sktadnikami biopreparatu, na substratach nalezacych do aminokwasow, alkoholi cukrowych,
weglowodanow, kwasoéw  cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwaséw

karboksylowych;
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Fig.4 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng szczepoéw bakterii bedacych sktadnikami
biopreparatu, na podstawie zahamowania procesow oddechowych (A 590 nm), wobec
wybranych zwigzkow, w tym antybiotykoéw 1 barwnikow;

Fig.5 przedstawia wrazliwo$¢ chemiczng wobec wybranych zwigzkow, ktora wykazujg
szczepy Dbakterii bedace skladnikami Dbiopreparatu, na podstawie zahamowania
intensywnos$ci wzrostu (A 750 nm),

Fig.6 przedstawia przyktadowe profile aktywno$ci enzymatycznej szczepoéw bakteryjnych
bedacych skladnikami biopreparatu, okres§lone na podstawie testow APl ZYM
(Biomérieux);

Fig.7 przedstawia tabelg prezentujaca wlasciwosci metaboliczne szczepdéw bakteryjnych
wchodzacych w sktad biopreparatu,;

Fig.8 przedstawia antagonizm bakteryjnego biopreparatu plynnego, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD
wobec roslinnych patogendow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium
i grzybopodobnego legniowca z rodzaju Phytophthora;

Fig.9 przedstawia tabele dotyczaca antagonizmu biopreparatu, zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD w
postaci ptynnej, suchej nierozpuszczalnej w wodzie oraz suchej rozpuszczalnej w wodzie,
wobec roslinnych patogendow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium
i grzybopodobnego lggniowca z rodzaju Phytophthora;

Fig.10  przedstawia  antagonizm  bakteryjnego  biopreparatu,  zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD w
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie (no$nik — maltodekstryna) wobec roslinnych
patogenow grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i grzybopodobnego
legniowca z rodzaju Phytophthora bezposrednio po wytworzeniu biopreparatu;

Fig.11  przedstawia  antagonizm  bakteryjnego  biopreparatu,  zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD 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
biopreparatu w temperaturze pokojowej (okoto 21°C), 35°C oraz 4°C;

Fig.12  przedstawia  antagonizm  bakteryjnego  biopreparatu,  zawierajgcego

wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD w
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postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie (no$nik — dolomit mikronizowany) wobec
ros$linnych patogenéw grzybowych z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Vertticillium i
grzybopodobnego legniowca z rodzaju Phytophthora po 6 miesigcach przechowywania
biopreparatu w temperaturze 35°C;

Fig.13 przestawia efektywna liczbe gatunkéw (ENS) bakterii w ryzosferze malin po
zastosowaniu bakteryjnego biopreparatu zawierajacego wyselekcjonowane szczepy
bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;

Fig.14 przestawia efektywng liczbe gatunkow (ENS) grzybow w ryzosferze malin po
zastosowaniu bakteryjnego biopreparatu zawierajagcego wyselekcjonowane szczepy
bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;

Fig.15 przedstawia wzgledny sktad procentowy grup troficznych grzybow wystepujacych w
ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego biopreparatu zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;
Fig.16 przedstawia wystgpowanie gildii funkcjonalnych w grupach obejmujacych patotrofy
grzybowe wystepujace w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego
biopreparatu zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis
AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;

Fig.17 przedstawia wzgledng obfito$¢ typow bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego biopreparatu zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;
Fig.18 przedstawia wzgledng obfitos¢ klas bakterii wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego biopreparatu zawierajgcego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;
Fig.19 przedstawia wzglgdng obfito$¢ rzedow, rodzin, rodzajow i gatunkoéw bakterii
wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji biopreparatu
zawierajgcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus
sp. Sp115AD;

Fig.20 przedstawia wzgledng obfitos¢ typow grzyboéw wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego biopreparatu zawierajacego
wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;
Fig.21 przedstawia wzgledna obfito$¢ klas grzybow wystepujacych w ryzosferze oraz
korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego biopreparatu zawierajacego

wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD;
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Fig.22 przerdstawia wzgledna obfito$¢ rzgdow, rodzin, rodzajéow i gatunkow grzybow
wystepujacych w ryzosferze oraz korzeniu roslin maliny po aplikacji bakteryjnego
biopreparatu zawierajgcego wyselekcjonowane szczepy bakteryjne Bacillus subtilis
AF75AB2 i Bacillus sp. Sp115AD.

PRZYKLADY

Przykitad 1. \dentyfikacja oraz charakterystyka biochemiczna szczepow bakterii bedgcych
sktadnikami biopreparatu do ochrony bioroinorodnosci mikrobiologicznej gleby przy
jednoczesnym kontrolowaniu kluczowych patogenow (Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocow migkkich

Szczepy bakterii wyselekcjonowane z ryzosfery roslin, pochodzace z kolekcji
SYMBIO BANK Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach, wytypowane do wykorzystania
w biopreparacie zidentyfikowano do rodzaju/gatunku z wykorzystaniem amplifikacji genu
16S rDNA oraz sekwencjonowania metodg Sangera. Uzyskane sekwencje nukleotydowe
przeanalizowano poprzez pordwnanie ich z sekwencjami nukleotydowymi z komercyjnej
bazy danych MicroSeq'® oraz ogolnie dostepng, otwarta bazg NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Szczepy bakterii wybrane do wytworzenia biopreparatu
charakteryzujg si¢ rowniez wlasciwosciami metabolicznymi, ktore pozytywnie wptywaja na
wlasciwosci srodowiska glebowego, funkcjonowanie bioréznorodnosci, jak rowniez
uczestnicza w procesach udostepniania zwigzkéw mineralnych dla roslin.

