Biopreparaty na bazie mikroorganizméw do ochrony roslin przed zakazeniami bakteryjnymi

do zastosowania w rolnictwie

Wynalazek dotyczy biopreparatow stanowigcych kompozycje mikroorganizmu(éw) -
substancja czynna oraz substancji dodatkowych w opracowanej formulacji. Wynalazek
umozliwia utrzymanie zywotnosci mikroorganizméw, bedacych $rodkami ochrony
biologicznej ro$lin, podczas dlugotrwatego przechowywania. Wynalazek znajduje
zastosowanie do ochrony roslin przed chorobami zwlaszcza bakteryjnymi, np.
powodowanymi przez bakteryjne patogeny pektynolityczne z rodzajow Pectobacterium i
Dickeya.

Jednym z gléwnych wyzwan w komercyjnym stosowaniu biologicznych srodkéw
ochrony roslin - biopestycyddw jest ich przygotowanie do aplikacji w warunkach polowych 1
przemystowych. Najwazniejszym skladnikiem kazdego $rodka tego typu jest substancja
czynna, ktéra w biologicznej ochronie roslin, tzw. biokontroli, najczesciej stanowi
mikroorganizm Iub mikroorganizmy. Jednakze obecnos¢ samej substancji czynnej
(mikroorganizmu(éw)) jest czesto niewystarczajaca z perspektywy komercyjnego
zastosowania, stad do preparatu dodaje si¢ rozne substancje dodatkowe, ktorych zadaniem jest
zwiekszenie aktywno$ci gotowego biopestycydu i/albo umozliwienie jego przechowywania
i/albo zwiekszenie tatwosci 1 bezpieczenstwa jego zastosowania. Potgczenie substancji
czynnej 1 substancji dodatkowych w procesie technologicznym nosi nazwe formulacji.
Preparaty skutecznie poddane formulacji musza umozliwia¢ biologicznym $rodkom
kontroli/ochrony utrzymanie zywotnosci podczas dlugotrwatego przechowywania. Wybor
skutecznej] metody formulacji szczepu do biologiczne] ochrony roslin nie jest prosty,
szczegblnie w przypadku nieprzetrwalnikujacych bakterii Gram-ujemnych. Ze wzgledu na
réznorodnos¢ budowy 1 metabolizmu mikroorganizméw, a takze rézne mechanizmy ich
dzialania w biologicznej ochronie, nie istnieje jedyna powszechnie stosowana metoda
zachowania zywotnosci szczepow bakteryjnych. Ponadto poddany formulacji produkt musi
by¢ zgodny z wymaganiami docelowego systemu uprawy, by¢ bezpieczny w uzyciu 1 by¢
stosunkowo niedrogi w zastosowaniu.

Biopreparaty mozna wytwarzac¢ jako substancje state lub ciecze. Preparaty w stanie
statym obejmujg proszki i1 granule, podczas gdy ciekle preparaty zawieraja komorki
mikroorganizméw zawieszone w nosniku na bazie wody lub na bazie oleju. Kazdy z rodzajow
formulacji oferuje rozne korzysci. Na przyktad granulki zawierajace bakterie kapsutkowane

umozliwiaja stabilne uwalnianie mikroorganizméw do srodowiska, a zatem sa korzystne dla



zastosowan w glebie, w ktérych krytyczne jest czasowe uwalnianie mikroorganizmow (np.
bakterii antagonistycznych). Z kolei proszki, zawierajace wysuszone bakterie, zwykle
zapewniaja najlepszy okres trwatosci formulacji, ale wymagaja zastosowania odpowiednie]
metody suszenia mikroorganizméw np. liofilizacji. Niedogodnoscia zastosowania formulacji
statej jest czesto duze pylenie si¢ preparatu co jest niebezpieczne, a zatem wymaga si¢
opracowania rozwigzania aby nie bylo zbyt pylne z uwagi na bezpieczenstwo zastosowania.
W przeciwienstwie do tego, preparaty ciekle sa najprostsze do przygotowania, sa
kompatybilne z wiekszoscia sprze¢tu rolniczego i1 nadaja si¢ rowniez do stosowania jako
opryski nalisciowe. Jednoczesnie preparaty ciekte nie sg tak stabilne jak preparaty stale i na
ogol zapewniaja krotszy okres przechowywania 1 gorsza aktywnos¢ formulowanych
mikroorganizmow.

Z tego wzgledu poszukuje sie gotowych preparatow — biopestycyddéw o okreslone]
formulacji — do zastosowania w rolnictwie do ochrony ro$lin przed zakazeniami, ktoére
charakteryzowataby stosunkowa dtuga zywotno$¢ biologicznej substancji aktywnej, tatwos¢
przygotowywania i bezpieczenstwo stosowania.

