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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12, biomasa do uprawy psze-
nicy i sposob jej otrzymywania, biopreparat do uprawy pszenicy i spos6b jej otrzymywania z udziatem
szczepu Agrobacterium sp. Azo12, przeznaczony dla uprawy pszenicy w warunkach normalnych oraz
w warunkach stresu solnego.

Wykorzystywane przez rolnikéw chemiczne srodki ochrony roélin oraz stosowanie nieodpowied-
nich metod uprawy, przyczynia sie do ograniczania rozwoju i wzrostu ro$lin. W odpowiedzi na ten fakt,
w krajach Unii Europejskiej wprowadzono przepisy, méwigce m.in., o tym, ze nad $rodki chemiczne
nalezy przektadaé biologiczne Srodki ochrony roslin, aby w mozliwie naturalny sposéb wspomagac
wzrost upraw (art. 14 dyrektywy 2009/128/WE oraz rozporzadzenia nr 1107/2009). Przyczynito sie to
do wzrostu zainteresowania badaczy ryzobakteriami promujgcymi wzrost roslin (PGPR-plant growth —
promoting rhizobacteria), czyli mikroorganizmami wywotujgcymi korzystny wptyw na wzrost i rozwoj ro-
Slin. Do tej grupy nalezy wiele rodzajéw bakterii, ktére wptywajg bezposrednio lub posrednio na zdrowie
roslin oraz zyzno$¢ gleby. Stosowanie Srodkéw kontroli biologicznej wydaje sie byé bezpieczng i atrak-
cyjng alternatywag, ktéra moze zastgpi¢ wktad chemikaliow w sektorze rolnictwa (Kosicka, D., Wolna-
Maruwka, A., & Trzeciak, M. (2015). Wptyw preparatéw mikrobiologicznych na glebe oraz wzrost i roz-
woj roslin. Kosmos, 2(64), 327-335). Do zalet stosowania preparatéw na bazie drobnoustrojéw naleza,
zwiekszenie efektywnos$ci nawozenia mineralnego, obnizenie kosztéw produkciji rolniczej na skutek ra-
cjonalnego wykorzystania nawozow, jak rowniez zmniejszenie zuzycia chemicznych $rodkéw ochrony,
co prowadzi do poprawy kondycji Srodowiska naturalnego. Niewatpliwg zaletg tego typu Srodkéw jest
mate prawdopodobienstwo, by szkodniki, grzyby czy chwasty nabyty na nie odpornosci. Dlatego warto
sie nimi zainteresowac w kontek$cie budowania strategii antyodpornos$ciowe;j, ktéra silnie zwigzana jest
z integrowang ochrong roslin. Dzisiejsze rolnictwo opiera sie biopreparatach zawierajgcych rézne mi-
kroorganizmy (np. Bacillus subtilis GB03, Pseudomonas aureofaciens TX-1 i Streptommyces griseovi-
ridis K61), ktére sg sprzedawane pod r6znymi nazwami handlowymi (Copping, L. G. (2004). The manual
of biocontrol agents. British Crop Protection Council). Mikroorganizmy te nie tylko poprawiajg wzrost
ro$lin, ale takze hamujg rozwdj fitopatogenéw grzybowych poprzez wytwarzanie grzybobéjczych enzy-
méw np. chitynaz (Swiontek Brzezinska, M., Jankiewicz, U., Burkowska, A., & Walczak, M. (2014). Chi-
tinolytic microorganisms and their possible application in environmental protection. Current microbio-
logy, 68, 71-81) czy 1,3 B-glukanaz (Lora, J. M., De la Cruz, J., Llobell, A., Benitez, T., & Pintor-Toro,
J. A. (1995). Molecular characterization and heterologous expression of an endo-B-1, 6-glucanase gene
from the mycoparasitic fungus Trichoderma harzianum. Molecular and General Genetics MGG, 247,
639-645).

Biopreparaty wyprodukowane z wykorzystaniem zywych mikroorganizmoéw sg produktami zawie-
rajgcymi ré6znego rodzaju mikroorganizmy (bakterie i grzyby) stymulujgce wzrost i plonowanie roslin.
W tej grupie znajdujg sie takze preparaty mikrobiologiczne bedace szczepionkami, zawierajgcymi zywe
mikroorganizmy zwalczajgce patogeny roslinne, a takze symbiotyczne wspomagajgce wzrost i plono-
wanie roslin. Niezwykle wazne jest, aby takie biopreparaty byty tworzone na bazie starannie dobranych
szczepbdw mikroorganizmdw izolowanych z naturalnych i antropogenicznych $rodowisk.

Celem wynalazku jest opracowanie takiego nowego sposobu otrzymywania biopreparatu
szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 oraz biopreparatu szczepu szczepu Agrobacterium sp.
Az012, ktéry pozwoli na zastosowanie ich do promowania wzrostu pszenicy, w szczegdélnosci dla
uprawy pszenicy w warunkach normalnych oraz w warunkach stresu solnego. Biopreparat ma zastoso-
wanie sie w rolnictwie, do poprawy wzrostu pszenicy w glebach niezasolonych oraz zasolonych. Bio-
preparat uzyty do inokulacji pszenicy (Triticum aestivum L.) ozimej odmiany Ostroga w warunkach la-
boratoryjnych i w warunkach polowych stymuluje wzrost i rozwéj siewek tej jednoli$ciennej rosliny.

Istotg wynalazku jest szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekciji
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod
numerem PCM B/00457, do zastosowania w promowaniu wzrostu pszenicy. Istotg wynalazku jest takze
szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM)
w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457
0 sekwencji nukleotydowej nr 1. Istotg wynalazku jest takze szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiad-
czalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 jak okre$lono w zastrz. 1 do zastosowania jako
biopreparat dla uprawy pszenicy. Istotg wynalazku jest takze szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12
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zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiad-
czalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 jak okre$lono w zastrz. 2 do zastosowania jako
biopreparat dla uprawy pszenicy.

Istotg wynalazku jest takze biomasa do uprawy pszenicy, ktéra zawiera odttuszczone mieko
w proszku w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v) i od 10'° do 102 jtk/g korzystnie 10" jtk/g komorek
szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM)
w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457.

Istotg wynalazku jest takze biopreparat do uprawy pszenicy, ktéry zawiera odttuszczone mileko
w proszku w ilosci od 0,0008 do 0,0012% korzystnie 0,001% (m/v), od 10% do 102 jtk/g korzystnie
107 jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM
B/00457, wode korzystnie odchlorowang gdzie na kazdy litr wody ilo$¢ roztworu odttuszczonego mleka
w proszku z komérkami szczepu bakterii wynosi od 0,008 do 0,012 ml.

Istotg wynalazku jest takze sposdb otrzymywania biomasy do uprawy pszenicy polegajacy na
tym, ze roztwér odtluszczonego mleka w proszku w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v) i od
10" do 10" jtk/g korzystnie 10" jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie korzystnie w czasie od 3 do 5 minut, korzystnie
w temperaturze otoczenia najkorzystniej w zakresie 20-22°C.

Istotg wynalazku jest takze sposéb otrzymywania biopreparatu do uprawy pszenicy polegajacy
tym, ze biomase zawierajgcg odtluszczone mleko w proszku w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v)
i od 10'° do 10'? korzystnie 10" komorek szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we
Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie z wodg korzystnie odchlorowang w czasie od 15 do
20 minut, korzystnie w temperaturze otoczenia, najkorzystniej w zakresie 20-22°C, i mrozi korzystnie
w temperaturze od -75 do -80°C najkorzystniej w czasie od 24 do 26 godzin, a nastepnie liofilizuje.

W postaci statej biomasy (liofilizat) komérki zawieszono w odttuszczonym mleku w proszku, za-
mrozono, a nastepnie liofilizowano. Biopreparat uzyskuje sie poprzez rozcienczenie biomasy wodg bez-
posrednio przed jego aplikacjg do gleby.

Opis wynalazku zostat ujawniony w przyktadach oraz na rysunkach i tabelach, ktére przedsta-
wiaja:

Tab. 1 Wasciwosci promujgce wzrost roslin szczepu Agrobacterium sp. Azo12 oraz tolerancja
na zasolenie

Tab. 2 Wptyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na kietkowanie pszenicy w warunkach steryl-
nych

Tab. 3 Wykrywanie genéw patogenicznosci

Tab. 4 Wptyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na dtugos$é (cm) korzenia i liScia siewek pszenicy
w warunkach polowych

Tab. 5 Wptyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na mase (g) korzenia i licia siewek pszenicy
w warunkach polowych

Tab. 6 Liczebno$¢ bakterii Agrobacterium sp. Azo12 w biomasie

Rys. 1 Wptyw zasolenia na kietkowanie pszenicy. R6zne litery oznaczajg réznice istotne staty-
stycznie (p<0.05). Wyniki do przyktadu I

Rys. 2 Wptyw biopreparatu zawierajgcego Agrobacterium sp. Azo12 na kietkowanie i wzrost sie-
wek pszenicy a) Warunki bez zasolenia b) Warunki stresu solnego

Rys. 3 Stezenie MDA w tkankach lisci siewek pszenicy (warto$é mediany, N=9)

Rys. 4 Stezenie proliny w tkankach lisci siewek pszenicy (warto$¢ srednia, N=9)

Przyktad |. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 posiada wiele cech bakterii promujgcych
wzrost roslin takie jak zdolno$é do wigzania azotu atmosferycznego, rozktadu biatek z wydzieleniem
amoniaku, produkciji fitohormonu ro$linnego (I1AA), rozktadu ACC oraz witasciwos$ci przeciwgrzybowe.
Zywe komorki Agrobacterium sp. Azo12, uzyte do inokulacji pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) sty-
mulowaty kietkowanie i wzrost siewek tej jednolisciennej rosliny w warunkach laboratoryjnych, zaréwno
w warunkach bez zasolenia, jak i w warunkach stresu solnego. Szczep posiada stosunkowo wysokg
tolerancje na zasolenie i charakteryzuje sie wieloma cechami odpowiedzialnymi za promowanie wzrostu
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siewek pszenicy, zaréwno w warunkach bez zasolenia, jak i w warunkach stresu solnego. Agrobacte-
rium sp. Azo12 ma zastosowanie w rolnictwie, do stymulacji i poprawy wzrostu pszenicy w glebach
niezasolonych oraz zasolonych.