Skladajace si¢ na biopreparat szczepy bakterii AF75AB2 — sekwencja nr 1 oraz
Sp115AD - sekwencja nr 2, charakteryzujagce si¢ bardzo dobrym wzrostem o
ciemnokremowym (AF75AB2) i jasnokremowym (Sp115AD) zabarwieniu na podtozu PCA
(Fig. 1), na podstawie analizy molekularnej i bioinformatycznej zidentyfikowano do
gatunku: Bacillus subtilis AF75AB2 oraz rodzaju Bacillus sp. Spl15AD, uzyskane
sekwencje nukleotydowe przedstawiono na Liscie Sekwencji.

Szczepy bakteryjne wchodzace w sktad preparatu (Bacillus subtilis AF75AB2 —
sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2) zostaly scharakteryzowane pod
katem aktywno$ci fizjologicznej i1 biochemicznej poprzez okreslenie zdolnosci do
wykorzystania (utleniania) 71 substratéw weglowych nalezacych do grup zwigzkow:
aminokwasow, alkoholi cukrowych, weglowodanow, kwasow cukrowych, pochodnych

cukrowych oraz kwasow karboksylowych (Fig.2) oraz stopnia wzrostu w obecnos$ci tych
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substratow, mierzonego przyrostem biomasy bakterii (Fig.3). Okre$lono roéwniez
wrazliwo$¢ chemiczng wybranych szczepow bakteryjnych wobec 23 wybranych zwigzkow
chemicznych (antybiotykow i barwnikéw). Zahamowanie procesow oddechowych bakterii
przedstawiono za pomocg profilu intensywno$ci oddechowej na poszczegolnych zwigzkach
chemicznych (Fig.4), natomiast profil wrazliwosci chemicznej okreslony poprzez stopien
zahamowania wzrostu bakterii w obecnos$ci badanych zwigzkow zaprezentowano na Fig.5.
Ponadto, okreslono zdolnos$ci enzymatyczne wyselekcjonowanych szczepow
bakteryjnych. Za pomoca testow API ZYM (Biomerieux) okre$lono aktywnos$ci enzymow
hydrolitycznych uczestniczacych w przemianach materii organicznej, m.in. fosfataz, esteraz,
arylamidaz,  fosfohydrolazy,  B-glukozydazy,  p-galaktozydazy, = mannozydazy,
glukozaminidazy szczepow bakterii stanowigcych komponenty biopreparatu (Fig.6).
Zdolno$ci enzymatyczne oznaczono w hodowlach szczepow bakteryjnych o gestosci 5-6 w
skali McFarland’a. Szczep Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1 wykazywat wysoka
aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej, esterazy, esterazy lipazy, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI, a-
i B- glukozydazy. Natomiast szczep Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja 2, charakteryzowat
si¢ wysoka aktywnoscig esterazy, esterazy lipazy, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI (Fig.7).

Przyklad 2. Okreslenie antagonizmu szczepow bakteryjnych wchodzgcych w sklad
biopreparatu wobec roslinnych patogenéw grzybowych i grzybopodobnego lggniowca —
eksperyment szalkowy

Zdolnosci antagonistyczne biopreparatu zawierajagcego konsorcjum bakterii
ztozonego ze szczepow Bacillus subtilis AF75AB2 oraz Bacillus sp. Sp115AD, bedacych
komponentami preparatu, okreslono w stosunku do izolatéw srodowiskowych patogendw,
wyizolowanych z ekologicznych plantacji owocow migkkich w Laboratorium Mikrobiologii
Molekularnej i Srodowiskowej Instytutu Agrofizyki PAN. Badania antagonizmu
biopreparatu w postaci plynnej, suchej nierozpuszczalnej w wodzie oraz suchej
rozpuszczalnej w wodzie, przeprowadzono wobec nastgpujacych 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), wyizolowanych z porazonych chorobowo korzeni ro$lin owocoéw miekkich.

Antagonizm okre§lano na ptytkach Petriego o $rednicy 90 mm, na podlozu

agarowym PDA (Plate Dextrose Agar). Cate podtoze na plytce inokulowano 300 pl lub 100
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ul zawiesiny zarodnikoéw fitopatogenu, o transmitancji 70%, nastgpnie na srodek ptytki
wyktadano jatowy krazek bibuly o $rednicy 5 mm, nasgczony zawiesing bakteryjnego
biopreparatu zawierajgcego Szczepy wyselekcjonowanych bakterii: Bacillus subtilis
AF75AB2 oraz Bacillus sp. Sp115AD. Ptytki inkubowano w temperaturze 27°C, przez 5-7
dni i dokonywano pomiaru stref zahamowania wzrostu grzybni lub/i zahamowania
zarodnikowania. Przeprowadzono tez badania przechowalnicze, w ramach ktorych
okresowo w czasie 6 miesiecy przechowywania biopreparatu w réoznych warunkach, w tym
w temperaturze pokojowej, warunkach chtodniczych (4°C) oraz w podwyzszonej
temperaturze sktadowania (35°C), okreslano wtasciwosci antagonistyczne biopreparatu na
réznych nosnikach — pltynnym (podtoze hodowlane), nierozpuszczalnym (dolomit
mikronizowany) oraz rozpuszczalnym w wodzie (maltodekstryna). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze Whasciwos$ci antagonistyczne opracowanych formulacji biopreparatu wobec
Kluczowych fitopatogenow grzybowych i grzybopodobnych legniowcow owocow migkkich
na ogot utrzymywaly si¢ w czasie przechowywania, jednakze efekt ten zalezny byt zarowno
od testowanego patogenu oraz zastosowanych warunkéw przechowywania (Fig.8-Fig.12).
Najlepsze wlasciwosci antagonistyczne po 6 miesigcach przechowywania biopreparatu
odnotowano dla preparatu na nosniku — dolomicie mikronizowanym, ktory byt skuteczny w
stosunku do fitopatogenéw z rodzaju Phytophthora, Botrytis i Verticillium, wykazujac
wlasciwosci biobdjcze 1 niedopuszczajac do rozwoju tych patogendow, a takze
fungistatyczne, objawiajace si¢ hamowaniem zarodnikowania grzybow z rodzaju

Colletotrichum (Fig.12).

