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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe szczepy bakterii, kompozycja bakteryjna i preparat mikrobiolo-
giczny zawierajacy wyselekcjonowane szczepy bakterii do zaprawiania nasion roslin, zwtaszcza roslin
bobowatych, w tym soi (Glicine max).

Zwiekszajace sie zapotrzebowanie na zywnos$¢ ekologiczna przy jednoczesnym zmniejszaniu sie
matych hodowli zwierzat wptywa na ograniczenie dostepnosci ekologicznych nawozdéw naturalnych. Do-
datkowo zwieksza sie w UE réowniez popyt na zywnos$¢ ekologiczna, ktérej produkcja przektada sie na
wzrost popytu na ekologiczne srodki produkcji rolniczej, szczegdlnie bionawozy. Dostepnosé tradycyj-
nych nawozow naturalnych i organicznych (obornik, kompost) nie zapewnia odpowiedniego pokrycia
potrzeb producentédw Zzywnosci ekologicznej, a przez to nie zwieksza konkurencyjnosci upraw ekolo-
gicznych. Do zaspokojenia wymagan konsumentéw i rynku niezbedne sa nowe rozwiazania zapewnia-
jace bardziej efektywna produkcje zywnosci ekologicznej o wysokiej jakosci. Jednym z takich rozwigzan
jest kontrolowane stosowanie mikroorganizmoéw do celéw nawozowych. Dlatego produkcja nawozow
wzbogacanych mikrobiologicznie jest jednym z najszybciej rozwijajacych sie segmentéw rynku rolno-
Spozywczego.

Na rynku krajowym i zagranicznym sa dostepne liczne produkty mikrobiologiczne oraz otoczko-
wane mikroorganizmami nasiona. Niestety bardzo czesto ich efektywnosé jest niska lub nie sprawdza
sie w warunkach gleb polskich. Bakteryjne preparaty mikrobiologiczne sa szeroko wykorzystywane
w praktyce rolniczej zaréwno w rolnictwie ekologicznym (przy braku nawozenia mineralnego azotem),
jak i w rolnictwie konwencjonalnym. Wieloletnie do$wiadczenie w przygotowywaniu oraz sprzedazy pre-
paratow bakteryjnych dla roslin bobowatych, w postaci zawiesiny bakteryjnej potaczonej z nosnikiem
(perlit), wskazuje na stale obecne zapotrzebowanie na taki preparat. Niestety preparaty w obecnej for-
mie przygotowywana na perlicie jako nosniku nie nadaja sie do wysiewu w przypadku czesci siewnikow.
Wieksze fragmenty perlitu zatykaja otwory siewnika.

Ze stanu techniki znane sa badania w zakresie wptywu A. chroococcum na proliferacje
R. leguminosarum bv. viciae (RIv) w inokulacie na nosniku statym oraz na skuteczno$¢ symbio-
tyczna RIv z rodlinami grochu hodowanymi w warunkach laboratoryjnych i polowych (Martyniuk S.,
Koziet M., Gatazka A. 2015. Symbiotic effectiveness of Rhizobium leguminosarum bv. viciae with
pea plants as influenced by Azotobacter chroococcum. Journal of Ecological Engineering Vol. 16,
Issue 4, 185-190). W eksperymencie laboratoryjnym stwierdzono, ze proliferacja obu gatunkéw
bakterii, RIv i A. chroococcum, w inokulantach z podwdjnej hodowli byta skuteczna i ze A. chroo-
coccum nie miat negatywnego wptywu na rozwoj ryzobidéw (RIv) w podtozu statym — inokulant no-
$nikowy. W doswiadczeniu wazonowym najwieksza liczbe brodawek wykryto na korzeniach roslin
grochu zaszczepionych inokulantem podwdjnej hodowli zawierajacym RIv i A. chroococcum, nieco
mniej na korzeniach grochu zaszczepionych monokulturowym inokulum Rlv i prawie zadnych bro-
dawek nie znaleziono na korzeniach grochu niezaszczepionego (zabieg kontrolny) bakteriami.
W doswiadczeniu mikropoletkowym przedsiewne zaszczepienie nasion grochu inokulantem mono-
kulturowym RIv lub inokulantem mieszanym RIv i A. chroococcum nieznacznie zwiekszyto liczbe
brodawek/rosline, strakéw/rosline i liczba nasion/strak, w poréwnaniu z nieszczepiong kontrola, ale
réznice te nie znalazty odzwierciedlenia w plonach nasion grochu/m?2, ktére byly podobne we
wszystkich zabiegach.

Publikacja Martyniuk S., Koziet M., Gatazka A. 2018. Response of pulses to seed or soil applica-
tion of rhizobial inoculants. Ecological Chemistry and Engineering S, 25(2) 323-329, przedstawia bada-
nia, w ramach ktérych na mikropoletkach badano wzrost, powstawanie brodawek i plony nasion grochu,
tubinu 26ttego i soi uprawianych w glebie skolonizowanej przez duze populacje ryzobiéw grochu i tubinu
oraz niska populacje ryzobidéw soi pod wptywem nasion lub doglebowego stosowania inokulantéw ryzo-
bium. Badany sposdéb inokulacji nie miat istotnego wptywu na liczbe brodawek korzeniowych, wzrost
roslin w fazie kwitnienia oraz na plon nasion grochu i fubinu zéttego w poréwnaniu z obiektami kontrol-
nymi bez inokulacji. W przypadku nasion soi i inokulacji gleby rizobium soi (Bradyrhizobium japonicum)
skutkowato istotnym wzrostem intensywnos$ci brodawkowania, swiezej i suchej masy pedéw w fazie
kwitnienia oraz liczebnosci strakéw i plonu nasion soi w czasie zbioru. Soja uprawiana na poletkach, na
ktorych glebe inokulowano bakteriami symbiotycznymi, data plon nasion o okoto 57% wyzszy w poréw-
naniu z soja wyhodowana z nasion zaszczepionych ryzobiamii o 169% wyzszy niz w przypadku uprawy
tej rodliny na obiekcie kontrolnym (bez posiewu) dziatki.
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Produkowany preparat w obecnej formie jako zawiesina bakterii na perlicie wymaga od rolnika
dodatkowego przygotowania i naniesienia na nasiona bezposrednio przed wysiewem. Praktyka rolnicza
zdecydowanie preferuje wysiew bezposrednio zaprawianych nasion lub nasion otoczkowanych odpo-
wiednim preparatem. Zatem istnieje potrzeba dostarczenia innowacyjnych preparatéw i metod otoczko-
wania nasion, ktére odpowiedza na zapotrzebowanie rynku.

Celem wynalazku jest opracowanie preparatu do zaprawiania nasion roslin, zwtaszcza roslin bo-
bowatych takich jak soja. Dodatkowym celem wynalazku jest rowniez dostarczenie preparatu w formie
otoczki dla nasion i optymalizacja skutecznosci stosowania otoczkowanych nasion w warunkach ekolo-
gicznej i konwencjonalnej uprawy roslin ze szczegdlnym uwzglednieniem innowacyjnych rozwiazan
podnoszacych zyznos¢ i aktywnos¢ biologiczna gleb.

W doswiadczeniach polowych problemem technicznym okazat sie by¢ sposéb aplikacji prepara-
téw rizobiowych (na nasiona lub doglebowo). W przypadku soi lepsze efekty uzyskano przy bezposred-
nim zastosowaniu preparatu bakteryjnego na nasiona. Istotnym problemem byto utrzymanie odpowied-
niej ilosci inokulum bezposrednio na nasionach.

Przedmiotem wynalazku jest szczep Rhizobium sp. SK zdeponowany pod nr B/00471 w Polskie;
Kolekcji Mikroorganizméw (PCM).

Przedmiotem wynalazku jest réwniez szczep Stenotrophomonas sp. 1/7 zdeponowany pod
nr B/00467 w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM).

Przedmiotem wynalazku jest takze szczep Achromobacter sp. 35Bb1 zdeponowany pod
nr B/00468 w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM).

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja bakteryjna do zaprawiania nasion roslin,
zwtaszcza roslin bobowatych, w tym soi, zawierajgca szczep bakteryjny wybrany sposréd: Rhizobium
sp. SK zdeponowanego w PCM pod nr B/00471, szczep Stenotrophomonas sp. 1/7 zdeponowanego
w PCM pod nr B/00467, szczep Achromobacter sp. 35Bb1 zdeponowanego w PCM pod numerem
B/00468.

Korzystnie, kompozycja zawiera co najmniej dwa szczepy.

Korzystnie, kompozycja ma postac ptynna lub liofilizatu.

Korzystnie, kompozycja zawiera dodatkowo sktadniki odzywcze, zwtaszcza aminokwasy i kwasy
karboksylowe, zwtaszcza L-histydyne, L-alanine, kwas octowy, kwas cytrynowy, kwasu mlekowy, kwas
jabtkowy.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest preparat mikrobiologiczny zawierajacy kompozycje bakte-
ryjna jak okreslono powyzej oraz sktadniki otoczki ziarna jak wypetniacz i lepiszcze.

Korzystnie, sktadniki otoczki ziarna wybrane sa spos$rod weglanu wapnia, karboksymetylocelu-
lozy, alginianu sodu, zmielonego torfu.

Korzystnie, wypetniacz zawiera gume guar (20% w/v), alginian sodu (0.5% w/v), metyloceluloze
(1% wiv), lepiszcze zawiera zawiesine szczepow bakterii jak okreslono powyzej (20% v/w), torf (26%
w/w), biowegiel (13% w/w), chityne (9% w/w), celuloze (26% w/w), alginian sodu (26% w/w).

Korzystnie, preparat zawiera dodatkowo skfadniki odzywcze.

Korzystnie, sktadniki odzywcze wybrane sa sposréd aminokwasow i kwaséw karboksylowych,
zwlaszcza L-histydyny, L-alaniny, kwasu octowego, kwasu cytrynowego, kwasu mlekowego, kwasu jabi-
kowego.

Korzystnie, liczba komérek mikroorganizméw w preparacie dla kazdego szczepu wynosi co naj-
mniej 108 jtk.

Korzystnie, preparat Ze ma posta¢ otoczki na nasiona.

Kolejnym przedmiotem wynalazku sa nasiona roslin bobowatych, zwtaszcza soi, otoczkowane
kompozycja bakteryjng okreslona powyze,j.

Korzystnie, otoczka zawiera dodatkowo skfadniki odzywcze.

Korzystnie, sktadniki odzywcze stanowia aminokwasy i kwasy karboksylowe, zwtaszcza L-histy-
dyna, L-alanina, kwas octowy, kwas cytrynowy, kwas mlekowy, kwas jabtkowy.

Korzystnie, sktadniki otoczki wybrane sa sposrod weglanu wapnia, karboksymetylocelulozy, algi-
nianu sodu, zmielonego torfu.

Korzystnie, otoczka zawiera wypetniacz zawierajacy gume guar (20% w/v), alginian sodu (0.5%
w/v), metyloceluloze (1% wi/v), lepiszcze zawierajace zawiesing szczepdw bakterii wskazanych powyze;
(20% viw), torf (26% w/w), biowegiel (13% w/w), chityne (9% w/w), celuloze (26% w/w), alginian sodu
(26% wiw).
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji bakteryjnej okreslonej powyzej
do zaprawiania nasion roslin, zwtaszcza nasion roslin bobowatych, w tym soi.

Korzystnie, nasiona sa otoczkowane.

Przygotowany preparat mikrobiologiczny jest w formie otoczki do nasion i zawiera bakterie bro-
dawkowe oraz inne bakterie z grupy PGPR. Dany preparat to otoczka zawierajaca bakterie z rodziny
Rhizobioum (Bradyrhizobium japonicumj, Stenotrophomonas oraz Achromobacter oraz dodatkowe
skfadniki odzywcze (aminokwasy: L-alanina oraz L-histydyna; kwasy karboksylowe: m.in.: kwas L-mle-
kowy, kwas cytrynowy, kwas L-jabtkowy, kwas octowy). Odpowiednio dobrany sktad otoczki stanowi
gotowy produkt do zastosowania w skali péttechnicznej i techniczne;.

W ramach optymalizacji dziatania preparatu zostato zastosowane otoczkowanie nasion roslin
bobowatych. Zabieg ten w znaczacy sposéb wpilywa na skutecznosé preparatédw. Zastosowanie
otoczki bezposrednio na nasiona zawierajacej komponent mikrobiologiczny moze istotnie zwiek-
szy¢ biodostepnos¢ bakterii dla ro$liny (juz od pierwszych etapdw jej wzrostu, czyli kietkowania)
oraz jednoczesnie ochroni¢ obecne w otoczce bakterie brodawkowe przed patogenicznym dziata-
niem innych mikroorganizméw w glebie (zapewni to obecnosé w otoczce dodatkowych komponen-
tow). W skiad otoczki oprécz wymienionych powyzej bakterii, kwaséw karboksylowych oraz amino-
kwasow moga wchodza takze weglan wapnia, karboksymetyloceluloza, alginian sodu, zmielony
torf.

Opracowana technologia w formie otoczkowanych nasion (konsorcja mikroorganizmow) stanowi
cenne Zzrédio bionawozdéw stuzacych poprawie jakosci gleby oraz wzrostu i plonowania roslin bobowa-
tych.

Innowacyjnos¢ produktu polega na wyselekcjonowaniu najefektywniejszych, autochtonicznych
szczepdw bakteryjnych z rodzimych roslin uprawnych i zastosowaniu ich w jednej szczepionce wraz
z wybranymi bakteriami PGRP w formie otoczki nasion.

W ramach opracowania wynalazku przeprowadzono doswiadczenia doniczkowe w komorach
wzrostu roslin w warunkach in vitro majace na celu wybdr najbardziej efektywnych mikroorgani-
zmow dla wybranej rosliny. Doswiadczania przeprowadzono na trzech modelach roslinnych (soja,
groch i tubin). Kazda z roslin zostata poddana dziataniu mikroorganizméw symbiotycznych. Wszyst-
kie doswiadczenia przeprowadzono w niezaleznych powtdrzeniach biologicznych. Kontrole ujemna
stanowity rosliny niepoddane dziataniu mikroorganizmoéw. Po zakonczeniu doswiadczenia zmie-
rzono mase roslin oraz policzono brodawki korzeniowe. Wyniki poddano analizie statystycznej,
ktéra pozwolita na wybranie najefektywniejszych kombinacji, z ktérych 3 zostaty wybrane do dal-
szych analiz. Wykonano takze analize genetyczna i fenotypowa wybranych szczepdéw mikroorgani-
zmow z wykorzystaniem klasycznych metod mikrobiologii oraz nowoczesnych technik opartych na
mikromacierzach.

Nastepnie dokonano wyboru optymalnych warunkéw wzrostu badanych mikroorganizmow
w celu zwiekszenia wydajnosci ich namnazania. Analizie poddano zdolnosci poszczegdélnych mi-
kroorganizmoéw do wzrostu w wybranych warunkach srodowiskowych, w tym w warunkach stresu,
oraz zdolnos¢ do asymilacji réznych zrédet wegla, azotu, siarki. Analiza ta pozwolita takze na zna-
lezienie warunkow najwydajniejszego wzrostu danego mikroorganizmu, co jest kluczowe w dal-
szych etapach. Wyniki tych analiz sa podstawa do stworzenia procedury namnazania tych mikroor-
ganizmow w skali péttechnicznej. Ponadto do dalszych analiz wytypowano trzy najefektywniejsze
kombinacje roélina — mikroorganizm (Rhizobium sp. SK + PGPR (Szczep Stenotrophomonas sp.
1/7 + Szczep Achromobacter sp. 35BB1). Wybrane szczepy PGPR zostaty nastepnie poddane ana-
lizie genetycznej przeprowadzonej z wykorzystaniem technik sekwencjonowania nowej generacji
(petny genom).