Nieoczekiwanie problem zapewnienia wysokiej przezywalnosci wybranych bakterii
Gram-ujemnych o aktywnos$ci w biologicznej ochronie ro$lin, przy jednoczesnej tatwosci ich
aplikacji oraz skutecznosci w ochronie tkanek roslinnych, zostal rozwigzany w niniejszym
wynalazku z wykorzystaniem opracowanych biopreparatow sypkich - formulacji, dalej
opisywanych jako WP z ang. wettable powders, zawierajacych, jako substancje¢ czynna,
pojedyncze szczepy mikroorganizméw w formie liofilizatu (Serratia plymuthica A294 lub
Enterobacter amnigenus A167 lub Rahnella aquatilis H145 lub Serratia rubidaea H440 lub
S. rubidaca H469) lub mieszany tych szczepow w formie liofilizatu, a takze wybrane
substancje dodatkowe wedlug opracowanej formulacji, majacej efektywnos$¢ dla wybranych
mikroorganizmow.

Wynalazek stanowi kontynuacje badan doswiadczalnych tworcow przedmiotowego
wynalazku. Ze wczesniejszych badan wiadome bylo, ze szczepy stanowiace substancje
czynna biopreparatow wedlug wynalazku, w formie aktywnej metabolicznie (Swieze hodowle
nie poddane formulacji), wykazuja aktywnos¢ w biologicznej ochronie bulw ziemniaka przed
mokra zgnilizng powodowana przez bakterie pektynolityczne z rodzajéw Pectobacterium i
Dickeya w warunkach przechowywania bulw, co opisano w publikacji badan

eksperymentalnych: Krzyzanowska et al, 2018, w czasopiSmie Plant Disease
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(https://doi.org/10.1094/PDIS-10-18-1866-RE), polskim zgloszeniu patentowym P.423806 z
dnia 08.12.2017 i europejskim zgloszeniu patentowym EP18210901.7.

Opracowane wedlug obecnego wynalazku biopreparaty zawieraja wybrane szczepy z
wymienionych ponizej szczepdw mikroorganizmow, osobno lub w mieszaninie, w
opracowane] formulacji sypkiej umozliwiajacej zastosowanie produktu z dtuga zywotnoscia
biologiczng substancji aktywnej, tatwos$cia przygotowywania i bezpieczenstwem stosowania.
Szczepy uzyte w formulacji pojedynczo oraz mieszaninie pigciu Szczepow:

- szczep bakterii antagonistycznej Serratia plymuthica czyli szczep A294 zdeponowany w
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM  w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod
numerem B/00143, w dniu 1 grudnia 2017 roku;

- szczep bakterii antagonistycznej Serratia rubidaea czyli szczep H469 zdeponowany w
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM  w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod
numerem B/00142, w dniu 1 grudnia 2017 roku.

- szczep bakterii antagonistycznej Serratia rubidaea czyli szczep H440 zdeponowany w
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM  w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod
numerem B/00141, w dniu 1 grudnia 2017 roku.

- szczep bakterii antagonistycznej Enterobacter amnigenus czyli szczep A167 zdeponowany
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM  w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod
numerem B/00145, w dniu 1 grudnia 2017 roku..

- szczep bakterii antagonistycznej Rahnella aquatilis czyli szczep H145 zdeponowany w
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM  w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod

numerem B/00144, w dniu 1 grudnia 2017 roku.

Wyboru najbardziej efektywnych biopreparatéw dokonano na podstawie badan wielu
opracowanych kompozycji - biopreparatéw kontrolnych i biopreparatow wedlug wynalazku
w danej formulacji i porownaniu ich skutecznosci w badanach eksperymentalnych, co szerzej

przedstawiono w przyktadach wykonania. Wynalazek stanowi wigc opracowanie polaczenia



opracowanej formulacji sypkiej z zastosowaniem w niej danego, wybranego szczepu bakterii,
celem zwigkszenia skutecznosci srodka aktywnego w biopreparacie gotowym do uzycia.

W celu sprawdzenia dobrej trwatosci (stabilnosci) potkowej biopreparatow na bazie
mikroorganizmow przeprowadzono dodatkowe badania, ktére potwierdzaja wyzszos¢
zastosowania biopreparatéw sypkich o danym skladzie wedlug wynalazku zawierajacych
wybrane szczepy bakterii nad zastosowaniem badanych szczepow bez formulacji,
zastosowaniem szczepdéw poddanych formulacji do postaci biopreparatow ptynnych czy tez
biopreparatow sypkich zawierajacych okreslone szczepy, ktore wykazaly si¢ nizsza
skutecznoscig. Wykazano rowniez, ze opracowane — wybrane kompozycje biopreparatow -
umozliwiaja zachowanie przez organizmy zywotnosci oraz zdolnosci efektywnej ochrony
tkanki roslinnej przed chorobami bakteryjnymi, co wykazano w badaniach na bulwach
ziemniaka zakazonych bakteriami pektynolitycznymi z rodzajéw Pectobacterium i Dickeya.