Przyktad 3. Okreslenie liczebnosci mikroorganizméw w biopreparacie bakteryjnym

Liczebno$¢ mikroorganizméw w przygotowanym preparacie okreslono poprzez
zliczenie 1 okreslenie ogodlnej liczebnosci bakterii metoda wysiewu rozcienczen.
Przygotowano szereg rozcienczen preparatu przeciwgrzybowego od 10 do 10°, z kazdego
rozcienczenia wysiano po 0,1 ml na ptytke Petriego o $rednicy 90 mm z podtozem PCA,
rozprowadzono rdwnomiernie po plytce po czym inkubowano w temperaturze 26°C, przez
72h. Wyro$niete kolonie zliczono 1 wyznaczono ogo6lng liczebnos$¢ bakterii (jtk/ml).

W preparacie po wytworzeniu wykazano ogolng liczebnos¢ bakterii na poziomie
>10° jtk/ml biopreparatu bakteryjnego w postaci ptynnej oraz >10° jtk/g biopreparatu

bakteryjnego w postaci suchej rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej w wodzie. Wyniki badan
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przechowalniczych wykazaty na utrzymywanie si¢ w preparacie bakteryjnym liczebnosci na
poziomie >108 jtk/g lub >108 jtk/ml, a nawet >10° jtk/g lub >10° jtk/ml biopreparatu w

zalezno$ci od zastosowanych warunkow przechowywania przez okres 6 miesigcy.

Przyktad 4. Dzialanie biopreparatu na utrzymanie i/lub poprawe bioréinorodnosci
mikrobiologicznej gleby i mikrobiom roslin — testy wazonowe

W celu okreslenia dziatania biopreparatu na bioréznorodno$¢ mikrobiologiczna
gleby i mikrobiom roslin przeprowadzono eksperyment szklarniowy na roslinach maliny
odmiany Polana. Rosliny posadzono do doniczek o pojemnosci 3 litréw zawierajagcych
podtoze wzrostowe skladajace si¢ z 2 objetosci gleby i1 Y2 objetosci torfu o granulacji 7-
20mm. Biopreparat zaaplikowano na powierzchni¢ korzeni, a kombinacj¢ kontrolng
stanowily ro$liny nietraktowane preparatem, rosnagce w podtozu z dodatkiem 5 g suszonego
obornika na doniczke. W przyktadzie wykonania biopreparat zastosowano w formie ptynne;j.
W celu okreslenia zmian bioréznorodno$ci wykonano badania obejmujace charakterystyke
zbiorowisk bakterii i grzybéw za pomoca sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) z
wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania w technologii Illumina SBS
(Sequencing-by-Synthesis) za pomocg aparatu MiSeq oraz narzgdzi bioinformatycznych
takich jak QIIME?2 i dokonano analizy uzyskanych wynikéw w oparciu o sekwencjonowanie
markera 16S rDNA dla bakterii oraz ITS1 dla grzyboéw i okreSlono roéznorodnosé
mikroorganizméw ryzosfery i korzeni roslin. Aplikacja biopreparatu bakteryjnego pozwolita
oceni¢ zmiany wskaznikow bior6znorodnosci, w tym efektywnej liczby gatunkow (ENS)
bakterii 1 grzybow w ryzosferze oraz korzeniach roslin traktowanych i1 nietraktowanych
biopreparatem. Biopreparat spowodowat zwigkszenie bioréznorodnosci bakterii w stosunku
do kontroli oraz zachowanie bior6znorodnosci grzybow na poziomie wariantu kontrolnego
(Fig.13-Fig.14). Dokonano réwniez analizy grup troficznych i gildii funkcjonalnych
grzyboéw z wykorzystaniem bazy danych FunGuild. Wyniki te wykazaty, ze w korzeniu
roslin traktowanych biopreparatem zaobserwowano obnizenie grupy patotrofow oraz trybéw
mieszanych: patotrofow-symbiotrofow 1 patotroféw-saprotrofow, a takze odnotowano
zwigkszenie saprotrofow, symbiotrofow i1 grzybow prowadzacych mieszany tryb troficzny
saprotroficzno-symbiotroficzny (Fig.15). Dodatkowo wykazano, ze w po aplikacji
biopreparatu zmniejszyta si¢ ilos¢ gildii przypisanych do patogenow roslin (Fig.16). Analiza

wynikéw uzyskanych dla zbiorowisk bakterii wykazata na ogot zwigkszenie wzglednej
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obfitosci bakterii na réznych poziomach taksonomicznych po zastosowaniu biopreparatu.
Efekt ten odnotowano zaréwno w glebie ryzosferowej, jak rowniez korzeniu (Fig.17-
Fig.19). Analiza wynikow zbiorowisk grzyboéw potwierdzita brak zwiekszenia
biordznorodnosci tej grupy mikroorganizméw w ryzosferze i korzeniu roslin malin
traktowanych  biopreparatem, a utrzymanie podobnego poziomu wskaznikow
bioréznorodnosci na podobnym poziomie, przy czym stwierdzono obnizenie niektdrych
fitopatogenicznych grup grzybow (Fig.15-Fig.16, Fig.20-Fig.22).

Zaleta biopreparatu jest jego duza uniwersalno$¢, potwierdzona tym, ze jest on
skuteczny wobec wielu patogendw wystepujacych na plantacjach owocdéw migkkich, a takze
fakt, ze jest on oparty o naturalne sktadniki z uwzglednieniem rodzimych szczepoéw
bakteryjnych, wyodrgbnionych z ryzosfery zdrowych roslin, a tym samym przyjazny dla
srodowiska. Preparat dedykowany jest do utrzymania i/lub poprawy bioréznorodnos$ci
mikrobiologicznej gleby i mikrobiomu roslin owocéw migkkich, przy jednoczesnej kontroli

fitopatogenoéw wystepujacych w tych uprawach.