Przygotowanie doswiadczenia w warunkach in vitro pozwolito na wybér najbardziej efektyw-
nych mikroorganizmoéw dla wybranej rosliny. Analiza genetyczna i fenotypowa wybranych szczepow
mikroorganizméw pozwolita na prawidiowe przyporzadkowanie mikroorganizmu do gatunku oraz
okreslenie zdolno$ci do wzrostu w wybranych warunkach srodowiskowych. Wybér optymalnych wa-
runkéw wzrostu badanych mikroorganizmow w celu zwiekszenia wydajnosci ich namnazania jest
kluczowy w przebiegu doswiadczenia, wyniki tych analiz sa podstawa do ewentualnego stworzenia
procedury namnazania tych mikroorganizmow w skali pottechnicznej oraz technicznej w przyszto-
$ci. Wybdr sktadowych otoczki pozwolit na okreslenie kombinacji, ktére wykazuja najwyzsza prze-
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zywalnos$¢ mikroorganizmow, nasiona otoczkowane zostaty poddane testom kietkowania w warun-
kach in vitro. Ostatnim etapem jest analiza skutecznosci wybranych metod w do$wiadczeniu wazo-
nowym.

Szczep Rhizobium sp. Sk zostat pierwotnie wyizolowany z brodawek korzeniowych soi (Glycine).
Wykazuje on wysokie dziatanie symbiotyczne wzgledem roslin bobowatych korzeniowych, co w rezul-
tacie pozwala na otrzymywanie statystycznie wiekszej biomasy roslinnej. Szczep jest trwaty i stabilny,
nie wykazuje zmian fenotypowych i w efektywnosci symbiotycznej po wielokrotnym pasazowaniu.
Szczep jest szybkorosnacy, co utatwia jego wykorzystanie jako sktadnika preparatéw mikrobiologicz-
nych (brak koniecznosci wydtuzania procesu produkcji). Wykazuje wysoka przezywalno$é w procesie
liofilizacji, co umozliwia jego dtugotrwate przechowywanie. Warunki liofilizacji: (1) -30°C/24 h,
(2)-10°C/12 h, (3) +20°C/12 h. Czas liofilizacji moze wymagac wydtuzenia przy zastosowaniu wieksze;
objetosci hodowli.

Szczep Stenotrophomonas sp. 1/7 zostat pierwotnie wyizolowany ze strefy ryzosferowej korzeni
kukurydzy (Zea sp.). Udowodniono, ze inokulacja tym szczepem wptywa pozytywnie na wzrost i rozwoj
roslin, co w rezultacie pozwala na otrzymanie statystycznie wiekszej biomasy roslinnej. Szczep jest
trwaty i stabilny, nie wykazuje zmian fenotypowych i efektywnosci promowania wzrostu i rozwoju roslin
po wielokrotnym pasazowaniu. Szczep jest szybkorosnacy, co utatwia jego wykorzystywanie jako skfad-
nika preparatéw mikrobiologicznych (brak koniecznosci wydtuzania procesu produkcji). Wykazuje wy-
soka przezywalnos¢ w procesie liofilizacji, co umozliwia jego dtugotrwate przechowywanie. Warunki lio-
filizacji: (1) -30°C/24 h, (2) -10°C/12 h, (3) +20°C/12 h. Czas liofilizacji moze wymagac¢ wydtuzenia przy
zastosowaniu wiekszej objetosci hodowli.

Szczep Achromobaceter sp. 35Bb1 zostat pierwotnie wyizolowany ze strefy ryzosferowej korzeni
kukurydzy (Zea sp.). Udowodniono, ze inokulacja tym szczepem wptywa pozytywnie na wzrost i rozwg;
roslin, co w rezultacie pozwala na otrzymanie statystycznie wiekszej biomasy roslinnej. Szczep jest
trwaty i stabilny, nie wykazuje zmian fenotypowych i efektywnosci promowania wzrostu i rozwoju roslin
po wielokrotnym pasazowaniu. Szczep jest szybkorosnacy, co utatwia jego wykorzystywanie jako skfad-
nika preparatéw mikrobiologicznych (brak koniecznoéci wydtuzania procesu produkcji). Wykazuje wy-
soka przezywalnos¢ w procesie liofilizacji, co umozliwia jego dtugotrwate przechowywanie. Warunki lio-
filizacji: (1) -30°C/24 h, (2) -10°C/12 h, (3) +20°C/12 h. Czas liofilizacji moze wymagac¢ wydtuzenia przy
zastosowaniu wiekszej objetosci hodowli.

