PL 244109 B1

URZAD
(29) W F:enrowy w) PL 244109 B1
' RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIEJ
(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 439141 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2021.10.04 AO1N 63/22 (2020.01)
(43) Data publikacji 0 zgtoszeniu: 2023.04.11 BUP 15/2023 AOQ1P 21/00 (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2023.12.04 WUP 49/2023 COSF 11/08 (2006.01)
C12N 1/20 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
KATOLICKI UNIWERSYTET LUBELSKI
JANA PAWLA I, Lublin, PL
(72) Tworca(-y) wynalazku:
AGNIESZKA KU2N[AR, Lublin, PL
AGNIESZKA WOLINSKA, Lublin, PL
KINGA WLODARCZYK, Panienszczyzna, PL
WERONIKA GORAJ, Sandomierz, PL
(54) Tytut:

Sposéb otrzymywania biopreparatu wspomagajgcego wzrost i rozwoj pszenicy ozimej

zawierajgcego szczepy endofityczne



2 PL 244109 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania biopreparatu zawierajgcego szczepy endofi-
tyczne do wspomagania wzrostu i rozwoju pszenicy ozimej w poczatkowych fazach jej wzrostu.

W ostatnim dziesiecioleciu XX wieku obserwowalismy ogromny rozwdj chemizacji rolnictwa. Naj-
nowsze badania dotyczgce $rodowiska glebowego wskazuja, iz intensyfikacja stosowania $rodkéw
ochrony roslin, a takze nawozéw sztucznych doprowadza do zaburzenia rownowagi mikrobiologicznej
gleby. Obecnie misjg rolnictwa jest stosowanie integrowanej ochrony roslin, ktéra skupia sie na staran-
nym rozwazeniu wszystkich dostepnych metod ich ochrony. Kolejnym krokiem winno by¢ zas przedsie-
wziecie wlasciwych srodkéw majgcych na celu zahamowanie rozwoju populacji organizmow szkodli-
wych oraz stosowanie form interwencji na ekonomicznie i ekologicznie uzasadnionym poziomie, a takze
finalnie zmniejszenie lub zminimalizowanie zagrozenia wobec zdrowia ludzi i srodowiska (red. Praczyk,
2015). Jednym z gtéwnych celéw integrowanej ochrony roslin jest wykorzystywanie preparatéw mikro-
biologicznych.

W integrowanej uprawie roslin istotng role odgrywa nawozenie oraz ochrona biologiczna. Dziata-
nie biopreparatéw koncentruje sie zwykle na ograniczaniu rozwoju patogendw i szkodnikéw (biologiczna
ochrona), a takze na stymulowaniu wzrostu i plonowania niektérych roslin uprawnych (Matyniuk, 2011).
Podkresli¢ trzeba tez fakt, ze skutecznos¢ preparatéw biologicznych jest niewatpliwie mniejsza niz sto-
sowanych srodkéw chemicznych. Dotyczy to zwtaszcza biopreparatéw opartych na mikroorganizmach
(bakteriach i grzybach), ktére aplikowane sg do gleby, czyli do srodowiska charakteryzujgcego sie bar-
dzo duzg ztozonoscig réznego rodzaju oddziatywan, w tym antagonistycznych oraz ogromng konkuren-
cyjnoscig o energie i sktadniki odzywcze pomiedzy drobnoustrojami glebowymi i innymi organizmami
gleby (Martyniuk, 2011). Co wiecej, gleba jest takze Srodowiskiem o duzej zmiennosci czynnikéw abio-
tycznych (wilgotno$c¢, temperatura, wartosci pH, zabiegi agrotechniczne), ktére bardzo istotnie wptywajg
na przezywalnosc i funkcje organizmaéw.

Impulsem do podjecia badan nad konstrukcjg biopreparatu dedykowanego pszenicy ozimej sg
mikroorganizmy endofityczne bytujgce zaréwno w ziarnie, jak i w roslinach. Obecnie na rynku zauwa-
zalny staje sie brak preparatu stanowigcego konsorcjum zbudowane z izolatéw endofitycznych. Endofity
zasiedlajg rézne tkanki roslin, wykazujgc przy tym pewng zalezno$c¢: na uktad strukturalny i funkcjonalny
mikrobiomu ma wplyw etap rozwoju rosliny i jej stan fizjologiczny. Mikrobiom endofityczny moze wspie-
ra¢ zatem promowanie wzrostu roslin (Hoffman i wsp. 2013), bezposrednio wptywaé na zwiekszenie ich
produktywnosci, a takze chroni¢ je przed dziataniem szkodliwych czynnikéw (susza, brak dostepnego
skfadnika odzywczego).

