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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy szczepionki do biotyzacji boréwki amerykanskiej, zawierajgcej szczep Xyla-
ria sp. nr KKP 2073p, sposobu przygotowania szczepionki do biotyzacji boréwki amerykarnskiej oraz
sposobu biotyzacji boréwki amerykanskiej. Przedmioty wynalazku znajdujg zastosowanie w ekolo-
gicznej produkcji owocdéw jagodowych.

Biotyzacja jest nowym biotechnologicznym podejSciem do uprawy roslin, ktére obejmuje inoku-
lacje ros$liny pozytecznymi mikroorganizmami jak np. grzyby i bakterie w celu zwiekszenia jej wzrostu
i tolerancji na stres biotyczny i abiotyczny. Biotyzacja roslin pomaga przyczyni¢ sie do ograniczenia
nawozenia mineralnego roslin oraz zwiekszenia ilosci i jakosci plonu.

Z opisu CN106635821 znane jest zastosowanie grzybéw mykoryzowych do promowania ab-
sorpcji nutrientéw, takich jak azot i fosfor, przez boréwke amerykansky. Grzyby uzyskano poprzez
izolacje z korzeni boréwki. Zastosowanie grzybéw mykoryzowych polepszyto rozwdj korzeni, promo-
wato wzrost roslin i wchianianie azotu, fosforu i potasu.

Z opisu CN102220246 znane jest zastosowanie grzybéw mykoryzowych Coprinus micaceus,
wyizolowanych z korzeni boréwki amerykanskiej, do promowania wzrostu i poprawy wydajnosci ho-
dowli boréwki amerykanskiej. Zastosowanie grzybéw Coprinus micaceus przyczynia sie do poprawy
systemu korzeniowego roslin i ochrony przed insektami.

Z opisu W02010050808 znane jest zastosowanie grzybdéw erikoidalnych do poprawy jakosci
gleby. Szczepy grzybéw erikoidalnych, nalezace do Hymenoscyphus ericae, Rhizoscyphus spp. i Oi-
diodendron spp. wprowadza sie do gleby razem ze skalg krzemianowa, ktéra jest zrédtem kationdéw
magnezu, zelaza, sodu i innych. Sposéb prowadzi do poprawy jakosci gleb dla ros$lin uprawnych.

Celem niniejszego wynalazku byto zapewnienie szczepionki do biotyzacji boréwki amerykan-
skiej, ktéra przyczynia sie do ograniczenia nawozenia mineralnego roslin i przede wszystkim zwieksza
jakos$¢ plonu boréwki amerykanskiej.

Szczepionka do biotyzaciji boréwki amerykanskiej wedtug wynalazku zawiera szczep rodzaju
Xylaria sp. nr KKP 2073p, zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemy-
stowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie pod numerem
KKP 2073p. Szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p zostat wyizolowany z rosliny Verbascum lychnitis.
Wyniki analizy genetycznej regionu ITS rDNA przedstawia SEQ. ID NO.1.

Szczepionka moze zawiera¢ co najmniej jeden szczep nalezacy do grzybow erikoidalnych.

Korzystna jest obecno$¢ w szczepionce szczepu Oidiodendron maius UNIJAG.PL.368 i/albo
Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382 i/albo Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391.

W szczegbinosci, szczepionka moze zawieraé szczepy Xylaria sp. nr KKP 2073p, Oidiodendron
maius UNIJAG.PL.368, Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382 oraz Hymenoscyphus sp.
UNIJAG.PL.391 w stosunku ilosciowym 1:1:1:1

Sposdb przygotowania szczepionki do biotyzacji borowki amerykanskiej wedtug wynalazku po-
lega na tym, ze szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p, zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji
Kultur Drobnoustrojbw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
w Warszawie pod numerem KKP 2073p, namnaza sie w ptynnym no$niku, w szczegélnosci w 2%
pozywce maltozowej, przez okres co najmniej 5, po czym grzybnie oddziela sie od no$nika. W szcze-
golnosci, preferowany okres namnazania wynosi 7 dni.