Przyktad 5. Dziatanie biopreparatu na wzrost i rozwdj roslin truskawki i maliny,
wystegpowanie fitopatogenow w uprawie ekologicznej roslin  truskawki oraz
bioréinorodnosé mikrobiologiczng gleby i owocoéw w uprawie roslin maliny — testy polowe

W celu okres$lenia bakteryjnego biopreparatu, zawierajagcego wyselekcjonowane
szczepy bakterii Bacillus subtilis AF75AB2 oraz Bacillus sp. Sp115AD na plonowanie
ro$lin oraz wystgpowanie fitopatogendow przeprowadzono doswiadczenia polowe, w ktorych
do technologii uprawy zostal wprowadzony biopreparat bakteryjny, jako jeden z
komponentow catej technologii uprawy stosowanej W uprawie ekologicznej truskawki i
maliny. Testy prowadzono na trzech odmianach truskawki Honeoye, Rumba i Vibrant w
dwoch sposobach uprawy nawadnianym 1 nienawadnianym w ekologicznym systemie
produkcji. Dodatkowo testy opracowanego biopreparatu bakteryjnego, wprowadzonego
jako jeden z elementow technologii produkcji malin ekologicznych, prowadzono w oparciu
o doswiadczenie z czterema odmianami malin: Delniwa, Enrosadira, Rosalita i Poemat. W
doswiadczeniach testowana byta zar6wno formulacja ptynna, jak i sucha nierozpuszczalna
w wodzie biopreparatu bakteryjnego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gatunki i odmiany
roslin réznie reagowaly na testowane technologie uprawy, w tym dodatek biopreparatu
bakteryjnego, zawierajagcego wyselekcjonowane szczepy Dbakterii. W  obiekcie

nawadnianym, w wariantach, w ktorych wprowadzono dodatek opracowanego biopreparatu
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bakteryjnego, zastosowanego w pierwszym roku w formie ptynnej, a w drugim w formie
suchej nierozpuszczalnej w wodzie, zaobserwowano najwigksza zwyzke plonu truskawki.
Zaobserwowano, ze u odmiany Vibrant w obiekcie nienawadnianym, w wariancie, w ktorym
zastosowano dodatek biopreparatu bakteryjnego, zmniejszyto si¢ porazenie roslin skorzasta
zgnilizng owocdéw. Odmiana Honeoye zareagowala natomiast zmniejszeniem porazenia
antraknoza. Wyniki wskazuja, ze dla niektorych odmian maliny, zwtaszcza Enrosadira i
Rosalita, zaobserwowano zwigkszenie aktywnosci metabolicznej mikroorganizmow
wystepujacych w roslinie i owocu, w szczegolnosci w stosunku do weglowodandéw, w
wariancie, w ktorym jako jeden z elementéw uprawy zastosowany byl opracowany
biopreparat bakteryjny. Ogélny wskaznik r6znorodnosci mikrobiologicznej gleby ulegt
podwyzszeniu w wariancie, w ktorym wlaczono aplikacje opracowanego biopreparatu

bakteryjnego.

Przyktad 6. Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego — formulacja plynna

Do otrzymania bakteryjnego biopreparatu do utrzymania i/lub poprawy
bioréznorodno$ci gleby i/lub kontrolowania kluczowych patogenow (Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocdéw migkkich,
zastosowano 2 wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych roslin, niewykluczajace swojego
dziatania nastepujace szczepy bakterii: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1 oraz
Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2, na liscie sekwencji, dla ktorych prowadzono osobne
hodowle, ktore mieszano w rownych proporcjach, w celu uzyskania kompozycji
zawierajace] wyizolowane szczepy saprofitycznych bakterii ryzosfery i/lub biopreparatu, a
hodowle namnazajace prowadzono w temperaturze w 30°C.

Po wstepnym namnozeniu bakterii na agarowym podtozu Plate Count Agar w ciggu
24-48 godzin w temperaturze 25-26°C, uzyskanym inokulum zaszczepiano podloze
namnazajgce i prowadzono hodowlg wytrzasang (120 rpm) przez 48 godzin w temperaturze
30°C. Pozywka namnazajaca do wytworzenia biopreparatu byto zoptymalizowane podioze
zawierajace: 6,6 g/ NaoHPOj4, 3g/L KH2POg4, 1g/L NH4Cl, 0,5g/L NaCl, serwatke kwasng
neutralizowang w ilosci 20 g/L, CaClz w ilosci 0,022 g/L, MgSOas w ilosci 0,18g/L, FeCl, w
ilosci 12,9 mg oraz 10 ml roztworu mikroelementow zawierajgcego: 0,5mM MnCl>*4 H,0O,
1,2 mM ZnClz, 0,27mM CuCl2*2 H20, 0,23 mM CoCl>*6 H20, 0,23 mM Na:MoO4*2 H-0.

Po otrzymaniu miana hodowli namnazajacej przeprowadzono etap indukcji
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przetrwalnikowania podwyzszajac temperature hodowli do 40°C. Po 48 godzinach hodowli
hodowle pasteryzowano poprzez inkubacje w temperaturze 80°C przez 20 minut. Tak
przygotowana zawiesina przetrwalnikow byta gtdwnym z komponentéw biopreparatu.

Do hodowli bakteryjnej (zawiesiny przetrwalnikow) dodawano ptynny wyciag z
pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz ptynne kwasy humusowe. Po polaczeniu sktadnikow
przygotowany preparat stabilizowano poprzez zmian¢ odczynu, obnizajac pH preparatu za

pomoca kwasu mlekowego do 4,0-4,5.