Izolacja i charakterystyka bakterii

Szczep Agrobacterium sp. Azo12 zostat wyizolowany z gleby technogennej, czarne ziemie ktére
ulegty technogenicznemu zasoleniu oraz sodyfikacji.

W tym celu 5 g gleby wprowadzono do 45 ml sterylnego podfoza o sktadzie (g/l): mannitol 20.00,
CaCl2 x 2H20 0.10, MgSO4 x 7 H20 0.10, Na2MoO4 x 2 H20 0.005, K2HPO4 x H20 0.4, KH2PO4 x 7H20
12.6, FeSO4 x 7H20 0.01 g, CaCO3 5.00 g, NaCl 15, woda demineralizowana do 1000 ml (pH podfoza
8.5) i wytrzgsano przez 20 minut na wytrzgsarce orbitalnej. Nastepnie podtoze umieszczono w cieplarce
w temp. 26°C i pozostawiono na 72 h w celu namnozenia bakterii potencjalnie wigzgcych azot. Po
oznaczonym czasie wykonano serie dziesieciokrotnych rozcienczen i 1 ml kazdego rozcienczenia wy-
siewano na podtoze state o sktadzie jak wyzej z dodatkiem agaru (0.15%, m/v) stosujagc metode
wgtebng. Wysiewy inkubowano 7 dni w temperaturze 26°C.

Wyroste kolonie pasazowano dalej 3-krotnie stosujgc podfoze state o sktadzie podanym wyzej.

W celu dodatkowej weryfikaciji czysto$ci hodowli wykonano dodatkowo barwienie Grama. W tym
celu na szkietku podstawowym wykonano rozmaz z 24-h hodowli szczepu ktéry nastepnie utrwalono
w ptomieniu palnika gazowego i barwiono stosujgc nastepujgce barwniki: fiolet krystaliczny (czas bar-
wienia 4 minuty) i safranine (czas barwienia 2 minuty) oraz ptyn Lugola jako bejce (czas dziatania
3 minuty) i alkohol etylowy (75%, v/v) jako odbarwiacz. Badanie to potwierdzito obecno$¢ jednorodnych
pod wzgledem morfologii komérek w obrazie mikroskopowym.

Molekularna identyfikacja szczepu

Identyfikacje badanego szczepu wykonano w oparciu o sekwencje genu 16SrRNA.

W przypadku identyfikacji z wykorzystaniem sekwencji 16SrRNA fragment tego genu amplifiko-
wano z catkowitego DNA genomowego z uzyciem starteréw 27F (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG-3’) (Lane DJ. 1991. 16S/23S rRNA sequencing. In Stackebrandt E, Goodfellow M (ed), Nucleic acid
techniques in bacterial systematics. John Wiley, NewYork, NY) oraz 1492R (5-TAC GGY TAC CTT
GTT ACG ACT T-3’) (Polz MF, Cavanaugh CM. 1998. Bias in template-to-product ratios inmultitemplate
PCR. Appl Environ Microbiol 64:3724-3730). Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujgcy: Color Taq
Polymerase (EURx, Gdansk, Polska, 1,25 U), mieszanina deoksyrybonukleotydéw (0,2 mM kazdy),
10 x Pol Buffer B (1.5 mM), startery (0.25 uM kazdy), genomowe DNA ( <0,25 pg w koncowej objetosci
25 ul).

Program temperaturowy obejmowat denaturacje wstepng w temperaturze 95°C przez 3 minuty
oraz 30 cykli trzech nastepujgcych po sobie procesoéw: denaturacji (95°C przez 30 s), przytaczania star-
terow (52°C przez 20 s) oraz wydtuzania (72°C przez 1 min 40 s) a takze koncowe wydtuzanie w tem-
peraturze 72°C przez 5 minut.

Jakos$¢ uzyskanego produktu PCR, wybarwionego Midori Green oceniano na podstawie jego ob-
razu w zelu agarozowym (1%). A nastepnie produkt sekwencjonowano z wykorzystaniem obydwu pri-
meréw (27F oraz 1492R) za pomocg zestawu odczynnikéw BigDye Terminator v 3.1 cycle sequencing
kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wedtug instrukcji dostarczonej
przez producenta.

Elektroforeze kapilarng produktéw sekwencjonowania wykonano w Pracowni Sekwencjonowania
i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN w Warszawie. Sekwencje genu 16SrRNA przedstawiono na
rys. 5.

W celu ustalenia przynaleznosci taksonomicznej wykorzystano internetowg platforme EzBioC-
loud zawierajgcg zwalidowane sekwencje genu 16SrRNA z przypisang taksonomig (Yoon SH, Ha SM,
Kwon S, Lim J, KimY, Seo H, Chun J. 2017. Introducing EzBioCloud: a taxonomically united database
of 16S rRNA gene sequences and whole-genome assemblies. Intd Syst Evol Microbiol, 67(5): 1613—
1617).

Charakterystyka wtasciwos$ci promujacych wzrost roslin oraz tolerancja na zasolenie
Wiazanie wolnego azotu

Bakterie wigzgce azot atmosferyczny to szczegdlna grupa mikroorganizméw, ktéra umozliwia
zwiekszenie w glebie puli tatwo przyswajalnego dla roslin azotu amonowego wykorzystujgc wolny azot
Z powietrza atmosferycznego. Wigzanie azotu atmosferycznego umozliwia enzym bakteryjny — nitroge-
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naza. Gen nifH, kodujacy jedng z podjednostek nitrogenazy, jest jednym z wazniejszych markeréw po-
zwalajacych wyrdzni¢ bakterie wigzgce azot sposrdd ogoétu innych mikroorganizméw, nie posiadajgcych
tej zdolnosci (Raymond J, Siefert JL, Staples CR, Blankenship RE. 2004.The natural history of nitrogen
fixation. Mol Biol Evol, 21(3):541-54).

Amplifikacja i identyfikacja genu NifH

W celu stwierdzenia potencjalnych mozliwosci badanego szczepu do wigzania azotu atmosfe-
rycznego na podstawie obecnosci genu nifH fragment tego genu amplifikowano za pomocg starteréw
PolF (5 TGCGAYCCSAARGCBGACTC 3') i PoIR (5' ATSGCCATCATYTCRCCGGA 3" (Mehta MP,
Baross JA. 2006. Nitrogen fixation at 92°C by a hydrothermal vent archaeon. Science, 314:1783-1786).
Kontrole pozytywng w tej reakcji stanowito DNA genomowe Azotobacter vinelandii DSM 85. Pozyskany
amplikon (362 pary zasad) sekwencjonowano za pomoca tej samej pary starteréw z wykorzystaniem
zestawu odczynnikéw BigDye Terminator v 3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wedtug instrukcji dostarczonej przez producenta. Elektroforeze
kapilarng produktéw sekwencjonowania wykonano w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonu-
kleotydéw IBB PAN w Warszawie. WWyniki sekwencjonowania przedstawiono na rys. 6:

Sekwencje te nastepnie identyfikowano z wykorzystaniem programu BLAST (BLASTN v 2.13.0+)
dostepnego w NCBI.

Wynik identyfikacji genu nifH Agrobacterium sp. Azo12.

Sekwencja nukleotydowa nr 1 przedstawia rys. 7.

Aktywnosé nitrogenazy

W celu okres$lenia aktywnos$ci nitrogenazy szczep Agrobacterium sp. Azo12 hodowano przez
7 dni w temperaturze 26°C na ptynnym podfozu bezazotowym JMV (Baldani JI, Reis VM, Videira SS
i wsp. 2014. The art of isolating nitrogen-fixing bacteria from non-leguminous plants using N-free semi-
solid media: a practical guide for microbiologists. Plant Soil 384, 413-431). Do hodowli uzyto fiolek
szklanych o pojemnosci 15 ml (Sigma-Aldrich, USA) zamykanych szczelnie korkiem z gumowg septa.
Nastepnie, 10% powietrza w butelce zastgpiono acetylenem i butelki inkubowano przez kolejne 60 min
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie reakcje zastopowano za pomocg 0.1 ml 6N H>SO4. Stezenie
powstatego etylenu mierzono na chromatografie gazowym (Perkin-Elmer, Montreal, QC, Kanada) wy-
posazonym w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID) oraz kolumne RTQ-PLOT (Restek, Bellefonte,
PA, USA) 0.5 mm, 30 m. Do$wiadczenie prowadzono w trzech réwnolegtych powtérzeniach w trzech
wariantach zasolenia (0.5%, 1%, 2% NaCl). Za miare aktywno$ci nitrogenazy (U) przyjmowano ilosé
wydzielonego etylenu wyrazong w nmol/mli/h.

Rozkiad biatka z wydzieleniem amoniaku (amonifikacja)

W celu okreSlenia zdolnosSci do rozktadu biatka z wydzieleniem amoniaku 5 ml wody peptonowe;j
o skfadzie (g/l): pepton 1, NaCl 8.5, woda destylowana 1000 ml (pH 7.0 + 0.2) szczepiono zawiesing
komorek badanego szczepu w ilosci 0.5 ml (107 komdrek/ml) i inkubowano 7 dni w temperaturze 26°C.
llo$¢ powstatego amoniaku okre$lano z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikobw Ammonia As-
say Kit (Merck, Rahway, USA). Stezenie amoniaku badano spektrofluorotometrycznie w aparacie Spec-
traMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) przy dtugosci fali
Aex 360/hem 450 nm. Stezenie amoniaku wyrazano w pmol/ml. Do$wiadczenie prowadzono w trzech
réwnolegtych powtérzeniach.

Produkcja fitohormonu (kwasu indolilo-3-octowego, indole-acetic acid, IAA)

IAA to wazny hormon regulujgcy wzrost i rozwéj roélin. Hormon ten wptywa na podziaty i wydtu-
zanie sie komorek, réznicowanie sie naczyn, grawitropizm i fototropizm. Jest produkowany w roélinie
i moze by¢ rowniez syntetyzowany przez niektére mikroorganizmy. IAA wytwarzany przez mikroorgani-
zmy moze wspierac¢ wzrost roslin (Chandra S, Askari K, Kumari M. 2018. Optimization of indole acetic
acid production by isolated bacteria from Stevia rebaudiana rhizosphere and its effects on plant growth,
J Gen Engin Biot, 16(2): 581-586).

W celu okres$lenia produkciji IAA, szczep Agrobacterium sp. Azo12 namnozono w 5 ml podtoza
Dworkin i Foster (DF) z dodatkiem L-tryptofanu (5 mM) w temperaturze 26°C. Skfad podtoza DF byt
nastepujacy (g/l): KH2PO4 4.0, Na2HPO4 6.0, MgSO4 x 7H20 0.2, glukoza 2.0, kwas glukonowy 2.0,
kwas cytrynowy 2.0, pierwiastki $ladowe (mg/l): FeSO4 x 7H20 1, H3BO3 10, MNnSO4 x H20 11.19, ZnSO4
x 7TH20 124.6, CuSO4 x 5H20 78.22, MoOs3 10 mg, pH 7.2).
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Nastepnie 1 ml 7-dniowej hodowli bakteryjnej wirowano przez 5 min (10 000 x g) a pozyskany
supernatant mieszano w stosunku 1:4 z odczynnikiem Salkowskiego (0.5M FeCls + 70% chlorowodo-
rowy), pozwalajgcym na wykrycie zwigzkéw indolowych. Stezenie IAA mierzono spektrofotometrycznie
w aparacie SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
przy diugosci fali 535 nm wzgledem krzywej wzorcowej zawierajgcej IAA jako standard (Sigma-Aldrich,
USA). Stezenie IAA wyrazano w ug/ml.

Aktywnos$¢ deaminazy ACC

Kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy (ACC) jest bezposrednim prekursorem waznego
hormonu roélinnego — etylenu. Etylen wptywa na rozwéj oraz wzrost ro$lin, m.in. na starzenie sie kwia-
téw, dojrzewanie owocow i kietkowanie nasion. Etylen jest wazny dla wzrostu rosliny, lecz jego nadmiar
moze doprowadzi¢ nawet do ich uszkodzenia. Niektére mikroorganizmy wspomagajgce wzrost roélin
potrafig obniza¢ poziom etylenu w roslinie hydrolizujgc ACC (prekursor etylenu) na skutek dziatania
enzymu deaminazy ACC (Gupta S, Pandey S. 2019. ACC deaminase producing bacteria with multifa-
rious plant growth promoting traits alleviates salinity stress in french bean (Phaseolus vulgaris) Plants
Front Microbiol, 9; 10:1506). W wyniku aktywnosci tego enzymu z ACC powstaje amoniak oraz keto-
maslan.

W celu okreSlenia aktywnos$ci deaminazy ACC produkowanej przez szczep Agrobacterium sp.
Azo12 wykorzystano 42-godzinng hodowle tego szczepu na podtozu DF (patrz punkt 3.2). Za miare
aktywnosci deaminazy (U) przyjeto ilos¢ wytworzonego ketomaslanu wyrazong w nmol/ml/h. [lo$¢ wy-
tworzonego ketomaslanu okre$lano spektrofotometrycznie w aparacie SpectraMax iD3 Multi-Mode Mi-
croplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) przy dtugosci fali 540 nm wzgledem krzywej
wzorcowej zawierajgcej a-ketomaslan jako standard (Sigma-Aldrich, USA).

Aktywnosé¢ przeciwgrzybowa
Hamowanie rozwoju patogenéw grzybowych na podiozu PDA

Niektére bakterie promujgce wzrost roslin wykazujg zdolno$é hamowania wzrostu patogendéw
grzybowych, wydzielajgc enzymy, gtéwnie B-1,3-glukanazy i chitynazy, odpowiedzialne za rozkfad
Sciany komdrkowej petnigcej funkcje ochronne (Jha Y, Dehury B, Kumar SPJ, Chaurasia A, Singh UB,
Yadav MK, Angadi UB, Ranjan R, Tripathy M, Subramanian RB, Kumar S, Simal-Gandara J. 2022.
Delineation of molecular interactions of plant growth promoting bacteria induced B-1,3-glucanases and
guanosine triphosphate ligand for antifungal response in rice: a molecular dynamics approach. Mol Biol
Rep, 49(4):2579-2589). W celu okre$lenia aktywnosci przeciwgrzybowej szczepu Agrobacterium sp.
Az012 uzyto nastepujgcych fitopatogendéw grzybowych (wzorcowych) pozyskanych z Banku Patogenéw
Instytutu Ro$lin i Badania ich Bioré6znorodnosci w Poznaniu: Colletotrichum acutatum 1202, Rhizoctonia
solani 2349, Alternaria brassicae 2233, Alternaria radicina 1695, Penicillium verrucosum 1681, Clado-
sporium cladosporioides 2427, Fusarium oxysporum 872, Fusarium solani 25, Fusarium culmorum
2333, Botrytis cinerea 873.

Wstepnie, kazdy fitopatogen grzybowy wysiano osobno na podfoze PDA i inkubowano przez
7 dniw 26°C. Po uzyskaniu obfitej biomasy grzybni uzyto jej do oznaczenia aktywno$ci przeciwgrzybo-
wej badanego szczepu bakteryjnego. W tym celu szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 wysiano
w postaci pionowej rysy o dtugosci okoto 4 cm na pozywke PDA i inkubowano 2 dni w temperaturze
26°C. Po tym czasie, po jednej stronie tej samej szalki, w odlegto$ci okoto 0.5 cm od rysy, naniesiono
wyciety sterylnym skalpelem czworokatny fragment (0,5 cm x 0,5 cm) grzybni pojedynczego fitopato-
genu grzybowego. Hodowle inkubowano przez kolejne 7 dni w temperaturze 26°C. Po inkubacji zmie-
rzono $rednice grzybni i poréwnano z kontrolg (grzybnia fitopatogenu na podfozu bez rysy badanego
szczepu bakteryjnego). Procent hamowania wzrostu grzybni obliczono wykorzystujac podany ponizej
wzor:

H = (K-B)/Kx100,

gdzie H — hamowanie wzrostu fitopatogenu (%), K — $rednica grzybni fitopatogenu na ptytce kon-
trolnej (mm), B — $rednica grzybni fitopatogenu na szalce ze szczepem Agrobacterium sp. Azo12 (mm).

Aktywnos¢ przeciwgrzybowa. Aktywnosé -1,3-glukanazy i chitynazy
B-1,3-glukanazy oraz chitynazy to enzymy zdolne do mszczenia $ciany komérkowej chronigcej
komorki niektérych grzybéw, w tym grzybdw patogennych, co moze ograniczac¢ ich rozwéj.
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W celu okreslenia aktywno$¢ B-1,3-glukanazy i chitynazy bakterie hodowano 4 dni na podtozu
zawierajgcym chityne koloidalng w temperaturze 26°C. Nastepnie biomase komoérek szczepu Agrobac-
terium sp. Azo12 oddzielano od supernatantu poprzez wirowanie (10 tys. x g, 10 min, 4°C).

W celu okre$lenia aktywnosci -1,3-glukanazy mieszanina reakcyjna zawierata 500 pl superna-
tantu i 500 pl laminarinu (0,5%) w 100 mM buforze octanowym (pH 5,5). Reakcje enzymatyczng prowa-
dzono w 50°C przez 60 min., a nastepnie przerywano jg poprzez ogrzewanie przez 5 min w temp. 100°C
w tazni wodnej. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 2 ml dinitrosalicylanu (DNS, 1%) i goto-
wano przez kolejne 10 min. Nastepnie mieszanine umieszczono na lodzie w celu schiodzenia. Stezenie
glukozy mierzono spektrofotometrycznie w aparacie SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA) przy dtugosci fali 540 nm wzgledem krzywej wzorcowej za-
wierajgcej glukoze jako standard (Sigma-Aldrich, USA). Za miare aktywnosci B-1,3-glukanazy (U) przy-
jeto ilod¢ wytworzonej glukozy wyrazonej umol/ml/h. Analize wykonano w 5 powtorzeniach.

W celu okres$lenia aktywnosci chitynazy mieszanina reakcyjna zawierata 1 ml supernatantu, 0,125 ml
substratu (roztwor 4-metyloumbeliferol N-acetylo-B-D-glukozaminidu, Sigma Aldrich, USA, stezenie
koricowe 50 pumol/l) i 0,125 ml buforu fosforanowego (50 mM, pH 7.0 + 0.2). Reakcje enzymatyczng
prowadzono w 40°C przez 60 min., a nastepnie przerywano jg poprzez dodatek 0.1 ml 4 mM HgCl.
Uwolniony 4-metyloumbelliferon (MU) mierzono fluorymetrycznie przy dtugosci fali 318 nm (wzbudze-
nie) i 445 nm (emisja) przy uzyciu spektrofluorymetru Hitachi F 2500 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Za miare aktywnosci chitynazy (U) przyjeto iloS¢ uwolnionego MU wyrazong
w nmol/ml/h. Analize wykonano w 5 powtdrzeniach.

Tolerancja na zasolenie

W celu okre$lenia tolerancji badanego szczepu na zasolenie do 5 ml ptynnego podtoza JMV za-
wierajgcego $ladowg ilo§¢ N dodawano NaCl do uzyskania koncowego stezenia (% NacCl) 0.5, 1, 2 oraz
3. Podtoze szczepiono 100 pl porcjg zawiesiny szczepu Agrobacterium sp. Azo12 zawierajgcg okoto
107 komorek/ml i po 7-dniowej inkubaciji w temperaturze 26°C mierzono absorbancje hodowli przy dtu-
gosci fali =600 nm w densytometrze DEN-18 (Biosan, Riga, totwa). Doswiadczenie wykonano w 3
powtdrzeniach dla kazdego stezenia NaCl.

Whasciwosci promujgce wzrost roslin szczepu Agrobacterium sp. Azo12 oraz tolerancja na zaso-
lenie przedstawia tabela nr 1.

Wptyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na kietkowanie siewek pszenicy
Wptyw NaCl na kietkowanie pszenicy

W celu ustalenia jaki poziom zasolenia ogranicza wzrost badanej odmiany pszenicy (pszenica
ozima odmiany ostroga) wykonano test kietkowania w warunkach niesterylnych na szalkach Petriego
w zakresie stezen NaCl od 50 do 200 mmol/l, odstep co 50 mmol/l. W tym celu na bibule nasgczonej
odpowiednim roztworem NaCl umieszczono po 30 nasion pszenicy. Do$wiadczenie prowadzono w in-
kubatorze w temperaturze 15°C przez 7 dni bez dostepu Swiatfa.

Wptyw zasolenia na kietkowanie pszenicy przedstawia rys. 1. R6zne litery oznaczajg roznice
istotne statystycznie (p<0.05)

Wptlyw szczepu na stymulowanie kietkowania i wzrostu pszenicy

W celu sprawdzenia skuteczno$ci dziatania bakterii, czyli poprawy zdolnoSci kietkowania oraz
wptywu na rozwoj siewek pszenicy wykonano test kietkowania w warunkach sterylnych na bibule What-
man (GF/A, 890 mm) umieszczonej w szalkach Petriego.

Eksperyment wykonywano w dwdch wariantach: w warunkach bez zasolenia oraz w warunkach
stresowych (150 mM NacCl). W obu przypadkach na bibule umieszczano po 15 nasion pszenicy. Po-
wierzchnie nasion sterylizowano a nastepnie poddawano bakteryzacji polegajgcej na 60-minutowym
kontakcie nasion z zawiesing komorek szczepu Agrobacterium sp. Azo12 zawierajgcej okoto 107 komo-
rek/ml w roztworze zawierajgcym MgSO4 (0.03M) i CMC (0.5%).

Biomase komoérek do bakteryzacji pozyskano w wyniku hodowli szczepu w podtozu ptynnym %2
DYGS o skfadzie (g/l): glukoza 1, ekstrakt drozdzowy 1, pepton 0.75, kwas glutaminowy 0.65, KxHPO4
0.250, MgSO4.7H20 0.250 (pH=7.0 £ 0.2).

W przypadku testu kietkowania i wzrostu siewek pszenicy w warunkach bez zasolenia bibute
zwilzano roztworem Hoglanda nie zawierajgcym zrédta azotu. W przypadku testowania kietkowania
i wzrostu siewek pszenicy w warunkach zasolenia, bibute zwilzano roztworem Hoglanda zawierajgcych
zrodto azotu.
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Przed bakteryzacjg, powierzchnie nasion sterylizowano 70% roztworem etanolu a nastepnie 2%
roztworem NaOCI a nastepnie ptukano 3-krotnie sterylng wodg destylowang. Eksperyment prowadzono
przez 7 dni w temperaturze 15°C bez dostepu Swiatta. Kontrole w obu wariantach stanowi Wptyw
szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na kietkowanie pszenicy w warunkach sterylnych wity nasiona nie
poddane bakteryzacji (n=15) przedstawia tabela nr 2.

Bezpieczenstwo dla srodowiska. Wykrywanie potencjalnych zdolnos$ci rakotwoérczych
szczepu Agrobacterium sp. Azo12.

Niektore szczepy Agrobacterium arsenijevicii powodujg powstawanie nowotworéw u roslin owo-
cowych takich jak np. malina i czere$nia. Geny zwigzane z patogenezg sg zlokalizowane w plazmidzie
zwanym plazmidem Ti.

W celu weryfikacji obecnoéci plazmidu Ti w DNA genomowym Agrobacterium sp. Azo12 zasto-
sowano reakcje PCR pozwalajgce na wykrycie czterech genéw, virC, virD2, ipt oraz tms2, odpowie-
dzialnych za patogeneze, zwigzanych z plazmidem Ti (Kuzmanovi¢ N, Pulawska J, Proki¢ A, lvanovié
M, Zlatkovi¢ N, Jones JB, Obradovi¢ A. 2015. Agrobacterium arsenijevicii sp. nov., isolated from crown
gall tumors on raspberry and cherry plum. Syst Appl Microbiol, 38(6):373-8). Do reakcji PCR wykorzy-
stano nastepujgce pary starterédw: VCF3/VCR3 dla virC, A/C’ dla virD2, CYT/CYT’ dla ipt, oraz
tms2F1/tms2R2 dla tms2 (Tabela 3). Jako kontrole pozytywng w reakcjach PCR zastosowano DNA
genomowe szczepu Agrobacterium arsenijevici KFB 330" pozyskanego z Instytutu Ogrodnictwa — Pan-
stwowego Instytutu Badawczego w Skierniewicach.

Wykrywanie genéw patogenicznosci przedstawia tabela nr 3.

Wyniki

Na powierzchni podtoza do izolacji szczep Azo12 formowat mlecznobiate, okragte, potprzezro-
czyste, wypukte kolonie o $rednicy do 1.5 mm po 24 h inkubac;ji.

Wynik identyfikacji szczepu Azo12 w oparciu o sekwencje genu 16 SrRNA z wykorzystaniem plat-
formy EzBioCloud jest niepewny w kwestii oznaczenia gatunku. Sekwencja genu 16SrRNA badanego
szczepu jest zgodna w 98.64% z najblizej spokrewnionym szczepem wzorcowym Agrobacterium arse-
nijevicii KFB 330(T) oraz z Agrobacterium fabacearum CNPSo 675(T) (Numer dostepowy w National
Center for Biotechnology Information (NCBI) odpowiednio JWIT01000061 oraz MN741112, przy czym
kompletno$¢ poréwnania w obu przypadkach byta taka sama i wynosita 90.1%. W obu przypadkach
poréwnywane sekwencje roznity sie liczbg 18 par zasad na 1319 poréwnywanych (wskaznik zmiennosci
18/1319). Dlatego na tym etapie precyzyjne przypisanie badanego szczepu do gatunku (A. arsenijevici
lub A. fabacearum) nie bylo mozliwe. Mozliwe jest natomiast ustalenie przynaleznosci badanego
szczepu do rodzaju Agrobacterium.

Badania molekularne potwierdzity obecno$é w DNA genomowym szczepu Agrobacterium sp.
Azo12 genu nifH kodujgcego jedng z podjednostek nitrogenazy. Badana sekwencja wykazywata naj-
wyzsze podobienstwo z genem nifH klonu bakteryjnego YIII(11), czyli sekwencjg genomowego DNA
pozyskanego z gleby, zdeponowanego w GenBank pod numerem dostepowym KX502693.1.

Badania biochemiczne udowodnity aktywno$¢ enzymu nitrogenazy odpowiedzialnej za wigzanie
wolnego azotu atmosferycznego przez badany szczep. Z danych przedstawionych w Tabeli 1 wynika,
ze Agrobacterium sp. Azo12 wykazywat aktywno$¢ nitrogenazy w stosunkowo szerokim zakresie stezen
NaCl. Aktywno$¢ tego enzymu wahata sie w granicach od 0.296 + 0.025 do 0.314 £ 0.029 U w zakresie
stezen od 0.5 do 2% NaCl (odpowiadajgcemu zakresowi stezer od ~90 do ~350 milimola/l).

Oprocz zdolnoSci do wigzania azotu badany szczep wykazuje szereg innych waznych cech zwia-
zanych z promowaniem wzrostu roslin. Z przeprowadzonych badan przedstawionych w Tabeli 1 wynika,
ze szczep Agrobacterium sp. Azo12 posiada zdolno$¢ do rozktadu biatek w wyniku czego uwolniony
zostaje amoniak. Stezenie uwolnionego amoniaku wynosito 15.81 £ 5.77 umol/ml. Szczep ten wykazuje
réwniez zdolno$¢ produkcji fitohormonu IAA. Stezenie produkowanego hormonu wynosito 88.11 +
11.09 pug/ml. Co wiecej, Agrobacterium sp. Azo12 wykazuje aktywno$é deaminazy ACC, czyli posiada
zdolno$¢ rozktadu ACC bedacego prekursorem etylenu. Aktywno$é tego enzymu wynosita 0.280 +
0.040 U. Z przeprowadzonych badan wynika réwniez, ze Agrobacterium sp. Azo12 wykazuje zaréwno
aktywno$¢ B-1,3-glukanazy jak i chitynazy, co moze ograniczaé rozwoj fitopatogenéw grzybowych na
skutek uszkodzenia Sciany komdérkowej fitopatogenu przez te enzymy. Aktywnos$¢ badanych enzymow
wynosita odpowiednio 0.098 + 0.036 U oraz 0.100 + 0.005 U. Wykazano zdolno$é hamowania rozwoju
fitopatogenu Colletotrichum acutatum w warunkach laboratoryjnych, przy czym redukcja wzrostu tego
fitopatogenu wynosita 20 £ 5%.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze Agrobacterium sp. Azo12 posiada szeroki zakres toleran-
cji na zasolenie, co moze ttumaczy¢ zdolno$¢ do promowania wzrostu siewek pszenicy rowniez w wa-
runkach stresu solnego.

Po 7 dniach hodowli siewek pszenicy ozimej odmiany Ostroga, w przypadku rozwoju korzonkéw,
wykazano hamujgcy wptyw zasolenia juz przy stezeniu 50 mmol/l, najnizsze zas stezenie NaCl hamu-
jgce rozwoj lisci siewek wynosito 150 mmol/l (Rys. 1).

W warunkach sterylnych, szczep Agrobacterium sp. Azo12 stymulowat kietkowanie siewek psze-
nicy zaréwno w warunkach stresowych (przy zasoleniu 150 mM NaCl) jak i w warunkach bez zasolenia
oraz bez dodatkowego zrédta N, przy czym silniejszy wptyw stymulujgcy rozwéj systemu korzeniowego
obserwowano w warunkach zasolenia i bez zrédta N (Tabela 2).

W warunkach bez stresu solnego korzonki siewek pszenicy stymulowane obecnoscig szczepu
Agrobacterium sp. Azo12 byty 0 44% dtuzsze niz w probie kontrolnej, natomiast liscie byty 0 80% diuz-
sze. Wwarunkach stresu solnego w przypadku siewek poddanych bakteryzacji korzenie byty dwukrotnie
dtuzsze w poréwnaniu z kontrolg. Mimo, iz nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w dtugosci
liSci siewek pszenicy w warunkach zasolenia, to jednak az 46% siewek poddanych stresowi solnemu
nie wyksztatcito liScia w kontroli bez szczepu, natomiast w prébie ze szczepem odsetek siewek niezdol-
nych do wyksztatcenia liscia byt nizszy i wynosit 6%.

Zbadano kwestie bezpieczenstwa stosowania szczepu Agrobacterium sp. Azo12 w Srodowisku
naturalnym. Z przeprowadzonych badan wynika, ze w genomie szczepu Agrobacterium sp. Azo12, nie
stwierdzono obecnos$ci genéw odpowiedzialnych za proces nowotworzenia, a wiec wnioskowaé¢ mozna,
ze szczep nie posiada plazmidu Ti. Geny te wykryto tylko w przypadku kontroli pozytywnej (Agrobacte-
rium arsenijevici KFB 3307). Ponadto nie stwierdzono wystepowania nieprawidtowej tkanki nowotworo-
wej w siewkach pszenicy.

Otrzymany szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany jest w Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod nu-
merem PCM B/00457 i stosowany do zastosowania w promowaniu wzrostu pszenicy. Szczep ma se-
kwencje nukleotydowg numer 1, ujawniong jak powyzej.

Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM
B/00457, opisany jak powyzej, stosowany jest w biopreparacie dla uprawy pszenicy.

Materiaty i metody
1. Wytworzenie biomasy

Biomase Agrobacterium sp. Azo12 pozyskano w wyniku hodowli szczepu w podtozu ptynnym %
DYGS o skfadzie (g/l): glukoza 1, ekstrakt drozdzowy 1, pepton 0.75, kwas glutaminowy 0.65, KxHPO4
0.250, MgSO4 x 7H20 0.250 (pH=7.0 + 0.2). Hodowla trwata 48 h w temperaturze 26°C w warunkach
delikatnego ruchu pozywki (70 RPM). Po tym czasie biomase komoérek oddzielono od supernatantu
w wyniku wirowania (10 000 x g, 10 min, 20°C).

Istotne jest, aby wtasciwosSci drobnoustrojéow, w tym ich aktywno$¢ metaboliczna byly state,
a przynajmniej niezmienne w okreslonym czasie. Proces liofilizacji (suszenia sublimacyjnego bakterii)
jest uznawany za najbardziej skuteczng metodg utrwalania szczepéw bakterii. W celu podwyzszenia
przezywalnos$ci bakterii podczas tego procesu, stosowane sg substancje ochronne. W niniejszym za-
stosowaniu uzyto odttuszczone mleko w proszku w wodzie w ilosci od 0,008 do 0,0015 korzystnie
0,001% (m/v). Obnizona zawartos¢ wody w liofilizacie stanowi warunek dobrej zywotnosci utrwalone;j
kultury oraz zachowania jej cech technologicznych na wyj$ciowym poziomie, ochrania rowniez substan-
cje biatkowe przed degradacjg. Wérdd innych zalet tego procesu znajdujg sie stabilno$¢ w temperaturze
pokojowej, redukcja wagi gotowego produktu, zabezpieczenie przed zakazeniami i zanieczyszczeniami
podczas przechowywania.

W celu wydtuzenia czasu przechowywania komoérek szczepu Agrobacterium sp. Azo12 pozy-
skang biomase mieszano z odtluszczonym mlekiem w proszku (koncowe stezenie 10%, m/v) i liofilizo-
wano, uzyskujgc postaé statg biomasy.

Biomase w postaci statej przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

2. Wytworzenie biopreparatu

W celu przygotowania biopreparatu, przed wprowadzeniem do gleby, biomase nalezy rozcien-
czy¢ wodg pozbawiong chloru.
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W biomasie w postaci statej (liofilizat) 0,28 kg Swiezej biomasy, zawierajgcej 10" jtk/g, nalezy
rozprowadzi¢ w 2800 | wody. Jest to ilo§¢ przeznaczona do zastosowania na 1 ha gleby. Uzyskany
preparat zawiera 10" komorek/ml.

3. Wptlyw biopreparatu na kietkowanie i wzrost pszenicy ozimej w warunkach polowych,

w warunkach bez zasolenia oraz w warunkach stresu solnego

W celu sprawdzenia wplywu dziatania biopreparatu na wzrost siewek pszenicy (pszenica ozima
odmiany Ostroga) w do$wiadczeniu potowym, 10 kg gleby umieszczono w pudetkach polietylenowych
o pojemnoséci 0.5 dm?3 z drenazem. Do kazdego pudetka wysiewano 20 nasion pszenicy. Do$wiadczenie
prowadzono w dwdch wariantach, w pieciu powtérzeniach. W przypadku wariantu bez zasolenia, prze-
siang przez sito (8 3 mm), suchg powierzchniowo glebe nasgczano roztworem wody destylowanej;
w przypadku wariantu z zasoleniem, do gleby wprowadzano takg samg ilo$¢ roztworu NaCl o stezeniu
200 mM. Biopreparat zawierajacy okoto 107 jtk/ml w ilo$ci 5 ml/pudetko wprowadzano do gleby dwu-
krotnie, w dniu wysiewu nasion oraz po 5 dniach hodowli. W kazdym wariancie hodowli kontrole stano-
wity siewki wyroste w glebie, do ktérej nie wprowadzano biopreparatu. Doswiadczenie prowadzono
przez 21 dni od 19 do 2 listopada 2022 r.

W celu sprawdzenia skuteczno$ci biopreparatu, do analizy z kazdego pudetka pobierano 5 lo-
sowo wybranych ro$lin i analizowano nastepujace parametry:

a) dtugosé systemu korzeniowego oraz dtugosé lisci,

b) suchg mase systemu korzeniowego oraz suchg mase lisci,

c) zawarto$¢ aldehydu malonowego (malondialdehyde, MD A) w liSciach siewek pszenicy,

d) zawartos$ci proliny w liSciach siewek pszenicy.

3.1. Dlugo$¢ systemu korzeniowego oraz diugosé lisci

W celu okreSlenia dtugosci systemu korzeniowego i dtugosci lisci siewek pszenicy mierzono diu-
go$é (cm) najdtuzszego korzenia oraz najdtuzszego liscia.

3.2. Sucha masa systemu korzeniowego i sucha masa lisci

W celu okres$lenia suchej masy systemu korzeniowego i lisci, siewki suszono w suszarce
laboratoryjnej w temperaturze 105°C do momentu osiagniecia statej masy.

3.3. Tolerancja na zasolenie. Stezenie MDA

Zasolenie gleby zwieksza wytwarzanie w roSlinie reaktywnych form tlenu, ktére nasilajg proces
peroksydacii lipidow btonowych, w ktérym nienasycone kwasy tluszczowe ulegajg degradacji. Produk-
tami procesow peroksydac;i lipidow sg aldehydy np. dialdehyd malonowy (malondialdehyde, MDA) (Ya-
zici, |., Tuerkan, I., Sekmen, A. H., and Demiral, T. 2007. Salinity tolerance of purslane (Portulaca ole-
racea L.) is achieved by enhanced antioxidative system, lower level of lipid peroxidation and proline
accumulation. Environ. Exp. Bot. 61, 49-57). Dlatego zawarto§¢ MDA w lisciach jest zwykle wykorzy-
stywana do oceny tolerancji roslin na zasolenie (Luna, C., Seffino, L. G., Arias, C., and Taleisnik,
E. 2000. Oxidative stress indicators as selection tools for salt tolerance in Chloris gayana. Plant Breed.
119, 341-345).

W celu okres$lenia stezenia MDA, 1 ml ekstraktu etanolowego z lisci siewek pszenicy zmieszano
z 1 ml 0,5% kwasu tiobarbiturowego zawierajagcego 20% kwasu trojchlorooctowego i ogrzewano do
90°C przez 30 min. Po schiodzeniu, probke odwirowano przez 5 min (5000 x g), a nastepnie mierzono
absorbancje supernatantu przy dtugosci fali 2=400, 1=532 i 2=600 nm. Stezenie MDA okres$lono ze
wzoru podanego przez Hodges, D., DeLong, J., Forney, C. i wsp., Improving the thiobarbituric acid-
reactive-substances assay for estimating lipid peroxidation in plant tissues containing anthocyanin and
other interfering compounds. Planta 207,604-611 (1999) przyjmujac warto$é molowego wspdiczynnika
ekstynkcji MDA jako 155 mM/cm i wyrazono je w nmol/g $m. Doswiadczenie wykonano w 9 powtérze-
niach dla kazdego wariantu.

3.4. Tolerancja na zasolenie. Stezenie proliny

Prolina jest aminokwasem petnigcym wazng funkcje w regulacji osmotycznej komérek. Groma-
dzenie proliny w tkankach roslin w odpowiedzi na stres solny chroni blone komdrkowa, stabilizuje struk-
ture biatka i wymiata wolne rodniki hydroksylowe powodujgce peroksydacje lipidéw btonowych (Claus-
sen, W. 2005. Proline as a measure of stress in tomato plants. Plant Sci. 168, 241-248). Zawarto$¢é
proliny w tkankach roslin moze by¢ traktowana jako wyznacznik tolerancji rosliny na zasolenie.

W celu okres$lenia stezenia proliny w liSciach siewek pszenicy 0.1 g nawazki $wiezych lisci
umieszczano w 2 ml fiolkach z metalowymi kulkami i zalewano 1.5 ml alkoholu etylowego (96%). Prébki
homogenizowano przez 45 s przy 4000 RPM w urzgdzeniu PowerLyser24 (Qiagen, Hilden, Niemcy).
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Nastepnie prébki wirowano przez 10 min (10 000 x g, 4°C). Zawarto$¢ proliny oznaczano w superna-
tancie z wykorzystaniem ultraciSnieniowej chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas
(UHPLC-MS/MS; Shimadzu Nexera XR UHPLC/LCMS-8045 system; Kyoto, Japonia) na kolumnie Po-
roshell 120 Hillic-z. 2.7 um 2.1x150 mm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Stezenie proliny
(ng/g $m tkanki) okreslano wzgledem krzywej wzorcowej proliny (Sigma-Aldrich, USA) w 96% etanolu.
Doswiadczenie wykonano w 9 powtérzeniach dla kazdego wariantu.

Liczebnos$¢ bakterii Agrobacterium sp. Azo12 w biomasie

W celu okreslenia liczebnosci komérek szczepu Agrobacterium sp. Azo12 w biomasie, z probki
biomasy (1 g biomasy statej rozcienczano 10-kronie w roztworze soli fizjologicznej (0,85% NacCl),
a nastepnie 1 ml odpowiedniego rozcieniczenia (1:10°, 1:107, 1:108 wysiewano na podtoze %> DYGS
stosujgc wysiew lany i inkubowano w temperaturze 26°C. Po 3 dnach inkubacji zliczano wyroste kolonie
bakteryjne. Liczebnos$¢ bakterii wyrazano jako jtk/ml lub jtk/g.

Wyniki

Whyniki zostaty ukazane takze na rysunkach oraz w tabelach:

Rys. 2. Wptyw biopreparatu zawierajacego Agrobacterium sp. Azo12 na kietkowanie i wzrost sie-
wek pszenicy a) Warunki bez zasolenia b) Warunki stresu solnego

Rys. 3. Stezenie MDA w tkankach lisci siewek pszenicy (warto$é mediany, N=9)

Rys. 4. Stezenie proliny w tkankach lisci siewek pszenicy (warto$¢ Srednia, N=9)

Tabela 4. Wplyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na dtugo$¢ (cm) korzenia i liScia siewek
pszenicy w warunkach polowych

Tabela 5. Wpltyw szczepu Agrobacterium sp. Azo12 na mase (g) korzenia i licia siewek pszenicy
w warunkach polowych

Tabela 6. Liczebno$¢ bakterii Agrobacterium sp. Azo12 w biomasie

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wytworzony biopreparat zawierajgcy zywe komorki Agro-
bacterium sp. Azo12 promuje wzrost i rozwéj siewek pszenicy zarbwno w warunkach bez zasolenia, jak
i w warunkach stresu solnego (200 mM NaCl).

W warunkach normalnych, system korzeniowy siewek w glebie do ktérej wprowadzono bioprepa-
rat byt 0 60% dtuzszy w stosunku do kontroli, natomiast dtugo$¢ lisci byta dtuzsza o 35%. W warunkach
zasolenia dtugos¢ systemu korzeniowego siewek w glebie poddanej wptywowi szczepu byta 0 47%
dtuzsza w poréwnaniu do kontroli a dlugo$¢ lisci byta dtuzsza o 42%.

W warunkach bez zasolenia sucha masa systemu korzeniowego siewek w glebie wspomaganej
biopreparatem byta 0 60% wyzsza w poréwnaniu do kontroli, a masa lisci byta 0 40% dtuzsza. W wa-
runkach stresu solnego masa siewek wspomaganych biopreparatem byta 0 57% wyzsza w poréwnaniu
do kontroli, a masa lisci byta 0 36% wyzsza.

Whyniki dotyczace tolerancji na zasolenie siewek pszenicy wykazujg, ze w warunkach stresu sol-
nego siewki wspomagane biopreparatem miaty znaczgco nizsze (p<0.05) stezenie MDA w poréwnaniu
do kontroli, co wskazuje na nizszy poziom degradaciji lipidow btonowych w tkankach lisci w poréwnaniu
do siewek wyrostych w glebie do ktérej nie wprowadzono biopreparatu. Co wazne, poziom MDA byt
réwniez znaczgco nizszy w przypadku siewek wspomaganych obecnoécig szczepu Azo12 w stosunku
do kontroli réwniez w warunkach bez stresu solnego. Wynika z tego, ze szczep Azo12 potrafi chronié
przed stresem oksydacyjnym nie tylko takim, ktéry jest wynikiem stresu solnego, ale i réwniez innych
czynnikéw (np. niedobdr niektérych mikroelementow).

W warunkach bez stresu solnego stezenia proliny w liciach byly znaczgco nizsze w poréwnaniu
z warunkami stresowymi. W warunkach stresu solnego stezenie proliny, petnigcej funkcje osmoprotek-
tanta byto znaczgco nizsze (p<0.05) w tkankach lisci siewek wspomaganych biopreparat w poréwnaniu
do siewek w prébie kontrolnej. Wynika z tego, ze szczep Agrobacterium sp. Azo12 moze skutecznie
zabezpieczaé siewki pszenicy przed szkodliwym wptywem stresu solnego.

Liczebnos$¢ bakterii Agrobacterium Azo12 w biomasie w momencie jej wyprodukowania wynosita
10" jtk/ml.

Przyktad |l. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikro-
organizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457, do zastosowania w promowaniu wzrostu pszenicy.

Przyktad IIl. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod nu-
merem PCM B/00457 o sekwencji nukleotydowej nr 1.
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Przyktad IV. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod nu-
merem PCM B/00457 o sekwencji nukleotydowej nr 1 zastosowania jako biopreparat dla uprawy psze-
nicy.

Przyktad V. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikro-
organizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457 o sekwencji nukleotydowej nr 1 do zastosowania jako biopreparat dla uprawy pszenicy.

Przyktad VI. Biomasa do uprawy pszenicy zawiera odttuszczone mleko w proszku w ilosci 8%
(m/v) i 1070 jtk/g komorek szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekgii
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod
numerem PCM B/00457.

Sposdb otrzymywania biomasy do uprawy pszenicy polega na tym, ze roztw6r odtluszczonego
mleka w proszku w ilosci 8% (m/v) i 10'° jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowa-
nego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie w czasie 3 minut, w temperaturze otoczenia
20°C.

Przyktad VII. Biomasa do uprawy pszenicy zawiera odttuszczone mleko w proszku w ilosci
12% (m/v) i 10'? jtk/g komorek szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we Wroctawiu
pod numerem PCM B/00457.

Sposéb otrzymywania biomasy do uprawy pszenicy polega na tym, ze roztwér odttuszczonego
mleka mleko w proszku w ilo$ci 12% (m/v) i 10'? jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zde-
ponowanego w Polskiej Kolekciji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiad-
czalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie w czasie 5 minut, w temperaturze
otoczenia w zakresie 22°C.

Przyktad VIII. Biomasa do uprawy pszenicy zawiera odttuszczone mleko w proszku w iloSci
10% (m/v) i 10" jtk/g komdrek szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we Wroctawiu
pod numerem PCM B/00457.

Sposéb otrzymywania biomasy do uprawy pszenicy polega na tym, ze roztwér odttuszczonego
mleka w proszku w ilosci 10% (m/v) i 10" jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowa-
nego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie w czasie 4 minut, w temperaturze otoczenia
21°C.

Przyktad IX. Biopreparat do uprawy pszenicy zawiera odttuszczone mleko w proszku w iloSci
0,0008% (m/v), 108 jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekdji
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod
numerem PCM B/00457, wode odchlorowang gdzie na kazdy litr wody ilo$¢ roztworu odttuszczonego
mleka w proszku z komérkami szczepu bakterii wynosi 0,008 ml.

Sposdb otrzymywania biopreparatu do uprawy pszenicy polega na tym, biomase zawierajgcg
odttuszczone mleko proszku w ilosci 0,0008% (m/v), 108 jtk/g komorek szczepu bakterii Agrobacterium
sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Te-
rapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie z wodg odchlorowang
w czasie 15 minut, w temperaturze otoczenia, 20°C, i mrozi w temperaturze -75°C w czasie 24 godzin,
a nastepnie liofilizuje znanymi sposobami.

Przyktad X. Biopreparat do uprawy pszenicy zawiera odtluszczone mleko w proszku w ilosci
0,0012% (m/v), 108 jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekgji
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod
numerem PCM B/00457, wode odchlorowang gdzie na kazdy litr wody ilo$¢ roztworu odttuszczonego
mleka w proszku z komérkami szczepu bakterii 0,012 ml.

Sposdb otrzymywania biopreparatu do uprawy pszenicy polega na tym, biomase zawierajgcg
odttuszczone mleko w proszku w ilosci 0,0012% (m/v), 108 jtk/g komdrek szczepu bakterii Agrobacte-
rium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie z wodg odchloro-
wang w czasie 20 minut, korzystnie w temperaturze otoczenia, 22°C, i mrozi w temperaturze -80°C
w czasie 26 godzin, a nastepnie liofilizuje znanymi sposobami.
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Przyktad XI. Biopreparat do uprawy pszenicy zawiera odttuszczone mleko w proszku w ilo$ci
0,001% (m/v), 107 jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekgii
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pod
numerem PCM B/00457, wode odchlorowang gdzie na kazdy litr wody ilo$¢ roztworu odttuszczonego
mleka w proszku z komérkami szczepu bakterii wynosi 0,01 ml.

Sposdb otrzymywania biopreparatu do uprawy pszenicy polega na tym, biomase zawierajgcg
odttuszczone mileko w proszku w ilosci 0,001% (m/v), 107 jtk/g komorek szczepu bakterii Agrobacterium
sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) w Instytucie Immunologii i Te-
rapii Do$dwiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie z wodg odchlorowang
w czasie 17 minut, w temperaturze otoczenia, 21°C, i mrozi w temperaturze -77°C w czasie 25 godzin,
a nastepnie liofilizuje znanymi sposobami.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457, do zastosowania w promowaniu wzrostu pszenicy.

2. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457 zawierajgcy sekwencje nukleotydowg nr 1.

3. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$swiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457 jak okre$lono w zastrz. 1 do zastosowania jako biopreparat dla uprawy psze-
nicy.

4. Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem
PCM B/00457 jak okre$lono w zastrz. 2 do zastosowania jako biopreparat dla uprawy psze-
nicy.

5. Biomasa do uprawy pszenicy, znamienna tym, ze zawiera odtluszczone mleko w proszku
w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v) i od 10'° do 10'? jtk/g korzystnie 10" jtk/g komorek
szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod nu-
merem PCM B/00457.

6. Biopreparat do uprawy pszenicy, znamienny tym, ze zawiera odttuszczone mleko w proszku
w ilosci od 0,0008 do 0,0012% korzystnie 0,001% (m/v), od 10° do 108 jtk/g korzystnie
107 jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu
pod numerem PCM B/00457, wode korzystnie odchlorowang gdzie na kazdy litr wody ilo$é
roztworu odttuszczonego mleka w proszku z komérkami szczepu bakterii wynosi od 0,008 do
0,012 ml.

7. Sposdb otrzymywania biomasy do uprawy pszenicy, znamienny tym, ze roztwér odttuszczo-
nego mleka w proszku w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v) i od 10" do 10" jtk/g ko-
rzystnie 10" jtk/g szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego w Polskiej Ko-
lekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie korzystnie w czasie od 3 do 5 minut, ko-
rzystnie w temperaturze otoczenia najkorzystniej w zakresie 20-22°C.

8. Sposdb otrzymywania biopreparatu do uprawy pszenicy, znamienny tym, biomase zawiera-
jaca odttuszczone mleko w proszku w ilosci od 8 do 12% korzystnie 10% (m/v) i od 10'° do
102 korzystnie 10" komorek szczepu bakterii Agrobacterium sp. Azo12 zdeponowanego
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
PAN we Wroctawiu pod numerem PCM B/00457 miesza sie z wodg korzystnie odchlorowang
w czasie od 15 do 20 minut, korzystnie w temperaturze otoczenia, najkorzystniej w zakresie
20-22°C, i mrozi korzystnie w temperaturze od -75 do -80°C najkorzystniej w czasie od 24 do
26 godzin, a nastepnie liofilizuje.
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Tabele

Wlasciwo§¢ PGPR Wartos¢

Wigzanie azolu 0.296 + 0.025 0.5%NaCl

(nmol/ml/h) 0.296 + 0.021 1% NaCl

0.314 + 0.029 2% NaCl

Amonifikacja 15.81 +5.77

{pwmol/ml)

Produkcja TAA 88.11+11.09

(pg/ml)

Aktywno$¢ deaminazy ACC 0.280 £ 0.040

o-ketomaslan

(nmol/ml/h)

Aktywnos$¢ [3-1,3-glukanazy 0.098 £ 0.036

(pmol/ml/h)

Aktywnos¢ chitynazy 0.100 £ 0.005

(nmol/ml/h)

Hamowanie rozwoju patogendw grzvbowych 205

(%) Colletotrichum acutatum

Tolerancja na zasolenie 0-3,opt. 0.5

(% NaCl)

Tabela 1
Warunki Bez zasolenia, bez suplementacji N Zasolenie 150 mmol/1 NaCl, z dodatkiem N
Cel Dlugos¢ korzenia Dhugos¢ liscia Dlugos¢ korzenia Dhugos¢ liscia
(mm) (mm) (mm) (mm)

Wariant Kontrola Az0l12 Kontrola | Azol2 Kontrola | Azol2 Kontrola | Azol12
1 43.0 373 50.0 373 21.7 34.3 35.0 45.0
2 427 65.7 45.0 65.7 19.7 62.3 30.0 60.0
3 26.0 54.0 30.0 54.0 22.0 21.7 35.0 45.0
4 40.0 60.3 30.0 60.3 21.0 52.7 24.0 53.0
5 443 34.0 37.0 34.0 19.0 42.3 27.0 30.0
6 433 50.0 30.0 50.0 22.7 28.3 31.0 47.0
7 45.0 60.0 30.0 60.0 9.7 48.3 5.0 37.0
8 343 72.3 26.0 723 2.3 53.7 6.0 59.0
S 41.0 43.0 25.0 43.0 2.0 44.0 0.0 32.0
10 323 74.3 26.0 74.3 1.0 16.7 0.0 10.0
11 16.7 53.3 14.0 53.3 0.7 28.0 0.0 20.0
12 16.7 56.3 3.0 56.3 0.0 46.3 0.0 37.0
13 33 6.7 5.0 6.7 0.0 29.0 0.0 30.0
14 2.7 10.0 0.0 10.0 0.0 38.3 0.0 15.0
15 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.7 0.0 0.0
Mediana 37.15% 53.65% 30.0%* 53.7%* 19.0%%% | 38.3%%* 28.5 37.0
Rozne litery oznaczajg roznice istotne statystycznig; *** p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

Tabela 2




PL 246248 B1

Starter | Sekwencja startcra 5°-3° Temperatura | Dlugo$¢ | Obecnosé produktu
anealingu produktu
°C) (bp) A A sp.
arsenijevici A7012
KFB 3307
VCF3 GGCGGGCGYGCYGAAAGRAA
RACYT
52 414 + -
VCR3 AAGAACGYGGNATGTTGCAT
CTYAC
A ATGCCCGATCGAGCTCAAGT
C TCGTCTGGCTGACTTTCGTCA 52 338 + -
TAA
CcYyr GATCGSGICCAATGYTGT
cyr GATATCCATCGATCYCTT % 7 ¥ )
tms2F1 | TTTCAGCTGCTAGGGCCACAT
CAG S8 617 + -
tms2R2 | TCGCCATGGAAACGCCGGAG
TAGG
Tabela 3
Warunki Bez zasolenia Zasolenie
Cel Korzen Lis¢ Koreen Lis¢
Wariant Kontrola A7012 Kontrola A7al2 Kontrola Az012 Kentrola Azol2
1 11.1 16.0 8.7 11.1 6.0 19.0 35 7.4
2 11.0 18.8 7.9 10.0 7.5 16.8 5.5 7.6
3 11.0 19.7 7.0 10.1 11.0 16.5 6.0 7.8
4 16.0 198 8.0 12.6 6.0 14.8 35 8.1
5 14.3 18.9 7.5 11.6 6.2 15.6 5.0 9.4
6 12.5 18.0 7.0 11.2 8.5 14.4 6.5 8.4
7 17.0 174 6.5 10.8 12.5 145 7.0 8.0
8 10.5 17.8 6.5 10.2 9.5 12.5 7.0 8.7
9 11.8 17.6 7.0 8.7 10.5 124 5.2 7.5
10 12.0 16.5 7.5 10.1 3.0 115 2.8 8.1
11 9.5 15.6 7.0 9.8 5.0 11.0 4.5 7.5
12 10.0 18.1 8.0 99 7.5 11.0 7.3 7.8
13 8.5 17.0 7.8 9.9 9.5 124 5.5 7.0
14 11.5 21.0 75 11.5 1.5 12.5 9.0 7.0
15 85 15.6 5.8 9.4 12.0 11.2 7.0 7.5
Statystyki
Mediana 11 17.8* | 7.5" 10.1°" | 8.5"* 12.8% | 5.80** 7.84%
IQR 2.5 2.4 09 1.3 S 4.1 2.5 0.6

K- préba kontrolna. Azol12 — proba poddana dsialaniu szczepu Agrobacterium sp. Azo 12, IQR - przedzial

miedzvkwartylowy. Rozne litery oznaczaja réznice istolne statystycznie;, *** p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

Tabela 4
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Warunki Bez zasolenia Zasolenie
Cel Korzen Lis¢ Korzen Lase

Wariant | K Azcl?2 K Az012 K Azol2 K Azcl2

! 0.013 0.019 0.015 0.018 0.006 0.009 0.01 0.015
2 0.007 0.013 0.013 0.024 0.008 0014 0.016 0.014
3 0.008 0.01 0.016 0.016 0.007 0.012 0.008 0.019
4 0.007 0.015 0.018 0.017 0.006 0.009 0.009 0.013
3 0.011 0.017 0.013 0.018 0.007 0.011 0.016 0.016
b 0.009 0.017 0.017 0.026 0.008 0.011 0.01 0.016
! 0.009 0.016 0.013 0.023 0.007 0.008 0.013 0.019
8 0.019 0.014 0.01 0.019 0.006 0.011 0.013 0.019
? 0.007 0.013 0.016 0.021 0.006 0.011 0.007 0.016
10 0.005 0.017 0.014 0.017 0.008 0.012 0.008 0.013
1 0.011 0.015 0.02 0.022 0.01 0.009 0.01 0.018
12 0.009 0.018 0.021 0.023 0.005 0.011 0.014 0.012
3 0.011 0.016 0.015 0.021 0.01 0.009 0.013 0.014
4 0.011 0.021 0015 0.024 0.008 0.012 0.012 0.013
'3 0.006 0.013 0014 0.02 0.007 0.013 0.008 0.015

Statystyki

Srednia [ o o100 | 0016 | 0015 | 0021 | 0007 | 0| oo1r | 015
SD 0.003 0.003 0.003 0.003 0.00] 0.002 0.003 0.002

K- préba kontrolna, Azol2 — préba poddana dzialaniu szczepu Agrobacterium sp. Azo 12. SD — odchylenie

standardowe. Rd7ne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie; **#* p<0.001, **p<0.01

Tabela 5

Liczebnos¢ (jtk/g lub jtk/ml)

Czas

Biomasa w postaci stalej (liofilizat)

Biomasa w postaci plynnej (w glicerolu)

TO swicza biomasa

3x 101

2.7 x 101

Tabela 6
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Rysunki

C
200

e B

o= §

e T

gyl Q

14} T@ ; o

U e o Bt Ambind]

U

— "

[a) Ly <t (18] o) - [wn]
{wo) p508n1Q

NaCl {mmal/l)

200

150

100
NaCl (mmol/l}

Korzen
T

_,
4
W o O oo N D
o

(w>) 3508N)Q

Rys. 1.

Rys. 2.



18 PL 246248 B1
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Wykaz sekwencji
<110> Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

<120> Szczep bakierii Agrobacterium sp. Azo12, biomasa do uprawy pszenicy i Sposob jej olrZymy wania,
hiopreparat do uprawy pszenicy i sposab jej otrzymywania z udzialem szczepu Agrobacterium sp. Azol2,
przeznaczony dla uprawy pszenicy w warunkach normalnych oraz w warunkach stresu solnego

<130> 444472

<160> 1

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 1351

<212> DNA

<213> Agrobacterium sp.
<220>

<221> 168rRNA gene partial
<222> (1)..(1351)

<220>

<221> misc_feature
<222> (930)..(930)
<223> nisa,c, g ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (932)..(932)
<223> nisa,c.g,ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (1108)..(1108)
<223> nisa,c. g,ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (1114).(1114)
<223> nisa.c, g, ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (1125)..(1125)

<223> nisa,c, g,ort
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<400> 1
tgcagtcgag cgeececgeaa ggggageggce agacgggetga graacgegtg ggaatctace
gagcectgeg gaatagetce gggaaactgg aattaatace geatacgeee tacgggggaa
agatttatcg gggittgatg ageeegegtt ggattageta gttggtggge taaaggecta
ccaaggcgac gatccatage tggtctgaga ggatgatcag ccacattggg actgagacac
ggeccaaact cetacgggag geageagigg ggaatattgg acaatggeeg caagectgat
ccagecatge cgegtgagtg atgaaggece tagggttgta aagetettic aacggtgaag
ataatguacgg taaccgtaga agaageeceg getaacticg tgecageage cgeggtaata
cgaagggggc tagegttgtt cggaattact gggegtaaag cgeacgtagg cggatattta
agtcaggget paaatcecgy ggcteaacct cggaactgec titgatactg ggtatettga
gtatggaaga ggtaagtgga attgcgagtg tagaggtgaa aticgtagat attcgeagga
acaccagtgg cgaaggcgge ttactggtcce attactgacg ctgaggtgeg aaagegtggg
gagcaaacag gattagatac cctggtagtc cacgecgtaa acgatgaatg ttageegteg
ggcagtatac tgitcggtgg cgeagetaac geattaaaca tteegectgg ggagtacggt
cgeaagatta aaactcaaag gaattgacgg gggeccgeac aageggrggg ageatgtggt
ttaaticgaa geaacgeged gaaccliace ageteitgac attcggegta tgggeaglgy
agacattgtc cttcagttag getggeceen anaacaggtg ctgeatgget gtegtcaget
cgrgtegtga gatgrtgggt taagtccege aacgagegea acectegece ttagttgeca
geatttagtt gggeacteta aggggactgce cggtgataag ccgagaggay ggtggegatg
acgtcaagtc ctcatggecc ttacgggncet gggntacaca cgtgntacaa tggtggtgac
agtgggcage gagacagega tgtcgageta atctccaaaa gecatctcag tteggattge
actctgeaac tcgagtgeat gaagttggaa tcgetagtaa tegeagatca geatgetgeg
gtgaatacgt tccegggcect tgtacacace geeegteaca ceatgggagt tggtrtrace

cgaaggtagt gcgetaaccg caaggaggea g

60
120
180
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300
360
420
480

540

600

660

720

780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
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<110> Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

21

<120> Szczep bakterii Agrobacterium sp. Azol2, biomasa do uprawy pszenicy i sposob jej otrzymywania,

biopreparat do uprawy pszenicy i sposdb jej owzymywania z udzialem szczepu Agrobacterium sp. Azol2,

przeznaczony dla uprawy pszenicy w warunkach normalnych oraz w warunkach stresu solnego

<130> 444472

<160> 2

<170> Patentln version 3.5

<210> 2

<211> 357

<212> DNA

<213> Agrobacterium sp.

<400> 2

gcgatcccaa ggeggactee actcgectga teetgeactc caaggeccag aacecatcat
ggaaatgget gecgaageeg geacegtgga agatctggag ctggaagacg tgetgaaggt
cggctacgge ggegteaagt gegttgagte cggtggtecg gageegggeg tiggetgege
tggeegtggt gttatcaccg cgatcaactt cctggaagag gaaggegect acgaagacga
tctggactic gtattctacg acgtactggg cgacgtggtg tgcggtggct tegecatgee

gatccgegaa aacaaggetc aggaaatcta catcgtitge tccgggaaat gatggee

60

120

180

240

300

357
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Score Expect Identities Gaps Strand
628 bits(340) le-175 353/359(98%) 2/359(0%) Plus/Plus
Query 1 GCGATCCCAAGGCGGACICCACICGCCIGATCCIGCACICCAAGGCCCAGAAC-CCATCA
59
(MR AT AT
Shjct 2 GCGACCCGAAAGCGGACTCCACTCGCCTGATCCTGCACTCCAAGGCCCAGAACACCATCA
61

Query 60 TGGAAATGGCTGCCGAAGCCGGCACCGTGGAAGATCTGGAGCTGGAAGACGTGCTGAAGG
119

(AR RO
Sbjct 62 TGGAAATGGCTGCCGAAGCCGGCACCGTGGAAGATCTGGAGCTGGAAGACGTGCTGAAGG
121

Query 120 TCGGCTACGGCGGCGTCAAGTGCGTTGAGTCCGGTGGTCCGGAGCCGGGCGTTIGGCTGCG
179

(AR
Sbjct 122 TCGGCTACGGCGGCGTCAAGTGCGTTGAGTCCGGTGGTCCGGAGCCGGGCGTTGGCTGCG
181

Query 180 CTGGCCGTGGTGTTATCACCGCGATCAACTTCCTGGAAGAGGAAGGCGCCTACGAAGACG
239

(AR
Sbjct 182 CTGGCCGTGGTGTTATCACCGCGATCAACTTCCTGGAAGAGGAAGGCGCCTACGAAGACG
241

Query 240 ATCTGGACTTCGTATTCTACGACGTACTGGGCGACGTGGTGTGCGGTGGCTTCGCCATGC
299

(NIRRT TRV ROERRCTTODIEION AR
Sbjet 242 ATCTGGACTTCGTATTCTACGACGTACTGGGCGACGTGGTATGCGGTGGCTTCGCCATGC
301

Query 300 CGATCCGCGAAAACAAGGCTCAGGAAATCTACATCGTTTGCTCCGG-GAAATGATGGCC
357

(T
Sbjct 302 CGATCCGCGAAAACAAGGCTCAGGAAATCTACATCGTTTGCTCCGGCGAAATGATGGCC
360