Korzystnie, kazdy szczep wchodzgcy w sktad szczepionki namnaza sie osobno na odpowied-
nim no$niku, a nastepnie szczepy miesza sie ze szczepem Xylaria sp. nr KKP 2073p w okreslonym
stosunku iloSciowym przed inokulacjg boréwki amerykanskie;j.

W przypadku gdy szczepionka zawiera szczep Oidiodendron maius UNIJAG.PL.368 i/albo
Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382 i/albo Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391, no$nikiem
do namnazania szczepu sg otreby pszenne z domieszkg ziemi okrzemkowej, najlepiej w proporcji
objetosciowej 4:1.

Otreby pszenne z domieszkg ziemi okrzemkowej mogg by¢ sg sterylne.

Korzystnie, szczep Oidiodendron maius UNIJAG.PL.368 i/albo Phialocephala fortinii UNI-
JAG.PL.382 ifalbo Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391 namnaza sie najlepiej w ciemnosci, w tempe-
raturze miedzy 20°C a 30°C, korzystnie w 24°C, przez okres co najmniej 1 miesigca.

Hymenoscyphus sp. (szczep UNIJAG.PL.391) zostat wyizolowany z boréwki odmiany
Bluehaven, Oidiodendron maius (szczep UNIJAG.PL.368) — odmiany P/14, Phialocephala fortinii
(szczep UNIJAG.PL.382) — odmiany Pliszka. RoSliny do izolacji symbiontéw pochodzity z plantacji
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boréwki amerykanskiej, charakteryzujgcymi sie optymalnymi warunkami wzrostu (podtoze torfowe
o odczynie kwasnym). Z kazdej ro$liny losowo pobrano korzenie z otaczajgcym je podtozem. Nastep-
nie korzenie oczyszczono z substratu pod biezgcg wodg i umieszczono na szalkach. Wstepnej oceny
kolonizacji mykoryzowej dokonano przy uzyciu lupy binokularnej przy powiekszeniu 10—-40x. Wyselek-
cjonowane korzenie wtosowate umieszczano na szkietku podstawowym i przeznaczono do obserwaciji
mikroskopowych przy powiekszeniu 100-400x. Fragmenty korzeni z widocznymi zwojami grzybni
w komoérkach przeznaczono do izolacji grzybéw. Korzenie sterylizowano powierzchniowo przez
50 sekund w 75% etanolu, a nastepnie ptukano 3x w sterylnej wodzie. Po osuszeniu na sterylnej bibu-
le korzenie cieto na fragmenty ok. 3 mm dtugosci i umieszczono na kroplach pozywki GelGro. Szalki
umieszczono w ciemnosci w 27°C. Kultury grzybéw sukcesywnie przenoszono na pozywke PDA
i hodowano w ciemnoéci w 27°C.

Identyfikacje gatunkowg przeprowadzono w oparciu 0 obserwacje mikroskopowe oraz z wyko-
rzystaniem technik biologii molekularnej (amplifikacja i sekwencjonowanie regionu ITS rDNA).
Do ekstrakcji DNA pobrano i zhomogenizowano okoto 50 mg grzybni pochodzacej z czystych kultur.
Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow EZ-10 Spin Column Fungal
Genomie DNA Mini-Preps Kit (Bio Basic, Canada). Zawarto$¢ oraz czysto$é DNA zostata zweryfiko-
wana metodg spektrofotometryczng. W przypadku niskiej wydajnoéci izolacji DNA z wykorzystaniem
w/w metody dokonano ponownej ekstrakcji DNA z wykorzystaniem odczynnikéw DNAzy Plant Mini Kit
(Qiagen) lub metodg tradycyjng z wykorzystaniem CTAB. Ekstrakty zanieczyszczone oczyszczono
z wykorzystaniem 5 M NaCl oraz izopropanolu. Nastepnie zamplifikowano fragment ITS rDNA w reak-
cji PCR z zastosowaniem primeréw ITS1F [Gardes i Bruns 1993] oraz ITS4 [White i in. 1990] i uzy-
ciem odczynnikow Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (Thermo Scientific). Parametry PCR byly
nastepujace: wstepna denaturacja w 95°C przez 3 minuty; 35 cykli obejmujgcych kolejno denaturacje
w 95°C przez 30 sekund, przytgczanie starteréw w 55°C przez 30 sekund i elongacje w 72°C przez
45 sekund oraz koncowa elongacja w 72°C przez 5 minut. Obecno$é produktéw PCR zweryfikowano
w elektroforezie agarozowej. Produkty PCR byly sekwencjonowane przez Macrogen z uzyciem starte-
rbw ITS4 oraz ITS1. Sekwencje nukleotydéw analizowano za pomocg programu Chromas
[www .technelysium.com.au] oraz BioEdit oraz porédwnano z sekwencjami w bazie danych NCBI
[www.ncbi.nlm.nih.gov] przy zastosowaniu algorytmu BLASTn. Wyniki identyfikacji molekularnej zosta-
ty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1

Wyniki identyfikacji molekularnej grzyb6w erikoidalnych

Szczep Identyfikacja Sekwencja referencyjna (NCBI) | Podobienstwo

UNIJAG.PL.368 | Oidiodendron maius | Oidiodendron maius KF359579.1 | 552/557 (99%)

UNUAG.PL.382 | Phialocephala fortinii | Phialocephala fortinii AY394921.1 | 551/553(99%)

UNIJAG.PL.391 | Hymenoscyphus sp. | Hymenoscyphus sp. EU700265.1 | 449/460 (98%)

Wyniki analizy genetycznej odcinka ITS rDNA przedstawia SEQ ID NO.2 (szczep
UNIJAG.PL.368), SEQ ID NO.3 (szczep UNIJAG.PL.382), SEQ ID NO.4 (szczep UNIJAG.PL.391).

Spos6bb biotyzacji borowki amerykanskiej wedtug wynalazku polega na tym, ze boréwke amery-
kanskg inokuluje sie szczepionkg zawierajgcg szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p, zdeponowa-
ny w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Prze-
mystu Rolno-Spozywczego w Warszawie pod numerem KKP 2073p.

Korzystnie, boréwke amerykanskg inokuluje sie podczas hodowli in vitro.

Korzystnie, boréwke amerykanskg inokuluje sie podczas przenoszenia z hodowli in vitro
do multidoniczek.

Boréwke amerykanskg najefektywniej inokuluje sie szczepionkg podczas przenoszenia roélin
z multidoniczek do wiekszych doniczek.

Najefektywniej inokuluje sie rosliny nie starsze niz jednoroczne.


http://www.technelysium.com.au
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Szczepionke mozna dodawac do podtoza sterylnego albo niesterylnego. W korzeniach ros$lin
nieinokulowanych rosngcych na podtozu niesterylnym mogg pojawié¢ sie struktury mykoryzowe, kto-
rych zrédtem sg grzybnia i zarodniki grzybéw erikoidalnych wystepujgce naturalnie w takim podtozu.

Podtoze moze stanowié torf kwasny o pH od 3.5 do 4.5, wymieszany z perlitem.

Najefektywniejszym podtozem jest torf kwasny o pH od 3.5 do 4.5, wymieszany z perlitem
w stosunku objetoSciowym 5:1.

Szczepionka i sposéb przygotowania szczepionki oraz sposéb biotyzacji boréwki amerykanskiej
wedlug wynalazku majg duze mozliwosci komercyjnego zastosowania w produkcji materiatu sadze-
niowego, przyczyniajac sie do ograniczenia nawozenia mineralnego roslin i przede wszystkim zwiek-
szenia jakosci plonu.