Zastosowanie w uprawie preparatu poprawiajacego wzrost i plonowanie roslin oraz wptywajacego
korzystnie na zyznosc¢ i aktywnos$¢ biologiczna gleby naturalnie zwieksza potencjat biologiczny gleb,
w tym ich zasobno$¢ w sktadniki mineralne i materie organiczna.

Fig. 1 Schemat technologiczny
Fig. 2 Wzrost soi po zastosowaniu szczepienia nasion preparatem w poréwnaniu do kontroli.

Przyktad 1

Czyste hodowle bakteryjne szczepdw Rhizobium sp. Sk, Stenotrophomonas sp. 1/7, Achro-
mobaceter sp. 35Bb1 przygotowano przez zaszczepienia jatowego podtoza LB. Hodowle wytrza-
sano przez 48 h (Stenotrophomonas sp. 1/7, Achromobaceter sp. 35Bb1), oraz 96 h (Rhizobium
sp. Sk), w temperaturze 28°C. Uzyskane hodowle odwirowywano (8000 rpm, 5 minut), uzyskany
osad zawieszano w roztworze soli fizjologicznej. Podtoze w postaci piasku poddano procesowi ste-
rylizacji (121°C, 20 minut). Do doniczek nawazono 0,5 kg podtoza i nawadniano do 60% wilgotnosci.
Nasiona soi poddano sterylizacji powierzchniowej (H202, woda destylowana). Nasiona naniesiono
na jatowe szalki Petriego wypetnione jatowa gazg i umieszczono w temperaturze 25°C, do momentu
aktywacji zarodka i wypuszczenia siewki. Otrzymane wykietkowane nasiona przenoszono do doni-
czek i bezposrednio zaszczepiano zawiesing bakteryjng sktadajaca sie ze szczepu Rhizobium sp.
Sk oraz Stenotrophomonas sp. 1/7 lub Achromobaceter sp. 35Bb1 (kazdy w odpowiedniej objetosci
zawierajacej 108 jtk). Doswiadczenie prowadzono przez sze$é tygodni w komorze klimatyzacyjnej,
w trzech powtérzeniach, przy 16 godzinnym oswietleniu, przy nasileniu $wiatta 240 E-m-'-s-'. Ro-
$liny hodowano w temperaturze 24°C w dzien oraz przez 8 godzin w nocy w temperaturze 18°C.
Rosliny byty podlewane wodg destylowana w odstepach 48 h. Raz na 7 dni stosowano podtoze
Jensena w celu dostarczenia niezbednych substancji mineralnych. Doswiadczenie prowadzono
przez 6 tygodni. Po tym czasie rosliny usunieto z doniczek, obliczono ich $wieza mase i okreslono
liczbe brodawek korzeniowych. Wyniki odnoszono do kontroli ujemnej doswiadczenia (NTC), ktéra
stanowity ro$liny niezaszczepione analizowanymi bakteriami.
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Uzyskano nastepujace wyniki:

Masa roslin [g]

NTC Rhizobium sp. Sk, | Rhizobium sp. Sk,
Stenotrophomonas sp. 1/7 | Achromobaceter sp.

35Bb1

3.399 3.798 3.757

Liczba brodawek korzeniowych

NTC Rhizobium  sp.  G_P, | Rhizobium sp. G_P,
Stenotrophomonas sp. 1/7 | Achromobaceter sp.

35Bb1

0 16.556 20.111

Uzyskano statystycznie istotny wzrost $wiezej masy roélin po zastosowaniu badanych szczepéw
bakteryjnych.