W literaturze zagranicznej istnieje patent nr US 2015/0335029 Al odnosnie metody produkcji na-
sion zawierajgcych mikroorganizmy endofityczne oraz patent nr W0O2015/200902A8 dotyczacy przed-
stawienia materiatow i metod poprawiania cech roslin i zapewniania korzysci roslinom.

Dotychczasowe badania dotyczyty wykorzystania mikroorganizméw wyizolowanych ze srodowi-
ska, natomiast nikt nie wykorzystat do tego celu konsorcjum bakterii wyizolowanego bezposrednio z tka-
nek roslinnych.

Istota wynalazku polega na tym, ze uzyskane niemodyfikowane genetycznie szczepy bakterii en-
dofitycznych nalezgce do rodzaju Bacillus namnaza sie w bioreaktorze o pojemnosci roboczej 4 |, wy-
korzystujgc jako medium hodowlane bulion odzywczy, przez 24 h w temperaturze 28°C w warunkach
tlenowych do gestosci optycznej mierzonej przy dtugosci fali A = 600 — 2,5, po czym zostajg potgczone
z no$nikiem: biowegiel jesion wytworzony w temperaturze 500°C w stosunku 10 g biowegla na 1000 ml
hodowli z wprowadzeniem do przygotowania biopreparatu glutaminianu monosodowego o steze-
niu 1,5%, chronigcego komorki mikroorganizméw endofitycznych przed niekorzystnym dziataniem czyn-
nikéw Srodowiskowych a jednoczesnie zapewniajgcego zrédto wegla i energii mikroorganizmom wcho-
dzgcym w skfad konsorcjum.

Rys. 1. Liczebnos¢ komoérek bakteryjnych w biopreparacie w trakcie przechowywania analizo-
wana z btekitem trypanu w komorze Birkera.

Sposob wedtug wynalazku przedstawiono na ponizszych przyktadach.

Przyktad |

Wyizolowane mikroorganizmy endofityczne z siewek pszenicy w stadium wzrostu 13 wedtug skali
BBCH scharakteryzowane pod wzgledem genetycznym, ktérych przynaleznos$¢ taksonomiczng usta-
lono do rodzaju Bacillus sp. (Tab. 1) namnazano w bioreaktorze o pojemnosci roboczej 4 |, wykorzystu-
jac jako medium hodowlane bulion odzywczy (sktad w g/L: ekstrakt miesny, ekstrakt drozdzowy, pepton,
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chlorek sodu, glukoza). 23 g podtoza zawieszono w 1000 ml wody destylowanej (pH 7,5 + 0,1; steryli-
zacja 121°C 15 min) przez 24 h w temperaturze 28°C w warunkach tlenowych (gesto$¢ optyczna ODeoo
wynosita 2,5, liczba komorek bakteryjnych). Nastepnie namnozone mikroorganizmy endofityczne potg-
czono z nosnikiem: biowegiel jesion wytworzony w temperaturze 500°C w stosunku 10 g biowegla na
1000 ml hodowli. Do przygotowania biopreparatu wykorzystano dodatek substanciji, ktéra bedzie chro-
nita komaorki mikroorganizmow endofitycznych przed niekorzystnym dziataniem czynnikéw srodowisko-
wych (np. zmiana cisnienia osmotycznego, temperatura), a jednoczesnie bedzie zapewniata zrédto we-
gla i energii mikroorganizmom wchodzgcym w sktad konsorcjum — z puntu widzenia ekonomicznego
zastosowano w tej roli glutaminian monosodowy (1,5%, liczba komérek bakteryjnych przygotowanego
biopreparatu 8,96 - 107).
Tabelal
Kompozycja szczepow biopreparatu

Numer w bazie

GenBank
Taksonomia - Rodzaj FeHeEniy ID kolekcji Accession
wytypowanych do
i number
1 HLA 1-7 MT181071
5 HLA 2-5 MTI181075
7 HLA 2-7 MTI181077
12 HLB 2-8 MTI181082
18 HLC 7 MT734565
Bacillus sp. 20 HLC 9 MTI181095
24 K2-12 MTI181091
45 KC 1-2 MTI8I111
81 TLA 2-11 MTI81156
90 TPA 1-2 MTI181165
101 TPC 1-2 MTI81175

Przyktad Il

W kolejnym kroku wykonano badanie trwatosci biopreparatu. Analize wptywu czasu i temperatury
przechowywania badano z wykorzystaniem nastepujgcych oznaczen: barwienia preparatem Live/Dead
w potgczeniu z obserwacjg w mikroskopie fluorescencyjnym oraz liczebnosci komaérek zywych z biekitem
trypanu w komorze Burkera. Analiza statystyczna wykazata, ze temperatura (MANOVA, p = 0,0001) oraz
czas (MANOVA, p = 0,0001) maija istotny wptyw na przechowywanie biopreparatu z glutaminianem sodu
biorgc pod uwage procent wybarwionych komérek zywych i martwych. Biopreparat ze srodkiem konser-
wujgcym jest stabilny przez 5 miesiecy w kazdej temperaturze 4°C, 20°C, 30°C. Odnotowano, ze biopre-
parat GS w temperaturze przechowywania 4°C jest stabilny przez 7 miesiecy (Tabela 2).

Tabela 2
Wyniki barwienia Live/Dead w trakcie przechowywania biopreparatu z glutaminianem sodu

Temperatura przechowywania (°C)
Czas

: 4 20 30
przec(?g;v;;vca)ma % komorek % komorek % komorek % komorek % komodrek % komorek
zywych martwych zywych martwych Zywych martwych

1 2,00 95,00 5,00 98,00 5,00

2 1.33 95,00 5,00 05 (M} .00

3 5,00 100,00 (.00 98.3 1.67

4 0,00 95,33 4,67 94,4 533

5 2,00 95,00 5,00 94,0 6,00
B
i 6,00 31,67 §.33 R 11,33 §

7

5,00 85.00 15,00 B304 33,33
3 88,33 11,67 82,33 17,67 82,1 17,33
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W 6 i 7 miesigcu pojawia sie nieco wiecej martwych komérek (do 33%) w stosunku do pierwszych
5 miesiecy przechowywania. Co ciekawe w 8 miesigcu wartosci komoérek martwych ulegty zmniejszeniu,
stad tez podjeto decyzje o przedtuzeniu tego zadania i wykonywaniu analiz przechowywania przez ko-
lejne 3 miesigce w kombinacji ze srodkiem konserwujgcym oraz bez jego uzycia. Wykazano staty-
stycznie istotny wplyw stosowania glutaminianu monosodowego na zywotnos¢ komorek bio-
preparatu (MANOVA, p = 0,00001).

Liczebnos¢ zywych komoérek bakteryjnych analizowana w komorze Birkera byta statystycznie
istotna w zaleznosci od czasu przechowywania biopreparat GS oraz temperatury (Mannova, p = 0,0001).
Do 4 miesigca przechowywania biopreparatu ze srodkiem konserwujgcym ilos¢ bakteryjnych komorek
pozostawata na poziomie od 1,09-10° do 1,38 -10° komérek w 1 ml (Rys. 1). W 5-8 miesigcu nastepowat
spadek liczby zywych komorek bakteryjnych nawet do poziomu 6,0 - 10*. Odnotowano istotny statystycz-
nie wptyw temperatury (p = 0,000001) oraz czasu przechowywania (p = 0,00001) na liczebnos¢ komorek
bakteryjnych w biopreparacie.

Przyktad Il

Analiza dziatania biopreparatu in vitro

Dziatanie preparatu analizowano w warunkach in vitro w ré6znych temperaturach 5°C, 15°C, 20°C,
30°C w dwoch dawkach bioprep A (ilog¢ komdrek 1,07 - 107) oraz B (ilo$¢ komorek 6,67 - 10%) oraz sto-
sujgc nasiona nastepujgcych pszenic: Triticum aestivum L cv. Hodnia i Tytanika oraz Triticum spelta cv.
Rokosz. W Tabeli 3 przedstawiono srednie wartosci dtugosci epikotylu i korzeni. Analiza wynikéw wyka-
zata istotny wptyw dawki biopreparatu oraz wptyw temperatury i odmiany na dlugo$¢ korzeni oraz epiko-
tyli (MANOVA — P = 0,0001).