Przyktad 7. Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego — formulacja sucha
nierozpuszczalna w wodzie suszona rozpytowo

Sposob prowadzono jak w Przyktadzie 6., z tym ze po zakonczeniu hodowli, dla
uzyskania nierozpuszczalnej w wodzie formulacji suchej do oprysku badz podlewania,
hodowle poddano suszeniu rozpytlowemu na serwatce w proszku, jako nosnik wysuszonych
na serwatce bakterii zamiast ptynnego podtoza hodowlanego z ptynnymi ekstraktami
pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz ptynnymi kwasami humusowymi zastosowano dolomit
mikronizowany z dodatkiem suchych ekstraktow pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz suchych

kwasoéw humusowych.

Przyktad 8. Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego — nierozpuszczalna w wodzie
formulacja sucha zawierajgca liofilizowane szczepy bakterii

Otrzymany sposobem opisanym w Przyktadzie 7. biopreparat do utrzymania i/lub
poprawy bior6znorodnosci gleby i/lub kontrolowania kluczowych patogenow (Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.) w uprawie owocéw migkkich posiada
analogiczny sktad jak wskazano w Przykladzie 7, z tym, Ze zamiast suszenia rozpytowego
hodowle bakteryjne poddaje si¢ liofilizacji z dodatkiem serwatki w proszku jako

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

Przyktad 9. Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego — formulacja sucha
rozpuszczalna w wodzie

Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego prowadzono jak w Przyktadzie 7.,
z tym ze hodowle poddano suszeniu rozpylowemu na maltodekstrynie zamiast na serwatce

w proszku, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji suchej do oprysku lub zraszania. Jako
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nos$nik wysuszonych na maltodekstrynie bakterii zamiast dolomitu mikronizowanego z
dodatkiem suchych ekstraktéw pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz suchych kwasow
humusowych zastosowano maltodekstryne z dodatkiem suchych ekstraktow pokrzywy,

skrzypu i nagietka oraz suchych kwasow humusowych.

Przykitad 10. Sposob otrzymywania biopreparatu bakteryjnego — rozpuszczalna w wodzie

formulacja sucha zawierajgca liofilizowane szczepy bakterii

Biopreparat otrzymany sposobem wedlug Przyktadu 9. posiada sktad analogiczny
jak w przyktadzie 9., z tym, Zze zamiast suszenia rozpylowego na maltodekstrynie, stosuje

si¢ liofilizacje z dodatkiem maltodekstryny jako krioprotektanta.

ZASTRZEZENIA PATENTOWE

1. Sposob otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do utrzymania i/lub poprawy
biordéznorodnosci gleby i/lub kontrolowania patogenow: Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocow migkkich, wykazujacego cechy
biostymulacyjnego dziatania na ro$liny, z zastosowaniem szczepdéw bakterii z rodzaju

Bacillus, znamienny tym, ze stosuje si¢:
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- dwa wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych ro$lin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dzialania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr
1 oraz Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2 na li$cie sekwencji, hodowane na podtozu
namnazajacym z serwatkg i mikroelementami przygotowanym na wodzie, zawieszone w
podtozu hodowlanym albo suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku;

- nosnik wlasciwy w postaci podtoza hodowlanego dla postaci ptynnej albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej i nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej i rozpuszczalnej w wodzie;

- dodatek ekstraktow roslinnych z pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz dodatek kwasow
humusowych jako uzupetniajacych komponentéw no$nika wlasciwego.

2. Sposob otrzymywania biopreparatu wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze obejmuje
sposob prowadzenia hodowli szczepéw bakterii z rodzaju Bacillus, o sekwencjach
odpowiednio nr 1 i 2, wskazanych na li$cie sekwencji, w ktorym szczepy bakterii namnaza
si¢ wstepniec w hodowli stacjonarnej, na podlozu agarowym Plate Count Agar, w
temperaturze 25-30°C przez 24-48 godzin, a nast¢pnie tak przygotowanym inokulum
szczepi si¢ plynne podloze namnazajace, w ilosci 5%-15% objetosci poditoza hodowlanego
1 prowadzi si¢ hodowle namnazajaca w warunkach hodowli wytrzasanej w temperaturze
30°C przy 120 rpm.

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

4. Sposob otrzymywania biopreparatu wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, ze
hodowl¢ namnazajgcg prowadzi si¢ przez 48 godzin.

5. Sposob otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze podtoze namnazajace zawiera w 1 litrze: 20g serwatki, 6,69 NazHPOa,
3g KH2PO4, 1g NH4Cl, 0,5g NaCl, 0,022g CaClz, 0,18g MgSOs, 12,9mg FeCl», w granicach
+10% kazdego ze sktadnikow podtoza.

6. Spos6b otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze dla podtoza namnazajacego stosuje si¢ serwatke w proszku, korzystnie
kwasna neutralizowana.

7. Spos6b otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze podtoze namnazajace z serwatkg zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu,

Co i Mo.
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8. Sposoéb otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z zastrz. 2-7, znamienny
tym, Ze po otrzymaniu miana hodowli namnazajacej nie mniejszego niz 10° jtk/ml
przeprowadza si¢ etap indukcji przetrwalnikowania, korzystnie podwyzszajac temperature
hodowli do 40°C i po 48 godzinach hodowli i wytworzeniu przetrwalnikéw przez komorki
bakteryjne hodowle¢ pasteryzuje si¢ poprzez inkubacj¢ w temperaturze 80°C przez 20 minut
1 otrzymang zawiesine przetrwalnikow stosuje si¢ jako gtowny komponent biopreparatu.