Sktad pozywki Jensena: 1 g CaHPO4, 0.2 g K2HPO4, 0.2 g MgSOa4 x 7H20, 0.2 g NaCl, 1 g FeCls
x 6H20, 1 ml roztwdr mikroelementow, 1000 ml woda destylowana (roztwdr mikroelementéw: 0.268 g
H3sBOs, 0.153 g MnSO4 x H20, 0.022 g ZnSO4 x 7H20, 0.012 g NazMoO4 x 2H20, 0.0075 g CuSO4
x 5H20, 100 ml woda destylowana).

Wszystkie trzy szczepy nie wykazuja antagonizmu wobec siebie i moga by¢ uzyte w jednym pre-
paracie co potwierdzono w badaniach laboratoryjnych.

Wykonano na ptytkach Petriego na podtozu LB testy antytoksycznoéci trzech badanych szczepdéw
bakteryjnych. Nie wykazano antagonizmu szczepdw wobec siebie, co potwierdza ich uzycie w konsorcjum.

Przyktad 2. Otrzymywanie otoczkowanych nasion soi

Czyste hodowle bakteryjne szczepdw Rhizobium sp. Sk, Stenotrophomonas sp. 1/7, Achromo-
baceter sp. 35Bb1 przygotowano przez zaszczepienia jatowego podtoza LB. Hodowle wytrzasano przez
48 h (Stenotrophomonas sp. 1/7, Achromobaceter sp. 35Bb1), oraz 96 h (Rhizobium sp. Sk), w tempe-
raturze 28°C. Okreslono liczebnos¢ bakterii i rozcienczono do 7,4 x 108. Uzyskane hodowle odwirowy-
wano (8000 rpm, 5 minut), uzyskany osad zawieszano w roztworze soli fizjologicznej. Do przygotowania
otoczki wykorzystano mieszanine lepiszcza oraz wypetniacza. llosci poszczegdlnych sktadnikow prze-
liczono na 100 g nasion. W sktfad lepiszcza (80 ml) wchodzity: guma guar (20% w/v), sél sodowa kwasu
alginowego (0.5% w/v), metyloceluloza (1% wi/v). W skfad wypetniacza (40 g) wchodzity: zawiesina za-
wierajaca 7,4 x 10% poszczegolnych bakterii (20% v/w), torf (26% w/w), biowegiel (13% w/w), chityna
(9% wiw), celuloza (26% w/w), sol sodowa kwasu alginowego (26% w/w). Lepiszcze oraz wypetniacz
podzielono na 3 cze$ci. Na suche nasiona hanoszono naprzemiennie kolejne czesci wymienionych mie-
szanin, zaczynajac od lepiszcza. Jako warstwe wykonczenia i utrwalenia otoczek stosowano mieszanke
weglanu wapnia oraz metylocelulozy (1:1) (25 g na 100 g nasion). Tak uzyskane nasiona suszono
w temperaturze pokojowej. Na podstawie przeprowadzonych analiz laboratoryjnych (testy metaboliczne
dla zastosowanych szczepdw) wykazano, ze dodatek takich sktadnikéw jak L-alanina, L-histydyna,
kwas L-mlekowy, kwas cytrynowy, kwas L-jabtkowy, lub kwas octowy, moze pozytywnie wptynaé na
ostateczny produkt.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep Rhizobium sp. SK zdeponowany pod nr B/00471 w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM).

2. Szczep Stenotrophomonas sp. 1/7 zdeponowany pod nr B/00467 w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizmoéw (PCM).
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Szczep Achromobacter sp. 35Bb1 zdeponowany pod nr B/00468 w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizmoéw (PCM).

Kompozycja bakteryjna do zaprawiania nasion roslin, zwtaszcza roslin bobowatych, w tym soi,
znamienna tym, ze zawiera szczep bakteryjny wybrany sposérod: Rhizobium sp. SK zdepo-
nowanego w PCM pod nr B/00471, szczep Stenotrophomonas sp. 1/7 zdeponowanego
w PCM pod nr B/00467, szczep Achromobacter sp. 35Bb1 zdeponowanego w PCM pod nu-
merem B/00468.

Kompozycja bakteryjna wedtug zastrz. 4, znamienna tym, Zze zawiera co najmniej dwa
szczepy.

Kompozycja bakteryjna wedtug zastrz. 4 albo 5, znamienna tym, ze ma postac ptynna lub
liofilizatu.

Kompozycja bakteryjna wedtug jednego z zastrz. 4-6, znamienna tym, ze zawiera dodatkowo
sktadniki odzywcze, zwlaszcza aminokwasy i kwasy karboksylowe, zwtaszcza L-histydyne,
L-alanine, kwas octowy, kwas cytrynowy, kwasu mlekowy, kwas jabtkowy.

Preparat mikrobiologiczny zawierajacy kompozycje bakteryjna jak okreslono w jednym z za-
strz. 4 albo 5 oraz sktadniki otoczki ziarna jak wypetniacz i lepiszcze.

Preparat mikrobiologiczny wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze skfadniki otoczki ziarna wy-
brane sa sposrdod weglanu wapnia, karboksymetylocelulozy, alginianu sodu, zmielonego torfu.
Preparat mikrobiologiczny wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze wypetniacz zawiera gume
guar (20% wi/v), alginian sodu (0.5% w/v), metyloceluloze (1% w/v), lepiszcze zawiera zawie-
sine szczepdw bakterii jak okreslono w zastrz. 1-3 (20% v/w), torf (26% w/w), biowegiel
(13% wiw), chityne (9% w/w), celuloze (26% w/w), alginian sodu (26% w/w).

Preparat mikrobiologiczny wedtug jednego z zastrz. 8—10, znamienny tym, Zze zawiera dodat-
kowo sktadniki odzywcze.

Preparat mikrobiologiczny wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze skfadniki odzywcze wy-
brane sa sposréd aminokwaséw i kwaséw karboksylowych, zwtaszcza L-histydyny, L-alaniny,
kwasu octowego, kwasu cytrynowego, kwasu mlekowego, kwasu jabtkowego.

Preparat mikrobiologiczny, wedtug jednego z zastrz. 8-12, znamienny tym, Ze liczba komo-
rek mikroorganizméw w preparacie dla kazdego szczepu wynosi co najmniej 108 jtk.
Preparat mikrobiologiczny wedtug jednego z zastrz. 8-13, znamienny tym, ze ma postac
otoczki na nasiona.

Nasiona roslin bobowatych, zwtaszcza soi, otoczkowane kompozycja bakteryjna jak okreslono
w zastrz. 4 albo 5.

Nasiona roslin bobowatych, wedtug zastrz. 15, znamienne tym, ze otoczka zawiera dodat-
kowo sktadniki odzywcze.

Nasiona roslin bobowatych wedtug zastrz. 16, znamienne tym, ze sktadniki odzywcze stano-
wig aminokwasy i kwasy karboksylowe, zwtaszcza L-histydyna, L-alanina, kwas octowy, kwas
cytrynowy, kwas mlekowy, kwas jabtkowy.

Nasiona ro$lin bobowatych wedtug zastrz. 15, znamienne tym, ze sktadniki otoczki wybrane
sa sposrod weglanu wapnia, karboksymetylocelulozy, alginianu sodu, zmielonego torfu.
Nasiona roslin bobowatych wedtug zastrz. 15, znamienne tym, ze zawierajg wypetniacz za-
wierajacy gume guar (20% w/v), alginian sodu (0.5% w/v), metyloceluloze (1% wi/v), lepiszcze
zawierajgce zawiesing szczepow bakterii jak okredlono w zastrz. 1-3 (20% v/w), torf (26%
w/w), biowegiel (13% w/w), chityne (9% w/w), celuloze (26% w/w), alginian sodu (26% w/w).
Zastosowanie kompozycji bakteryjnej jak okreslono w zastrz. 4 albo 5 do zaprawiania nasion
roslin, zwtaszcza nasion roslin bobowatych, w tym soi.

Zastosowanie wedtug zastrz. 20, znamienne tym, ze nasiona sa otoczkowane.
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Rysunki

[ Czysty szczep bakterii } { Czysty szczep baklerii ]

rodzaju Rhizabium rodzaju Psendomomas

|

inokulum bakteryjne
w postaci phmnej

l liofilizacja liofilizacja l

Inokulum bakteryine
w postaci liofilizat
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