Tabela 3
Podsumowanie $rednich wartosci dtugosci epikotylu i korzeni (mm)
po dziataniu biopreparatu in vitro w réznych temperaturach

dlugos¢ epikotylu (mm)
5 15 20 30
Hondia Rokosz Tytanika Hondia Rokosz Tytanika Hondia Rokosz Tytanika Hondia Rokosz Tytanika
kontrola [ | 15000 20,024 11175 20,000 22359 13,071 30,000 58502 13550

T e G S W R W e A GO e e T M S N v W TR R TR (N S SO0 G e e R VN MY w0 RN M SIS WS W

| 11980 10000 25595 28807 22436 16308 2281 Bl4o1
— wmmnmqu o e e e mw--a;;fx szm»mw:'w"_{&?%‘E:ﬁﬁ . iy
22,175 24257 _ 9093 12,143 21302 11,622 32,825 S04es " ASHE

dlugoé¢ korzenia (mm)

kontrola 18 235 20,714 18,037 29410 16396 30015 NATAAE = 31570
Bprep A L7764 15851 35269 14958 28677 4L89; 09780
B 17,875 20,671 18272 21500 19.633 17949 18658 24657 '17.388

Analiza statystyczna wykonana z uzyciem kompletu otrzymanych wynikéw nie wykazata staty-
stycznie istotnego wplywu stosowania biopreparatu w dwéch zastosowanych dawkach biorgc pod
uwage dtugos$c¢ epikotylu oraz korzeni w analizowanym zakresie temperatur. Jednak szczegétowa ana-
liza statystyczna odnosnie dtugosci epikotylu wykazata statystycznie istotny wptyw dawki Bprep B o li-
czebnosci komdrek bakteryjnych 6,67 - 10* w temperaturze 15°C i 20°C w przypadku ziarnikow odmiany
Hondia, Tytanika i Rokosz (MANNOVA, p = 0,00002). Obserwacja ta moze by¢ bardzo interesujgca
z punktu widzenia praktycznego zastosowania biopreparatu, gdyz temperatury 15°C i 20°C moga by¢
najbardziej prawdopodobnymi temperaturami wystepujgcymi w czasie pierwszych etapéw wzrostu psze-
nicy ozimej. Szczegotowa analiza statystyczna odnosnie dtugosci korzeni wykazata istotny wplyw row-
niez dawki Bioprep B w temperaturach 15°C i 20°C dla odmiany Rokosz, Hondia i Tytanika (MANNOVA,
p = 0,00001). Co wiecej, odnotowano statystycznie istotny wplyw dawki Bprep A tylko w odniesieniu do
odmiany Rokosz we wszystkich badanych temperaturach (MANNOVA, p = 0,00037, Tabela 3).

Na podstawie badan in vitro dziatania biopreparatu ustalono, ze najbardziej optymalng dawkag
biopreparatu jest ta o gestosci komorek 6,67 - 10* dla wszystkich badanych odmian w temperaturach
15°C i 20°C. Wobec odmiany Rokosz ustalono statystycznie istotny wplyw stosowania biopreparatu
w przypadku zastosowania dawki o wiekszej gestosci komarek 1,07 - 107,

Przyktad IV

Analiza dziatlania biopreparatu w roslinie

W materiale roslinnym — siewki pszenicy w roznym stadium wzrostu (5, 10, 15, 20, 30, 35, 40
dni) pobrane z doswiadczenia wazonowego wyznaczono aktywnos¢ enzymatyczng POX (Peroxidase,
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peroksydaza) i PAL (Phenylalanine Ammonia-Lyase, amoniakoliaza fenyloalaniny). Tabela przedsta-
wia aktywnos¢ POX. Analizy enzymatyczne PAL wykonano wedtug dostepnej literatury w tym temacie:
Ballester i wsp., 2006: Smirnov i wsp., 2015, Medda i wsp., 2020, natomiast aktywnos¢ POX wyzna-
czono wedtug procedur opisanych przez: Ballester i wsp., 2006, Debona i wsp., 2012; Shokat i wsp.,
2020. Odnotowano statystyczne réznice w aktywnosci peroksydazy pomiedzy roslinami rosngcymi z do-
datkiem biopreparatu a roslinami nieinokulowanymi (MANNOVA, p = 0,0001). Jednak aktywnos¢ en-
zymu nie wykazywata trwatosci podczas catego doswiadczenia. Enzym POX oprécz usuwania z komé-
rek roslinnych nadtlenku wodoru moze réwniez odgrywac wazng role w obronie roslin przed patogenami
poprzez udziat w biosyntezie ligniny. Jego podwyzszona aktywnos$¢ w roslinach inokulowanych moze
Swiadczy¢ o tworzgcej sie ochronie np. przeciwko patogenom. Hong-xia i wspétpracownicy (2011) po-
twierdzili, ze zmienna aktywnos¢ POX byta istotniejsza dla odmian odpornych niz podatnych na zaka-
zenie Rhizoctonia cerealis, ktére analizowali. Wyraznie wyzsze wartosci aktywnosci enzymu POX u ro-
$lin inokulowanych biopreparatem w stosunku roslin kontrolnych odnotowano w 40 dniu do$wiadczenia
wazonowego (Tab. 4). Trend ten wykazano dla roslin odmiany Hondia i Tytanika. W przypadku roélin
odmiany Rokosz nie potwierdzono przedstawionej zaleznosci.