Zaletg wynalazku jest fakt, ze kazdy szczep wchodzgcy w sktad szczepionki jest hodowany
osobno w warunkach in vitro na specjalnie opracowanym nos$niku. taczenie wszystkich sktadnikow
szczepionki nastepuje tuz przed inokulacjg roslin. Dzieki temu, ze wszystkie organizmy wzrastajg
osobno, wzrasta pewno$é obecnosci zywej grzybni kazdego ze szczepdw szczepionki, co jest prze-
wagaq nad istniejgcymi dotychczas na rynku rozwigzaniami, w ktérych nie ma pewnosci, co do zywot-
nosci wszystkich komponentéw szczepionki.

Szczepionka wedtug wynalazku jest proponowana do stosowania w uprawie boréwki amery-
kanskiej, w szczego6lnoéci dla odmian: Bluecrop, Duke, Dorrow i Patriot.

Przyktad I

Skiad szczepionki stanowity nastepujgce szczepy grzybéw: Hymenoscyphus sp. (szczep
UNIJAG.PL.391), Oidiodendron maius (szczep UNIJAG.PL.368), Phialocephala fortinii (szczep
UNIJAG.PL.382) oraz szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p w stosunku ilosciowym 1:1:1:1.

Poszczegdblne szczepy grzybow przygotowano osobno na opracowanych nos$nikach. Dla
Hymenoscyphus sp., O. maius oraz P. fortinii no$nikiem grzybni byly otreby pszenne z domieszkg
ziemi okrzemkowej w proporcji objetoSciowej 4:1. Nosnik o objetosci 50 ml umieszczono w stoiku
do hodowli in vitro o poj. 200 ml i poddano sterylizacji w 121°C przez 30 min. Nastepnie w warunkach
sterylnych dodano sterylng wode i umieszczono na nosniku 3 krazki grzybni z kilkudniowej hodowli
na statym podtozu PDA.

Inokulum namnazano w ciemnos$ci w 24°C przez okres co najmniej 1 miesigca. Przed uzyciem
inokulum dodano do stoika 20-30 ml sterylnej wody i wytrzgsano w celu ograniczenia ekspozyciji
na zarodniki grzybéw podczas szczepienia roslin.

Szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p namnazano w ptynnych kulturach w 2% pozywce mal-
tozowej przez okres ok. 7 dni. Nastepnie grzybnie filtrowano, optukiwano sterylng wodg, rozdrobniono
i zawieszono w sterylnej wodzie. Szczepionke ptynng zawierajacg nowy szczep rodzaju Xylaria sp.
nr KKP 2073p aplikowano po dodaniu szczepionki zawierajgcej Hymenoscyphus sp. (szczep
UNIJAG.PL.391), Oidiodendron maius (szczep UNIJAG.PL.368), Phialocephala fortinii (szczep
UNIJAG.PL.382).

Rosliny boréwki 'Bluecrop' inokulowano na etapie przenoszenia z hodowli in vitro do multidoni-
czek z torfem. Dawka inokulum statego w przeliczeniu na jedng rosline wyniosta 1-2 ml inokulum
umieszczonego w dotku sadzeniowym lub wymieszanego z podtozem. Po posadzeniu roélin, podlano
je. Szczepionke dodano do podtoza, ktére stanowit niesterylny torf kwasny pH 3.5-4.5 wymieszany
z perlitem w stosunku objetoSciowych 5:1.

U boréwki 'Bluecrop' inokulowanej podczas przenoszenia z hodowli in vitro do podtoza torfowe-
go w multidoniczkach stwierdzono istotnie pozytywny wplyw szczepionki na Swiezg mase roslin
(wzrost 0 60%), sucha mase (wzrost o 64%), powierzchnie lisci (wzrost o0 100%). Ponadto witalno$¢
roslin okreslona na podstawie analizy fluorescencji chlorofilu a u tych roslin byta lepsza od roélin kon-
trolnych (wzrost Performance Index Abs 0 27%).