9. Sposob otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z zastrz. 2-8, znamienny
tym, ze po zakonczeniu hodowli, dodaje si¢ jako komponent nosnika ekstrakty roslinne z
pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz kwasy humusowe, ktore w zalezno$ci od formulacji
biopreparatu majg posta¢ ptynng albo sucha.

10.  Spos6b otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze postac¢ ptynng otrzymuje si¢ poprzez potaczenie 390-410 ml zawiesiny
przetrwalnikow kazdego szczepu bakteryjnego: Bacillus subtilis AF75AB2 i Bacillus sp.
Spl115AD o nr 1 1 2 na li$cie sekwencji i po 45-55 ml kazdego z ekstraktow z pokrzywy,
skrzypu i nagietka oraz 45-55 ml ptynnych kwasow humusowych.

11.  Spos6b otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z poprzednich zastrz.,
znamienny tym, ze otrzymang posta¢ ptynng poddaje si¢ stabilizacji zabezpieczajacej przed
rozwojem przetrwalnikow poprzez obnizenie odczynu preparatu do pH=4,0-4,5.

12.  Sposoéb otrzymywania biopreparatu wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze stosuje
si¢ kwas mlekowy.

13.  Sposoéb otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z zastrz. 1-9, znamienny
tym, ze 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 iloSci 5% $wiezej] masy zwirowanych
drobnoustrojéw, uzyskujac wysuszone albo liofilizowane bakterie o koncentracji nie
mniejszej niz 10! jtk/g, a wysuszone albo liofilizowane bakterie dodaje sic w réwnych
ilosciach do uzyskania biopreparatu 0 koncentracji kazdego ze szczepéw w zakresie 10% —
101 jtk/g.

14.  Sposob otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z zastrz. 1-9, albo 13,
znamienny tym, ze do postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie jako komponent nosnika
stosuje si¢ suche ekstrakty z pokrzywy, skrzypu, nagietka oraz suche kwasy humusowe w

ilosci odpowiednio 0,045-0,055 g/kg; 0,045-0,055 g/kg; 0,12-0,13 g/kg oraz 0,55-0,65 g/kg
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biopreparatu, a jako nosnik wszystkich komponentéw biopreparatu stosuje si¢ dolomit
mikronizowany, stanowigcy dopetnienie do 1 kg biopreparatu.

15.  Sposoéb otrzymywania biopreparatu wedtug dowolnego z zastrz. 1-9, znamienny
tym, ze dla uzyskania postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie, jako krioprotektant bakterii
W procesie suszenia rozpytowego albo liofilizacji oraz no$nik wszystkich komponentow
biopreparatu, stosuje si¢ maltodekstryne, a wysuszone/liofilizowane bakterie o koncentracji
nie mniejszej niz 10! jtk/g dodaje sie w rownych ilosciach do uzyskania biopreparatu o
koncentracji kazdego ze szczepoéw w zakresie 108 — 10™ jtk/g.

16. Sposdb otrzymywania biopreparatu wedlug dowolnego z zastrz. 1-9, albo 15,
znamienny tym, ze do postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie jako komponent no$nika
stosuje si¢ suche ekstrakty z pokrzywy, skrzypu, nagietka oraz suche kwasy humusowe w
ilosci odpowiednio 0,045-0,055 g/kg; 0,045-0,055 g/kg; 0,12-0,13 g/kg oraz 0,55-0,65 g/kg
biopreparatu, a maltodekstryna jako krioprotektant bakterii i no$nik witasciwy stanowi
dopetnienie do 1 kg biopreparatu.

17.  Bakteryjny biopreparat do utrzymania i/lub poprawy bioréznorodnosci gleby i/lub
kontrolowania patogenow Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium
sp. w uprawie owocow mickkich, wykazujacy cechy biostymulacyjnego dziatania na
rosliny, zawierajacy szczepy bakterii z rodzaju Bacillus, znamienny tym, ze zawiera dwa
wyselekcjonowane z ryzosfery zdrowych ro$lin, nie wykazujace wzajemnego
antagonistycznego dziatania izolaty bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr
1 oraz Bacillus sp. Sp115AD — sekwencja nr 2 na liscie sekwencji, nos$nik wiasciwy w
postaci podloza hodowlanego dla postaci ptynnej biopreparatu albo dolomitu
mikronizowanego dla postaci suchej nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla
postaci suchej rozpuszczalnej w wodzie oraz zawiera dodatek ekstraktow roslinnych z
pokrzywy, skrzypu i nagietka i dodatek kwaséw humusowych jako uzupetniajacych
komponentow no$nika wiasciwego, przy czym izolaty bakteryjne wyhodowane sg na
podtozu namnazajagcym z serwatkg i mikroelementami, przygotowanym na wodzie |
zawieszone na no$niku albo suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku.

18.  Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 17, znamienny tym, ze zawiera szczepy
bakteryjne Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp115AD —
sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, w rownym stosunku wagowym dla postaci suchej albo

w rownym stosunku objetosciowym dla postaci ptynnej biopreparatu.
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19.  Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 17 albo 18, znamienny tym, ze izolaty
bakteryjne wyhodowane sa na podlozu namnazajacym z serwatka w proszku, korzystnie
kwasng neutralizowana.

20.  Bakteryjny biopreparat wedlug dowolnego zastrz. 17 - 19, znamienny tym, ze
koncentracja kazdego ze szczepow bakteryjnych jest w postaci ptynnej w zakresie 108 —
10 jtk/ml.

21.  Bakteryjny biopreparat wedtug dowolnego zastrz. 17 - 20, znamienny tym, ze jego
posta¢ ptynna zawiera W 1 litrze po 45-55 ml dodatku kazdego z ptynnych ekstraktow z
pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz ptynnych kwaséw humusowych.

22.  Bakteryjny biopreparat wedlug dowolnego zastrz. 17 - 19, znamienny tym, ze
koncentracja kazdego ze szczepdéw bakteryjnych jest w postaci suchej rozpuszczalnej albo
nierozpuszczalnej w wodzie w zakresie 108 — 10™ jtk/g.

23.  Bakteryjny biopreparat wedtug zastrz. 17, 18, 19 albo 22, znamienny tym, ze jego
posta¢ sucha rozpuszczalna albo nierozpuszczalna w wodzie zawiera dodatek suchych
ekstraktow z: pokrzywy w ilosci 0,045-0,055 g/kg, skrzypu w ilosci 0,045-0,055 g/kg i
nagietka w ilosci 0,12-0,13 g/kg oraz suchych kwasow humusowych w ilosci 0,55-0,65 g/kg.
24. Bakteryjny biopreparat wedlug zastrz. 17, 18, 19, 22 albo 23, znamienny tym, ze
ma posta¢ suchg nierozpuszczalng w wodzie i zawiera serwatke sproszkowang jako
krioprotektant w procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego i dolomit mikronizowany
jako nos$nik wlasciwy.

25.  Bakteryjny biopreparat wedtug zastrz. 17, 18, 19, 22 albo 23, znamienny tym, ze
ma postaé suchg rozpuszczalng w wodzie i zawiera maltodekstryne jako krioprotektant w

procesie liofilizacji lub suszenia rozpytowego 1 jako nosnik wlasciwy.
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Fig. 3
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B
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A 750nm

I 0.2
B 017
] 0.13
[]0.09
B 0.05
B 0.01

AF75AB2 Sp115AD
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Positive control Positive Control
pH 6 8% NaCl
Lithium Chloride pH 5
1% Sodium Lactate 4% NaCl
Potassium Tellurite Fusidic acid
pH 5 Troleandomycin
8% NaCl Minocycline
Azireonam Lincomycin
4% NaCl Guanidine HCI
Guanidine HCI Niaproof 4
1% NaCl Vancomycin
Sodium Butyrate Tetrazolium violet
Rifamycin SV Nalidixic acid
Fusidic Acid Tetrazolium Blue
Troleandomycin Sodium Bromate
Minocycline Aztreonam f
Lincomycin pH 6
Niaproof 4 A 590nm Potassium Tellurite
Vancomycin [ ] 1% Sodium Lactate
Tetrazolium Blue — K Rifamycin SV A 750nm
Nalidixic Acid 109 1% NaCl Il 0.425
Tetrazolium Violet E o Lithium Chioride E e
Sodium Bromate ] 0:3 Sodium Butyrate i

Bl 0.125

AF75AB2 Sp115AD N 0.1 AF75AB2 Sp115AD Il 0.025

Fig. 4 Fig. 5
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Aktywnosé Zastosowany substrat
enzymatyczna
Fosfataza alkaliczna 2- naftylo- fosforan
Esteraza (C 4) 2-naftylo-maslan

Esteraza lipaza (C 8)

2-naftylo-kaprylan

Lipaza (C 14)

2- naftylo- mirystynian

AF75AB2 | Sp115AD

Arylamidaza leucyny | L-leucylo-2- naftylamid ++ ++
Arylamidaza waliny L-walilo-2- naftylamid + +
Arylamidaza cystyny | L-cystylo-2-naftylamid - -
Trypsyna N-benzoilo-DL-arginino-2- naftylamid - -
a- chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyamid - -
Kwasna fosfataza 2-naftylo-fosforan ++ plails

Fosfohydrolaza
naftylo-AS-BI

Naftylo-AS-BI-fosforan

a- galaktozydaza

6-Br-2-naftylo- aD-galaktopiranosyd

B- galaktozydaza

2-naftylo- pD-galaktopiranosyd

B- glukuronidaza

Naftylo-AS-BI- fD- glukuronid

a - glukozydaza

2- naftylo- aD- glukopiranozyd

B — glukozydaza

6-Br-2-naftylo- § D-galaktopiranozyd

N-acetylo-f-
glukozaminidaza

1- naftylo-N- acetyl- BD-glukozaminid

a- mannozydaza

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

a- fukozydaza

2- naftylo- aL- fukopiranozyd

Fig. 7




30

, e = —_—
Phythophtora spp.  Colletotrichum spp. Botrytis spp. Verticillium spp.
G408/18 G171/18 G277/18 G296/18

Fig. 8



Strefa
zahamowania

Strefa
zahamowania
wzrostu (mm)

Strefa
zahamowania
wzrostu (mm)

Fitopatogen wzrostu (mm) +odchylenie +odchylenie
patogeny +odchylenie standardowe — standardowe —
standardowe — posta¢ sucha posta¢é sucha
postaé plynna nierozpuszczalna | rozpuszczalnaw
w wodzie wodzie
Colletotrichum sp.
G171/18 35,60 +8,25 15,00 5,00 18,00 +14,70
Botrytis sp.
G277/18 / G276/18 24,00 +£3,55 27,30 £2,30 32,00 £11,20
Phytophthora sp.
G408/18 / 184/21 16,40 +6,61 22,00 £8,00 58,70 £28,90
Verticillium sp.
G297/18 / G296/18 13,50 £2,00 16,70 +2,90 46,60 +24,40

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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Phytophthora sp. o Colletotrichum sp. Phytophthora sp. o Colletotrichum sp. ) Phytophthora sp. o Colletotrichum sp. )
G184/21 Verticillium sp. G171/18 6184/21 Verticillium sp. G171/18 Botrytis sp. G184/21 Verticillium sp. G171/18 Botrytis sp.
kontrola G296/18 kontrola Eonirols G296/18 kontrola G276/18 kontrola G296/18 kontrola G276/18

kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola

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

Fig. 11
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Phytophthora sp. = verticillium SP- Colletotrichum sp.