Tabela 4
Aktywnos¢ peroksydazy POX w tkankach pszenicy podczas doswiadczenia wazonowego

: ¢zas wzrostu siewki (dzien)
Proby badane 5 10 15 20 25 30 35 40
' : : g : Absorbancja 470 nm

WO _OH 10,6248

WBprep H
Whearb H
WO _OR
Whbprep R

0,641
0,293
0,646

0,248
0739 0899

Whearb_R

0,173

WwWO._T
Whbprep_ T
Whbearb T

03% 8
0,725 0,658 0,426

W tabeli nr 5 przedstawiono aktywnos¢ enzymu PAL w badanych roslinach. Aktywnosé PAL sta-
tystycznie istotnie zwiekszyta sie w roslinach po traktowaniu biopreparatem i utrzymywata na stosun-
kowo wysokim poziomie przez 30 dni trwania doswiadczenia (Mannova, p = 0,001). Pod koniec trwania
doswiadczenia tylko w nielicznych przypadkach odnotowano wysokg aktywnos¢ enzymu PAL, przykia-
dem mogg by¢ rosliny odmiany Rokosz inokulowane biopreparatem, ktore rowniez moga by¢ przykta-
dem utrzymywania sie wysokiej aktywnosci PAL przez caty okres trwania doswiadczenia wazonowego
tj. 40 dni (Tab. 5).
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Tabela b
Aktywnosé amoniako-liazy L-fenyloalaniny (PAL)

czas wzrostu siewki (dzien)
Proby badane 5 10 15 20 25 30 35 40

AAbsorbancja 470 nm

WO_OH _~1;,?2§1.7. 2,023 1,203 299 :‘ﬂ,’802 a9

WBprep H 1,822 1.711 1,275 1,641 :

WBearb_H 20 :5'4,02;; 3488 1,655 1,919 602

WO _OR 124 1271 i (_;;svi . o8

WBprep_ R '5,23.2.  aapm e

WBcarh_R 0608 0733 088
WO T 1,723 3259 2141 4,003 S139 4

WBprep_T ' . : '4,683‘ | 'fs,er;;z 2686 2,846 0,482

WRBcearb_T ' i

3732 1,515 1,843 1,370 1.675

Mozemy sadzi¢, ze w zwigzku ze zmienng aktywnosci PAL jak tez POX dziatanie biopreparatu
moze by¢ pomocne w zwiekszeniu tolerancji lub odpornosci roslin na porazenie patogenem.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposbéb otrzymywania preparatu endofitycznego, znamienny tym, ze niemodyfikowane ge-
netycznie uzyskane szczepy bakterii endofitycznych nalezgce do rodzaju Bacillus namnazano
w bioreaktorze o pojemnosci roboczej 4 |, wykorzystujgc jako medium hodowlane bulion od-
zywczy, przez 24 h w temperaturze 28°C w warunkach tlenowych do gestosci optycznej mie-
rzonej przy dtugosci fali L = 600 — 2,5, po czym potaczono je z nosnikiem: biowegiel jesion
wytworzony w temperaturze 500°C w stosunku 10 g biowegla na 1000 ml hodowli wprowa-
dzajgc do przygotowania biopreparatu glutaminian monosodowy o stezeniu 1,5%, chronigcy
komoérki mikroorganizmow endofitycznych przed niekorzystnym dziataniem czynnikéw srodo-
wiskowych a jednoczesnie zapewniajgcy zrodio wegla i energii mikroorganizmom wchodzg-
cym w skfad konsorcjum.
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