Sposob otrzymania oraz skuteczno$¢ wybranych opracowanych biopreparatéw
zawierajacych wybrane szczepy bakterii w opracowanej formulacji przedstawiono w
przyktadach wykonania oraz na rysunku. Na Fig. 1 przedstawiono miano bakterii w kolejnych
punktach czasowych dla réznych formulacji przechowywanych w 8 °C przez okres 12
miesigcy. Lot 1 1 Lot 2 odnosza sie¢ do réznych partit formulacji badanych w niezaleznych
eksperymentach. CTRL — kontrola bakterie bez formulacji zawieszone w %4 buforze Ringer’s;
LQ — formulacja ptynna; WP-KAO formulacja sypka z kaolinem; WP-DE — formulacja sypka
z ziemia okrzemkowa. Na fig. 2 przedstawiono wplyw metody formulacji na stabilno$¢
potkowa szczepow atagonistycznych przechowywanych w 8 °C przez okres 12 miesiecy.
Analiza zostala wykonana dla danych zebranch dla wzystkich szczepéw. Kazda ramka
pokazuje nachylenie krzywej przezywalnosci (zmiana w log;o jtk na ml formulacji ptynnej lub
g formulacji sypkiej). Im wyzsza (blizsza zeru) warto$¢ nachylenia krzywej tym mniejszy
spadek liczby zywych komoérek, w jtk * g lub jtk * ml™ na kazdy miesiac przechowywania.
CTRL - kontrola bakterie bez formulacji zawieszone w ¥4 buforze Ringer’s; LQ — formulacja
plynna;, WP-KAO formulacja sypka z kaolinem; WP-DE — formulacja sypka z ziemia
okrzemkowa. Réznigce sie litaery oznaczajg statystycznie istotng roznice w wartosciach
nachylenia krzywej (t-test, o= 0.05). Na fig. 3 przedstawiono stopien porazenia mokra
zgniilizng (A, B) oraz wystgpowanie choroby (C, D) dla ziemniakéw ko-infiltrowanych
mieszning szczepOw antagonistycznych oraz mieszaning bakterii pektynolitycznych, po

okresie przechowywania inokulowanych bulw przez 6 miesigcy w 8 °C. Wyniki z dwoch



niezaleznych eksperymentow (1 1 2). Stopien porazenia zostal okreslony w skali symptomow
(0-5). NC - kontrola negatywna, ziemniaki infiltrowane woda, PC - kontrola pozytywna,
ziemniaki infiltrowane wodg, a nastepnie mieszning bakteri pektynolitycznych; pozostale
préby byhi infiltrowane mieszning bakterii antagonistycznych, a nastepnie mieszaning bakterii
pektynolitycznych, gdzie FR to mieszanina bakterii $wiezo wyhodowanych (bez formulacji i
okresu przechowywania), WP-KAO - biopreparat sypki z kaolinem; WP-DE — biopreparat
sypki z ziemig okrzemkowa. Rozniace si¢ litery oznaczajg roznice istotne statystycznie (o =

0,05) w tescie Dunna (A i B) lub Chi* (C, D).

Przyktad 1
Przygotowanie i sktad biopreparatow wedtug wynalazku i1 biopreparatéw kontrolnych

Pig¢ wybranych gram-ujemnych szczepow bakteryjnych o potencjale do zastosowania
w biopreparatach: Serratia plymuthica A294, Enterobacter amnigenus A167, Rahnella
aquatilis H145, Serratia rubidaea H440 i S. rubidaea H469, osobno 1 w postaci mieszaniny,
zostalo poddanych formulacji do biopreparatéw o postaci dwoch typow opracowanych
wedlug wynalazku kompozycji proszkow do sporzadzania zawiesin, formulacja dalej
opisywana jako WP z ang. wettable powders, WP. Formulacje proszkowe do sporzadzenia
zawiesin bakterii nadano nazwy odpowiadajace zastosowanych w nich nosnikach: kaolinowi
(WP-KAO) lub ziemi okrzemkowej (WP-DE, od ang._diatomaceous earth). Sporzadzono
réwniez inne formulacje, aby wytypowac¢ najlepsze tj. ptynna (LQ) oraz, a aby zapewni¢
punkt odniesienia, zawiesing kontrolng zawierajaca bakterie niepoddane formulacji (CTRL,

od ang. control).

W zakresie dodatkow poprawiajacych whasciwosci formulacji zastosowano wybrane
komponenty zastosowane dla wszystkich badanych rodzajéw formulacji: 5% metyloceluloza,
0,1% B-cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4. Wybrano metyloceluloze w
celu roli $rodka zwilzajacego, B-cyklodekstryne jako zwiazku ograniczajacego szkodliwe
dziatanie promieniowania UV, lignosulfonian sodu petniacy w kompozycji role dyspergatora,
a KH,PO, stabilizatora. Szczegdétowy sktad trzech formulacji WP-KAO, WP-DE, LQ oraz
préoby kontrolnej CTRL przedstawiono w Tabeli 1.



Biopreparaty ptynne, LQ i CTRL, przygotowano na bazie komoérek bakteryjnych z
hodowli prowadzonych przez 16-24 godzin w 28°C na pozywce mikrobiologicznej stalej:
Bulion Tryptonowo Sojowy z dodatkiem agaru (15 g * 1) (TSBA). Zebrane komorki
zawierzano w buforze ' