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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg szczepy rodzaju Pantoea spp. oraz zastosowanie szczepow rodzaju
Pantoea spp. w ochronie roslin warzywnych, sadowniczych, rolniczych i ozdobnych, przed chorobami
grzybowymi takimi jak np. zgnilizna twardzikowa, szara plesn, alternarioza, antraknoza, brunatna zgni-
lizna, gorzka zgnilizna, mgaczniak wtasciwy i mokra zgnilizna owocdéw oraz bakteryjnymi takimi jak np.
zaraza ogniowa, czy tez mokra zgnilizna, porazajgcymi rosliny uprawne, w okresie wegetacji oraz
w trakcie przechowywania plondw.

Jednym z gtéwnych celéw rolnictwa krajéw wysoko rozwinietych jest zmniejszenie zuzycia che-
micznych $rodkéw ochrony roslin przez wprowadzenie proekologicznych systemow produkcji. Upo-
wszechnienie i wdrozenie tych systemow pozwala na przywrdcenie rownowagi w srodowisku i wykorzy-
stanie jego naturalnej opornosci przeciwko agrofagom oraz innym szkodliwym czynnikom ograniczajg-
cym efektywnos$¢ produkcji roslinnej. W spoteczenstwie jest coraz powszechniejsze oczekiwanie na
rozwoj metod alternatywnych wobec metody chemicznej. Jednym z rozwigzan pozwalajgcym na ogra-
niczenie chemizacji rolnictwa jest stosowanie bioproduktéw — srodkéw ochrony roslin bazujgcych na
mikroorganizmach, pozwalajgcych na ochrone roslin przed chorobami i jednoczesnie na produkcje bez-
piecznych dla konsumenta owocdéw i warzyw o zmniejszonej pozostatosci chemicznych $Srodkéw
ochrony roslin.

Jedng z wazniejszych i powszechnie wystepujgcych choréb grzybowych roslin uprawnych jest
zgnilizna twardzikowa powodowana przez grzyba Sclerotinia sclerotiorum, bedgcego polifagiem, pora-
zajgcym wiekszos¢ gatunkow roslin warzywnych, a takze wystepujgcym w uprawie rzepaku, stonecz-
nika i soi. Najwieksze straty patogen powoduje na roslinach, ktére wytwarzajg organy spichrzowe takie
jak korzenie, cebule czy kitgcza. Natomiast u warzyw kapustnych S. sclerotiorum moze powodowaé
pozbiorcze gnicie gtébwek w okresie przechowywania. Zgnilizna twardzikowa stanowi takze bardzo duze
zagrozenie dla plantacji nasiennych, nie tylko warzyw korzeniowych, ale takze warzyw kapustnych
i roslin rolniczych. Powaznym problemem dla plantatoréw jest skuteczne wyeliminowanie patogenu
z uprawy, gdyz sprawca choroby wytwarza liczne sklerocja, ktére maijg kilkuletnig zywotnosc¢ i przez to
trwale zakazajg podtoze, czy pomieszczenia, w ktérych sg sktadowane warzywa po zbiorze.

Szara ples$n powodowana przez grzyba Botrytis cinerea atakuje wiele gatunkéw roslin, przy czym
moze wystepowac przez caty okres wegetacji, porazajgc wszystkie nadziemne ich czesci. Sprawca
choroby poraza rosliny rolnicze, sadownicze i ozdobne. Szczegdlnie podatne na infekcje sg rosliny ja-
godowe. Patogen moze wyrzgdza¢ szkody juz w fazie kietkowania roslin, powodujgc zgorzel i obumie-
ranie mtodych siewek. Szara plesh poraza takze warzywa w okresie przechowywania. Grzyb do infekcji
i rozwoju wymaga wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza oraz silnie zwilzonych lisci. Rozwojowi cho-
roby sprzyja mata ilos¢ $wiatta, ostabienie ro$lin innymi chorobami, a takze niedobér wapnia i potasu
w glebie.

Alternarioza to zesp6t choréb lisci, pedéw i w mniejszym stopniu owocéw powodowanych przez
grzyby z rodzaju Alternaria spp. Mikroorganizmy te sg szeroko rozpowszechnione w gtéwnych rejonach
uprawy cebuli, warzyw kapustnych, pora, marchwi, ziemniakéw i pomidoréw. Infekcje powodowane
przez zarodniki Alternaria spp. mogg powodowaé znaczne straty w jakosci i ilosci uzyskiwanych plonéw
oraz przyczynia¢ sie do ich gorszego przechowywania. Cechg charakterystyczng choréb powodowa-
nych przez grzyby z rodzaju Alternaria spp. sg koncentryczne, lekko zapadajgce sie, mate plamy
o barwie od zielonej do ciemnobrgzowej, ktére utozone sg wspodtsrodkowo na porazanych organach.
Plamy z czasem przybierajg posta¢ ciemnobrgzowych kanciastych form z 26ttg otoczka.

Antraknoza, to choroba owocéw powodowana przez grzyba Glomerella acutata znanego gtéwnie
w stadium konidialnym Colletotrichum acutatum na réznych etapach ich wzrostu. Objawy mogg by¢
obserwowane zaréwno w sadzie, jak i w okresie przechowywania. Grzyb zimuje w postaci grzybni
w korze ran zgorzelowych oraz rzadziej na zmumifikowanych owocach. W czasie wzrostu jabtek i gru-
szek w warunkach wysokiej wilgotnosci powietrza dochodzi do wysiewu zarodnikéw, ktére przenoszone
przez wiatr i krople deszczu dokonujg infekcji. Patogen poraza¢ moze jabton i grusze a takze truskawke,
wisnhie, czy borowke wysokg. W przypadku jabtek i gruszek wystepowanie objawéw antraknozy, w okre-
sie przechowywania, zbiega sie czesto z osiggnieciem dojrzatosci konsumpcyjnej. Dodatkowo zbyt wy-
soka temperatura panujgca w chtodni i podczas obrotu handlowego stymuluje szybszy rozwéj plam
gnilnych. W ostatnich latach nasilenie choroby w centralnej Polsce nie byto wysokie, jednak w 2018
roku porazenie jabtek wzrosto.
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Brunatna zgnilizna jabtek — monilioza, to choroba, powodowana przez grzyby z rodzaju Monilinia
spp.. Choroba wystepuje zaréwno na drzewach ziarnkowych — jabtoniach, jak i na owocach drzew pest-
kowych. Poraza zwtaszcza sliwy oraz morele. Choroba ma dwie formy: letnig — wystepujgcg w sadzie
oraz ujawniajgcg sie w czasie przechowywania. Szkodliwos$¢ choroby polega na gniciu owocow.

Gorzka zgnilizna jabtek i gruszek to choroba powodowana przez grzyby z rodzaju Neofabrea spp.
Patogeny te powodujg dwa typy objawow: zgorzele kory jabtoni oraz ,oczkowanie” jabtek i gruszek
w okresie przechowywania. Zgorzele kory objawiajg sie powstawaniem eliptycznych ran zgorzelowych
na pedach drzew. Na zamartej korze widoczne sg wzniesienia bedgce skupieniami zarodnikow koni-
dialnych. Zarodnikowanie grzybéw na martwych seczkach, krotkopedach i ranach zgorzelowych jest
zrodtem zakazenia dla owocow.

Maczniak wiasciwy to zbiorowa nazwa grupy chordb wywotywanych przez grzyby porazajgce
nadziemne czesci roslin. Grzyby te sg wysoko wyspecjalizowane i czesto porazajg jeden wybrany ga-
tunek rosliny. Dlatego w kazdej uprawie moze wystepowac inny gatunek grzyba, ktéry wywotuje te cho-
robe. | tak np. na rézach na ogét chorobe wywotuje grzyb Podosphaera pannosa, na trawach i zbozach
Erysiphe graminis lub Blumeria graminis, na winoroslach Uncinula necator, na marchwi Erysiphe herac-
lei a na jabtoniach Podosphaera leucotricha. Grzyby te moga wywolywaé¢ objawy na wszystkich cze-
$ciach nadziemnych: lisciach, fodygach, owocach i kwiatach. Oprécz upraw warzyw i roslin ozdobnych,
maczniak wystepuje réwniez w uprawach owocow jagodowych. Pomimo tego, ze prawie kazdg uprawe
atakujg inne gatunki grzybow chorobotwdrczych, cechg wspdlng maczniakdw wiasciwych sg biate, ma-
czyste plamy, pojawiajgce sie najczesciej na gérnej stronie lisci. Zwykle zaczynajg sie one pojawiaé
w dolnej czesci rosliny. Kiedy grzyb sie rozprzestrzenia, moze pokryé catg powierzchnie liscia, powodu-
jac zotkniecie i ostatecznie zasychanie. W przypadku bardzo silnego porazenia, objawy mogg pojawi¢
sie rowniez na spodniej stronie liscia i w zaleznosci od gatunku innych organach nadziemnych rosliny.

Do najbardziej szkodliwych choréb jabtoni i grusz nalezy zaraza ogniowa. W Polsce wystepuje
od ponad 50 lat i corocznie wyrzgdza szkody o znaczeniu gospodarczym, zwtaszcza w sadach. Dotych-
czas zostata wykryta w prawie wszystkich rejonach uprawy roslin sadowniczych. Wieloletnie obserwacje
wskazujg jednak na znaczg nieregularnos¢ wystepowania choroby, i to zaréwno w aspekcie jej nasilenia
w rejonach, w ktorych jest notowana od lat, jak i niespodziewanego pojawu w rejonach, w ktérych nigdy
nie byta wykrywana. Zmiennos¢ wystepowania zarazy ogniowej wigze sie gtdwnie z przebiegiem wa-
runkéw atmosferycznych decydujacych o przezywalnosci jej sprawcy, bakterii Erwinia amylovora, w po-
razonych organach ros$lin-gospodarzy, ktérych zakres jest szeroki i obejmuje ponad 130 gatunkéw,
gtéwnie z rodziny rézowatych. W Polsce, obok jabtoni i gruszy, porazane sg: gtdg, pigwa pigwowiec,
ognik, irga, jarzab i swidosliwa.

Natomiast mokra zgnilizna jest wywotywana przez bakterie z gatunku Pectobacterium carotovo-
rum, ktére mogg powodowac¢ masowe, mokre gnicie korzeni lub bulw juz pod koniec okresu wegetac;ji
lub w czasie przechowania. Gniciu korzeni towarzyszy typowy dla tej choroby niemity zapach psujgcej
sie ryby. W trakcie wegetacji na porazonych korzeniach i bulwach widoczne sg mate, wodniste plamki,
ktére brunatniejg i powiekszajg swojg powierzchnie. Tkanka w tych miejscach migknie, gnije i zmienia
sie w pétptynng, Sluzowatg, cuchngcg mase. Nasilenie objawow wystepuje w trakcie przechowywania,
zwlaszcza na uszkodzonych mechanicznie korzeniach i bulwach. Rozwojowi bakterii sprzyja wysoka
temperatura i duza wilgotno$¢ powietrza w przechowalniach. Do zakazenia roslin dochodzi w warun-
kach polowych, w okresach dtugotrwatego uwilgotnienia gleby. Bakteria rozprzestrzenia sie masowo
w glebie, w ktdrej pozostaty zakazone resztki roslinne. W wiekszos$ci przypadkéw zakazenie nastepuje
w trakcie transportu i przechowania mokrych i mechanicznie uszkodzonych korzeni i bulw. Na owocach
natomiast moze wystepowa¢ mokra zgnilizhna powodowana przez grzyby z rodzaju Penicillium spp., np.
Penicillium expansum.

Znane s3 z literatury patentowej i publikacji naukowych $rodki ochrony roslin oparte na mikroor-
ganizmach przeznaczone do stosowania w uprawie roslin.

Przyktadowo, ze zgtoszenia PL418852 A1 znany jest biopreparat przeznaczony do ochrony lisci
rodlin przed szarg plesnia, sktadajgcy sie z wody (95%), kwaséw humusowych (4%) oraz zarodnikéw
konidialnych szczepdéw grzybéw Trichoderma atroviride Tr-43 i Tr-53, Trichoderma harzianum WT17AJ
i Trichoderma asperellum WT9 w ilosci minimum 10°¢ jednostek tworzacych kolonie w 1 ml preparatu,
oraz kompozycja $rodka do ochrony lisci roslin przed szarg ple$nig na bazie tego biopreparatu.

Z opisu patentowego PL238148 B1, znany jest biopreparat do ochrony roslin przed zakazeniem
bakteryjnym, np. powodowanymi przez bakteryjne patogeny pektynolityczne z rodzaju Pectobacterium
i Dickeya (mokra zgnilizna), stanowigcy formulacje sypka zawierajgca jako nosnik ziemie okrzemkowg
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lub kaolin oraz dodatki w postaci metylocelulozy, B-cyclodekstryny, lignosulfonianu sodowego, KH2POa,
zas jako $rodek biologicznie aktywny zawiera liofilizat wybranego, zdeponowanego szczepu bakterii
antagonistycznej Serratia plymuthica czyli szczep A294 zdeponowany pod numerem B/00143, lub Ser-
ratia rubidaea czyli szczep H469 zdeponowany od numerem B/00142, lub szczep bakterii antagoni-
stycznej Serratia rubidaea czyli szczep H440 zdeponowany pod numerem B/00141, lub szczep bakterii
antagonistycznej Enterobacter amnigenus czyli szczep A167 zdeponowany pod numerem B/00145, lub
szczep bakterii antagonistycznej Rahnella aquatilis czyli szczep H145 zdeponowany pod numerem
B/00144 lub mieszanine pieciu szczepow bakterii antagonistycznych.

Znana jest z opisu patentowego PL236445 B1 nowa mieszanina bakterii antagonistycznych do
ochrony roslin, ktéra zawiera co najmniej dwa szczepy wybrane z pos$réd szczepdw: — Serratia ply-
muthica szczep A294, Enterobacter amnigenus szczep A167, Rahnella aquatilis szczep H145, Serratia
rubidaea szczepy H440, Serratia rubidaea szczep H469. Szczepy te zdeponowano w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, w dniu 1 grudnia 2017 roku. Przedmiotem patentu jest rowniez za-
stosowanie mieszaniny bakterii antagonistycznych okreslonych powyzej, do ochrony roslin przed zaka-
zeniami bakteriami pektynolitycznymi oraz sposéb nanoszenia tych bakterii antagonistycznych, gdzie
nanosi sie mieszanine poprzez oprysk, zamgtawianie, obsypywanie roslin, zamaczanie roslin w warun-
kach przechowywania, w warunkach szklarniowych, polowych, hydroponicznych, gdzie bakterie anta-
gonistyczne hamujg symptomy chorobowe spowodowane przez bakterie pektynolityczne w zakresie
temperatur od 7°C do 40°C.

Jak opisano w publikacji A. Mikicinski, P. Sobiczewski, pt.: ,Perspectives on the use of bacteria
in the protection of apple and pear against fire blight (Erwinia amylovora)”, Progress in Plant Protection
(2018), 58 (1): 68—75, ochrona roslin przed zarazg ogniowg obejmuje integracje réznych metod ukie-
runkowanych na zapobieganie ich porazeniu oraz wyniszczanie choroby. Sposréd chemicznych $rod-
kéw ochrony roslin do walki z zarazg zarejestrowane sg w Polsce prawie wylgcznie preparaty mie-
dziowe. Jednak rézne ograniczenia zwigzane z ich stosowaniem spowodowaty wzrost zainteresowania
metodami alternatywnymi, w tym metodg biologiczng z wykorzystaniem bakterii. Stwierdzono, ze w wa-
runkach naturalnych wystepujg bakterie dziatajgce antagonistycznie wobec sprawcy zarazy ogniowe;j
oraz majgce zdolnosci ochrony roslin przed chorobg. Badania prowadzone w réznych krajach wykazaty,
ze najbardziej skuteczne sg bakterie gatunkéw Pantoea agglomerans i Pseudomonas fluorescens,
a takze Bacillus subtilis i Lactobacillus plantarum. Rozlegte badania nad zastosowaniem réznych szcze-
péw P. agglomerans (wedtug starszej klasyfikacji Erwinia herbicola) do walki z zarazg ogniowa prze-
prowadzono w latach 80. ubiegtego wieku pod kierunkiem prof. S. V. Beera na Uniwersytecie Cornelia,
w stanie Nowy Jork, ktére opisano w publikacji: S. V. Beer, J. R. Rundle, pt.: ,Suppression of Erwinia
amylovora by Erwinia herbicola in immature pear fruits”, In Phytopathology (1983), Vol. 73, No. 9, pp.
1346-1346. Wprowadzenie zawiesiny bakterii na kwiaty jabtoni na dzien przed lub trzy dni po inokulac;ji
E. amylovora wykazato, ze odpowiednio 52% i 25% kwiatow byto zewnetrznie zdrowych. Podobnag sku-
teczno$¢ (52% kwiatéw bez objawdw) odnotowano po zabiegu streptomycyna, opisanym w publikaciji
S. V. Beer i in., pt.: ,Control of fire blight by non-pathogenic bacteria. In Phytopathology” (1980), Vol.
70, No. 5, pp. 459-459.

Na szczegdlng uwage zastuguje szczep C9-1 wyizolowany ze zgorzeli na pniu jabtoni w stanie
Michigan, poczgtkowo zidentyfikowany jako P. agglomerans (C. A. Ishimaru i in., pt.: ,Multiple antibiotic
production by Erwinia herbicola”, Phytopathology, (1988), 78(6), 746—750), a nastepnie jako P. vagans
(C.L.Bradyiin., pt.: ,Pantoea vagans sp. nov., Pantoea eucalypti sp. nov., Pantoea deleyi sp. nov. and
Pantoea anthophila sp. nov.”, Int J Syst Evol Microbiol (2009), 59:2339-2345. Traktowanie jabtoni
i grusz zawiesing C9-1 w okresie kwitnienia ograniczato wystepowanie zarazy ogniowej o 50% — 80%
i byto podobnie skuteczne jak zabieg siarczanem streptomycyny. Z tego wzgledu Amerykarnska Agencja
Ochrony Srodowiska zainicjowata dziatania nad jego komercjalizacjg, jak opisano w publikacji K. B.
Johnson, V. O. Stockwell pt.: ,Biological control of fire blight. Fire blight: the disease and its causative
agent, Erwinia amylovora”, CABI Publishing (2000), Oxon, United Kingdom, 319-337. Na bazie
szczepu, wyprodukowano pierwszy biopreparat przeciwko zarazie ogniowej o nazwie BlightBan C9-1.

Jak wynika z przeprowadzonej analizy stanu techniki, znane metody biologicznej ochrony roslin
przed chorobami bakteryjnymi i grzybowymi oraz preparaty bazujgce na potencjale mikroorganizméw,
najczesciej oferujg do$¢ waski zakres dziatania, ktéry ogranicza sie do niewielkiego spektrum zwalcza-
nych patogendw, np. zwykle jest to tylko jeden patogen. Jednak w praktyce czesto bywa tak, Zze na
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roslinie wystepuje kilka patogendéw jednoczesnie. W takim przypadku zastosowanie dostepnych rozwia-
zan niesie za sobg konieczno$¢ uzywania w ochronie roslin dodatkowych preparatow zwalczajgcych
takze pozostate patogeny bakteryjne lub grzybowe wystepujgce w danym momencie na roslinach,
w tym syntetycznych srodkéw ochrony roslin. Prowadzi to do wzrostu kosztéw ochrony roslin, a takze
do nadmiernej chemizacji srodowiska naturalnego. Nieoczekiwanie problem ten zostat rozwigzany
W niniejszym wynalazku.

Celem wynalazku jest wyizolowanie nowych szczepdw bakterii rodzaju Pantoea spp., 0 znacznie
szerszym spektrum dziatania, niz znane i stosowane obecnie szczepy, ktérych wykorzystanie do kom-
pleksowej ochrony wielu gatunkdéw roslin, zaréwno warzywnych, sadowniczych, jak i ozdobnych, przed
atakujgcymi je jednoczesnie roznymi chorobami grzybowymi i/lub bakteryjnymi moze by¢ rozwigzaniem
wskazanych powyzej niedogodnosci znanych rozwigzan.

Istotg wynalazku jest szczep Pantoea agglomerans T16/8, zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mi-
kroorganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Lu-
dwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod numerem B/00272, w dniu 26 listopada 2019 r.

Istotg wynalazku jest szczep Pantoea allii T14/15, zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Do$swiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hir-
szfelda we Wroctawiu, pod numerem B/00276, w dniu 26 listopada 2019 r.

Istotg wynalazku jest rowniez zastosowanie szczepdw rodzaju Pantoea spp. Zdeponowanych
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, w dniu 26 listopada 2019 r., wybranych ze szcze-
péw Pantoea agglomerans T16/8 nr depozytu B/00272 albo Pantoea allii T14/15 nr depozytu B/00276,
jako srodka do ochrony roslin przed chorobami wywotanymi przez patogeny bakteryjne i/lub grzybowe.

Korzystnie szczepy Pantoea agglomerans T16/8 albo Pantoea allii T14/15 nanosi sie w postaci
zawiesiny wodnej na powierzchnie rosliny, poprzez opryskiwanie, zamaczanie roslin lub ich czesci
w warunkach przechowywania, pod ostonami i w warunkach polowych, a liczba komérek szczepu w za-
wiesinie wynosi co najmniej 107 jtk/ml.

Szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15, bedace przedmiotem wynalazku,
wyréznia szerokie spektrum dziatania. Kazdy ze szczepow charakteryzuje sie dziataniem antagonistycz-
nym jednoczesnie wzgledem wielu patogendw roslin, zaréwno grzybowych jak i bakteryjnych, powodu-
jacych choroby takie jak np. zgnilizna twardzikowa, szara ple$n, maczniak wiasciwy, alternarioza, an-
traknoza, monilioza, gorzka zgnilizny, zaraza ogniowg czy mokra zgnilizna. Co wiecej, szczepy te mogag
by¢ stosowane do ochrony wielu gatunkéw roslin, takich jak m.in. jabton, grusza, malina, truskawka,
boréwka wysoka, winoros$l, marchew, kapusta, satata, seler. Zakres porazanych gatunkéw przez
sprawce szarej plesni, to wedtug Boreckiego (,Szkodniki i choroby roslin sadowniczych”, wydanie lll,
PWRIL, 1983) ponad 100 gatunkdw roslin, a sprawca zgnilizny twardzikowej poraza wedtug Leskiego
wiele gatunkow roslin zielnych w tym wszystkie warzywa, dodatkowo sprawca mokrej zgnilizny (bakte-
ria) wedtug Leskiego (,Szkodniki i choroby roslin warzywnych”, PWRIL, 1985) atakuje wiekszos$¢ roélin
uprawnych w tym wszystkie warzywa.

Zastosowanie szczepdw rodzaju Pantoea spp., wedtug wynalazku, ogranicza koszty ochrony ro-
8lin poprzez zmniejszenie ilosci preparatéw zwalczajgcych rézne patogeny bakteryjne lub grzybowe
wystepujgce jednoczesnie w tym samym okresie na ro$linach, a przez to réwniez pozwala unika¢ nad-
miernej chemizacji roslin. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zaréwno szczep Pantoea agglome-
rans T16/8, jak i Pantoea allii T14/15 wykazujg wyjatkowo silne dziatanie antagonistyczne wzgledem co
najmniej 10 roslinnych patogenéw grzybowych i/lub bakteryjnych, ktére byty testowane w warunkach
laboratoryjnych i testach polowych.

W ponizszych przyktadach zostata przedstawiona charakterystyka szczepdw Pantoea agglome-
rans T16/8 i Pantoea allii T14/15 oraz wyniki badan in vitro lub in vivo, potwierdzajgce ich skuteczno$¢
w przyktadowych badaniach prowadzonych w uprawach jabtoni, marchwi, kapusty, sataty, selera i wi-
nogron. Na rysunku przedstawiono drzewa najwiekszego prawdopodobienstwa, obrazujgce filogene-
tyczne powigzania miedzy wszystkimi gatunkami Pantoea spp., a szczepem Pantoea agglomerans
T16/8 — fig. 1 oraz szczepem Pantoea allii T14/15 — fig. 2, w oparciu o potgczony zestaw danych se-
kwencji genéw atpD, gyrB, infB i rpoB.

Przyktadéw tych nie nalezy traktowadé, jako ograniczajgcych istote rozwigzania, czy zawezajgcych
zakres ochrony wynalazku, gdyz stanowig one jedynie jego ilustracje.

Przyktad 1

Identyfikacja szczepu Pantoea agglomerans T16/8




6 PL 245234 B1

Szczep Pantoea agglomerans T16/8 zostat zdeponowany zgodnie z Traktatem Budapesztenskim
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu. Depozyt zlozono w dniu 26 listopada 2019 r.
Depozytowi nadano numer B/00272.

Izolacja i morfologia kolonii szczepu Pantoea agglomerans T16/8

Bakterie izolowano z powierzchni lisci truskawki na poczatku sezonu wegetacyjnego. Odciete
liscie (kilka sztuk), umieszczano w kolbach Erlenmayera o objetosci 500 ml, zawierajgcych okoto 200
ml sterylnej wody destylowanej z dodatkiem jednej kropli Tween 80, a nastepnie wytrzgsano przez 30
minut. Poptuczyny przenoszono do sterylnych plastikowych falkonéw. Supernatant zlewano, a z osadu
izolowano bakterie, posiewajac je na pozywke NAS (2,3% nutrient agar z dodatkiem sacharozy do kon-
cowego stezenia 5%) w szalkach Petriego o $rednicy 90 mm. Kolonie szczepu Pantoea agglomerans
T16/8, po 24 godzinach inkubacji w temp. 25°C, formowaty silnie rozlewajgce jasnozotte, geste optycz-
nie, koliste kolonie o srednicy 2 mm. Po uptywie kolejnej doby ich $rednica osiggata 3—4 mm. Dalsza
inkubacja szczepu (25°C) powodowata silne rozlewanie sie na powierzchni pozywki NAS, co mogto
powodowacé tgczenie sgsiadujgcych ze sobg kolonii a nawet wypetnianie catej jej powierzchni. Wraz
z uptywem czasu zabarwienie ich pozostawato niezmiennie jasnozoite.

Przechowywanie szczepu T16/8

Szczep Pantoea agglomerans T16/8 przechowywany jest w temperaturze — 80°C w glicerolu
w buforze PBS (0,27% Na2HPO4, 0,04% NaH2PO4, 0,8% NaCl). W celu zdeponowania szczepu posie-
wano go na pozywke NAS (w szalkach Petriego o $rednicy 90 mm), a nastepnie po 24 godz. inkubacji
w temp. 25°C zmywano sterylnym buforem (1 ml). Pobierano 0,8 ml i przenoszono do probdwki typu
eppendorf, wczesniej wysterylizowanej wraz z 0,2 ml gliceryny. Zawiesine szczepu bakterii T16/8
wstrzgsano (worteksowano) w celu doktadnego wymieszania a nastepnie umieszczano w kriopudetku
i przenoszono do komory zamrazarki niskotemperaturowej - 80°C.

Oznaczenie przynaleznos$ci gatunkowej szczepu Pantoea agglomerans T16/8

Przynaleznos¢ gatunkowg szczepu okreslono na podstawie analizy filogenetycznej przeprowa-
dzonej na bazie sekwenciji:

A. genu kodujgcego 16S rRNA,

B. fragmentéw genéw metabolizmu podstawowego atpD, gyrB, infB i rpoB,

C. na podstawie analizy sekwencji genomu szczepu.

W celu analiz filogenetycznych (A, B) z 48 godzinnej hodowli bakterii potencjalnie przydatnych
do biologicznej ochrony na pozywce NSA (2,3% Difco Nutrient Agar; 5% sacharoza) izolowano DNA
zestawem Genomie Mini do izolacji DNA z bakterii (A&A Biotechnology, Polska) wg instrukcji przystane;j
przez producenta. Materiat do izolacji przygotowano przez zawieszenie czystej kolonii izolatu w 100 pl
buforu Tris (10 mM Tris.HCI, pH 8.5). Do powstatej zawiesiny dodano 200 ul uniwersalnego buforu
lizujgcego LT (0.25% SDS, 0.2 M NaOH) i 20 pl roztworu Proteinazy K. Catos¢ doktadnie wymieszano
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut. Prébke przeniesiono do 75°C i inkubowano kolejne
5 minut. Nastepnie mieszanine wytrzgsano na mieszadle typu Vortex przez 20 sekund, po czym wiro-
wano 3 minuty przy 15000 rpm. Uzyskany supernatant nanoszono na minikolumne do oczyszczania
genomowego DNA. Catos¢ wirowano 1 minute przy 15000 rpm. W kolejnym etapie do kolumny dodano
500 pl roztworu ptuczacego A1 i ponownie wirowano 1 minute przy 15000 rpm. Minikolumne przenie-
siono do nowej probéwki o objetosci 2 ml, po czym do kolumny dodano 400 ul roztworu A1. Prébke
wirowano 2 minuty przy 15000 rpm. Osuszong mini kolumne umieszczono nastepnie w nowej probéwce
o objetosci 1.5 ml. W celu elucji, na ztoze minikolumny naniesiono 100 pl buforu Tris uprzednio ogrza-
nego do temperatury 75°C. Prébke inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej i wirowano
przez 1 minute przy 15000 rpm. Do reakcji PCR pobrano 3 pl uzyskanego DNA.

A. Analiza sekwencji genu 16S rRNA.

Do reakcji PCR zastosowano startery fD1 — 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'i rP2 — 5'
ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3', opisane w publikacji Weisburg i in., pt.: ,16 S ribosomal DNA am-
plification for phylogenetic study”, Journal of Bacteriology (1991 ), 173, 697—703. Reakcje PCR prze-
prowadzano w termocyklerze T3000 firmy Biometra®. Zastosowano nastepujgce warunki reakcji ampli-
fikacji: wstepna denaturacja 4 minuty w temp. 95°C, 35 cykli, w temperaturach 95°C przez 45 sek.,
55°C—45 sek. Oraz 72°C — 1 min. 30 sek. Koncowy etap wydtuzania prowadzono w 72°C przez 10 mi-
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nut. Uzyskany w ten sposob produkt reakcji amplifikacji rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym w bufo-
rze 0,5 x TBE. W celu oceny wielkosci uzyskanego produktu uzyto 1 ul wzorca O'Gene RulerTM 100
bp Plus DNA Ladder (#SM1153) firmy Fermentas. Produkt reakcji sekwencjonowano w firmie Genomed
S.A (Warszawa). Otrzymane dla kazdego izolatu sekwencje ztozono przy uzyciu programu SegMan
pakietu Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin) i poréwnywano z sekwencjami zdeponowa-
nymi w banku genéw NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) i bazie danych EzTaxon
(https://www.ezbiocloud.net/) w celu znalezienia najwiekszego podobienstwa.

Identyfikacja przeprowadzona na podstawie sekwencji genu 16S rRNA pozwolita na klasyfikacje
badanych izolatéw do rodzaju Pantoea.

B. Analiza sekwencji fragmentéw genéw metabolizmu podstawowego.

Do analizy filogenetycznej uzyto fragmentéw 4 genéw metabolizmu podstawowego: atpD, gyrB,
infB i rpoB. W pierwszej kolejnosci amplifikowano fragmenty genéw ze starterami specyficznymi do
genow infB. Zastosowano warunki reakcji amplifikacji takie jak opisano w publikacjach: C. Brady i in.,
pt.: ,Phylogeny and identification of Pantoea species associated with plants, humans and the natural
environment based on multilocus sequence analysis (MLSA)”, Systematic and Applied Microbiology
(2008), 31 (6-8), pp. 447-460 oraz L. Diancourt i in., pt.: ,Multilocus sequence typing of Klebsiella pneu-
moniae nosocomial isolates” (2005), J Clin Microbiol 43: 4178-4182). Reakcje PCR przeprowadzano
w termocyklerze T3000 firmy Biometra®. Dodatkowo wyekstrahowano z uzyskanego genomu szczepu
T16/8 sekwencje genow atpD, gyrB. Sekwencje wszystkich czterech genéw potgczono w jeden cigg
i porbwnano z sekwencjami tych samych genéw szczepdéw typowych innych gatunkéw z rodzaju Pan-
toea zdeponowanych w bazie danych NCBI. Do analizy filogenetycznej uwzgledniono wszystkie se-
kwencje gendw (numery dostepu podane sg na drzewach filogenetycznych). Drzewa najwiekszego
prawdopodobienstwa (ML) oparte na potgczonych sekwencjach 4 badanych genéw zostaty wygenero-
wane w programie MEGAX przy uzyciu modelu parametrycznego i ewolucyjnego uznanego za najlep-
szy model substytucji dla wszystkich sekwencji kazdego genu oddzielnie obliczonych automatycznie
przez program i 500 powtdrzen tadowania poczgtkowego.

Analiza filogenetyczna i wynikajgce z niej drzewo Maximum Likelihood (ML), skonstruowane na
potgczonych sekwencjach gendéw porzadkowych atpD, gyrB, infB i rpoB wykazaty, ze szczep T16/8 jest
najscislej spokrewniony z gatunkiem Pantoea agglomerans. Przedstawione na rysunku drzewo najwiek-
szego prawdopodobienstwa oparte na modelu Tamura-Nei, pokazuje filogenetyczne powigzania mie-
dzy szczepem T16/8, a wszystkimi gatunkami Pantoea spp. w oparciu o potgczony zestaw danych se-
kwencji genéw atpD, gyrB, infB i rpoB. Dyskretny rozktad Gamma zostat wykorzystany do modelowania
ewolucyjnych réznic szybkosci miedzy osrodkami (5 kategorii (+G, parametr = 0,4052)). Model zmien-
nosci szybkosci pozwalat, aby niektore osrodki byly ewolucyjnie niezmienne ([+l], 24,38% osrodkdow).
Wartosci bootstrap (wyrazone jako wartosci procentowe 500 powtérzen) sg podane w weztach. Litera
.1 nastepujgca po nazwach szczepdw wskazuje, ze dany szczep jest szczepem typowym gatunku.

C. Sekwencjonowanie genomu i analiza

W celu sekwencjonowania genomu szczepu Pantoea agglomerans T16/8, izolowano jego DNA
metodg Alianabi i Martinez, opisang w publikacji S.M. Aljanabi, |. Martinez, pt.: ,Universal and rapid salt-
extraction of high quality genomic DNA for PCR-based techniques” (1997), Nucleic Acids Res. 25(22),
4692-3. Przygotowano biblioteki z krotkg wstawka (okoto 350 zasad) do sekwencjonowania na urza-
dzeniu MiSeq (lllumina) oraz biblioteki do sekwencjonowania na urzadzeniu MinlON (Oxford Nanopore
Technologies). Otrzymano 3 495 070 odczytéw z biblioteki sparowanych koncéw z krotkimi wstawkami
(rozmiar wstawek 300-500 bp) zsekwencjonowanych na urzgdzeniu MiSeq (lllumina) i 76 550 dtugich
odczytow MinlON. Wszystkie odczyty zostaty uzyte do zlozenia genomu denovo (Genomed SA, War-
szawa, Polska). Sktadanie denovo zostato wykonane za pomocg oprogramowania Unicycler ver. 0.4.7.
Otrzymane sekwencje wszystkich elementéw genetycznych zostaty opatrzone adnotacjami w programie
RAST.

Uzyskany wysokiej jakosci genom szczepu T16/8 ujawnit, ze jego materiat genomowy sktada sie
z chromosomu (wielko$¢ T16/8_chrom: 4 099 784 pz) oraz 3 plazmidéw (wielkos¢ pT16/8 1: 547 479
pz, wielko$¢ pT16/8_2: 181 799 pz, pT16/8_3: 75 138 pz).

Srednie podobienstwo nukleotyddw (Average Nucleotid Identity — ANI)

Srednie podobienstwo nukleotydéw (ANI) obliczono dla genomu szczepu Pantoea agglomerans
T16/8 i szczepow typowych gatunkéw: Pantoea agglomerans DSM3493T, Pantoea allii LMG24248T,
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Pantoea ananatis LMG2665", Pantoea vagans LMG241991 za pomoca algorytmu JSpecies (JSpecie-
SWS; http://jspeciesWS; http://jspeciesWS; .ribohost.com/jspeciesws/). Wartosci ANI-MUMmer(ANIm)
i ANI-Blast (ANIb) miedzy tymi dwoma szczepami powinny by¢ wyzsze niz 95%, aby sklasyfikowaé
szczepy do tego samego gatunku zgodnie z kryteriami przynaleznosci do jednego gatunku opisanymi
w publikacjach K.T. Konstantinidis i in., pt.: ,Toward a more robust assessment of intraspecies diversity,
using fewer genetic markers”, Appl. Envi-ron. Microbiol. 2006, 72, 7286—7293 oraz M. Richter, R. Ros-
sello-Mora, Rpt.: ,Shifting the genomic gold standard for the prokaryotic species definitione”, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A., (2009), 106,19126—-19131. Analiza (ANI) potwierdza klasyfikacje szczepu T16/8 do
gatunku Pantoea agglomerans, poniewaz warto$¢ ANI miedzy genomem szczepu Pantoea agglome-
rans T16/8 a genomem szczepu typowego gatunku Pantoea agglomerans jest wyzsza niz 95% (Ta-
bela 1, Tabela 2).

Tabela 1
ANIb i podobienstwo procentowe
T16/8
T16/8 *
Pantoea agglomerans DSM3493" 98.49
Pantoea allii LMG24248" 78.47
Pantoea ananatis LMG2665" 78.37
Pantoea vagans LMG24199" 91.26
Tabela 2
ANIb i podobienstwo procentowe
T16/8
T16/8 *
Pantoea agglomerans DSM3493" 98.49
Pantoea allii LMG24248" 78.47
Pantoea ananatis LMG2665" 78.37
Pantoea vagans LMG24199" 91.26

W wyniku przeprowadzonych analizy wykazano, ze szczep nalezy do nastepujgcego gatunku:
Pantoea agglomerans

Wiasciwosci patogeniczne

Wiasciwosci patogeniczne szczepu Pantoea agglomerans T16/8 byty testowane na:

— tytoniu — wykazanie reakcji nadwrazliwosci

— bulwach ziemniaka — test wiasciwosci pektynolitycznych

— gatunkach roslin wymienianych w literaturze jako porazanych przez bakterie z gatunku P. agglo-
merans: alokazji, cebuli, fasoli adzuki, kukurydzy, pszenicy, groszku, zycicy trwatej.

W Zzadnym z testdw szczep Pantoea agglomerans T16/8 nie wykazat wtasciwosci patogenicz-
nych.

Przyktad 2

Identyfikacja szczepu Pantoea allii T14/15

Szczep Pantoea allii T14/15 zostat zdeponowany zgodnie z Traktatem Budapesztenskim w Pol-
skiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Aka-
demii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu. Depozyt ztozono w dniu 26 listopada 2019 r. Depo-
zytowi nadano numer B/00276.

Izolacja i morfologia kolonii szczepu Pantoea allii T14/15

Bakterie izolowano z powierzchni lisci truskawki na poczatku sezonu wegetacyjnego. Odciete
liscie (kilka sztuk), umieszczano w kolbach Erlenmayera o objetosci 500 ml, zawierajgcych okoto 200 ml
sterylnej wody destylowanej z dodatkiem jednej kropli Tween 80, a nastepnie wytrzgsano przez 30 mi-
nut. Poptuczyny przenoszono do sterylnych plastikowych falkonéw. Supernatant zlewano, a z osadu
izolowano bakterie, posiewajac je na pozywke NAS (2,3% nutrient agar z dodatkiem sacharozy do kon-
cowego stezenia 5%) w szalkach Petriego o srednicy 90 mm. Kolonie szczepu Pantoea allii T14/15, po
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24 godzinach inkubacji w temp. 25°C, formowaty zétte, geste optycznie, koliste kolonie o $rednicy
1-2 mm. Po uptywie kolejnej doby ich srednica osiggata 2—3 mm. Wraz z uptywem kolonie miaty bardziej
intensywny zotty kolor.

Przechowywanie szczepu T14/15

Szczep Pantoea allii T14/15 przechowywany jest w temperaturze — 80°C w glicerolu w buforze
PBS (0,27% Na2HPOa4, 0,04% NaH2PO4, 0,8% NaCl). W celu zdeponowania szczepu posiewano go na
pozywke NAS (w szalkach Petriego o $rednicy 90 mm), a nastepnie po 24 godz. inkubacji w temp. 25°C
zmywano sterylnym buforem (1 ml). Pobierano 0,8 mli przenoszono do probéwki typu eppendorf, wcze-
$niej wysterylizowanej wraz z 0,2 ml gliceryny. Zawiesine szczepu bakterii T14/15 wstrzgsano (wortek-
sowano) w celu doktadnego wymieszania a nastepnie umieszczano w kriopudetku i przenoszono do
komory zamrazarki niskotemperaturowej — 80°C.

Oznaczenie przynaleznosci gatunkowej szczepu Pantoea allii T14/15

Przynaleznos¢ gatunkowg szczepu okreslono na podstawie analizy filogenetycznej przeprowa-
dzonej na bazie sekwenciji:

A. genu kodujgcego 16S rRNA,

B. fragmentéw gendw metabolizmu podstawowego atpD, gyrB, infB i rpoB,

C. na podstawie analizy sekwencji genomu szczepu.

W celu analiz filogenetycznych (A, B) z 48 godzinnej hodowli bakterii potencjalnie przydatnych
do biologicznej ochrony na pozywce NSA (2,3% Difco Nutrient Agar; 5% sacharoza) izolowano DNA
zestawem Genomie Mini do izolacji DNA z bakterii (A&A Biotechnology, Polska) wg instrukcji przystane;j
przez producenta. Materiat do izolacji przygotowano przez zawieszenie czystej kolonii izolatu w 100 pl
buforu Tris (10 mM Tris.HCI, pH 8.5). Do powstatej zawiesiny dodano 200 ul uniwersalnego buforu
lizujgcego LT (0.25% SDS, 0.2 M NaOH) i 20 pl roztworu Proteinazy K. Cato$¢ doktadnie wymieszano
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut. Prébke przeniesiono do 75°C i inkubowano kolejne
5 minut. Nastepnie mieszanine wytrzagsano na mieszadle typu Vortex przez 20 sekund, po czym wiro-
wano 3 minuty przy 15000 rpm. Uzyskany supernatant nanoszono na minikolumne do oczyszczania
genomowego DNA. Catos¢ wirowano 1 minute przy 15000 rpm. W kolejnym etapie do kolumny dodano
500 pl roztworu ptuczacego A1 i ponownie wirowano 1 minute przy 15000 rpm. Minikolumne przenie-
siono do nowej probéwki o objetosci 2 ml, po czym do kolumny dodano 400 ul roztworu A1. Prébke
wirowano 2 minuty przy 15000 rpm. Osuszong mini kolumng umieszczono nastepnie w nowej probowce
o objetosci 1,5 ml. W celu elucji, na ztoze minikolumny naniesiono 100 pl buforu Tris uprzednio ogrza-
nego do temperatury 75°C. Prébke inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej i wirowano
przez 1 minute przy 15000 rpm. Do reakcji PCR pobrano 3 pl uzyskanego DNA.

A. Analiza sekwencji genu 16S rRNA.

Do reakcji PCR zastosowano startery fD1 — 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3' i rP2 —
5" ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3', opisane w publikacji Weisburg i in., pt.: ,16 S ribosomal DNA
amplification for phylogenetic study”, Journal of Bacteriology (1991), 173, 697—703. Reakcje PCR prze-
prowadzano w termocyklerze T3000 firmy Biometra®. Zastosowano nastepujgce warunki reakcji ampli-
fikacji: wstepna denaturacja 4 minuty w temp. 95°C, 35 cykli, w temperaturach 95°C przez 45 sek., 55°C
— 45 sek. Oraz 72°C — 1 min. 30 sek. Koncowy etap wydtuzania prowadzono w 72°C przez 10 minut.
Uzyskany w ten sposéb produkt reakcji amplifikacji rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym w buforze
0,5 x TBE. W celu oceny wielkosci uzyskanego produktu uzyto 1 ul wzorca O'Gene RulerTM 100 bp
Plus DNA Ladder (#SM1153) firmy Fermentas. Produkt reakcji sekwencjonowano w firmie Genomed
S.A (Warszawa). Otrzymane dla kazdego izolatu sekwencje ztozono przy uzyciu programu SeqMan
pakietu Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin) i poréwnywano z sekwencjami zdeponowa-
nymi w banku gendw NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) i bazie danych EzTaxon
(https://www.ezbiocloud.net/) w celu znalezienia najwiekszego podobienstwa.

Identyfikacja przeprowadzona na podstawie sekwencji genu 16S rRNA pozwolita na klasyfikacje
badanych izolatéw do rodzaju Pantoea.

B. Analiza sekwencji fragmentéw gendéw metabolizmu podstawowego

Do analizy filogenetycznej uzyto fragmentéw 4 genéw metabolizmu podstawowego: atpD, gyrB,
infB i rpoB. W pierwszej kolejnosci amplifikowano fragmenty gendéw ze starterami specyficznymi do
genow infB. Zastosowano warunki reakcji amplifikacji takie jak opisano w publikacjach: C. Brady i in.,
pt.: ,Phylogeny and identification of Pantoea species associated with plants, humans and the natural
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environment based on multilocus sequence analysis (MLSA)”, Systematic and Applied Microbiology
(2008), 31(6-8), pp. 447-460 oraz L. Diancourt i in., pt.: ,Multilocus sequence typing of Klebsiella pneu-
moniae nosocomial isolates” (2005), J Clin Microbiol 43: 4178-4182). Reakcje PCR przeprowadzano
w termocyklerze T3000 firmy Biometra®. Dodatkowo wyekstrahowano z uzyskanego genomu szczepu
T16/8 sekwencje genow atpD, gyrB. Sekwencje wszystkich czterech gendéw potgczono w jeden cigg
i poréwnano z sekwencjami tych samych genéw szczepdw typowych innych gatunkéw z rodzaju Pan-
toea zdeponowanych w bazie danych NCBI. Do analizy filogenetycznej uwzgledniono wszystkie se-
kwencje genéw (numery dostepu podane sg na drzewach filogenetycznych). Drzewa najwiekszego
prawdopodobienstwa (ML) oparte na potgczonych sekwencjach 4 badanych genéw zostaly wygenero-
wane w programie MEGA X przy uzyciu modelu parametrycznego i ewolucyjnego uznanego za najlep-
szy model substytucji dla wszystkich sekwencji kazdego genu oddzielnie obliczonych automatycznie
przez program i 500 powtdrzen tadowania poczgtkowego.

Analiza filogenetyczna i wynikajagce z niej drzewo Maximum Likelihood (ML), skonstruowane na
potgczonych sekwencjach genéw porzgdkowych atpD, gyrB, infB i rpoB wykazaty, ze szczep T14/15
jest najscislej spokrewniony z gatunkiem Pantoea allii. Przedstawione na rysunku drzewo najwiekszego
prawdopodobienstwa oparte na modelu Tamura-Nei, pokazuje filogenetyczne powigzania miedzy
szczepem T14/15, a wszystkimi gatunkami Pantoea spp. w oparciu o potgczony zestaw danych se-
kwencji genéw atpD, gyrB, infB i rpoB.

Dyskretny rozktad Gamma zostat wykorzystany do modelowania ewolucyjnych réznic szybkosci
miedzy osrodkami (5 kategorii (+G, parametr = 0,4052)). Model zmiennosci szybkosci pozwalat, aby
niektore osrodki byty ewolucyjnie niezmienne ([+l], 24,38% osrodkéw). Wartosci bootstrap (wyrazone
jako wartosci procentowe 500 powtdrzen) sg podane w weztach. Litera ,T” nastepujgca po nazwach
szczepow wskazuje, ze dany szczep jest szczepem typowym gatunku.

C. Sekwencjonowanie genomu i analiza

W celu sekwencjonowania genomu szczepu Pantoea allii T14/15, izolowano jego DNA metodg
Alianabi i Martinez, opisang w publikacji S.M. Aljanabi, I. Martinez, pt.: ,Universal and rapid salt-extrac-
tion of high quality genomic DNA for PCR-based techniques” (1997), Nucleic Acids Res. 25(22), 4692-3.
Przygotowano biblioteki z krotkg wstawka (okoto 350 zasad) do sekwencjonowania na urzgdzeniu
MiSeq (lllumina) oraz biblioteki do sekwencjonowania na urzgdzeniu MinlON (Oxford Nanopore Tech-
nologies). Otrzymano 2 237 730 odczytéw z biblioteki sparowanych koncéw z krotkimi wstawkami (roz-
miar wstawek 300-500 bp) zsekwencjonowanych na urzgdzeniu MiSeq (lllumina) i 111 460 dtugich
odczytow MinlON. Wszystkie odczyty zostaly uzyte do ztozenia genomu denovo (Genomed SA, War-
szawa, Polska). Sktadanie denovo zostato wykonane za pomocg oprogramowania Unicycler ver. 0.4.7.
Otrzymane sekwencje wszystkich elementéw genetycznych zostaty opatrzone adnotacjami w programie
RAST.

Uzyskany wysokiej jakosci genom szczepu T14/15 ujawnit, ze jego materiat genomowy sktada
sie zchromosomu (wielko$¢ T14/15_chrom: 4 757 119 pz) oraz jednego plazmidu (wielkos¢ pT 14/15_1:
254 755 pz).

Srednie podobieristwo nukleotydéw (Average Nucleotid Identity — ANI)

Srednie podobienstwo nukleotydéw (ANI) obliczono dla genomu szczepu Pantoea allii T14/15
i szczepdw typowych gatunkow: Pantoea agglomerans DSM34937, Pantoea allii LMG242487, Pantoea
ananatis LMG26657, Pantoea vagans LMG24199T za pomocg algorytmu JSpecies (JSpeciesWS;
http://jspeciesWS; http://jspeciesWS; .ribohost.com/jspeciesws/). Wartosci ANI-MUMmer(ANIm) i ANI-
Blast (ANIb) miedzy tymi dwoma szczepami powinny by¢ wyzsze niz 95%, aby sklasyfikowa¢ szczepy
do tego samego gatunku zgodnie z kryteriami przynaleznosci do jednego gatunku opisanymi w publika-
cjach K.T. Konstantinidis i in., pt.: ,Toward a more robust assessment of intraspecies diversity, using
fewer genetic markers”, Appl. Environ. Microbiol. 2006, 72, 7286—7293 oraz M. Richter, R. Rossello-
Mora, Rpt.: ,Shifting the genomic gold standard for the prokaryotic species definitione”, Proc. Natl. Acad.
Sei. U.S.A., (2009), 106, 19126-19131. Analiza (ANI) potwierdza klasyfikacje szczepu T14/15 do ga-
tunku Pantoea allii, poniewaz wartos¢ ANl miedzy genomem szczepu Pantoea allii T14/15 a genomem
szczepu typowego gatunku Pantoea allii jest wyzsza niz 95% (Tabela 3, Tabela 4).
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Tabela 3
ANIb i podobienstwo procentowe
T14/15
T14/15 *
Pantoea agglomerans 78.67
Pantoea allii LMG242487 98.89
Pantoea ananatis LMG2665" 88.14
Pantoea vagans LMG24199" 78.94
Tabela 4
ANIb i podobienstwo procentowe
T14/15
T14/15 *
Pantoea agglomerans 84.00
Pantoea allii LMG24248" 99.04
Pantoea ananatis LMG2665" 89.20
Pantoea vagans LMG24199' 84.11

11

W wyniku przeprowadzonych analizy wykazano, ze szczep nalezy do nastepujgcego gatunku:

Pantoea allii.
Wiasciwosci patogeniczne

Wiasciwosci patogeniczne szczepu Pantoea allii T14/15 byty testowane na:
— tytoniu — wykazanie reakcji nadwrazliwosci
— bulwach ziemniaka — test wiasciwosci pektynolitycznych
— gatunkach roslin wymienianych w literaturze jako porazanych przez bakterie z gatunku P.allii:
alokazji, cebuli, fasoli adzuki, kukurydzy, pszenicy, groszku, zycicy trwatej.

W Zzadnym z testéw szczep Pantoea allii T14/15 nie wykazat wiasciwosci patogenicznych.

Przykfad 3

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed zgnilizna twardzikowa powodowang przez grzyba Sclerotinia sclerotiorum.

Dokonano oceny in vitro antagonistycznych wiasciwosci izolatéw bakterii Pantoea agglomerans
T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum. Najpierw przeprowadzono badania
ograniczenia wzrostu grzyba Sclerotinia sclerotiorum przez szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pan-
toea allii T14/15. Badania prowadzono na pozywce PDA (agar glukozowo-ziemniaczany), jako wspot-
hodowle szczepow Pantoea agglomerans T16/8 lub Pantoea allii T14/15 oraz grzyba Sclerotinia scle-
rotiorum i obserwowano zahamowanie wzrostu grzyba. Badania prowadzono réwnolegle, oddzielnie dla
kazdego szczepu. Strefe ograniczenia wzrostu patogenicznego grzyba Sclerotinia sclerotiorum przez
szczepy T16/8 i T14/15, po 5i 7 dniach przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5
Szczep Strefa ograniczenia | Strefa ograniczenia
po 5 dniach [mm] po 7 dniach [mm]
Kontrola 0 0
T16/8 2 0
T14/15 8 5
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Wielkosci liczbowe przedstawione w tabeli 5 okres$lajg promieh od obrzeza kolonii do obrzeza
strefy zahamowania wzrostu w mm, zahamowanie wzrostu patogena przez badane szczepy wska-
zuje na zdolnos$¢ szczepow T16/8 i T14/15 do produkcji substancji o wiasciwosciach fungicydowych
lub fungistatycznych.

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na lisciach kapusty
gtowiastej i marchwi. Po uszkodzeniu igtg preparacyjna liscie kapusty i fragmenty marchwi moczono
przez 5 minut w wodnych zawiesinach, jednej zawierajgcej szczep Pantoea agglomerans T16/8, a
drugiej szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml. Nastepnie po 2 godzinach na miejscu
uszkodzenia nanoszono krgzki grzybni przerosniete 7-dniowymi kulturami Sclerotinia sclerotiorum.
Kontrole stanowity liscie kapusty i marchwi moczone w wodzie destylowanej i inokulowane grzybem
Sclerotinia sclerotiorum.

Zainokulowane liscie kapusty i marchew uktadano w kuwetach na wilgotnych matach wyto-
zonych siatkami. Kuwety z lisémi kapusty i marchwi wktadano do workéw foliowych w celu zwigk-
szenia wilgotnosci. Po 3 i 5 dniach inkubacji w temperaturze 25°C mierzono dtugos¢ plam infekcyj-
nych. Test przeprowadzono w 6 powtdérzeniach — kazdy szczep bakterii testowano na 6 fragmentach
roslin (liscie kapusty i fragmenty marchwi). Sposréod 426 badanych izolatéw $srodowiskowych,
szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 wykazaty jedng z najwyzszych skutecz-
nosci w hamowaniu rozwoju S. sclerotiorum: T16/8 — 62,5% — 81%, a T14/15-54%.

Nastepnie przeprowadzono ocene in vivo antagonistycznych wtasciwosci szczepow bakterii
Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum w do-
Swiadczeniach szklarniowych i polowych.

Przeprowadzono ocene wptywu szczepow bakterii T16/8 i T14/15 na ograniczanie rozwoju
zgnilizny twardzikowej w uprawie sataty szklarniowej. W tym celu wyprodukowang rozsade sataty
‘Krélowa Majowych’, wysadzono do substratu torfowego w doniczkach P9 o pojemnosci 0,5 I,
sztucznie zakazonego przez Sclerotinia sclelotiorum. Inokulum patogena przygotowywano na po-
zywce z ptatkow owsianych. Rosliny ustawiono na parapetach w szklarni i przez okres 1,5 miesigca
prowadzono ich uprawe. W tym okresie satata byta trzykrotnie podlewana zawiesinami wodnymi ze
szczepami T16/8 i T14/15, po 50 ml na doniczke. Badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla
kazdego szczepu T16/8 lub T14/15, a ilos¢ komérek bakterii kazdego rodzaju w zawiesinie wynosita
107 jtk/ml. Pierwszg aplikacje wykonano przed wysadzeniem sataty do zakazonego podtoza. Ko-
lejne aplikacje przeprowadzono w odstepach 10 dniowych. Kontrole niezakazong (nieinokulowang)
stanowity rosliny rosngce w czystym substracie torfowym, bez patogena, z kolei kontrole zakazong
(inokulowang) — satata uprawiana w podtozu zainokulowanym przez S. sclerotiorum, podlewane
wodg destylowang. Jako $rodek standardowy (poréwnawczy) zastosowano produkt komercyjny
Contans WG. Doswiadczenie przeprowadzono w 4 powtdrzeniach po 5 roslin w kazdym (ogétem
20 ro$lin na kombinacje). W centralnej czesci szalek Petriego o $Srednicy 90 mm umieszczano 5 mm
Srednicy krgzek pozywki PDA przerosniety strzepkami. Przygotowano inokulum patogena — S. scle-
rotiorum. Szalki inkubowano przez 10 dni w 25°C. Nastepnie, pozywke homogenizowano (homo-
genizator H500, Pol-Eko Aparatura, Polska) z dodatkiem wody destylowanej (150 ml wody na 1
szalke) przez 5 minut. Otrzymang zawiesine bardzo dokfadnie mieszano z substratem torfowym
(TS1 Klasmann, Polska) w proporcji: zawarto$¢ 1 szalki na 1 litr podtoza. Zakazony torf inkubowano
przez 7 dni w szklarni, w workach z niewielkimi otworami. Po tygodniu inkubacji przystapiono do
zatozenia doswiadczenia.

W dniu kazdego zabiegu oraz tydzien i dwa tygodnie po ostatnim podlewaniu sataty, okre-
Slano stopien porazenia roslin stosujgc 8-stopniowg skale: (0—-0%; 1-1%; 2—5%; 3—-15%; 4—-25%;
5-50%; 6-75%; 7-100%). Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie metodg analizy wa-
riancji. W celu okreslenia réznic pomiedzy srednimi uzyto testu Duncana, przy poziomie istotnosci
a =0,05. Do oceny skutecznosci preparatow zastosowano skrécony wzoér Abbotta. Wptyw badanych
bakterii na ograniczanie zgnilizny twardzikowej na satacie przedstawiono w tabeli 6.



PL 245234 B1 13

Tabela 6

Badany izolat % porazenia | % porazenia | Skuteczno | % porazenia skutecznos¢

sataty 5¢, [%] sataty [%6]

1 ocena 2 ocena 3 ocena -
na koniec doswiadczenia

Kontrola 0,0 0,0 - 0,0 -
nieinokulowana
Kontrola 3,4 9,6 - 459 -
inokulowana
T16/8 0,0 3,5 63,5 243 47,0
T 14/15 0,0 1,2 87,5 14,8 67,8
Contans WG 0,0 0,9 90,6 10,8 76,4

Przeprowadzono réwniez ocene skutecznosci szczepoéw T16/8 i T14/15 w ograniczeniu zgnilizny
twardzikowej (Sclerotinia sclelotiorum) na selerze korzeniowym w dos$wiadczeniu wazonowym. W tym
celu rosliny selera korzeniowego odmiany ‘Talar’ zostaty wysadzone do doniczek $rednicy 12 cm wypetnio-
nych substratem torfowym zakazonym uprzednio S. sclerotiorum i ustawione w szklarni (faza BBCH roslin:
13 BBC H). Liczba roslin na poletko wynosita 5 szt. W okresie wegetacji selera korzeniowego wykonano 4
zabiegi ochrony roslin w formie podlewania roslin. Uzyto po 20 ml cieczy roboczej na rosline, jednej zawie-
rajgcej szczep Pantoea agglomerans T16/8, a drugiej szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml,
w odstepie co 7 dni, a badania prowadzono réwnolegle oddzielnie dla kazdego szczepu.

Kontrole niezakazong (nieinokulowang) stanowity rosliny rosngce w czystym substracie torfo-
wym, bez patogena, z kolei kontrole zakazong (inokulowang) — safata uprawiana w podtozu zainokulo-
wanym przez S. sclerotiorum, podlewane wodg destylowang. Jako srodek standardowy (poréwnawczy)
zastosowano produkt komercyjny Contans WG. Pierwszy zabieg zostat wykonany 7 dni przed wysa-
dzeniem roslin do doniczek tj. rozsada selera rosngca w multiplatach. Infekcja roslin selera byta prze-
prowadzona sztucznie. Podtoze zakazano S. sclerotiorum w stosunku 1:1 tj. 1 | podtoza : 1 szalka prze-
rosnieta grzybnig S. sclerotiorum. Obserwacje procentowego porazenia lici selera przez sprawce zgni-
lizny twardzikowej prowadzono na 7 losowo wybranych lisciach, w momencie pojawienia sie pierwszych
objawow chorobowych. Ocene prowadzono wediug 8-stopniowej skali, gdzie 0 = brak objawéw choro-
bowych, 1° — do 1% powierzchni, 2° — od 2 do 6% powierzchni, 3° —od 7 do 15% powierzchni, 4° — od
16 do 25% powierzchni, 5° — od 26 do 50% powierzchni, 6° — od 51 do 75% powierzchni, 7° —od 76 do
100% powierzchni lisci z objawami zgnilizny twardzikowej. Wykonano pomiary wysokosci roslin w cen-
tymetrach (do nasady najwyzszego liécia oraz catych lisci). Oznaczano réwniez wybarwienie (kolor) lisci
roslin selera wedtug 11-stopniowej skali, gdzie 5 stanowito kontrole, 0—4 liscie jasnozielone, blade, Z&tk-
nace, 6-10 liscie od ciemnozielonych do bardzo ciemnozielonych. Okreslano takze objawy fitotoksycz-
nosci wedtug skali EPPO PP 1/135(4) (2014), od 0 do 100%, gdzie 0 — oznacza brak objawow uszko-
dzen, a 100 — ro$liny catkowicie zniszczone. Wyniki opracowano statystycznie metodg analizy wariancji.
Rdéznice miedzy srednimi oceniano przy uzyciu testu Duncuna przy poziomie istotnosci 5%. Skutecz-
nos¢ badanych srodkéw obliczono wedtug wzoru Abbott’a.

Ocene skutecznosci badanych szczepdédw mikroorganizméw w ochronie selera korzeniowego
przed zgnilizng twardzikowg przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7
Zgnilizna twardzikowa — Sclerotinia sclerotiorum
Kombinacje Sredni % porazenia lisci Skutecznos¢ [%]
Data obserwacji Data obserwacji
i v 1l IV ocena
l ocena Il ocena | acena Il ocena
ocena ocena ocena

1 Kontrola
nieinokulowana
2 Kontrola

0 0 0 0 - - - -

2,64 8,57 18,43 | 33,06 - - - -

inokulowana
3 T16/8 0,14 0,86 2,97 | 13,53 94,7 89,9 83,9 59,1
4 T14/15 0 0,32 1,79 | 16,42 100 96,3 90,3 50,3

5 Contans WG 0,14 0,97 3,58 | 13,95 94,7 88,7 80,6 57,8
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Wyniki obu przedstawionych powyzej doswiadczen dla sataty i selera (tab. 6, tab. 7), prowadzo-
nych w warunkach prowokacyjnych — przy sztucznej inokulacji podtoza, wskazujg wyraznie na wysokg
skutecznosé i co zatem idzie takze wysokg przydatno$é badanych szczepow T16/8 i T14/15, do zasto-
sowania w zwalczaniu zgnilizny twardzikowej. Osiggniete wyniki skutecznosci badanych izolatéw byty,
co najmniej tak skuteczne, jak uznanego standardu, jakim jest preparat Contans WG. Dodatkowo, zau-
wazono pozytywny wptyw izolatéw na wzrost i rozwdj rosli selera, co przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8
Wysokos¢ roslin selera (cm)
Kombinacje Data obserwacji
| ocena Il ocena | Il ocena
Pomiar od podstawy do nasady najwyzszego liscia

1 Kontrola nieinokulowana 7,53 8,78 10,55
2 Kontrola inokulowana 7,43 8,9 10,35
3 | Tie/8 7,83 8,8 10,43
4 T14/15 8,1 8,73 10,28
5 Contans WG 7,25 7,38 8,6
Przykfad 4

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed szarg plesnig powodowang przez grzyba Botrytis cinerea.

Dokonano oceny in vitro antagonistycznych witasciwosci izolatéw bakterii Pantoea agglomerans
T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do Botrytis cinerea. Najpierw przeprowadzono badania ograni-
czenia wzrostu grzyba Botrytis cinerea przez szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii
T14/15. Badania prowadzono na pozywce PDA (agar glukozowo-ziemniaczany), jako wspéthodowle
szczepow Pantoea agglomerans T16/8 lub Pantoea allii T14/15 oraz grzyba Botrytis cinerea i obserwo-
wano zahamowanie wzrostu grzyba. Badania prowadzono rownolegle, oddzielnie dla kazdego szczepu.
Strefe ograniczenia wzrostu patogenicznego grzyba Botrytis cinerea przez szczepy T16/8 i T14/15, po
5 7 dniach przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9
Szczep Strefa ograniczenia | Strefa ograniczenia
po 5 dniach [mm] po 7 dniach [mm]
Kontrola 0 0
T16/8 5 0 (b. w.)
T14/15 6 0 (b. w.)

Wielkosci liczbowe przedstawione w tabeli 9 okreslajg promien od obrzeza kolonii do obrzeza
strefy zahamowania wzrostu w mm, zahamowanie wzrostu patogena przez badane szczepy wskazuje
na zdolnos¢ szczepdw T16/8 i T14/15 do produkcji substancji o wtasciwosciach fungicydowych lub fun-
gistatycznych. Skrét ,b.w.” oznacza brak wzrostu na powierzchni — rozrost grzyba osiggnat granice bak-
terii, ale nie wyrdst na jej powierzchni. Wskazuje to na inny mechanizm niz antybioza, m.in. pasozytnic-
two lub toksyny, ktoére nie dyfundujg do pozywki mikrobiologicznej, ale pozostajg uwiezione we wzroscie
mikroorganizmu.

Dokonano oceny in vitro antagonistycznych wtasciwosci izolatéw bakterii Pantoea agglomerans
T16/8 lub Pantoea allii T14/15 w stosunku do Botrytis cinerea na kwiatach jabtoni. Jednoroczne drzewka
jabtoni odmiany ‘Najdared’ przechowywano w chtodni zwyktej w temp. 2-3°C i wilgotnosci wzgledne;j
98%. Nastepnie sadzono je w doniczki o srednicy 24 cm w mieszanine torfu z glebg w stosunku 1:1.
Posadzone drzewka inkubowano w szklarni w temp. 20°C przez okres okoto 2 tygodni. Po tym czasie
nastepowat rozwdj kwiatostanow. Na kazdym drzewku pozostawiono 20 w petni rozwinietych kwiatow,
a pozostate usuwano w celu minimalizacji ryzyka btedu w dalszej czesci doswiadczenia. Kazda przygo-
towana w ten sposob roslina stanowita jedng kombinacje. Nastepnie przy uzyciu atomizera na kwiaty
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nanoszono wodne zawiesiny bakteryjne, a na kombinacje kontrolng wode destylowang. Uzyto zawiesiny
zawierajgce: jedna — szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy
w ilosci 107 jtk/ml. Badania prowadzono rownolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Po uptywie 24
godzin na pedy nanoszono inokulum w postaci zawiesiny zarodnikéw konidialnych B. cinerea (1z1).
Koncentracje zarodnikéw konidialnych ustalono na 108/ml. Godzine po zakazeniu na pedy z kwiatami
zakfadano torebki foliowe w celu utrzymania maksymalnego poziomu wilgotnosci sprzyjajacej rozwojowi
naniesionego grzyba. Kolejng dobe pdzniej torebki zdejmowano, aby nie zaburzy¢ naturalnych proce-
sow fizjologicznych roslin. Po uptywie 5—7 dni od inokulacji pojedyncze kwiaty ostroznie (tak by sie
wzajemnie nie dotykaty) scinano do probéwek typu Falcon i transportowano do laboratorium. Zerwane
kwiaty przecinano sterylnym skalpelem wzdtuz dna kwiatowego dzielgc je na dwie symetryczne potowy.
Uzyskany materiat roslinny wykfadano na szalkach Petriego o srednicy 90 mm w ktérych znajdowata
sie pozywka PDA. Odczyt przeprowadzonego doswiadczenia wykonywano po uptywie 1 doby od mo-
mentu umieszczenia kwiatéw na pozywce. Wybrane szczepy bakterii testowano na kwiatach kilkukrot-
nie. W tabeli 10 przedstawiono wyniki badania.

Tabela 10
Szczep Patogen
Botrytis cinerea lz1 Skutecznos¢ ochrony
Kontrola 100 -
T16/8 90,0 10
T14/15 0 100

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono na jabtkach. W czasie wykonywania inokulacji jabtek
wykorzystano dwa izolaty B. cinerea (1z1 i 1z2), wyizolowane z chorych jabtek z r6znych sadéw. Zawie-
siny zarodnikéw konidialnych grzyba uzyskano poprzez zmycie 14-dniowych kultur sterylng wodg de-
stylowang. Nastepnie 250 ml kolby Erlenmeyera wypetnione 100 ml zawiesiny grzyba umieszczono na
wytrzgsarce w celu rozbicia skupisk zarodnikéw. Po ok. 2 godzinach wytrzgsania przystgpiono do stan-
daryzowania zawiesin grzybowych przy uzyciu komory Birkera. Koncentracje zarodnikéw konidialnych
ustalono na 108 w mililitrze. W przeprowadzonym badaniu wykorzystano jabtka odmiany ,Gala” pocho-
dzgce z Sadu Doswiadczalnego, ktére bezposrednio po zbiorze byty przechowywane w chiodni zwyktej
w temp. 2°C. Jabtka poddano wstepnemu oczyszczeniu poprzez ptukanie w wodzie. Po osuszeniu uzy-
wajgc waty nasgczonej 95% etanolem odkazano powierzchnie skorki. Na obwodzie w srodkowej czesci
kazdego owocu wykonano korkoborem 4 symetrycznie oddalone od siebie zranienia o srednicy 5 mm
i gtebokosci 3 mm. Nastepnie do kazdego zranienia wprowadzano 30 pl zawiesiny bakteryjnej. Uzyto
zawiesiny wodne zawierajgcej: jedna — szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea
allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml, a badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego
szczepu. Po 1 godzinie dodano 30 pl zawiesiny zarodnikow konidialnych izolatu grzyba Iz1 lub 1z2.
Koncentracje zarodnikéw konidialnych ustalono na 10%/ml. W kombinacji kontrolnej w zranienia wpro-
wadzono 30 pl sterylnej wody destylowanej, a po uptywie 1 godziny 30 pl inokulum odpowiedniego
izolatu B. cinerea. Jabtka przechowywano przez 4 dni w temp. pokojowej (ok. 19°C) i wilgotnosci
wzglednej powietrza powyzej 90%. W tabeli 11 przedstawiono wyniki badania.

Tabela 11
Szczep Nazwa i numer izolatu patogena grzybowego
Botrytis cinerea |z1 Skutecznosc Botrytis cinerea 1z2 Skutecznosc
koncentracja 108/ml [%] koncentracja 108/ml [%]
Kontrola 31,1 - 35,0 .
T14/15 7,1 77 8,5 76
T16/8 9,0 71 11,3 68

Przeprowadzono takze badania na winogronach. Dojrzate owoce winorosli odmiany ,Solaris” po-
bierano z plantacji, a nastepnie sterylizowano przez zanurzenie w 50% etanolu i przemywano kilkakrot-
nie sterylng wodg destylowana. Po przeschnieciu owoce naktuwano steryng igtg do gtebokosci ok. 1 mm
i wyktadano rang do goéry na szalkach Petriego o srednicy 20 cm, po uprzednim zanurzeniu w zawiesi-
nach wodnych badanych bakterii. Uzyto zawiesiny zawierajgcej: jedna — szczep Pantoea agglomerans
T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 10° jtk/ml, a badania prowadzono réwno-
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legle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Po 24 godz. przeprowadzano inokulacje, nanoszac na wyko-
nane rany kroplami, zawiesiny zarodnikéw B. cinerea pipetg pasterowska, w ilosci okoto 50 ul. Kombi-
nacje kontrolng stanowity jagody winorosli zakazane wytgcznie zawiesing zarodnikéw patogenicznego
grzyba B. cinerea. Kazdg kombinacje stanowito 60 jagdd (20 jagéd w 3 powtdérzeniach). Wyniki oceniano
zgodnie ze skalg bonitacyjng: 0 — brak objawoéw szarej plesni na powierzchni skérki jagody, 1 — 25%,
2 —50%, 3 — 100% powierzchni objete chorobg. Wyniki badania przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12
Kombinacja Porazenie owocow w skali Skutecznosé [%]
bonitacyjnej
Kontrolna 1,86 -
T 14/15 0,79 57,5
T16/8 0,57 69,4

Uzyskane wynik potwierdzajg skutecznos$¢ szczepow T16/8 i T14/15 w ochronie winorosli przed
szarg plesnia.

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na lisciach kapusty
gtowiastej i marchwi. Po uszkodzeniu igtg preparacyjng liscie kapusty i fragmenty marchwi moczono
przez 5 minut w wodnych zawiesinach, jednej zawierajgcej szczep Pantoea agglomerans T16/8,
a drugiej szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml. Nastepnie po 2 godzinach na miej-
scu uszkodzenia nanoszono krazki grzybni przerosniete 7-dniowymi kulturami Botrytis cinerea.
Kontrole stanowity liscie kapusty i marchwi moczone w wodzie destylowanej i inokulowane grzybem
Botrytis cinerea. Zainokulowane liscie kapusty i marchew uktadano w kuwetach na wilgotnych ma-
tach wytozonych siatkami. Kuwety z lisémi kapusty i marchwi wktadano do workoéw foliowych w celu
zwiekszenia wilgotnosci. Po 3 i 5 dniach inkubacji w temperaturze 25°C mierzono diugos$é plam
infekcyjnych. Test przeprowadzono w 6 powtérzeniach — kazdy szczep bakterii testowano na
6 fragmentach roslin (liscie kapusty i fragmenty marchwi). Sposréd badanych 426 izolatow $rodo-
wiskowych, szczepy T16/8 i T14/15 wykazaty jedng z najwyzszych skutecznosci w hamowaniu roz-
woju B. cinerea T16/8 — 45,8% — 67%, a T14/15 — 37,7% — 51%.

Nastepnie przeprowadzono oceneg in vivo antagonistycznych wiasciwosci szczepéw Pantoea
agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do Botrytis cinerea w doswiadczeniach szklar-
niowych i polowych. Przeprowadzono ocene skutecznosci szczepéw T16/8 i T14/15 w zwalczaniu
szarej plesni na jabtkach, w czasie przechowywania owocéw. Biologiczng skutecznos¢ testowanych
bakterii w zwalczaniu szarej pleéni jabtek oceniono po przechowaniu owocéw, na podstawie porow-
nania liczby jabtek z objawami choroby w kombinacjach badawczych (opryskiwanych zawiesinami
wodnymi szczepow T16/8 i T14/15) i kombinacji kontrolnej (nieopryskiwanej). W badaniach uzyto
zawiesiny zawierajcie: jedna — szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii
T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml, a badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego
szczepu. Pierwsze zabiegi wykonano w okresie kwithienia, a kolejne w okresie przedzhiorczym 4,
3, 2, 1 tydzien przed zbiorem oraz ,drenching”, polegajgcy na zalewaniu owocéw umieszczonych
w skrzynkach, r6znymi zawiesinami wodnymi szczepéw T16/8 i T14/15 (kazdg zawiesing osobno),
bezposrednio po zbiorze.

Pierwszg ocene wykonano po ponad 5 miesigcach przechowywania jabtek w chtodni zwyktej
w temperaturze 2°C (1,8-2,2°C) i wilgotnosci wzglednej powietrza 90-92%, a drugg po 7 dniach
przechowywania jabtek w temperaturze 15-20°C. W kazdej kombinacji oceniono 1000 sztuk owo-
cow (4 powtdrzenia x 250 szt. w powtdrzeniu), liczgc jabtka zdrowe i z objawami choroby. Wyniki
wyrazono w procentach owocow porazonych w stosunku do wszystkich jabtek ocenianych w danej
kombinacji. Wyniki opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. Réznice miedzy srednimi
oceniano przy uzyciu testu Newmana — Keulsa przy poziomie istotnosci 5%. Wyniki oceny skutecz-
nosci uzyskane w prowadzonych obserwacjach pokazano w tabeli 13. Symbole A, B, C,D, E, F, G
— oznaczajg terminy aplikacji (A — petnia kwitnienia, B — opadanie ptatkéw, C, D, E, F — odpowiednio
4, 3, 2, 1 tydzien przed zbiorem, G — ,drenching” owocdéw). Poréwnawczo przeprowadzono badania
dla preparatéw komercyjnych Captan 80 WDG i Luna Experience 400 S.C.
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Tabela 13
Kombinacja Terminy | ocena po Il ocena po
zabiegdw/stezenie przechowywaniu przechowywaniu
- dawka owocow w chtodni owocow temp.
pokojowej
Botrytis | Skutecznos¢ | Botrytis | Skutecznosc
cinerea [%] cinerea [%]
Kontrola - 0,7 - 1,0 -
Captan 80
WDG, ABC 1,9k
Luna F0.75 8 04 42,9 07 30
Experience
400SC
T16/8 CDEFG 10’ 0 100 0 100
T14/15 CDEFG 107 0,3 57,1 0,8 20

Przeprowadzono réwniez ocene skutecznosci szczepoéw Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea
allii T14/15 w zwalczaniu szarej plesni (Botrytis cinerea) na owocach winorosli odmiany ,Solaris” zebra-
nych w fazie zaawansowanej dojrzatosci zbiorczej (BBCH 89). Ochrone winorosli testowanymi prepa-
ratami rozpoczeto wraz z poczatkiem kwitnienia, gdy 10% okwiatu opadto. Przeprowadzono ocene sku-
tecznos$ci szczepow T16/8 i T14/15 w zwalczaniu szarej plesni na winorosli, w czasie przechowywania
owocow. Uzyto zawiesiny wodnej zawierajgcej: jedna — szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga —
szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml. Badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla
kazdego szczepu. Pierwszg ocene wystepowania szarej plesni wykonano bezposrednio po zbiorze
owocow, tuz przed umieszczeniem w chtodni. Drugg po 40 dniach przechowywania w chtodni, a trzecig
po 7 dniach w przechowywania w 21°C. Wyniki kazdej oceny przedstawiono, jako % porazonych jagdd.
Skutecznos¢ badanych preparatéw okreslono na podstawie poréwnania % porazenia jagdéd w kombi-
nacjach chronionych w stosunku do kombinacji kontrolnej (nietraktowanej). Wyniki opracowano staty-
stycznie metodg analizy wariancji. Réznice miedzy $rednimi oceniano przy uzyciu testu Newmana —
Keulsa przy poziomie istotnosci 5%. Wyniki oceny skutecznosci uzyskane w prowadzonych obserwa-
cjach pokazano w tabeli 14. Symbole A, B, C, D, E, F, G — oznaczajg terminy aplikacji (A — poczatek
kwitnienia, B — petnia fazy kwitnienia, C — 70% kotpaczkéw opadto, D — koniec fazy kwitnienia,
E — jagody zaczynajg sie styka¢ ze sobg, F — poczatek dojrzewania, jagody zaczynajg sie wybarwiac,
G — migkniecie jagdd, H — jagody dojrzate do zbioru). Poréwnawczo przeprowadzono badania dla pre-
paratow komercyjnych Serenade ASO, Luna Experience 400 S.C., Switch 62,5 WG).

Tabela 14
Szara plesn — winorosl ‘Solaris’
Kombinacja | Terminy | ocena bezposrednio Il ocena po 40 dniach IIl ocena po 7 dniach
zabiego po zbiorze przechowywania w przechowywania w
w chtodni 21°C
sredni % | Skutecznos | Sredni% | Skutecznos | $redni% | Skutecznos
porazeni Ew% porazeni tw% porazeni cw %
a a a

Kontrola - 29,6 - 77,0 - 84,4 -
T16/8 ABEEEF 3,5 91,9 12,5 83,8 20,9 75,2
T14/15 ABEE EF 2,4 91,9 22,0 71,4 32,5 61,5
T16/8 BCEF 5.2 82,4 12,8 83,4 26,0 69,2
T14/15 BCEF 1,2 95,9 14,0 81,8 23,0 72,7
Serenade BCEF
ASO 0,9 97,0 5,3 93,1 15,6 81,5
Luna
Experience
400 SC BECF 1,6 94,6 3,1 96,0 14,1 83,3
Switch 62,5
WG
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Wyniki obu przedstawionych powyzej doswiadczen, prowadzonych w warunkach prowokacyj-
nych na jabtkach i winogronach tab. 13, tab. 14) — przy wysokim poziomie agrotechniki i intensywnosci
produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecznosc i co zatem idzie takze wysokg przydatnos¢ za-
réowno szczepu Pantoea agglomerans T16/8, jak i szczepu Pantoea allii T14/15 do zastosowania
w zwalczaniu szarej plesni. Osiggniete wyniki skutecznosci szczepdw byty, co najmniej tak dobre, jak
uznanego standardu, jakim jest preparat Serenade ASO oraz programu ochrony chemicznej.

Przykfad 5

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed alternarioza powodowang przez grzyby z rodzaju Alternaria spp.

Ocene skutecznosci szczepdw Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 w ograniczaniu
alternariozy przeprowadzono w doswiadczeniach polowych na kapuscie gtowiastej i marchwi.

Pierwsze doswiadczenie przeprowadzono na kapuscie gtowiastej rosngcej na polu doswiad-
czalnym. Doswiadczenie zatozono w uktadzie blokéw losowych w 4 powtérzeniach po 2 rzedy roslin
(20 roslin na poletku), obejmowato 6 kombinacji. Do opryskéw uzyto zawiesiny zawierajcie: jedna
— szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci
107 jtk/ml, a badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Poréwnawczo w do-
$wiadczeniu uzywano standardowego produktu biologicznego Serenade ASO i standardowego pro-
duktu chemicznego — Scorpion 325 SC. Zawiesiny zastosowano profilaktycznie — przed wystgpie-
niem objawow chorobowych. Wykonano 5 zabiegéw opryskiwania roslin. W dniu kazdego zabiegu
opryskiwania kapusty, okreslano stopien porazenia roslin stosujgc 8-stopniowg skale: (0-0%;
1-1%; 2-5%; 3-15%; 4—25%; 5-50%; 6—75%; 7—100%). Uzyskane wyniki badan opracowano sta-
tystycznie metodg analizy wariancji. W celu okreslenia réznic pomiedzy srednimi uzyto testu Dun-
cana, przy poziomie istotnosci a = 0,05. Do oceny skutecznosci preparatéw zastosowano skrécony
wzor Abbotta. Tabela 15 zawiera ocene skutecznosci uzytych zawiesin w ograniczaniu rozwoju
alternariozy kapusty.

Tabela 15
Kombinacja % porazenia lisci/% skutecznosci
| ocena Il ocena Il ocena IV ocena

Kontrola 10,5 - 21,1 - 27,9 - 35,7 -
T16/8 2,9 72,4 11,2 46,9 15,5 44 4 21,2 40,6
T14/15 3,1 70,5 12,4 41,2 17,2 38,4 23,2 35,0
Serenade ASO 3,0 70,3 12,1 41,2 17,1 38,4 23,4 35,0
Scorpion 325 SC 0,0 100 0,5 97,6 1,0 96,4 1,5 95,8

Nastepnie przeprowadzono ocene skutecznosci szczepow Pantoea agglomerans T16/8 lub Pan-
toea allii T14/15 w ograniczaniu alternariozy marchwi.

Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach polowych, na marchwi rosngcej na polu doswiad-
czalnym. Dos$wiadczenie obejmowato 6 kombinacji. Doswiadczenie zatozono w uktadzie blokéw loso-
wych w 4 powtdrzeniach po 2 rzedy roslin. Do opryskéw uzyto zawiesiny wodne zawierajcie: jedna —
szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml,
a badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Porownawczo w doswiadczeniu
uzywano standardowych produktéw biologicznych Serenade ASO i Scorpion 325 SC. Badane formula-
cje zastosowano profilaktycznie — przed wystgpieniem objawéw chorobowych. Wykonano 5 zabiegow
opryskiwania roslin. W dniu kazdego zabiegu opryskiwania marchwi, okreslano stopien porazenia roslin
stosujgc 8-stopniowg skale: (0-0%; 1-1%; 2—-5%; 3—15%; 4—25%; 5-50%; 6—75%; 7—100%). Uzyskane
wyniki badan opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. W celu okreslenia réznic pomiedzy
Srednimi uzyto testu Duncana, przy poziomie istotnosci a = 0,05. Do oceny skutecznosci preparatow
zastosowano skrécony wzoér Abbotta. Tabela 16 zawiera ocene skutecznosci badanych preparatow
w ograniczaniu rozwoju alternariozy marchwi.
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Tabela 16
Kombinacja % porazenia lisci/% skutecznosci
| ocena Il ocena Il ocena IV ocena

Kontrola 10,1 - 25,2 - 43,6 - 62,1 -
T16/8 4,0 60,4 11,5 55,5 30,0 31,2 49,4 20,5
T14/15 4,2 58,4 10,9 56,7 32,1 26,4 51,6 16,9
Serenade ASO 7,7 23,8 19,2 23,0 39,1 10,3 58,6 5,6
Scorpion 325 SC 0,0 100% 0,5 98,0 1,1 97,5 3,9 93,7

Wyniki obu przedstawionych powyzej doswiadczen, prowadzonych w warunkach prowokacyj-
nych na kapuscie i marchwi (tab. 15, tab. 16) — przy wysokim poziomie agrotechniki i intensywnosci
produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecznos¢ i co zatem idzie takze wysokg przydatnosc za-
réowno szczepu Pantoea agglomerans T16/8, jak i szczepu Pantoea alli T14/15 do zastosowania
w zwalczaniu alternariozy. Osiggniete wyniki skutecznosci szczepéw, wedtug wynalazku, byty co naj-
mniej tak dobre lub lepsze, jak uznanego standardu, jakim jest preparat Serenade ASO — standard
biologiczny.

Przykiad 6

Zastosowanie szczepu Pantoea agglomerans T16/8 do ochrony roslin przed antraknozg powo-
dowang przez grzyba Glomerella acutata znanego gtéwnie w stadium konidialnym Colletotrichum acu-
tatum.

Przeprowadzono ocene skutecznosci szczepu Pantoea agglomerans T16/8 w zwalczaniu antrak-
nozy jabtek w czasie przechowywania owocow. Pierwsze zabiegi wykonano w okresie kwitnienia, a ko-
lejne w okresie przedzbiorczym 4, 3, 2, 1 tydzien przed zbiorem oraz ,drenching” lub zanurzanie jabtek
w roztworach biopreparatéw bezposrednio po zbiorze. Ocene przeprowadzono po przechowaniu owo-
céw, na podstawie poréwnania liczby jabtek z objawami choroby w kombinacjach badawczych, opryski-
wanych zawiesing zawierajgcg szczep Pantoea agglomerans T16/8 w ilosci 107 jtk/ml i kombinacji kon-
trolnej (nieopryskiwanej). Pierwszg ocene wykonano po ponad 5 miesigcach przechowywania jabtek
w chiodni zwyktej w temperaturze 2°C (1,8-2,2°C) i wilgotnosci wzglednej powietrza 90-92%, a drugg
po 7 dniach przechowywania jabtek w temperaturze 15-20°C. W kazdej kombinacji oceniono 1000 sztuk
owocow (4 powtdrzenia x 250 szt. w powtdrzeniu), liczac jabtka zdrowe i z objawami choroby. Wyniki
wyrazono w procentach owocéw porazonych w stosunku do wszystkich jabtek ocenianych w danej kom-
binacji. Wyniki opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. R6znice miedzy srednimi oceniano
przy uzyciu testu Newmana — Keulsa przy poziomie istotnosci 5%. Symbole A, B, C, D, E, F, G — ozna-
czajg terminy aplikacji (A — petnia kwitnienia, B — opadanie ptatkéw, C, D, E, F — odpowiednio 4, 3, 2, 1
tydzien przed zbiorem, G — ,drenczing” owocéw). Poréwnawczo przeprowadzono badania dla prepara-
téw komercyjnych Captan 80 WDG i Luna Experience 400 S.C. Wyniki przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17
Kombinacja Terminy | ocena po przechowywaniu owocéw w chtodni.
biegdw/steseni pp:
zabiegdw/stezenie Colletotrichum spp. Skutecznosé
(%]
Kontrola - 0,5 -
Captan 80 WDG ABC19kg 03 40
Luna Experience 400 SC | EOQ,75 ’
T16/8 CDEFG 107 0 100

Wyniki doswiadczenia, prowadzonego w warunkach prowokacyjnych — przy wysokim poziomie

agrotechniki i intensywnosci produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecznosé¢ i co zatem idzie takze
wysokg przydatnosé szczepu T16/8 do zastosowania w zwalczaniu antraknozy powodowanej przez
Colletotrichum spp. Osiggniete wyniki skutecznosci byty co najmniej tak dobre lub lepsze, jak uznanych
standardéw chemicznych (Captan 80 WDG, Luna Experience 400 SC).

Przyktad 7

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed brunatng zgnilizng (monilioza) powodowang przez grzyby z rodzaju Monilinia spp.
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Dokonano oceny in vitro antagonistycznych wtasciwosci szczepu Pantoea agglomerans T16/8
w stosunku do grzyba Monilinia fructicola. Najpierw przeprowadzono badania ograniczenia wzrostu
grzyba Monilinia fructicola przez szczepy Pantoea agglomerans T16/8. Badania prowadzono na po-
zywce PDA (agar glukozowo-ziemniaczany), jako wspothodowle szczepow Pantoea agglomerans T16/8
oraz grzyba Monilinia fructicola i obserwowano zahamowanie wzrostu grzyba. Strefe ograniczenia wzro-
stu patogenicznego grzyba Monilinia fructicola przez szczepy T16/8, po 5 i 7 dniach przedstawiono
w tabeli 18. Wielkosci liczbowe przedstawione w tabeli okreslajg promieh od obrzeza kolonii do obrzeza
strefy zahamowania wzrostu w mm.

Tabela 18
Szczep Strefa ograniczenia po | Strefa ograniczenia po
5 dniach [mm] 7 dniach [mm]
Kontrola 0 0
T16/8 15 5

Nastepnie przeprowadzono badanie na jabtkach odmiany ‘Rajka’ zebranych w fazie dojrzatosci
zbiorczej (BBCH 87). Przeprowadzono ,drenching”, polegajacy na zalewaniu owocéw umieszczonych
w skrzynkach zawiesinami badanych szczepéw T16/8 oraz T14/15, kazdym z osobna. Jabtka uzyte
w doswiadczeniu w okresie przedzbiorczym nie byly traktowane chemicznie. Drenching wykonano kilka
godzin po zbiorze. Biologiczng skutecznosc¢ testowanych bakterii w zwalczaniu brunatnej zgnilizny
drzew ziarnkowych oceniono po przechowaniu owocéw, na podstawie poréwnania liczby jabtek z obja-
wami choroby w kombinacjach badawczych, opryskiwanych zawiesinami ze szczepami T16/8 lub
T14/15 i kombinacji kontrolnej (nieopryskiwanej). Uzyto zawiesiny wodne zawierajgce szczepy T16/8
lub T14/15, w ilosci 107 jtk/ml kazdy. Badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu.
Pierwszag ocene wykonano po 3,5 miesigcach przechowywania jabtek w chtodni zwyktej w temperaturze
2°C (1,8-2,2°C) i wilgotnosci wzglednej powietrza 90-92%, drugg i trzecig po 7 i 14 dniach przechowy-
wania jabtek w temperaturze 15-20°C. W kazdej kombinacji oceniono 440 sztuk owocéw (4 powtdrzenia
x 110 szt. w powtoérzeniu), liczac jabtka zdrowe i z objawami choroby. Wyniki wyrazono w procentach
owocow porazonych w stosunku do wszystkich jabtek ocenianych w danej kombinacji. Wyniki opraco-
wano statystycznie metodg analizy wariancji. R6znice miedzy Srednimi oceniano przy uzyciu testu New-
mana — Keulsa przy poziomie istotnosci 5%. | ocena zostata przeprowadzona po przechowywaniu
w chtodni. Il ocena byta przeprowadzona po przechowywaniu w temp. 15-20°C, po 7 dniach. Ill ocene
przeprowadzono po kolejnych 7 dniach przechowywania w temp. 15-20°C. W tabeli 19 przedstawiono
skuteczno$¢ szczepdw T16/8 i T14/15 zastosowanych w badaniach podczas przechowywania jabtek.

Tabela 19
Kombinacja | ocena po Il ocena po Ill ocena po
przechowywaniu przechowywaniu przechowywaniu
owocow w chiodni owocow temp. pokojowej | owocdw temp. pokojowej
Monilinia | Skuteczno$¢ | Monilinia | Skutecznos¢ | Monilinia | Skutecznosé
Spp. [%] spp. [%] spp. [%]
Kontrola 0,3 - 0,3 - 0,3 -
T14/15 0,1 66,7 0,2 33,3 0,2 33,3
T16/8 0 100 0 100 0 100

Wyniki przedstawionego doswiadczenia, prowadzonego w warunkach prowokacyjnych — przy wy-
sokim poziomie agrotechniki i intensywnosci produkcji wskazujg wyraznie na wysokg skutecznosé i co
zatem idzie takze wysokg przydatnosc szczepow T16/8 i T14/15 do zastosowania w zwalczaniu brunat-
nej zgnilizny jabtek powodowanych przez grzyby rodzaju Monilinia spp.

Przyktad 8

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed gorzka zgnilizng powodowang przez grzyby z rodzaju Neofabrea spp.

Dokonano oceny in vitro antagonistycznych wtasciwosci izolatéw bakterii Pantoea agglomerans
T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do grzybow z rodzaju Neofabrea spp. Najpierw przeprowadzono
badania ograniczenia wzrostu Neofabrea spp. przez szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea
allii T14/15. Badania prowadzono na pozywce PDA (agar glukozowo-ziemniaczany), jako wspéthodowle
szczepow Pantoea agglomerans T16/8 lub Pantoea allii T14/15 oraz Neofabrea spp. i obserwowano
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zahamowanie wzrostu grzyba. Badania prowadzono réwnolegle, oddzielnie dla kazdego szczepu.
Strefe ograniczenia wzrostu patogenicznego grzybéw Neofabrea spp. przez szczepy T16/8 i T14/15, po
14 dniach przedstawiono w tabeli 20. Wskazane w niej wielkosci liczbowe okreslajg promien od obrzeza
kolonii do obrzeza strefy zahamowania wzrostu w mm.

Tabela 20
Szczep Strefa ograniczenia
Kontrola 0
T16/8 2
T14/15 4

Zahamowanie wzrostu patogena przez badane szczepy wskazuje na zdolnos¢ szczepow T16/8
i T14/15 do produkcji substancji o wtasciwosciach fungicydowych lub fungistatycznych.

Nastepnie przeprowadzono cene skutecznosci szczepéw Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea
allii T14/15 w zwalczaniu gorzkiej zgnilizny jabtek w czasie przechowywania owocow. Pierwsze zabiegi
wykonano w okresie kwitnienia, a kolejne w okresie przedzbiorczym 4, 3, 2, 1 tydzien przed zbiorem
oraz ,drenching” lub zanurzanie jabtek w zawiesinach badanych szczepéw: T16/8 oraz T14/15, kazdego
z osobna, bezposrednio po zbiorze.

Biologiczng skutecznos¢ testowanych szczepdw bakterii w zwalczaniu gorzkiej zgnilizny jabtek
oceniono po przechowaniu owocow, na podstawie poréwnania liczby jabtek z objawami choroby w kom-
binacjach badawczych, opryskiwanych zawiesinami wodnymi ze szczepami T16/8 lub T14/15 i kombi-
nacji kontrolnej (nieopryskiwanej). Uzyto zawiesiny zawierajgce szczepy T16/8 lub T14/15, w ilosci 107
jtk/ml kazdy. Badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Pierwszg ocene wyko-
nano po ponad 5 miesigcach przechowywania jabtek w chtodni zwyktej w temperaturze 2°C (1,8-2,2°C)
i wilgotnosci wzglednej powietrza 90-92%, a drugg po 7 dniach przechowywania jabtek w temperaturze
15-20°C. W kazdej kombinacji oceniono 1000 sztuk owocow (4 powtdrzenia x 250 szt. w powtdrzeniu),
liczgc jabtka zdrowe i z objawami choroby. Wyniki wyrazono w procentach owocéw porazonych w sto-
sunku do wszystkich jabtek ocenianych w danej kombinacji. Wyniki opracowano statystycznie metoda
analizy wariancji. Réznice miedzy Srednimi oceniano przy uzyciu testu Newmana — Keulsa przy pozio-
mie istotnosci 5%. W tabeli 21 przedstawiono skutecznos¢ szczepow T16/8 i T14/15 w zwalczaniu gorz-
kiej zgnilizny jabtek w czasie przechowywania owocéw. Symbole A, B, C, D, E, F, G - oznaczaja terminy
aplikacji (A — petnia kwitnienia, B — opadanie ptatkéw, C, D, E, F — odpowiednio 4, 3, 2, 1 tydzien przed
zbiorem, G — ,drenczing” owocéw). Poréwnawczo przeprowadzono badania dla preparatéw komercyj-
nych Captan 80 WDG i Luna Experience 400 S.C.

Tabela 21

Kombinacje Termin Zgnilizny Skutecznosé

aplikacji/dawka/koncentracja | powodowane przez [%e]

Neofabraea spp.

kontrola - 1,4 -
Captan 80 WDG ABC 1,9 ke
Luna Experience £0.75 0,3 78,6
400SC ’
T16/8 CDEFG 107 0,4 71,4
T14/15 CDEFG 107 0,2 85,7

Wyniki przedstawionego doswiadczenia, prowadzonego w warunkach prowokacyjnych — przy wy-
sokim poziomie agrotechniki i intensywnos$ci produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecznosé i co
zatem idzie takze wysokg przydatnos¢ badanych szczepoéw T16/8 i T14/15 do zastosowania w zwal-
czaniu gorzkiej zgnilizny jabtek powodowanych przez grzyby rodzaju Neofabrea spp. Osiggniete wyniki
skuteczno$ci skutecznosci szczepow T16/8 i T14/15 byty, co najmniej tak dobre lub lepsze, jak uzna-
nych standardéw chemicznych (Captan 80 WDG, Luna Experience 400 SC).

Przyktad 9

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 w ograniczaniu
maczniaka wtasciwego na marchwi, wywotanego przez grzyba Erysiphe heraclei.
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Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach polowych, na marchwi rosngcej na polu doswiad-
czalnym. Doswiadczenie obejmowato 6 kombinacji. Doswiadczenie zatozono w uktadzie blokéw loso-
wych w 4 powtdrzeniach po 2 rzedy roslin. Zastosowano zawiesiny wodne zawierajgce: jedna — szczep
Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml. Badania
prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Zawiesiny zastosowano profilaktycznie —
przed wystgpieniem objawow chorobowych. Poréwnawczo w doswiadczeniu uzywano standardowego
produktu biologicznego Serenade ASO. Wykonano 5 zabiegéw opryskiwania roslin. W dniu kazdego
zabiegu opryskiwania marchwi, okreslano stopien porazenia roslin stosujgc 8-stopniowg skale: (0-0%;
1-1%; 2-5%; 3-15%; 4-25%; 5-50%; 6—75%; 7—100%). Uzyskane wyniki badan opracowano staty-
stycznie metodg analizy wariancji. W celu okreslenia réznic pomiedzy srednimi uzyto testu Duncana,
przy poziomie istotnosci a = 0,05. Do oceny skutecznosci preparatéw zastosowano skrécony wzor Ab-
botta. Tabela 22 zawiera ocene skutecznosci szczepéw T16/8 i T14/15 w ograniczaniu rozwoju macz-
niaka prawdziwego marchwi (Erysiphe heraclei).

Tabela 22
Kombinacja % porazenia lisci/% skutecznosci
| ocena Il ocena [ll ocena
Kontrola 4.8 - 7,5 - 10,1 -
T16/8 0,0 100 1,8 76,0 3.1 69,3
T14/15 0,0 100 2,1 72,0 4,2 57,4
Serenade ASO 0,0 100 2,0 73,3 3,6 64,6

Wyniki przedstawionego doswiadczenia, prowadzonego w warunkach prowokacyjnych — przy wy-
sokim poziomie agrotechniki i intensywnosci produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecznosc i co
zatem idzie takze wysoka przydatnos¢ szczepdw T16/8 i T14/15 w zwalczaniu magczniaka wtasciwego
na marchwi, powodowanego przez grzyba Erysiphe heraclei. Osiggniete wyniki skutecznosci szczepéw
T16/8 i T14/15 byly, co najmniej tak dobre lub lepsze, niz uznanego produktu Serenade ASO.

Przykiad 10

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony roslin
przed zarazg ogniowg powodowang przez bakterie Erwinia amylovora.

Przeprowadzono badania ograniczenia wzrostu bakterii Erwinia amylovora w warunkach in vitro
na nastepujgcych podtozach: NAS (2,3% nutrient agar z dodatkiem sacharozy do koricowego stezenia
5%), King's B (wg. King, E.O., Ward, M.K,, Raney, D.E. pt.: ,Two simple media for the demonstration of
pyocyanin and fluorescin”, J. Lab. Clin. Med. 1954, 44(2), 301-7), LB (trypton 1%, NaCl 1%, ekstrakt
drozdzowy 0,5%, agar 2%) oraz NAG (agar odzywczy 2,3%, glicerol 16 ml). Zastosowano metode opi-
sang przez Mikicinskiego (Mikicinski A, Sobiczewski P., Putawska J., Maciorowski R. pt.: ,Control of fire
blight (Erwinia amylovora) by a novel strain 49M of Pseudomonas graminis from the phyllosphere of
apple (Malus spp.)”, Eur J Plant Pathol, 2016, 145:265-276). Szczep Pantoea agglomerans T16/8 wy-
siano punktowo na odpowiednig pozywke na $rodku ptytek Petriego. Po 3 dniach inkubacji w 26°C
bakterie usmiercono w oparach chloroformu, a nastepnie powierzchnie pozywki zalano 4 ml schtodzo-
nego miekkiego agaru z dodatkiem 100 pl zawiesiny Ea659 (107 CFU ml-1). Strefy zahamowania wzro-
stu patogenicznej bakterii Erwinia amylovora mierzono po 24 i 48 godzinach inkubacji w 26°C. Testy
prowadzono w 6 powtérzeniach. Strefe inhibicji bakterii Erwinia amylovora przez szczepy T16/8 na réz-
nych podiozach, po 24 i 48 h, przedstawiono w tabeli 23 Wielkosci liczbowe przedstawione w tabeli
okreslajg promien od obrzezZa kolonii do obrzeza strefy zahamowania wzrostu w mm.

Tabela 23
Medium
Strain NAS LB King's B NAG
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
T16/8 75 7.5 0 0 0 0 4,3 0

Szczep T16/8 wykazat strefe zahamowania wzrostu bakterii Erwinia amylovora na dwoéch z 4
badanych pozywek.

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na zawigzkach owocow
gruszy. Zawigzki gruszy odmiany ,Konferencja” pocieto poprzecznie na plastry i zanurzano w wodnej
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zawiesinie szczepow, jednej zawierajgcej szczep Pantoea agglomerans T16/8, a drugiej — szczep Pan-
toea allii T14/15, kazdy w ilosci 107 jtk/ml lub w sterylnej wodzie destylowanej w przypadku kontroli.
Badania prowadzono réwnolegle oddzielnie dla kazdego szczepu. Plastry uktadano na wilgotnej bibule
na dnie szalek Petriego, o srednicy 20 cm. Po uptywie 6 godz. wykonywano zakazenie poprzez nanie-
sienie za pomoca opryskiwacza recznego na powierzchnie plastrow inokulum bakterii patogenicznych
Erwinia amylovora (izolat Ea 659) o stezeniu 107 jtk/ml. Kazdg kombinacje stanowito 40 zawigzkow
(4 powtorzenia). Ocene skutecznosci (S) szczepow T16/8 i T14/15 przeciwko zarazie ogniowej na za-
wigzkach gruszy przedstawiono w tabeli 24. Poréwnawczo przeprowadzono badania dla preparatow
komercyjnych Switch 62,5 WG, Miedzian 50WP BlightBan A506, BlightBan C9-1.

Tabela 24
Odczyt S [%] Odczytpo | S [%)] Odczyt | S [%]
Kombinacja po2d 5d po7d

Kontrola pozytywna 0,93 - 3,0 - 4,0 -
Switch 62,5 WG 0,1% 048 48,4 2,8 6,7 3,5 12,5
BlightBan® A506 108 | 0,0 100,0 0,15 95,0 0,63 84,2
jtk/ml
BlightBan® C9-1 108 | 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
jtk/ml
T14/15 108 jtk/ml 0,0 100,0 0,08 97,3 0,48 88,0
T16/8 108 jtk/mi 00 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Miedzian 50WP 0,15% | 0,0 100,0 0,23 92,3 0,43 89,2
Miedzian 50WP 0,3% 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0

Wyniki przedstawionego doswiadczenia laboratoryjnego wskazujg wyraznie na wysokg skutecz-
nosc¢ i co zatem idzie takze wysokg przydatnosé szczepdw T16/8 i T14/15 w zwalczaniu zarazy ogniowej
powodowanej przez bakterie Erwinia amylovora. Osiggniete wyniki skutecznosci szczepéw T16/8
i T14/15 byly, co najmniej tak dobre lub lepsze, jak uznanych standardéw biologicznych (BlightBan®
A506, BlightBan® C9-1) i chemicznego (Miedzian 50WP).

Przyktad 11

Zastosowanie szczepow Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea allii T14/15 do ochrony jabtek
przed mokra zgnilizng powodowang przez grzyby z rodzaju Penicillium spp. (Penicillium expansum)
oraz mokrg zgnilizng korzeni marchwi powodowang przez bakterie Pectobacterium carotovorum

Dokonano oceny in vitro antagonistycznych wtadciwosci izolatéw bakterii Pantoea agglomerans
T16/8 i Pantoea allii T14/15 w stosunku do grzybow z rodzaju Penicillium spp. Najpierw przeprowadzono
badania ograniczenia wzrostu Penicillium spp. przez szczepy Pantoea agglomerans T16/8 i Pantoea
allii T14/15. Badania prowadzono na pozywce PDA (agar glukozowo-ziemniaczany), jako wspéthodowle
szczepow Pantoea agglomerans T16/8 lub Pantoea allii T14/15 oraz Penicillium spp. i obserwowano
zahamowanie wzrostu patogenu. Badania prowadzono réwnolegle, oddzielnie dla kazdego szczepu,
a ich koncentracja w zawiesinie wynosita 107 jtk/ml. Strefe ograniczenia wzrostu patogena Penicillium
sSpp. przez szczepy T16/8 i T14/15, po 5i 7 dniach przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24
Szczep Strefa ograniczenia wzrostu Strefa ograniczenia wzrostu
Penicillium expansum po 5 dniach Penicillium expansum po 7 dniach
[mm] [mm]
Kontrola 0 0
T16/8 20 0
T14/15 10 0
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Wielkosci liczbowe przedstawione w tabeli okreslajg promien od obrzeza kolonii do obrzeza strefy
zahamowania wzrostu w mm. Zahamowanie wzrostu patogena przez badane szczepy wskazuje na
zdolnosc¢ szczepdw T16/8 i T14/15 do produkcji substancji o wiasciwosciach fungicydowych lub fungi-
statycznych.

Przeprowadzono badania skutecznosci szczepow bakterii Pantoea agglomerans T16/8 i Pan-
toea allii T14/15 w zwalczaniu mokrej zgnilizny jabtek. W czasie wykonywania inokulacji jabtek wy-
korzystano dwa izolaty patogena Penicillium expansum (lzolat P8 i P11), pochodzace od chorych
jabtek z réznych sadéw. Zawiesiny zarodnikow konidialnych grzyba uzyskano poprzez zmycie
7-dniowych kultur sterylng wodg destylowang. Nastepnie 250 ml kolby Erlenmeyera wypetnione 100
ml zawiesiny zarodnikdéw grzyba Penicillium expansum umieszczono na wytrzgsarce w celu rozbicia
skupisk zarodnikéw. Koncentracje zarodnikéw konidialnych ustalono dla izolatu P8 na 106, a dla
P11 na 10° jtk/ml. Po ok. 2 godzinach wytrzgsania dokonano standaryzacji zawiesin bakteryjnych
przy uzyciu komory Bilirkera. W badaniu wykorzystano jabtka odmiany ,Gala”, ktére bezposrednio
po zbiorze byty przechowywane w chtodni zwykiej w temp. 2°C. Jabtka poddano wstepnemu
oczyszczeniu poprzez ptukanie w wodzie. Po osuszeniu uzywajgc waty nasgczonej 95% etanolem
odkazano powierzchnie skérki. Na obwodziew srodkowej czesci kazdego owocu wykonano korko-
borem 4 symetrycznie oddalone od siebie zranienia o srednicy 5 mm i glebokos$ci 3 mm. Nastepnie
do kazdego zranienia wprowadzano 30 pl zawiesiny bakteryjnej. Uzyto zawiesiny wodne zawiera-
jacej: jedna — szczep Pantoea agglomerans T16/8, a druga — szczep Pantoea allii T14/15, kazdy
w ilosci 107 jtk/ml, a badania prowadzono réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Po 1 go-
dzinie dodano 30 pl zawiesiny zarodnikéw konidialnych odpowiedniego izolatu grzyba (P8 lub
P11).Koncentracje zarodnikéw konidialnych ustalono na 106/ml. W kombinacji kontrolnej w zranie-
nia wprowadzono 30 pl sterylnej wody destylowanej, a po uptywie 1 godziny 30 ul inokulum odpo-
wiedniego izolatu P. expansum. Jabtka przechowywano przez 5 dni w temp. pokojowej (ok. 19°C)
i wilgotnosci wzglednej powietrza powyzej 90%. Ocene skutecznosci szczepoéw T16/8i T14/15 prze-
ciwko mokrej zgniliznie w badaniach jabtek przedstawiono w tabeli 25.

Tabela 25

Szczep Nazwa i numer izolatu patogena

Penicillium Skutecznosé Penicillium Skutrecznosé

expansum (%] expansum (%]

P8 > P11 °

Kontrola 28,8 - 18,2 -
T14/15 15,0 48 8,7 52
T16/8 17,8 38 12,5 31

Wyniki przedstawionego doswiadczenia laboratoryjnego wskazujg wyraznie na skuteczno$¢ i co
zatem idzie takze przydatnos¢ szczepdw T16/8 i T14/15 w zwalczaniu mokrej zgnilizny powodowanej
przez grzyb Penicillium expansum.

W kolejnym badaniu przeprowadzono cene skutecznosci szczepdéw Pantoea agglomerans
T16/8 i Pantoea allii T14/15 w ograniczaniu mokrej zgnilizny korzeni marchwi w czasie jej przecho-
wywania, powodowanej przez bakterie Pectobacterium carotovorum. Marchew rosngcg na polu do-
Swiadczalnym opryskano w trakcie wegetacji 4-krotnie co 7 dni (wszystkie poletka) przemiennie
preparatami chemicznymi Amistar 250 SC, Zato 50 WG, Score 250 EC i Scorpion 325 SC. Nastep-
nie miesigc przed zbiorem wykonano trzy zabiegi co 10 dni stosujgc zawiesiny ze szczepami T16/8
lub T14/15. Uzyto zawiesiny wodne zawierajgce szczepy T16/8 lub T14/15, wilosci 107 jtk/ml kazdy.
Zabiegi wykonywano réwnolegle i oddzielnie dla kazdego szczepu. Nastepnie marchew (100 sztuk
z kazdej kombinacji) wstawiono do chtodni w temp. 4°C. Ocene stopnia porazenia korzeni marchwi
wykonano 3-krotnie: w dniu wystawienia z przechowalni oraz po 10 dniach i 20 dniach przetrzymy-
wania korzeni w temperaturze pokojowej. Okreslano stopien porazenia korzeni marchwi stosujgc
8-stopniowg skale: (0—0%; 1-1%; 2—5%; 3—15%; 4—-25%; 5-50%; 6—75%; 7—100%). Wyniki opra-
cowano statystycznie metodg analizy wariancji. Réznice miedzy srednimi oceniano przy uzyciu te-
stu Duncuna przy poziomie istotno$ci 5%. Skutecznos$¢ badanych srodkéw obliczono wedtug wzoru
Abbott’a. Poréwnawczo przeprowadzono badania dla preparatéw komercyjnych Serenade ASO,
Scorpion 325 SC). Wyniki przedstawiono w tabeli 26.
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Tabela 26
Mokre gnicie bakteryjne (Pectobacterium carotovorumy)
Kombinacje Sredni % porazenia gtéwek Skutecznoéé [%]
Data obserwagji Data obserwacji
po 10 dniach po po 10 dniach po
po . . po . .
Lo przechowywania kolejnych N przechowywania | kolejnych
wyjeciu z . wyjeciu z
. w temp. 10 dniach . w temp. 10
chtodni i ) chtodni . . .
pokojowej pokojowej dniach
1 Kontrola 0,6 2,5 6,0 - - -
2 | T16/8 2,22 5,21 8,9 - - -
3 | T14/15 1,1 2,4 2,5 - 4 58,3
4 | Serenade ASO 0,36 6,5 12,6 40 - -
5 | Scorpion 325 SC 0,43 1,0 3,0 28,3 60 50

W kolejnym doswiadczeniu przeprowadzono ocene skuteczno$ci szczepu Pantoea agglomerans
T16/8 na zdrowotnos$¢ korzeni marchwi w trakcie ich przechowywania, przy czym byty one stosowane
pozbiorczo. Na¢ marchwi byta chroniona preparatami chemicznymi — cztery zabiegi co 7 dni. Korzenie
marchwi po wykopaniu byty moczone w zawiesinie zawierajacej szczep T16/8 w ilosci 107 jtk/ml. Na-
stepnie marchew (100 sztuk z kazdej kombinacji) wstawiono do chtodni w temp. 4°C. Ocene stopnia
porazenia korzeni marchwi wykonano 3-krotnie: w dniu wystawienia z przechowalni oraz po 10 dniach
i 20 dniach przetrzymywania korzeni w temperaturze pokojowej. Okreslano stopien porazenia korzeni
marchwi stosujgc 8-stopniowg skale: (0-0%; 1-1%; 2—5%; 3—-15%; 4—25%; 5-50%; 6—75%; 7—100%).
Wyniki opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. R6znice miedzy srednimi oceniano przy
uzyciu testu Duncuna przy poziomie istotnosci 5%. Skutecznos¢ badanych srodkéw obliczono wedtug
wzoru Abbott'a. Wyniki przedstawiono w tabeli 27

Tabela 27
Mokre gnicie bakteryjne — Pectobacterium carotovorum
Kombinacje Sredni % porazenia korzeni Skutecznos¢ [%)
Data obserwacji Data obserwacji
] Po 20 . Po 20
W dniu Po 10 ° W dniu Po10 | °
I . dniach o . dniac
wystawienia | dniach wystawienia | dniach h
1 Kontrola 7,75 12,16 18,08 - - -
T16/8 0,49 3,49 8,91 93,7 71,3 50,7
3 Serenade ASO 11,0 25,33 32,24 - - -

Wyniki przedstawionych powyzej doswiadczen, prowadzonych w warunkach prowokacyjnych —
przy wysokim poziomie agrotechniki i intensywnos$ci produkcji, wskazujg wyraznie na wysokg skutecz-
nosc¢ i co zatem idzie takze wysokg przydatno$¢ szczepu T16/8 do zastosowania w zwalczaniu zgnilizn
korzeni powodowanych przez Pectobacterium carotovorum. Osiggniete wyniki skuteczno$ci szczepu
T16/8 byty lepsze, niz uznanego standardu Serenade ASO.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep Pantoea agglomerans T16/8, zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow
PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu, pod numerem B/00272, w dniu 26 listopada 2019 .

2. Szczep Pantoea allii T14/15 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM w In-
stytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda
we Wroctawiu, pod numerem B/00276, w dniu 26 listopada 2019 r.

3. Zastosowanie szczepdw rodzaju Pantoea spp. zdeponowanych w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im.
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Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, w dniu 26 listopada 2019 r., wybranych ze szczepéw Pan-
toea agglomerans T16/8 nr depozytu B/00272 albo Pantoea allii T14/15 nr depozytu B/00276,
jako srodka do ochrony roslin przed chorobami wywotanymi przez patogeny bakteryjne i/lub
grzybowe.

4. Zastosowanie, wedlug zastrz. 3, znamienne tym, ze szczepy Pantoea agglomerans T16/8
albo Pantoea allii T14/15 nanosi sie w postaci zawiesiny wodnej na powierzchnie rosliny, po-
przez opryskiwanie, zamaczanie roslin lub ich czesci w warunkach przechowywania, pod osto-
nami i w warunkach polowych, a liczba komérek szczepu w zawiesinie wynosi co najmniej
107 jtk/ml.

Rysunki

Xanthomonas arboricola pv. juglandis CFBP 256287
Pantoea intestinalis 23Y89BT

99 Pantoea calida 1400/07T
b7 _|: Pantoea gaviniae A18/07T
—— Pantoea theicola QC88-366T
Pantoea septica | MG 53457
Pantoea coffeiphila Ca04
87 Pantoea agglomerans LMG 12867
T16/8
Pantoea pleuroti JZB 21200157
Pantoea eucalypli LMG 2419771
Pantoea hericii JZB 21200257
Pantoea vagans LMG 2419897
Pantoea anthophila LMG 25607
Pantoea deley LMG 242007
r— Pantoea brenneri LMG 245337
100 .— Pantoea conspicua LMG 245347

100 Pantoea alli LMG24248T
/_[ Pantoea ananatis LMG 26657

100 \_E Pantoea stewartii subsp. stewartii LMG 27157
1
—— Pantoea beyingensis J/B2120001T
il
1
35

L | 0o Pantoea stewartii subsp. indologenes LMG 2532T
93 Pantoea citrea LMG 220497
4|—£ Pantoea punctata LMG 220507
! Pantoea terrea LMG 22051T
Pantoea cypripedii LMG 2657T
1] Pantoea rodasii LMG 262737
Pantoea rwandensis LMG 262757
Pantoea wallisii LMG 262771

Pantoea dispersa LMG 2603T
28 Pantoea eucrina LMG 5346T

55

B4
a6

Fig. 1
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Xanthomenas arboricola pv. juglandis CFBP 2528T

a0

Pantoea intestinalis 28Y83BT

99 Pantoea calida 1400/07T
67 |_|: Pantoea gaviniae A18/07T

Pantoea theicola QCB8-366T

Pantoea septica LMG 53457

7

Pantoea coffeiphila Cal4T

100 Pantoea agglomerans strain LMG 1286T
Pantoea pleuroti JZB 21200157

Pantoea eucalypti LMG 241977

Pantoea hericii JZB 2120025T

Pantoea vagans LMG 24199T

Pantoea anthophita LMG 2560T

Pantoea deleyr LMG 242007
r— Pantoea brenneri LMG 24523T

100

100 — Pantoea conspicua LMG 245347

100 Pantoea zlii LMGZ24248T
E‘_E T14/15
Pantoea ananatis LMG 2665T

—E Pantoea stewartii subsp. stewartii LMG 27167

0o Pantoea stewartii subsp. indologenes LMG 2632T

— Pantoea beijingensis JZB2120001T

68

B4
86

100
38

9 Pantoea citrea LMG 22048T
Pantoea punctata LMG 22050T
Pantoea terrea LMG 220517
Pantoea cypripedii LMG 26577
Pantoea rodasii strain LMG 262737
Pantoea rwandensis LMG 262757
Pantoea wallisii LMG 262777
Pantoea dispersa strain LMG 2603T
Pantoea eucrina LMG 5346T

9
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Fig. 2

27



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