Przyktad

Skiad szczepionki stanowity nastepujgce szczepy grzybéw: Hymenoscyphus sp. (szczep
UNIJAG.PL.391), Oidiodendron maius (szczep UNIJAG.PL.368), Phialocephala fortinii (szczep
UNIJAG.PL.382) oraz szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p w stosunku ilosciowym 1:1:1:1.

Poszczeg6ine szczepy grzybéw przygotowano osobno na opracowanych nos$nikach. Dla
Hymenoscyphus sp. O. maius oraz P. fortinii no$nikiem grzybni byty otreby pszenne z domieszkg
ziemi okrzemkowej w proporcji objetosciowej 4:1. Nosnik o objeto$ci 50 ml umieszczono w stoiku do
hodowli in vitro o poj. 200 ml i poddano sterylizacji w 121°C przez 30 min. Nastepnie w warunkach
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sterylnych dodano sterylng wode i umieszczono na nos$niku 3 krazki grzybni z kilkudniowej hodowli na
statym podtozu PDA.

Inokulum namnazano w ciemnos$ci w 24°C przez okres co najmniej 1 miesigca. Przed uzyciem
inokulum dodano do stoika 20-30 ml sterylnej wody i wytrzgsano w celu ograniczenia ekspozycji na
zarodniki grzyboéw podczas szczepienia roslin.

Szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p namnazano w ptynnych kulturach w 2% pozywce mal-
tozowej przez okres ok. 7 dni. Nastepnie grzybnie filtrowano, optukiwano sterylng wodg, rozdrobniono
i zawieszono w sterylnej wodzie. Szczepionke ptynng zawierajgacg nowy szczep rodzaju Xylaria sp.
nr KKP 2073p aplikowano po dodaniu szczepionki zawierajgcej Hymenoscyphus sp. (szczep
UNIJAG.PL.391), Oidiodendron maius (szczep UNIJAG.PL.368), Phialocephala fortinii (szczep
UNIJAG.PL.382).

Rosliny boréwki 'Duke' inokulowano na etapie przenoszenia z multidoniczek do wiekszych doni-
czek przez umieszczenie inokulum w podtozu przed przesadzeniem roslin. Dawka inokulum statego
w przeliczeniu na jedng rosline przesadzang do doniczki o pojemnosci 0.5—-1 L wyniosta 5 ml inokulum
wymieszanego w podtozem.

Po posadzeniu roslin, podlano je. Szczepionke dodano do podtoza, ktére stanowit sterylny torf
kwasny pH 3.5-4.5 wymieszany z perlitem w stosunku objetoSciowych 5:1. Zastosowanie podioza
sterylnego (121°C, 30 min) wymagato wysuszenia go w temperaturze 100°C (1 h przez 3 dni) oraz
zraszania na bibule przez okres 2 tygodni.

Boréwki 'Duke' inokulowane szczepionkg charakteryzowaty sie statystycznie wiekszg wysoko-
Scig czesci nadziemnej (wzrost 0o 13%), biomasg czesci nadziemnej (wzrost 0 21%) oraz wielko$cig
lisci (wzrost 0 62%).
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biotyzacji bordwki amerykanskiej.

<136>
<l66> 4
<176>
<216> 1

<211> 564
<212> DNA
<213>

<400> 1
gaagtaaaag

ctataactcc
cgtagcecgtcc
cgaaactctg
acggatctct
ttgcagaatt
tgggcatgcc
gcctacggta
gtagatttta
aaggtgacct
<210> 2

<211> 552
<212> DNA
<213>
<408> 2

tgatccgagg
gagagctgta
CBgLgcaggsec

cctgcggaat

caattcgcat

705682

tcgtaacaag
caaacccatg
taccctgtag
tttagtattg
tggttctggc
cagtgaatca
tgttcgagcg
atagtagctc
tctcgectat

cgatcagaag

tcaaccacag
ctacgctgag
ccaacaccaa
accacagggc

tacttatcgc
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Xylaria sp. KKP2073p

gtttccgttg
tgaacatacc
gacctacccg
aattctgaac
atcgatgaag
tcgaatcttt
tcatttccaa
ctgaaagtta
cagttggacc

daacc

Oidiodendron maius UNIJAG.

agttgggess
ggccagegegs
gcgaggcttg
gcaatgtgcg

atttcgctgc

gtgaaccagc
ttacgttgcec
gtagacgcgg
ctataactaa
aacgcagcga
gaacgcacat
cccttaagcc
gtggeggagt

ggtcccttgc

PL.368

ttctggcagg
cgcecgecact
agggttgaaa
ttcaaagatt

gttcttcatc

ggagggatca
tcggeaggtc
gtaagcctgc
ataagttaaa
aatgcgataa
tgcgcccatt
cctgttgett
cggttcacac

cgtaaaacca

ctgccgecgg
atctttaggg
tgacgctcga
cgatgactca

gatgccagaa

ttaaagagtt
gtgcctaccc
cggcggecca
actttcaaca
gtaatgtgaa
agtattctag
agtgttggga
tctagacgta

cctaattcta

accctggagc
ccggecgegg
acaggcatgc
ctgaattctg

ccaagagatc
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cgttgttgaa
tgaggtctct
gccaaagcaa
ctgtaatgat
aaatgaccaa
<21le> 3

<211> 562
<212> DNA
<213>

<400> 3
cctgatccga

tagcgggasgt
ggagacccgc
catgccctge
ttctgcaatt
agatccgttg
tttggttctc
gcaacaatag
gtagcctcac
tacttcctct
<216> 4

<211> 540
<212> DNA
<213>
<400> 4

atccgaggtc
gaggagtatt

ccgeggaccc

ccctcggaat
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agttttaacg attatatagt tactcggacg

BB8CBBECacy CHCCagCCcgy BECCBRCERC

cgagagtagt gataacagtg ggtgggagat

cccteccgeag gttcacctac ggagaccttg

ga

ggtcaacctg
atgtactacg
gtgccccaat
ggaataccac
cacattactt
ttgaaagttt
tggegggrac
tatgtaaaca
ttgtaatgat

aaatgaccaa

taaaaattgg
cttagagccc
accacgctag
agggcgcaat
atcgcatttc
taactattat
acacgagcag
cggetgeets
ccttccgeag

ga

Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382

gggttctggc
aCCgECECCE
gcgtgagtgg
gtgcgttcaa
gctgegttct
atagtactca
agcccgcecagt
taagctccta

gttcacctac

Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391

aaccgtgaga ttgggeettg atggcaagcea

actacgctta gagccagatg gecgecgecac

caacaccaag ccgggcttga gtggtcataa

accaaggggc gcaatgtgcg ttcaaagatt

acactaacat
cgggcagggc
ctacccggag

ttacgacttt

gagccaccgg

ccactaattt
ttaaatgacg
agattcgatg
tcatcgatgc
gacatcacta
ggaggccacg
accgctgttt

ggaaaccttg

tccaccggga
tgattttaag
tgacgctcga

cgatgattca

tcagagtctg
ccagcggecc
ggcatgaact

tacttcctct

gggaactcta
tgagggccgce
ctcgaacagg
attcactgaa
cagaaccaag
acattcagag
gcccgecaaa
ccaacgttcg

ttacgacttt

accctatagc
ggccgegeea
acaggcatgc

ctgaattctg

360

420

480

540

552

60

120

180

240

300

360

420

480

540

562

60

120

180

240
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caattcacat tacttatcgc atttcgectge gttcttcatc gatgccagaa ccaagagatc 300
cgttgttgaa agttttaact attatatagt actcagacat cactaaacaa aagagtttgg 360
gtcctctgge gggecacagecc agccgaagec gacacgcgaa cgtggeccge caaagcaaca 420
aaggtaaggt attcaagggt gggagatcta cccgtgaggg catgaactct gtaatgatcc 489
ttccgcaggt tcacctacgg azaaccttgtt acgactttta cttcctctaa atgaccaaga 549

10.

