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Opis wynalazku
Przedmiotem wynalazku jest sposób otrzymywania ekologicznego bakteryjnego bioprepara - 

tu - kompleksu do naturalizacji ryzosfery roślin malin, gdzie składnikiem aktywnym są wyselekcjono­
wane izolaty środowiskowe bakterii z rodzajów Arthrobacter sp., Pseudomonas sp. i Rhodococcus sp., 
pochodzących z naturalnych siedlisk malin dzikorosnących z obszaru Polski oraz biopreparat do natu­
ralizacji ryzosfery roślin malin. Przedmiot wynalazku obejmuje sposób prowadzenia hodowli szczepów 
bakterii z rodzajów Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus do zastosowania w biopreparacie oraz 
kompozycję podłoża namnażającego dla tych bakterii.

Grzybowe patogeny owoców miękkich są poważnym zagrożeniem dla współczesnego rolnic­
twa ekologicznego. Do patogenów, które powodują największe straty w rolnictwie można zaliczyć 
między innymi mikroorganizmy z rodzajów Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora i Verticillium. Pato­
geny grzybowe w rolnictwie konwencjonalnym, w którym powszechnie stosowane są środki ochrony 
roślin, powodują nawet 18% strat w plonach (OERKE, E. 2006. Crop losses to pests. The Journal 
of Agricultural Science, 144(1), 31-43). Ze względu na rozporządzenie Rady Europejskiej (WE)
nr 834/2007 z dnia 28 czerwca 2007 roku rolnicy, którzy prowadzą uprawy w sposób ekologicz­
ny zmuszeni są do ograniczenia stosowania konwencjonalnych preparatów ochrony roślin. Ponad­
to, zgodnie z założeniami dokumentów strategicznych Europejski Zielony Ład (European 
Green Deal, 2020, https://ec.europa. eu/info/strategy/priorities-2019-2024/european-green-deal_pl) 
oraz Strategii na rzecz Bioróżnorodności do 2030 roku (EU Biodiversity Strategy for 2030, 
https://ec.europa.eu/environment/nature/biodiversity/strategy/index_en.htm ) planowane jest zwiększe­
nie powierzchni upraw ekologicznych, zmniejszenie zużycia pestycydów oraz nawozów mineralnych, 
co sprawia, że poszukiwanie rozwiązań alternatywnych i opracowywanie biopreparatów opartych 
o naturalne mikroorganizmy jest w pełni uzasadnione i wychodzi naprzeciw potrzebom konsumentów. 
Ww. regulacje sugerują stosowanie w zamian środków pochodzenia naturalnego takich jak bioprepa­
raty, biostymulatory czy bioprodukty. Środki te, a zwłaszcza bioprodukty mikrobiologiczne, pozytywnie 
wpływają na zdrowie rośliny, jej wzrost i plon, a także zwiększają odporność roślin na biotyczne lub 
abiotyczne stresy środowiskowe (Pylak, M., Oszust, K. & Frąc, 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 zagrożenia dla utrzymania 
dobrej jakości środowiska glebowego m.in. związane z glebową materią organiczną (Bolinder M.A., 
Crotty F., Annemi E., Frac M., Kismanyoky T., Lipiec J., Tits M., Tóth Z., Katterer 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), które wpływają jednocześnie na jakość plonowania, 
wymagają opracowania rozwiązań, które przyczynią się do poprawy jakości środowiska glebowego. 
Ponadto, w związku z tym, że konsumenci coraz częściej sięgają po produkty ekologiczne, jako 
zdrowsze i charakteryzujące się lepszą wartością odżywczą, oraz mające mniejsze negatywne oddzia­
ływanie na środowisko 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 biopreparatów, 
które mogłyby znaleźć praktyczne zastosowanie w rolnictwie.

Biopreparaty to produkty wytworzone z żywych organizmów lub ich metabolitów. Obecnie 
na rynku są dostępne biopreparaty bazujące na inokulum mikrobiologicznym takie jak np. Micosat F 
czy Polyversum WP oparte odpowiednio na grzybach Trichoderma spp. i Pythium oligandrum. Przy­
kładowo te biopreparaty pozwalają na hamowanie wzrostu patogenów owoców miękkich należących 
do rodzaju Botrytis. Dostępne są też inne biopreparaty pozwalające na kontrolę grzybów z rodzaju 
Phytophthora - PREV-AM, Colletotrichum - Chitosan, Verticillium - Bioczos S (Zivković, Svetlana 
& Stevarovic, Milos & Djurovic, Sar ja & Ristić, Darjela & Stosie, Stefan, 2018. Antifungal activity 
of chitosan against Alternaria alternata and Colletotrichum gloeosporioides. Pesticidi i fitomedicina. 33. 
197-204., Maijańska-Cichoń, 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). Jednakże, ważnym czynnikiem w sku­
teczności biopreparatu opartego o inokulum mikrobiologiczne jest to, aby mikroorganizmy pochodził y 
z podobnej strefy klimatycznej lub nawet z roślin należących do tego samego rodzaju/gatunku na ja­

https://ec.europa
https://ec.europa.eu/environment/nature/biodiversity/strategy/index_en.htm
https://doi.org/10.1007/s11027-020-09916-3
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kim docelowy biopreparat będzie stosowany. Zwiększa to szansę na dłuższe przeżycie mikroorgani­
zmów w miejscu zastosowania i wydłużenie skuteczności zabiegu, gdyż rodzime szczepy mikroorga­
nizmów są lepiej przystosowane do lokalnych warunków środowiskowych i lepiej radzą sobie z ograni­
czaniem porażenia roślin przez grzyby fitopatogeniczne występujące w danym regionie geograficznym 
(Ibrahim 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 andfungi. AIP Conference Proceedings. 1940). Sprawia to, że istnieje potrzeba 
opracowania nowych biopreparatów opartych o rodzime wyselekcjonowane mikroorganizmy, które 
będą wykazywały działanie biostymulacyjne dla roślin, poprawiające jakość gleby, w tym transforma­
cje materii organicznej oraz będą charakteryzowały się właściwościami antagonistycznymi wo­
bec roślinnych patogenów grzybowych.

Najczęściej patenty dotyczą biopreparatów wykorzystywanych do biokontroli pojedynczych 
grzybów fitopatogenicznych np. z rodzaju Alternaria czy B. cinerea (Sas-Paszt L., Trzciński P., Li­
sek A., 2016, Biopreparat bakteryjny ograniczający występowanie chorób przechowalniczych warzyw 
oraz jego kompozycja, Pat. 232029). Stosowanie różnych szczepów bakterii np. z rodzaju Bacillus 
w bioproduktach, biostymulatorach wzrostu roślin czy biopreparatach ochrony roślin jest znane i sze­
roko opisane. Z kolei z opisu patentowego Pat.228631 znane są kompozycje roślinnych substancji 
biologicznie aktywnych w celu ograniczenia działalności i wzrostu roślinnych patogenów grzybowych 
(Grzywa-Niksińska I., Legocka I., Machałowska M., Kowiecznikow A., 2014, Biopreparat na podłożu 
stałym do pielęgnacji roślin oraz sposób wytwarzania biopreparatu, Pat.228631). W literaturze przed­
miotu do opracowania biopreparatów wykorzystywane są różne nośniki dla mikroorganizmów, które 
często są jednocześnie podłożem hodowlanym. Opis patentowy Pat.232023 przedstawia preparat 
bakteryjny do ochrony liści roślin ogrodniczych przed grzybowymi fitopatogenami, w skład którego 
wchodzą szczepy bakterii Mitsuaria chitosanitabida CH78Ai, Bacillus sp. Sp2M, Bacillus sp. Sp3F oraz 
Serratia plymuthica AF65AL (Sas-Paszt L., Trzciński P., Lisek A., 2016, Biopreparat bakteryjny
do ochrony liści roślin ogrodniczych przed fitopatogenami pochodzenia grzybicznego oraz jego kom­
pozycja, Pat. 232023). Preparaty te nie zawierają jednak w swej kompozycji szczepów innych bakterii 
obecnych w przedmiotowym wynalazku. Jednocześnie, brak jest rozwiązań opartych o zastosowanie 
kilku będących przedmiotem niniejszego wynalazku, różnych szczepów bakterii z rodzajów Arthrobacter, 
Pseudomonas i Rhodococcus, które poprawiają udostępnianie roślinom składników pokarmowych 
oraz jakość gleby i roślin poprzez syntezę enzymów oraz kontrolę fitopatogenów należących do rodza­
ju Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora i Verticillium, poprzez zdolności antagonistyczne zastosowa­
nych saprofitycznych szczepów bakterii wyizolowanych z ryzosfery dzikorosnących malin oraz dodat­
ków poprawiających ich konkurencyjność pokarmową względem fitopatogenów.

Najczęściej patenty dotyczą biopreparatów wykorzystywanych do kontroli patogenów roślin wa­
rzywnych lub uprawnych, a brak jest rozwiązań, obejmujących działanie biostymulacyjne dla roślin, 
poprawę jakości gleby, w tym transformacje materii organicznej przy jednoczesnym antagonistycznym 
oddziaływaniu na kluczowe patogeny grzybowe, przeznaczonych do stosowania w ekologicznej upra­
wie malin, lub są to rozwiązania obejmujące kontrolę pojedynczych patogenów np. z rodzaju 
Botrytis, nie stanowiąc kompleksowego rozwiązania dla wszystkich czterech patogenów grzybowych 
(Botrytis spp., Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Verticillium spp.), biostymulacji wzrostu roślin 
i poprawy jakości gleby.

Brak jest też doniesień literaturowych i patentów odnośnie suplementacji biopreparatów dodat­
kami należącymi do związków z grupy kwasów organicznych, w celu poprawy konkurencyjności po­
karmowej saprofitycznych izolatów bakterii pochodzących z ryzosfery malin, względem patoge­
nów roślin malin.

Celem wynalazku było opracowanie biopreparatu do naturalizacji ryzosfery malin, zawierającego 
takie szczepy bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus, które nie działają na siebie 
antagonistycznie, a które posiadają właściwości transformacji materii organicznej oraz biostymulacji roślin, 
a także wykazują aktywność antagonistyczną w stosunku do patogenów grzybowych Botrytis spp., 
Verticillium spp. Colletotrichum spp. i Phytophthora spp., oraz poprawiającego konkurencyjność pokar­
mową szczepów bakteryjnych wchodzących w skład preparatu, w stosunku do roślinnych patogenów 
grzybowych dzięki dodatkowi odpowiedniej prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej.

Cel ten osiągnięto poprzez opracowanie sposobu otrzymywania bakteryjnego biopreparatu 
do naturalizacji ryzosfery roślin malin, kompozycji biopreparatu oraz i stotnych do wytworzenia bio­
preparatu: sposobu prowadzenia hodowli szczepów bakterii Arthrobacter sp. B58/18 i B75/18, 
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Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus sp. B12/18 do zastosowania w biopreparacie, kompozycji 
podłoża namnażającego dla tych bakterii oraz warunków ich suszenia na odpowiednim nośniku, 
a także dodatku prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej. Dzięki przeprowadzonym badaniom uzy­
skano unikalny, zoptymalizowany skład podłoża hodowlanego, nośników i innych suplementów, które 
decydują zarówno o właściwościach, jak też o oryginalności opracowanego biopreparatu, stanowiąc 
jednocześnie zastrzeżenia patentowe.

Istotą sposobu otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin ma­
lin, biostymulacji wzrostu i rozwoju roślin, o właściwościach antagonistycznych w stosunku do fito- 
patogenów grzybowych należących do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum, i Phytophthora, 
z zastosowaniem szczepów bakterii z rodzajów Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, jest to, 
że stosuje się:

- 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosnących, nie wykazujące wzajemnego an-
tagonistycznego działania 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 liście sekwencji, ho­
dowane na mineralnym podłożu namnażającym z mikroelementami i dodatkiem źródła 
węgla i azotu, przygotowanym na wodzie albo na supernatancie ziemi okrzemkowej, sta­
nowiącej odpad po filtracji piwa, suszone na nośniku;

- dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierającej składniki wybrane spośród: kwasu jabł­
kowego, kwasu α-ketoglutarowego, kwasu γ-aminomasłowego, N-acetylo D-glukozoaminy 
albo ich dowolną mieszaninę.

Korzystnie, sposób obejmuje metodę prowadzenia hodowli szczepów bakterii Arthrobacter sp. 
B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18 iRhodococcus sp. B12/18 o sekwencjach 
odpowiednio 1-4, wskazanych na liście sekwencji. Metoda polega na hodowli wskazanych szczepów 
bakterii na podłożu namnażającym ze źródłem węgla i azotu, związkami mineralnymi, suszeniu 
na nośniku oraz suplementacji dodatkami wspomagającymi konkurencyjność pokarmową szczepów 
stanowiących kompozycję biopreparatu. Szczepy bakterii namnaża się wstępnie w hodowli stacjonarnej, 
na podłożu glukozowo-ziemniaczanym, w temperaturze 25-30°C, przez 24-48 godzin, a następnie tak 
przygotowanym inokulum zaszczepia się mineralne podłoże namnażające i prowadzi się hodowlę wy­
trząsaną w warunkach tlenowych, w temperaturze 25-30°C, w czasie 72-96 godzin, korzystnie 
72 godzin przy 120 rpm. Stosowane podłoże namnażające zapewnia wzrost każdego ze szczepów, przy 
czym hodowle prowadzone są osobno dla każdego szczepu, a uzyskane hodowle następnie miesza się. 
Dla zaszczepienia podłoża namnażającego, wprowadza się korzystnie 10% objętości hodowli zawierają­
cej 108-109 jtk ml-1 lub odpowiednio 1% objętości hodowli zawierającej 1010 jtkml-1.

Korzystnie, mineralne podłoże namnażające zawiera w 1 litrze jako źródło węgla: sacharozę 
w ilości 30 g ±10% i trehalozę w ilości 34 g ±10%, a jako źródło azotu: NH4NO3 w ilości 6 g ±10%. 
Ponadto trehalozę stosuje się w celu zabezpieczenia komórek w procesie suszenia.

Korzystnie, mineralne podłoże namnażające zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co, Mo.
Korzystnie, po zakończeniu hodowli wysyca się ją dekstrozą, która stanowi 10% ±5% w stosun­

ku do wagi uzyskanej hodowli, a następnie ziemią okrzemkową, korzystnie gruboziarnistą, w stosunku 
wagowym do kompozycji przeznaczonej do suszenia 1:2, stanowiącymi nośnik dla komórek bakterii.

Wariantowo, po zakończeniu hodowli wysyca się ją dekstrozą, która stanowi 10% ±5% w sto­
sunku do wagi uzyskanej hodowli, a następnie, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji suchej 
do oprysku bądź zraszania, jako nośnik bakterii stosuje się dekstrozę albo maltodekstrynę albo mie­
szaninę dekstrozy albo maltodekstryny z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.

Korzystnie, hodowle wysycone nośnikami suszy się w warunkach obniżonego ciśnienia, wyno­
szącego 50 mbar w temperaturze 25° - 30°C do uzyskania około 93% suchej masy.

Korzystnie, do procesu suszenia wprowadza się środek pochłaniający wilgoć.
Korzystnie, stosuje się wysuszoną i zawieszoną na nośnikach biomasę każdego ze szczepów 

Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18 i Rhodococcus sp. 
B12/18, o sekwencjach odpowiednio 1-4, wskazanych na liście sekwencji, zmieszaną w równym sto­
sunku wagowym.

Korzystnie, stosuje się dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierającej w równym stosunku 
wagowym kwas jabłkowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glukozoaminę.

Korzystnie, stosuje się dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu w ilości 0,1-2%, 
najkorzystniej 1% końcowej masy biopreparatu.
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Istota bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin, biostymulacji wzro­
stu i rozwoju roślin, przyspieszającego rozkład materii organicznej, o właściwościach antagoni- 
stycznych w stosunku do fitopatogenów grzybowych należących do rodzaju Botrytis, Verticillium, 
Colletotrichum, i Phytophthora, z zastosowaniem szczepów bakterii z rodzajów Arthrobacter, 
Pseudomonas i Rhodococcus, polega na tym, że zawiera 4 wyselekcjonowane z ryzosfery ma­
lin dzikorosnących, nie wykazujące wzajemnego antagonistycznego działania 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 liście sekwencji, hodowane na mineralnym podłożu z mikroelementami i dodatkiem źródła węgla 
i azotu, przygotowanym na wodzie albo na supematancie ziemi okrzemkowej, stanowiącej odpad 
po filtracji piwa, suszone na nośniku, oraz dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierającej składniki 
wybrane spośród: kwasu jabłkowego, kwasu α-ketoglutarowego, kwasu γ-aminomasłowego, N-acetylo 
D-glukozoaminy albo ich dowolną mieszaninę.

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 liście se­
kwencji, występują w równym stosunku wagowym.

Korzystnie, dodatek mieszanki suplementacyjnej zawiera w równym stosunku wagowym: kwas 
jabłkowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glukozoaminę.

Korzystnie, dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu wynosi 0,1-2%, najkorzystniej 
1% końcowej masy biopreparatu.

Korzystnie, bakteryjny biopreparat ma postać suchą nierozpuszczalną w wodzie. Jako nośnik 
bakterii zawiera wówczas korzystnie ziemię okrzemkową, najkorzystniej gruboziarnistą.

Wariantowo bakteryjny biopreparat ma postać suchą rozpuszczalną w wodzie. Jako nośnik bak­
terii, zawiera wówczas korzystnie dekstrozę albo maltodekstrynę albo mieszaninę dekstrozy albo mal- 
todekstryny z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.

Otrzymany biopreparat umożliwia kontrolę czterech kluczowych grzybowych patogenów malin 
z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, Verticillium. Biopreparat aplikuje się na i/lub pod ko­
rzenie roślin, stosuje się podlewanie naturalizacyjne i/lub opryskuje bądź zrasza.

W korzystnym sposobie naturalizacji ryzosfery malin lub biostymulacji wzrostu i rozwoju roślin 
lub zwalczania patogenów roślin biopreparat stosuje się w ilości 25-50 kg/ha doglebowo przy zakła­
daniu plantacji, 0,5-1 kg/ha do zawieszenia w wodzie wprowadzając go bezpośrednio na i/lub pod 
korzenie roślin przy zakładaniu nowych plantacji, lub/i w celu podlewania naturalizacyjnego pod rośli­
nę i/lub opryskiwania/zraszania w przypadku istniejących plantacji, preparatu zawierającego co naj­
mniej 106/ml lub 106/g, korzystnie co najmniej 107/ml lub 107/g, korzystniej 108/ml lub 108/g komórek 
saprofitycznych bakterii wyizolowanych z ryzosfery malin według kompozycji i/lub biopreparatu, przy 
czym w postaci podlewania naturalizacyjnego i/lub oprysku/zraszania/irygacji biopreparat można ko­
rzystnie rozcieńczyć wodą w zależności od potrzeb.

Przedmiotowe rozwiązanie stanowi naturalną metodę biostymulacji wzrostu i rozwoju roślin 
ze względu na właściwości wyselekcjonowanych szczepów bakterii: Arthrobacter sp. B58/18 - se­
kwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwen­
cja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, które potrafią degradować materię organiczną 
do łatwo przyswajalnych związków przez rośliny będących źródłem m.in. azotu czy fosforu. Szczepy 
wchodzące w skład kompozycji posiadają właściwości do rozkładu skrobi (amylolityczne), celulozy 
(celulolityczne) oraz białek (proteolityczne), a także amonifikacyjne i denitryfikacyjne, oraz charakte­
ryzują się aktywnością enzymatyczną, co sprawia, że kompozycja biopreparatu wpływa na prz emia- 
ny zachodzące w środowisku glebowym, biostymulując jednocześnie wzrost i rozwój roślin. Szczepy 
wybrane do kompozycji posiadają dodatkowo właściwości antagonistyczne w stosunku do fitopato- 
gennych grzybów powodujących choroby roślin maliny, w tym z rodzaju Bortytis, Colletotrichum, 
Phytophthora i Verticillium.

Wynalazek został uwidoczniony w przykładach wykonania na rysunkach, gdzie:
Fig. 1 przedstawia kultury bakterii wchodzących w skład kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców 

miękkich na płytkach Petriego z pożywką PDA oraz w zoptymalizowanym podłożu płynnym
Fig. 2 przedstawia profil metaboliczny szczepów bakterii będących składnikami biopreparatu, wskazują­

cy na stopień zużycia substratów (A 590 nm) należących do aminokwasów, alkoholi cukrowych, 
węglowodanów, kwasów cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwasów karboksylowych
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Fig. 3 przedstawia intensywność wzrostu (A 750 nm) szczepów bakterii będących składnikami bio­
preparatu, na substratach należących do aminokwasów, alkoholi cukrowych, węglowodanów, 
kwasów cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwasów karboksylowych

Fig. 4 przedstawia wrażliwość chemiczną szczepów bakterii będących składnikami biopreparatu, 
na podstawie zahamowania procesów oddechowych (A 590 nm), wobec wybranych związ­
ków, w tym antybiotyków i barwników

Fig. 5 przedstawia wrażliwość chemiczną wobec wybranych związków, którą wykazują szczepy bak­
terii będące składnikami biopreparatu, na podstawie zahamowania intensywności wzro­
stu (A 750 nm)

Fig. 6 przedstawia brak wzajemnego antagonistycznego oddziaływania szczepów bakteryjnych 
wchodzących w skład kompozycji stanowiącej kompleks do naturalizacji ryzosfery owoców 
miękkich, a - Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4; b - Pseudomonas sp. B37/18 - se­
kwencja nr 3; c - Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1; d -Arthrobacter sp. B75/18 - se­
kwencja nr 2

Fig. 7 przedstawia przykładowe profile aktywności enzymatycznej szczepów będących składnikami 
kompleksu bakteryjnego do naturalizacji ryzosfery malin, określone na podstawie testów 
API ZYM (Biomerieux)

Fig. 8 przedstawia antagonizm szczepu Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 wobec grzybów
fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)

Fig. 9 przedstawia antagonizm szczepu Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2 wobec grzybów
fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)

Fig. 10 przedstawia antagonizm szczepu Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 wobec grzybów 
fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)

Fig. 11 przedstawia antagonizm szczepu Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 wobec grzybów 
fitopatogenicznych z rodzaju Botrytis (a), Colletotrichum (b) i Verticillium (c)

Fig. 12 przedstawia biostymulacyjne działanie biopreparatu na rośliny malin w doświadczeniu fitotro- 
nowym: a) wariant bez naturalizacji, b) naturalizacja korzeni podczas sadzenia, c) naturaliza- 
cja korzeni podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne, d) podlewanie naturalizacyjne

Fig. 13 przedstawia biostymulacyjne działanie biopreparatu na rośliny malin w doświadczeniu fitotro- 
nowym w warunkach stresu biotycznego wywołanego kontaminacją 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 działanie biopreparatu na rośliny malin w doświadczeniu fitotrono- 
wym w warunkach stresu biotycznego spowodowanego kontaminacją patogenów 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, c) naturaliza- 
cja korzeni podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne, d) podlewanie naturalizacyjne

Fig. 15 przedstawia tabelę dotyczącą właściwości metabolicznych szczepów wchodzących w skład 
kompozycji do naturalizacji ryzosfery malin

Fig. 16 przedstawia tabelę dotyczącą oceny właściwości antagonistycznych na podstawie stref zaha­
mowania wzrostu grzybów fitopatogenicznych przez bakterie wchodzące w skład kompozycji 
do naturalizacji ryzosfery malin

Fig. 17 przedstawia tabelę dotyczącą selekcji prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej stanowiącej 
dodatek do biopreparatu wspomagający konkurencyjność pokarmową szczepów bakterii 
wchodzących w skład biopreparatu na podstawie stosunku stopnia zużycia substratów do in­
tensywności wzrostu na poszczególnych substratach dla bakterii wchodzących w skład bio­
preparatu oraz izolatów roślinnych patogenów grzybowych

PRZYKŁADY
Przykład 1
Wybór składu szczepów bakterii wchodzących w skład kompozycji biopreparatu, 

w tym identyfikacja oraz charakterystyka biochemiczna szczepów bakterii będących skład­
nikami biopreparatu - kompleksu do naturalizacji ekologicznych upraw owoców miękkich

Wyizolowano 47 szczepów bakterii z ryzosfery dzikorosnących malin z terenu Polski, a następ­
nie przeprowadzono ich identyfikację do rodzaju/gatunku z wykorzystaniem amplifikacji genu 
16S rDNA, sekwencjonowania metodą Sangera i analiz bioinformatycznych polegających na porów­
naniu uzyskanych sekwencji nukleotydowych z bazami danych komercyjną MicroSeqID oraz ogólnie 
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dostępną, otwartą bazą NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Z dostępnej puli szczepów wytypowano 
bakterie, które poddano dalszym badaniom laboratoryjnym, które wykazały ich potencjał antagoni- 
styczny wobec kluczowych patogenów grzybowych malin z rodzaju Botrytis, Colletotrichum, Verticillium 
i Phytophthora. Wyselekcjonowane szczepy bakteryjne tworzące kompozycję biopreparatu posiadają 
ponadto właściwości metaboliczne istotne dla funkcjonowania bioróżnorodności, właściwej mikrobioty 
gleby oraz prawidłowego wzrostu i rozwoju roślin, w tym charakteryzują się zdolnością udostępniania 
łatwo przyswajalnych związków mineralnych dla roślin, przeprowadzania procesu denitryfikacji i amo- 
nifikacji, oraz posiadają zdolności do rozkładu resztek roślinnych i zwierzęcych w wyniku procesu pro- 
teolizy, celulolizy i amylolizy, a także wykazują aktywność enzymów takich jak: fosfatazy, esterazy, 
arylamidazy, fosfohydrolaza, β-glukozydaza, β-galaktozydaza, mannozydaza, glukozaminidaza. Efek­
tywna kompozycja wybranych bakterii, będąca przedmiotem niniejszego zgłoszenia patentowego, 
składa się z wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych, wykazujących działanie synergistyczne.

Ze względu na swoje uzupełniające się właściwości i synergistyczne współdziałanie wytypowa­
no 4 szczepy bakteryjne wchodzące w skład kompozycji kompleksu do naturalizacji ekologicznych 
upraw owoców miękkich.

Szczepy bakteryjne Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - se­
kwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, 
sekwencje przedstawione na liście sekwencji, wybrane do opracowania biopreparatu są izolatami 
środowiskowymi, wyselekcjonowanymi w Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej 
Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie i znajdują się w kolekcji tego Laboratorium. Zawarte w bioprepara­
cie szczepy bakterii zostały wyselekcjonowane z ryzosfery dzikorosnących malin z obszaru Polski, 
stosując metodę seryjnych rozcieńczeń dziesiętnych, przy czym szczepy B12/18 - sekwencja nr 4 
i B58/18 - sekwencja nr 1 wyodrębniono na podłożu z wyciągiem glebowym, a szczepy B37/18 - se­
kwencja nr 3 i B75/18 - sekwencja nr 2 na pożywce agarowej PCA (Plate Count Agar), prowadząc 
hodowle w temperaturze 26°C w ciągu 7 dni, a następnie wielokrotne pasażowanie izolatów na podło­
żu ziemniaczanym (PDA) w celu uzyskania czystych kultur bakterii.

Składające się 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 pomarańczowym 
(B12/18 - sekwencja nr 4), kremowym (B37/18 - sekwencja nr 3 i B58/18 - sekwencja nr 1) i żółtym 
(B75/18 - sekwencja nr 2) wzrostem obserwowanym na podłożu PDA oraz kremowym (B12/18 - se­
kwencja nr 4 i B37/18 - sekwencja nr 3) i czerwonym (B58/18 - sekwencja nr 1 i B75/18 - sekwen­
cja nr 2) wzrostem w zoptymalizowanym podłożu płynnym (Fig. 1), zidentyfikowano na podsta­
wie analiz molekularnych obejmujących sekwencjonowanie fragmentu 16S rDNA odpowiednio 
do rodzajów: Rhodococcus, Pseudomonas, Arthrobacter i Arthrobacter, uzyskując sekwencje, 
przedstawione na Liście Sekwencji.

Wchodzące w skład 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 szczegółowym analizom fizjologicznym i biochemicznym, okre­
ślając zdolności do wykorzystania (utleniania) 71 różnych substratów węglowych, w tym aminokwa­
sów, alkoholi cukrowych, węglowodanów, kwasów cukrowych, pochodnych cukrowych oraz kwasów 
karboksylowych (Fig. 2) oraz stopień wzrostu na tych substratach, mierzony przyrostem biomasy bak­
terii (Fig. 3). Ponadto określono wrażliwość chemiczną wytypowanych szczepów bakteryjnych wobec 
wybranych 23 związków w tym antybiotyków i barwników. Profil odnoszący się do zahamowania pro­
cesów oddechowych bakterii wchodzących w skład biopreparatu przedstawia Fig. 4, natomiast stopień 
zahamowania wzrostu bakterii przez badane związki został zaprezentowany na Fig. 5.

Przykład 2
Określenie wzajemnego antagonistycznego oddziaływania szczepów bakteryjnych sta­

nowiących kompozycję kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców miękkich
Aby określić, czy poszczególne szczepy nie wywierają na siebie wpływu o charakterze antago- 

nistycznym, tj. hamującym wzrost jednych szczepów przez drugie, posiano na szalki Petriego z podło­
żem PDA wybrany szczep bakterii, a następnie na podłoże wyłożono jałowe krążki bibuły nasączonej 
hodowlą pozostałych szczepów bakterii w ustalonych konfiguracjach. Stworzone układy miały na celu 
sprawdzenie czy każdy ze szczepów jest w stanie rosnąć w bezpośrednim sąsiedztwie pozostałych 
szczepów. Po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 26°C przeprowadzono odczyty, na podstawie 
których stwierdzono, że pomiędzy badanymi mikroorganizmami wchodzącymi w skład kompozycji 
kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców miękkich nie zachodzi silne oddziaływanie o charakterze 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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antagonistycznym, co oznacza, że badane szczepy nie zmieniają środowiska w taki sposób, który 
silnie hamowałby wzrost pozostałych szczepów. Wyniki zostały przedstawione na Fig. 6.

Przykład 3
Określenie właściwości metabolicznych szczepów wchodzących w skład bakteryjnego 

kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców miękkich
Badanie zdolności wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych do rozkładu biomasy ligni- 

no-celulozowej związane z wytwarzaniem enzymów celulolitycznych przeprowadzono na podłożu 
z wykorzystaniem fragmentów biomasy roślinnej - rozdrobnionej słomy. Wynikiem dodatnim zdol­
ności do biodegradacji biomasy lignino-celulozowej jest rozkład biomasy oraz obecność glukozy. 
Rozkład biomasy oceniano makroskopowo obserwując zmiany w wyglądzie zaszczepionej bakte­
riami biomasy, a aktywność celulolityczną oznaczono kolorymetrycznie na podstawie ilości uwolnio­
nych cukrów redukujących według standardowej metody przy użyciu odczynnika zawierające­
go kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) po 24 godzinach oraz po 7 dniach inkubacji w temperaturze 
28-30°C. Wykazano, że szczepy wchodzące w skład biopreparatu Arthrobacter sp. B58/18 - se­
kwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwen­
cja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 potrafią degradować materię organiczną - Fig. 15.

Właściwości amylolityczne badano z wykorzystaniem podłoża stałego - agaru odżywczego 
z dodatkiem 1% skrobi. Do badania właściwości proteolitycznych zastosowano podłoża stałe - agar 
odżywczy z dodatkiem 4% odtłuszczonego mleka oraz agar odżywczy z dodatkiem 4% żelatyny. 
Na podłoża agarowe każdy ze szczepów bakteryjnych został wysiany poprzez zaszczepienie niewiel­
ką ilością komórek przenoszonych jałową ezą na środek płytki. Po 24-godzinnej oraz 7-dniowej inku­
bacji w temperaturze 30°C wykonano odczyty. Właściwości amylolityczne określone na podstawie 
wyniku dodatniego, którym był brak fioletowego zabarwienia wokół wzrostu bakterii po zalaniu szalek 
płynem Lugola, wykazały szczepy Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 i Arthrobacter sp. 
B58/18 - sekwencja nr 1, wchodzące w skład kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców miękkich. 
Zdolność do rozkładu białka, przejawiająca się pojawieniem się strefy przejaśnienia wokół wzrostu 
bakterii lub po zalaniu odczynnikiem Fraziera w przypadku podłoża zawierającego żelatynę, wykazy­
wały szczepy z rodzaju Pseudomonas i Arthrobacter, wchodzące w skład kompozycji biopreparatu: 
odpowiednio B37/18 - sekwencja nr 3 i B75/18 - sekwencja nr 2. Niewielkie zdolności do rozkładu 
żelatyny wykazywał również szczep Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 (Fig. 15).

Właściwości denitryfikacyjne oceniono z wykorzystaniem podłoża płynnego - bulionu odżyw­
czego z dodatkiem 0,1% KNO3. Podłoże zostało zaszczepione 1 ml inokulum przygotowanego 
na jałowej wodzie, po zoptymalizowaniu do transmitancji na poziomie 70%. O zdolności szczepu 
do denitryfikacji świadczy gromadzenie gazu w rurce Durhama oraz alkalizacja podłoża oznaczana 
za pomocą wskaźnika pH po 24 godzinach oraz po 7 dniach inkubacji w temperaturze 30°C. Zdolność 
do przeprowadzania procesu denitryfikacji (dysymilacyjnej redukcji azotanów) wykazały szczepy 
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4, Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 oraz Arthrobacter 
sp. B75/18 - sekwencja nr 2 wchodzące w skład biopreparatu. Właściwości amonifikacyjne, obejmu­
jące proces przemiany azotu zawartego w związkach organicznych do amoniaku i jonów amonowych 
przeprowadzono z wykorzystaniem podłoża płynnego z dodatkiem 4% mleka odtłuszczonego lub 
mocznika. Obecność amoniaku i jonów amonowych oznaczono po 24 godzinach oraz po 7 dniach 
inkubacji w temperaturze 28-30°C za pomocą odczynnika Nesslera, uznając za wynik dodatni żółto- 
pomarańczowe zabarwienie podłoża.

Właściwości amonifikacyjne wykazały wszystkie szczepy (Arthrobacter sp. B58/18 - sekwen­
cja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3, 
Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4) wchodzące w skład kompleksu do naturalizacji ryzosfery 
owoców miękkich, natomiast amonifikację mocznika zaobserwowano tylko dla dwóch szczepów: 
Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1 i Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 (Fig. 15).

Aktywność enzymów hydrolitycznych, zaangażowanych w transformacje materii organicznej, 
m.in. fosfataz, esteraz, arylamidaz, fosfohydrolazy, β-glukozydazy, β-galaktozydazy, mannozydazy, 
glukozaminidazay, poszczególnych szczepów bakterii składających się na kompozycję biopreparatu, 
określono za pomocą testów API ZYM (Biomerieux). Testy przeprowadzono w hodowlach szczepów 
bakteryjnych o zmętnieniu odpowiadającym 5-6 w skali McFerland’a w celu ustalenia ich spektrum 
enzymatycznego. Szczep Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 wykazywał aktywność fosfatazy 
alkalicznej, esterazy C4 i C8, arylamidaz leucyny, waliny i cystyny, chemotrypsyny, fosfatazy kwaśnej, 
fosfohydrolazy oraz α-glukozydazy. Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja nr 3 charakteryzował się 



PL 241 913 B1 9

aktywnością esterazy C4 i C8, arylamidazy leucyny, fosfatazy kwaśnej i fosfohydrolazy. Szcze­
py Arthrobacter sp. B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2 posiadały 
natomiast aktywność esterazy C4, C8 i C14, arylamidaz leucyny, waliny i cystyny, fosfatazy kwaśnej, 
fosfohydrolazy, α-galaktozydazy, α-glukozydazy oraz α-mannozydazy. Szczep Arthrobacter sp. 
B75/18 - sekwencja nr 2 wykazywał ponadto aktywność trypsyny, β-galaktozydazy, β-glukozydazy 
oraz N-acetylo-e-glukozaminidazy (Fig. 15, Fig. 7).

Przykład 4
Działanie antagonistyczne szczepów bakteryjnych wchodzących w skład kompleksu do na- 

turalizacji ryzosfery owoców miękkich na roślinne patogeny grzybowe - eksperyment szalkowy
Szczepy wchodzące w skład biopreparatu, w postaci czystych kultur, zostały przebadane w kierun­

ku zdolności do hamowania wzrostu szczepów grzybów fitopatogenicznych: Botrytis sp., Colletotrichum 
sp. oraz Verticillium sp. Właściwości antagonistyczne szczepów bakteryjnych będących składnikami 
biopreparatu, sprawdzono względem reprezentatywnej grupy fitopatogenów, wyizolowanych z pol­
skich plantacji owoców miękkich w Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej Instytu­
tu Agrofizyki PAN. W badaniach wykorzystano dwa szczepy Colletotrichum sp. (G166/18, G172/18) 
izolowane z zakażonych owoców truskawki, trzy szczepy Botrytis sp. (G275/18, G276/18, G277/18) 
oraz trzy szczepy Verticillium sp. (G293/18, G296/18, G297/18) wyizolowane z zakażonych korze­
ni roślin truskawki.

Dla każdego szczepu wykonano posiewy celem obserwacji ich aktywności antagonistycznej. 
Antagonizm szczepów bakteryjnych wchodzących w skład biopreparatu względem izolatu danego 
patogenu zbadano parami na płytkach Petriego o średnicy 90 mm, na podłożu agarowym z wyciągiem 
ziemniaczanym (PDA - Potato Dextrose Agar). Całą powierzchnię podłoża na płytce zaszczepiano 
100 μl zawiesiny zarodników danego grzyba fitopatogenicznego, o transmitancji 70%, a na środek 
płytki wyłożono jałowy krążek bibuły nasączony zawiesiną bakterii danego szczepu wchodzącego 
w skład kompleksu do naturalizacji ryzosfery owoców miękkich. Strefy zahamowania wzrostu patoge­
nu grzybowego mierzono po 2-5 dniach hodowli w temperaturze 26°C.

Wszystkie z badanych szczepów 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 wykazały antagonistyczne działanie w stosunku do badanych patogenów 
w stopniu dobrym lub bardzo dobrym, hamując ich wzrost (Fig. 16, Fig. 8-11).

Przykład 5
Działanie biostymulacyjne biopreparatu - stymulacja wzrostu roślin oraz działanie anta- 

gonistyczne szczepów bakteryjnych wchodzących w skład kompleksu do naturalizacji ryzosfe- 
ry owoców miękkich na roślinne patogeny grzybowe - testy wazonowe

W celu określenia biostymulacyjnego działania biopreparatu na rośliny malin przeprowadzono 
eksperyment fitotronowy, w którym zastosowano następujące warianty doświadczalne: a) wariant 
bez naturalizacji, b) naturalizacja korzeni podczas sadzenia, c) naturalizacja korzeni podczas sadze­
nia plus podlewanie naturalizacyjne, d) podlewanie naturalizacyjne. Eksperyment wazonowy został 
wykonany z użyciem mieszaniny wszystkich czterech szczepów bakteryjnych (Arthrobacter sp. 
B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - se­
kwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4) wchodzących w skład kompleksu do natura­
lizacji ryzosfery owoców miękkich. Doświadczenie prowadzono przez 2 miesiące, w kontrolowanych 
warunkach temperatury 20-22°C, przy fotoperiodzie 16:8 (16 godzin światła i 8 godzin ciemności). 
W przykładzie wykonania biopreparat do naturalizacji ryzosfery malin zastosowano w dawce 10 ml 
na doniczkę biopreparatu zawierającego mieszaninę bakterii wchodzących w skład kompleksu 
do naturalizacji odpowiadającej następującej wielkości populacji każdej z bakterii wchodzących 
w skład formulacji: 106 jtk/ml na korzeń rośliny oraz na powierzchnię gleby, odpowiednio dla bezpo­
średniej aplikacji na korzeń rośliny oraz w przypadku podlewania naturalizacyjnego roślin. Przygoto­
wane zawiesiny bakteryjne cechowały się zbliżoną gęstością optyczną na poziomie -90% transmitan- 
cji, mierzoną za pomocą turbidymetru. Aplikacja biopreparatu w wariantach z bakteryjnym komplek­
sem do naturalizacji powodowała stymulację wzrostu roślin, zwłaszcza po zastosowaniu podlewa­
nia naturalizacyjnego (Fig. 12).

W celu określenia działania antagonistycznego szczepów bakteryjnych wchodzących w skład 
biopreparatu przeprowadzono najpierw kontaminację roślin i gleby wybranymi patogenami grzybowy­
mi Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp. i Verticillium sp. W doświadczeniu zastosowano 
dwa warianty aplikacji biopreparatu do naturalizacji ryzosfery malin poprzez stosowanie bezpośrednie 
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na korzenie roślin podczas sadzenia oraz poprzez podlewanie naturalizacyjne roślin rosnących 
w wazonach. Wyniki porównano do obiektów kontrolnych niezaszczepionych patogenami grzybowymi. 
Aplikacja biopreparatu bakteryjnego do naturalizacji pozwoliła ocenić wzrost roślin w warunkach stre­
su biotycznego spowodowanego obecnością patogenów grzybowych. Rośliny traktowane preparatem 
do naturalizacji charakteryzowały się lepszą kondycją i witalnością, w porównaniu do kontroli, w której 
nie stosowano biopreparatu do naturalizacji (Fig. 13-14). Efekt ten zaobserwowano w obu wariantach 
z zastosowaniem biopreparatu do naturalizacji, zarówno po bezpośredniej naturalizacji ryzosfery malin 
połączonej z podlewaniem naturalizacyjnym, jak też w wariancie obejmującym tylko podlewanie natu­
ralizacyjne. Zaobserwowano znaczną stymulację wzrostu zakażonych malin w doświadczeniu fitotro- 
nowym w warunkach stresu biotycznego wywołanego kontaminacją Verticillium sp. (G296/18) w wa­
riantach obejmujących naturalizację korzeni, podlewanie naturalizacyjne oraz po zastosowaniu natura- 
lizacji korzeni połączonej z podlewaniem naturalizacyjnym w porównaniu do obiektu kontrolnego, 
w którym nie zastosowano wyselekcjonowanych szczepów bakterii, przy czym najlepsze efekty uzy­
skano w obiekcie, w którym zastosowano łączą aplikację kompleksu do naturalizacji (aplikacja 
na korzeń podczas sadzenia plus podlewanie naturalizacyjne podczas wzrostu roślin) (Fig. 13). 
W przypadku łącznego zastosowana patogenów 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).