G184/21 Botrytis sp.
G296/18 G171/18 yHisep

kontrola konirol G276/18
OREroia kontrola T

Fig. 12
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1400

— Srednia
[] Srednia+Btad std
1200 | L Srednia+0,95 Przedz. ufn.

1000 ¢

800

600

400 +

Efektywna liczba gatunkéw bakterii w ryzosferze
(ENS - 16S)

200 ¢

K
ENS: KW-H(L;7) = 2; p = 0,1573
Fig. 13
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Efektywna liczba gatunkéw grzybdw w ryzosferze
(ENS - ITS1)
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40 |

20 +
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— Srednia
[] Srednia+Btad std
1 Srednia+0,95 Przedz. ufn.

K

ENS: KW-H(1;6) = 0,0476; p = 0,8273

Fig. 14

Obiekty

P1




100%

90%
80%
70%
60% m Symbiotrof
Saprotrof-Symbiotrof
m Saprotrof
50% 3
m Patotrof-Symbiotrof
Patotrof-Saprotrof-Symbiotrof
40% m Patotrof-Saprotrof
m Patotrof
30%
20%
10%
0%

K - korzenie P1 - korzenie K - ryzosfera P1 - ryzosfera

Fig. 15
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patogeny zwierzgce-endofity-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy

60 = patogeny zwierzgce-endofity-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
m saprotrofy nawozow organicznych-endofity-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
50 f i m grzyby endomykoryzowe-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
m endofity-pasozyty porostow-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
40 m endofity-patogeny roslinne
m endofity-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
m endofity-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
30 m pasozyty grzybow-patogeny ros$linne-saprotrofy roslinne
m patogeny ro$linne-niezidentyfikowane pasozyty-niezidentyfikowane saprotrofy
m patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
- m patogeny ros$linne-saprotrofy drewna
patogeny zwierzg¢ce-endofity-pasozyty grzybow-patogeny roslinne-saprotrofy drewna
10 = patogeny zwierzg¢ce-patogeny roslinne-niezidentyfikowane saprotrofy
u patogeny zwierzgce-patogeny roslinne
6 = patogeny ro$linne
K Pl K Pl
Ryzosfera Korzenie

Fig. 16
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100% =
d__Bscteria;p__Proteobacteris . d__Bacteris;p__Spirochaetota
% d__Bacteris;p__Bscteroidots . d__Bacteria;p__Sumerlseots
. d__Bacteria;p__Actinobscteriots . d__Bscteria;p__Elusimicrobiots
e . d__Bacteria;p__Planctomycetota . d__Bscteriaip_Hydrogenedentes
. d__Bscteria;p__Pstescibacteria . d__Bscterisip_ WPS-2
] . d__Bacteris;p__\errucomicrobiota - d__Bscteriaip_ SAR324_clsde{Msrine_group_B)
B _secteniso_Acidobacteriots d__Bacteris;p__Abditibscteriots
Em- . d__Bacteria;p__Myxococcots d__Bscteria;p__WS2
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I o_Bacterisip_Firmicutes B <_sscteisio_zixibacteris
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20% . d__Bacteris;__ d__Bscteris;p__Margulisbacteris
. d__Bscteris;p__Dependentise d__Bascteris;p__Methylomirabilota
10% d__Bacteria;p__Fibrobacterots . d__Bacteria;p__Lstescibacterota
d__Bacteria;p__Desulfobscterots . d__Bacteria;p__Fusobscteriota
0

K P1 K P1
Ryzosfera Korzenie

Fig. 17
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Korzenie
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- k_ Fungi;__;

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

| 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;__
k__Fungi;p__Ascomycota;c__unidentified
k__Fungi;p__Ascomycota;c__Orbiliomycetes
k__Fungi;p__Basidiomycota;c__unidentified
k__Fungi;p__Mucoromycota;c__Mucoromycetes
k__Fungi;p__Rozellomycota;__

k__Fungi;p__unidentified;c__unidentified

k__Fungi;p__Basidiomycota;c__Microbotryomycetes
‘ ‘k_Fungi;p_MortierelIomycota;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
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. :k_Fungi;p__Ascomycota;c_Saccharomycetes
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SKROT OPISU

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do utrzymania
i/lub poprawy bioréznorodnosci gleby i/lub kontrolowania patogenow: Botrytis sp.,
Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp. w uprawie owocéw migkkich,
wykazujacego cechy biostymulacyjnego dziatania na rosliny, z zastosowaniem szczepOw
bakterii z rodzaju Bacillus, polegajacy na tym, ze stosuje si¢: dwa wyselekcjonowane z
ryzosfery zdrowych roslin, nie wykazujace wzajemnego antagonistycznego dzialania izolaty
bakteryjne: Bacillus subtilis AF75AB2 — sekwencja nr 1 oraz Bacillus sp. Sp115AD —
sekwencja nr 2 na liScie sekwencji, hodowane na podiozu namnazajacym z serwatka i
mikroelementami przygotowanym na wodzie, zawieszone w podtozu hodowlanym albo
suszone na no$niku albo liofilizowane na no$niku; no$nik wiasciwy w postaci podtoza
hodowlanego dla postaci plynnej albo dolomitu mikronizowanego dla postaci suchej i
nierozpuszczalnej w wodzie albo maltodekstryny dla postaci suchej i rozpuszczalnej w wodzie
oraz dodatek ekstraktéw roslinnych z pokrzywy, skrzypu i nagietka oraz dodatek kwasow
humusowych jako uzupetniajacych komponentéw nosnika wiasciwego. Przedmiotem
wynalazku jest ponadto bakteryjny biopreparat do utrzymania i/lub poprawy biordznorodnos$ci
gleby i/lub kontrolowania patogendéw Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp.,
Verticillium sp. w uprawie owocow migkkich, wykazujacy cechy biostymulacyjnego dziatania

na ro$liny.

(25 zastrzezen)