11.

12.

13.

Zastrzezenia patentowe

. Szczepionka do biotyzacji borédwki amerykanskiej, zawierajgca szczep rodzaju Xylaria sp.

nr KKP 2073p, zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemy-
stowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2073p.
Szczepionka wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera co najmniej jeden szczep nale-
z3cy do grzybow erikoidalnych.

Szczepionka wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze zawiera grzyby szczepu Oidiodendron
maius UNIJAG.PL.368 i/albo Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382 i/albo Hymenoscyphus
sp. UNIJAG.PL.391.

Szczepionka wedtug zastrz. 3, znamienna tym, ze zawiera szczepy Xylaria sp.
nr KKP 2073p, Oidiodendron maius UNIJAG.PL.368, Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382,
Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391 w stosunku iloSciowym 1:1:1:1.

Sposbdb przygotowania szczepionki do biotyzacji boréwki amerykanskiej, znamienna tym, ze
szczep rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p, zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur
Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego pod
numerem KKP 2073p namnaza sie w ptynnym nos$niku, korzystnie w 2% pozywce maltozowe;j,
przez okres co najmniej 5 dni, a korzystnie 7 dni, po czym grzybnie oddziela sie od nos$nika.
Sposdb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze kazdy szczep wchodzgcy w skfad szczepionki
namnaza sie osobno na odpowiednim no$niku, a nastepnie szczepy miesza sie ze szcze-
pem rodzaju Xylaria sp. nr KKP 2073p w okreslonym stosunku ilosciowym przed inokulacjg
boréwki amerykanskie;j.

Spos6b wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze w przypadku gdy szczepionka zawiera
szczep Oidiodendron maius UNIJAG.PL.368 i/albo Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382
i/albo Hymenoscyphus sp. UNIJAG.PL.391, no$nikiem do namnazania sg otreby pszenne
z domieszkg ziemi okrzemkowej, korzystnie w proporcji objetosciowej 4:1

Sposbb wediug zastrz. 7, znamienny tym, ze otreby pszenne z domieszkg ziemi okrzem-
kowej sg sterylne.

Sposob wedtug zastrz. 7 albo 8, znamienny tym, ze szczep Oidiodendron maius
UNIJAG.PL.368 i/albo Phialocephala fortinii UNIJAG.PL.382 i/albo Hymenoscyphus sp.
UNIJAG.PL.391 namnaza sie w ciemnosci, w temperaturze miedzy 20°C a 30°C, korzystnie
24°C, przez okres co najmniej 1 miesigca.

Sposdb biotyzacji boréwki amerykanskiej, znamienny tym, ze boréwke amerykanskg inoku-
luje sie szczepionkg okre$long w ktérymkolwiek z zastrz. od 1 do 4.

Sposbéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze boréwke amerykanskg inokuluje sie pod-
czas hodowli in vitro.

Sposdb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze boréwke amerykanskg inokuluje sie podczas
przenoszenia z hodowli in vitro do multidoniczek.

Sposdb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze boréwke amerykanskg inokuluje sie podczas
przenoszenia z multidoniczek do wiekszych doniczek



14.

15.

16.

17.
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Sposbb wedtug zastrz. 13, znamienny tym, ze inokuluje sie rosliny nie starsze niz jedno-
roczne.

Sposbb wedtug zastrz. 11 albo 12 albo 13 albo 14, znamienny tym, ze szczepionke dodaje
sie do podtoza sterylnego albo niesterylnego.

Sposdb wedtug zastrz. 15, znamienny tym, ze podtozem jest torf kwasny o pH od 3.5 do
4.5 wymieszany z perlitem.

Sposdb wedtug zastrz. 16, znamienny tym, ze torf kwasny o pH od 3.5 do 4.5 jest wymie-
szany z perlitem w stosunku objetosciowym 5:1.