Zaletą preparatu jest jego duża uniwersalność, potwierdzona tym, że jest on skuteczny wobec 
wielu patogenów występujących na plantacjach owoców miękkich, a także fakt, że jest on oparty 
o naturalne składniki z uwzględnieniem rodzimych szczepów bakteryjnych, wyodrębnionych z natural­
nych siedlisk malin dzikorosnących, a tym samym przyjazny dla środowiska. Preparat dedykowany 
jest do naturalizacji i biostymulacji roślin maliny, jednakże może być stosowany również w innych 
uprawach roślin z grupy owoców miękkich.

Przykład 6
Konkurencyjność pokarmowa bakterii wchodzących w skład biopreparatu do naturaliza­

cji ryzosfery malin w stosunku do roślinnych patogenów grzybowych
W celu wyboru odpowiednich suplementów do biopreparatu przeprowadzono badania 

dotyczące konkurencyjności pokarmowej między wyselekcjonowanymi pożytecznymi szczepa­
mi 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), izolo­
wanymi z ryzosfery malin dzikorosnących, a izolatami poszczególnych roślinnych patogenów 
grzybowych (Botrytis sp., Colletotrichum sp., Phytophthora sp., Verticillium sp.), atakującym i 
plantacje owoców miękkich, biorąc pod uwagę stopień zużycia związków węglowych oraz inten­
sywność wzrostu na różnych substratach zlokalizowanych na płytkach Biolog® FF MicroPla­
tes (https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/) oraz GENIII 
(https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/). Płytki FF oraz GENIII 
opłaszczone substratami zaszczepiono zgodnie z protokołem producenta w powtórzeniach biolo­
gicznych, stosując trzy osobne płytki dla każdego izolatu bakteryjnego lub grzybowego. Po hodowli 
mikroorganizmów na płytkach przeprowadzono analizę uzyskanych wyników, obejmującą uśred­
nione z całego okresu hodowli odczyty absorbancji, przy różnych długościach fali, na podstawie 
których określono substraty stanowiące mieszaninę prebiotycznych związków suplementacyjnych 
dla wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych, wchodzących w skład biopreparatu. W analizi e 
wyników uwzględniono wspólne substraty, występujące na obu rodzajach płytek (FF i GENIII), 
a następnie określono przyrost biomasy mikroorganizmów na poszczególnych substratach, 
jak też stosunek obejmujący zużycie poszczególnych substratów do intensywności wzrostu na tych 
substratach, w celu wyłonienia związków stymulujących wzrost bakteryjnych szczepów wchodzą­
cych w skład biopreparatu przy jednoczesnym braku oddziaływania lub hamowaniu wzrostu fitopa- 
togennych szczepów grzybów. Wykazano, że wyselekcjonowane szczepy pożytecznych bakte­
rii charakteryzowały się bardzo dobrym wzrostem na substratach takich jak kwas bromoburszty- 
nowy, kwas jabłkowy, kwas glukarowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo 
D-glukozoamina, przy jednoczesnym hamowaniu wzrostu lub braku odpowiedzi ze strony roślin­
nych patogenów grzybowych (Fig. 17), co daje przewagę konkurencyjną pożytecznym bakteriom 
w stosunku do patogenów, w obecności tych substratów. Wyniki przeprowadzonych badań stano­
wiły podstawę do wytypowania wymienionych substratów jako dodatków do formulacji bakteryjnego 
kompleksu do naturalizacji ryzosfery malin, które poprawiają konkurencyjność Arthrobacter sp.

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


PL 241 913 B1 11

B58/18 - sekwencja nr 1, Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - se­
kwencja nr 3, Rhodococcus sp. B12/18 - sekwencja nr 4 w zasiedlaniu danej niszy ekologicznej.

Przykład 7
Sposób otrzymywania biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin - formulacja 

sucha nierozpuszczalna w wodzie
Do otrzymania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin o właściwo­

ściach biostymulujących wzrost roślin, hydrolitycznych przyspieszających rozkład materii organicz­
nej w glebie oraz antagonistycznych w stosunku do fitopatogenów grzybowych należących do ro­
dzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora, zastosowano 4 wyselekcjonowane 
z ryzosfery malin dzikorosnących, niewykluczające swojego działania następujące 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 liście sekwencji, 
dla których prowadzono osobne hodowle, które mieszano w równych proporcjach, w celu uzyskania 
kompozycji zawierającej wyizolowane szczepy saprofitycznych bakterii ryzosfery malin dzikorosną- 
cych i/lub biopreparatu, a hodowle prowadzono w temperaturze w 30°C.

Po wstępnym namnożeniu bakterii na agarowym podłożu glukozowo- ziemniaczanym w ciągu 
24-48 godzin w temperaturze 25-30°C, uzyskanym inokulum zaszczepiano podłoże namnażające 
i prowadzono hodowlę przez 72-96 godzin w temperaturze 30°C. Pożywką namnażającą do wytwo­
rzenia biopreparatu było podłoże mineralne M9 z mikroelementami: Mn, Zn, Cu, Co, Mo, zawierające 
dodatkowo NH4NO3 jako źródło azotu, uzupełnione sacharozą i trehalozą jako źródłem węgla, oraz 
trehalozą w celu ochrony komórek bakterii w procesie suszenia, przygotowane na supernatancie ziemi 
okrzemkowej stanowiącym odpad po filtracji piwa. Wariantowo zastosowano wodę wodociągową. 
Po hodowli, mającej na celu przygotowanie formulacji suchej biopreparatu, wprowadzano 10% dek- 
strozy w stosunku do wagi uzyskanej hodowli, a następnie wysycano hodowlę gruboziarnistą ziemią 
okrzemkową, stanowiącą nośnik dla komórek bakterii w stosunku wagowym do kompozycji przezna­
czonej do suszenia 1:2. Wysycone hodowle suszono w warunkach zoptymalizowanych w suszarce 
próżniowej tj. 50 mbar oraz 30°C do uzyskania suchej masy około 93% przez około 84 godziny, przy 
czym do suszarki wprowadzano chlorek wapnia jako środek pochłaniający wilgoć. 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 ciągu 72 godzin w warun­
kach zwiększanej co 24-godziny temperatury, tak że pierwsze 24 godziny hodowla suszona była 
w temperaturze 35°C, następne 24-godziny w temperaturze 42°C, a kolejne 24-godziny w 50°C. Na­
tomiast hodowle: Arthrobacter sp. B75/18 - sekwencja nr 2, Pseudomonas sp. B37/18 - sekwencja 
nr 3 suszono w suszarce próżniowej w ciągu 72 godzin w warunkach 50 mbar oraz 30°C, przy czym 
zastosowano środek pochłaniający wilgoć - bezwodny chlorek wapnia.

Wysuszone szczepy bakterii mieszano w zasadniczo równych proporcjach ilościowych. 
Dla zwiększenia konkurencyjności pokarmowej pożytecznych szczepów bakteryjnych zastosowano 
dodatek prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej, zawierającej w równym stosunku wagowym kwas 
jabłkowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glukozoaminę, którą dodano 
do biopreparatu w ilości 1% końcowej masy biopreparatu.

Przykład 8
Sposób otrzymywania biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin - formulacja 

rozpuszczalna w wodzie
Sposób prowadzono jak w Przykładzie 7, z tym że po zakończeniu hodowli i wysyceniu dek- 

strozą, która stanowiła 10% ±5% w stosunku do wagi uzyskanej hodowli, dla uzyskania rozpuszczal­
nej formulacji suchej do oprysku bądź zraszania, jako nośnik bakterii zastosowano zamiast ziemi 
okrzemkowej dekstrozę z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.

Przykład 9
Biopreparat bakteryjny do naturalizacji ryzosfery malin, formulacja nierozpuszczalna 

w wodzie
Otrzymany sposobem opisanym w Przykładzie 7. biopreparat do naturalizacji ryzosfery roś lin 

malin o właściwościach biostymulujących wzrost roślin oraz antagonistycznych w stosunku do fitopa- 
togenów grzybowych należących do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum, i Phytophthora, oraz 
właściwościach hydrolitycznych przyspieszających rozkład materii organicznej w glebie, zawierający 
szczepy bakteryjne składa się z:
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• 4 wyselekcjonowanych z ryzosfery malin dzikorosnących, nie działających na siebie anta-
gonistycznie szczepów 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 podłożu mineralnym M9 z mikroelementami 
z dodatkiem: sacharozy w ilości 30 g ±10%, trehalozy w ilości 34 g ±10%, oraz NH4NO3 

w ilości 6 g ±10% w 1 litrze; gdzie po hodowli zawiesinę biomasy bakteryjnej uzupełnia się 
korzystnie 10% dekstrozy w celu poprawy przeżywalności bakterii w procesie suszenia;

• ziemi okrzemkowej stosowanej jako nośnik w proporcji 1:2 w stosunku wagowym do ho­
dowli bakterii;

• dodatku prebiotycznej mieszanki suplementacyjnej zawierającej w równym stosunku wago­
wym kwas jabłkowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glu- 
kozoaminę, stanowiącego 1% końcowej masy biopreparatu.

Do biopreparatu, w celu kształtowania jego właściwości, można także dodawać znane i stoso­
wane w tym celu środki, takie jak konserwanty, środki poprawiające przyczepność czy inne substancje 
pomocnicze.

Przykład 10
Biopreparat bakteryjny do naturalizacji ryzosfery malin, formulacja rozpuszczalna w wodzie
Biopreparat otrzymany sposobem według Przykładu 9. posiada skład analogiczny jak wskazano 

w Przykładzie 9, z tym że zamiast nośnika bakterii w postaci ziemi okrzemkowej nośnikiem jest dek- 
strozą z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.
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SEQUENCE LISTING

<110> Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzańskiego Polskiej 
Akademii Nauk

<120> Sposób otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji 
ryzosfery roślin malin o działaniu biostymulacyjnym dla roślin, 
poprawiającym jakość gleby., w tym transformacje materii 
organicznej, przy jednoczesnych właściwościach antagonistycznych 
w stosunku do fitopatogenów grzybowych należących do rodzaju 
Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora oraz 
biopreparat do naturalizacji ryzosfery roślin malin

<130> MT-60ia/2022

<140> P.435777
<141> 2020-10-26

<160> 4

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 1345
<212> DNA
<213> Arthrobacter sp. B58/18

<400> 1
tgcttgcacc ggggattagt ggcgaacggg tgagtaacac gtgagtaacc tgcccttgac 60

tctgggataa gcctgggaaa ctgggtctaa taccggatat gactcctcat cgcatggtgg 120

ggggtggaaa gcttttgtgg ttttggatgg actcgcggcc tatcagcttg ttggtgaggt 180

aatggctcac caaggcgacg acgggtagcc ggcctgagag ggtgaccggc cacactggga 240

ctgagacacg gcccagactc ctacgggagg cagcagtggg gaatattgca caatgggcga 300

aagcctgatg cagcgacgcc gcgtgaggga tgacggcctt cgggttgtaa acctctttca 360

gtagggaaga agcgaaagtg acggtacctg cagaagaagc gccggctaac tacgtgccag 420

cagccgcggt aatacgtagg gcgcaagcgt tatccggaat tattgggcgt aaagagctcg 480

taggcggttt gtcgcgtctg ccgtgaaagt ccggggctca actccggatc tgcggtgggt 540

acgggcagac tagagtgatg taggggagac tggaattcct ggtgtagcgg tgaaatgcgc 600

agatatcagg aggaacaccg atggcgaagg caggtctctg ggcattaact gacgctgagg 660

agcgaaagca tggggagcga acaggattag ataccctggt agtccatgcc gtaaacgttg 720

ggcactaggt gtgggggaca ttccacgttt tccgcgccgt agctaacgca ttaagtgccc 780



14 PL241 913 Β1

cgcctgggga gtacggccgc aaggctaaaa ctcaaaggaa ttgacggggg cccgcacaag 840

cggcggagca tgcggattaa ttcgatgcaa cgcgaagaac cttaccaagg cttgacatgg 900

accggaccgc cgcagaaatg tggtttctcc ttttggggcc ggttcacagg tggtgcatgg 960

ttgtcgtcag ctcgtgtcgt gagatgttgg gttaagtccc gcaacgagcg caaccctcgt 1020

tccatgttgc cagcacgtag tggtggggac tcatgggaga ctgccggggt caactcggag 1080

gaaggtgggg acgacgtcaa atcatcatgc cccttatgtc ttgggcttca cgcatgctac 1140

aatggccggt acaaagggtt gcgatactgt gaggtggagc taatcccaaa aagccggtct 1200

cagttcggat tggggtctgc aactcgaccc catgaagtcg gagtcgctag taatcgcaga 1260

tcagcaacgc tgcggtgaat acgttcccgg gccttgtaca caccgcccgt caagtcacga 1320

aagttggtaa cacccgaagc cggtg 1345

<210> 2
<211> 438
<212> DNA
<213> Arthrobacter sp. Β75/18

<400> 2
ggatgaacgc tggcggcgtg cttaacacat gcaagtcgaa cgatgatccc agcttgctgg 60

gggattagtg gcgaacgggt gagtaacacg tgagtaacct gcccttgact ctgggataag 120

cctgggaaac tgggtctaat accggatatg accgtctgac gcatgtcagg tggtggaaag 180

cttttgtggt tttggatgga ctcgcggcct atcagcttgt tggtggggta atggcctacc 240

aaggcgacga cgggtagccg gcctgagagg gtgaccggcc acactgggac tgagacacgg 300

cccagactcc lacgggaggc agcagtgggg aatattgcac aatgggcgca agcctgatgc 360

agcgacgccg cgtgagggat gacggccttc gggttgtaaa ccttctttca gtagggaaga 420

agcgaaagaa cggtacct 438

<210> 3
<211> 1337
<212> DNA
<213> Pseudomonas sp. Β37/18

<400> 3
tacttgtacc tggtggcgag cggcggacgg gtgagtaatg cctaggaatc tgcctggtag 60

tgggggataa cgctcggaaa cggacgctaa taccgcatac gtcctacggg agaaagcagg 120
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ggaccttcgg gccttgcgct atcagatgag cctaggtcgg attagctagt tggtgaggta 180

atggctcacc aaggcgacga tccgtaactg gtctgagagg atgatcagtc acactggaac 240

tgagacacgg tccagactcc tacgggaggc agcagtgggg aatattggac aatgggcgaa 300

agcctgatcc agccatgccg cgtgtgtgaa gaaggtcttc ggattgtaaa gcactttaag 360

ttgggaggaa gggcattaac ctaatacgtt ggtgtcttga cgttaccgac agaataagca 420

ccggctaact ctgtgccagc agccgcggta atacagaggg tgcaagcgtt aatcggaatt 480

actgggcgta aagcgcgcgt aggtggtttg ttaagttgga tgtgaaatcc ccgggctcaa 540

cctgggaact gcattcaaaa ctgacaagct agagtatggt agagggtggt ggaatttcct 600

gtgtagcggt gaaatgcgta gatataggaa ggaacaccag tggcgaaggc gaccacctgg 660

actgatactg acactgaggt gcgaaagcgt ggggagcaaa caggattaga taccctggta 720

gtccacgccg taaacgatgt caactagccg ttgggagcct tgagctctta gtggcgcagc 780

taacgcatta agttgaccgc ctggggagta cggccgcaag gttaaaactc aaatgaattg 840

acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt 900

accaggcctt gacatccaat gaatctgcta gagatagcgg agtgccttcg ggaacattga 960

gacaggtgct gcatggctgt cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgtaa 1020

cgagcgcaac ccttgtcctt agttaccagc acgttaaggt gggcactcta aggagactgc 1080

cggtgacaaa ccggaggaag gtggggatga cgtcaagtca tcatggccct tacggcctgg 1140

gctacacacg tgctacaatg gtcggtacag agggttgcca agccgcgagg tggagctaat 1200

cccagaaaac cgatcgtagt ccggatcgca gtctgcaact cgactgcgtg aagtcggaat 1260

cgctagtaat cgcgaatcag aatgtcgcgg tgaatacgtt cccgggcctt gtacacaccg 1320

cccgtcacac catggga 1337

<210> 4
<211> 462
< 212> DNA
< 213> Rhodococcus sp. B12/18

< 400> 4
ggacgaacgc tggcggcgtg cttaacacat gcaagtcgag cggtaaggcc tttcggggta 60

cacgagcggc gaacgggtga gtaacacgtg ggtgatctgc cctgcacttc gggataagcc 120

tgggaaactg ggtctaatac cggatatgac ctcctrtggc atggtgggag gtggaaagat 180
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ttatcggtgc aggatgggcc cgcggcctat cagcttgttg gtggggtaat ggcctaccaa 240

ggcgacgacg ggtagccgac ctgagagggt gaccggccac actgggactg agacacggcc 300

cagactccta cgggaggcag cagtggggaa tattgcacaa tgggcgaaag cctgatgcag 360

cgacgccgcg tgagggatga cggccttcgg gttgtaaacc tctttcagca gggacgaagc 420

gcaagtgacg gtacctgcag aagaagcacc ggctaactac gt 462

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób otrzymywania bakteryjnego biopreparatu do naturalizacji ryzosfery roślin malin, bio- 
stymulacji wzrostu i rozwoju roślin, o właściwościach antagonistycznych w stosunku do fito- 
patogenów grzybowych należących do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum, i Phy- 
tophthora, z zastosowaniem szczepów bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas i Rho­
dococcus, znamienny tym, że stosuje się:
- 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosnących, nie wykazujące wzajemnego an- 

tagonistycznego działania izolaty bakteryjne: Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. 
B75/18, Pseudomonas sp. B37/18, Rhodococcus sp. B12/18, o sekwencjach odpo­
wiednio nr 1-4, wskazanych na liście sekwencji, hodowane na mineralnym podłożu 
namnażającym z mikroelementami i dodatkiem źródła węgla i azotu, przygotowanym 
na wodzie albo na supernatancie ziemi okrzemkowej, stanowiącej odpad po filtracji pi­
wa, suszone na nośniku;

- dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierającej składniki wybrane spośród: kwasu 
jabłkowego, kwasu α-ketoglutarowego, kwasu γ-aminomasłowego, N-acetylo D-glukozo- 
aminy albo ich dowolną mieszaninę.

2. Sposób otrzymywania biopreparatu wg zastrz. 1, znamienny tym, że obejmuje sposób pro­
wadzenia hodowli szczepów bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, 
o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liście sekwencji, polegający na ich ho­
dowli na podłożu namnażającym ze źródłem węgla i azotu, związkami mineralnymi, suszeniu 
na nośniku oraz suplementacji dodatkami wspomagającymi konkurencyjność pokarmową 
szczepów stanowiących kompozycję biopreparatu, przy czym szczepy bakterii namnaża się 
wstępnie w hodowli stacjonarnej, na podłożu glukozowo-ziemniaczanym, w temperaturze 
25-30°C, przez 24-48 godzin, a następnie tak przygotowanym inokulum zaszczepia się mi­
neralne podłoże namnażające i prowadzi się hodowlę wytrząsaną w warunkach tlenowych, 
w temperaturze 25-30°C, w czasie 72-96 godzin, korzystnie 72 godzin przy 120 rpm.

3. Sposób otrzymywania biopreparatu wg. dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, 
że mineralne podłoże namnażające zawiera w 1 litrze jako źródło węgla: sacharozę w ilości 
30 g ±10% i trehalozę w ilości 34 g ±10%, a jako źródło azotu: NH4NO3 w ilości 6 g ±10%.

4. Sposób otrzymywania biopreparatu wg. dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, 
że mineralne podłoże namnażające zawiera mikroelementy: Mn, Zn, Cu, Co, Mo.

5. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, 
że po zakończeniu hodowli wysyca się ją dekstrozą, która stanowi 10% ±5% w stosun­
ku do wagi uzyskanej hodowli, a następnie ziemią okrzemkową, korzystnie gruboziarnistą, 
w stosunku wagowym do kompozycji przeznaczonej do suszenia 1:2, stanowiącymi no­
śnik dla komórek bakterii.

6. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z zastrz. 1^ł, znamienny tym, że po za­
kończeniu hodowli wysyca się ją dekstrozą, która stanowi 10% ±5% w stosunku do wagi uzy­
skanej hodowli, a następnie, dla uzyskania rozpuszczalnej formulacji suchej do oprysku bądź 
zraszania, jako nośnik bakterii stosuje się dekstrozę albo maltodekstrynę albo mieszaninę dek- 
strozy albo maltodekstryny z prebiotycznymi dodatkami suplementacyjnymi.
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7. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, 
że hodowle wysycone nośnikami suszy się w warunkach obniżonego ciśnienia, wynoszące­
go 50 mbar w temperaturze 30°C do uzyskania około 93% suchej masy.

8. Sposób otrzymywania biopreparatu według zastrz. 7, znamienny tym, że do procesu su­
szenia wprowadza się środek pochłaniający wilgoć.

9. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, 
że stosuje się wysuszoną i zawieszoną na nośnikach biomasę każdego ze szczepów 
Arthrobacter sp. B58/18, Arthrobacter sp. B75/18, Pseudomonas sp. B37/18, Rhodococcus sp. 
B12/18 o sekwencjach odpowiednio nr 1-4, wskazanych na liście sekwencji zmieszaną 
w równym stosunku wagowym.

10. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z poprzednich zastrz. znamienny tym, 
że stosuje się dodatek mieszanki suplementacyjnej zawierającej w równym stosunku wagowym 
kwas jabłkowy, kwas α-ketoglutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glukozoaminę.

11. Sposób otrzymywania biopreparatu według dowolnego z poprzednich zastrz. znamienny tym, 
że stosuje się dodatek mieszanki suplementacyjnej do biopreparatu w ilości 0,1-2%, ko­
rzystnie 1% końcowej masy biopreparatu.

12. Bakteryjny biopreparat do naturalizacji ryzosfery roślin malin, biostymulacji wzrostu i rozwoju 
roślin, o właściwościach antagonistycznych w stosunku do fitopatogenów grzybowych nale­
żących do rodzaju Botrytis, Verticillium, Colletotrichum i Phytophthora, z zastosowaniem 
szczepów bakterii z rodzaju Arthrobacter, Pseudomonas i Rhodococcus, znamienny tym, 
że zawiera 4 wyselekcjonowane z ryzosfery malin dzikorosnących, nie wykazujące wzajem­
nego antagonistycznego działania 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 liście sekwencji, hodowane na mineralnym podłożu z mikroelemen­
tami i dodatkiem źródła węgla i azotu, przygotowanym na wodzie albo na supernatancie 
ziemi okrzemkowej, stanowiącej odpad po filtracji piwa, suszone na nośniku, oraz dodatek 
mieszanki suplementacyjnej zawierającej składniki wybrane spośród: kwasu jabłkowego, 
kwasu α-ketoglutarowego, kwasu γ-aminomasłowego, N-acetylo D-glukozoaminy albo ich 
dowolną mieszaninę.

13. Bakteryjny biopreparat według zastrz. 12, znamienny tym, że 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 liście sekwencji, występują 
w równym stosunku wagowym.

14. Bakteryjny biopreparat według zastrz. 12 albo 13, znamienny tym, że dodatek mieszanki 
suplementacyjnej zawiera w równym stosunku wagowym: kwas jabłkowy, kwas α-keto­
glutarowy, kwas γ-aminomasłowy, N-acetylo D-glukozoaminę.

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

16. Bakteryjny biopreparat według dowolnego z zastrz. 12-15, znamienny tym, że ma postać 
suchą nierozpuszczalną w wodzie.

17. Bakteryjny biopreparat według zastrz. 12-16, znamienny tym, że zawiera, jako nośnik bak­
terii, ziemię okrzemkową, korzystnie gruboziarnistą.

18. Bakteryjny biopreparat według dowolnego z zastrz. 12-16, znamienny tym, że ma postać 
suchą rozpuszczalną w wodzie.

19. Bakteryjny biopreparat według zastrz. 18, znamienny tym, że zawiera, jako nośnik bakterii, 
dekstrozę albo maltodekstrynę albo mieszaninę dekstrozy albo maltodekstryny z prebiotycz- 
nymi dodatkami suplementacyjnymi.
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Rysunki

Fig· 1
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Fig. 6
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Fig. 7

Fig. 8
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Fig. 10

Fig. 11
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Fig. 12

Fig. 13

Fig. 14
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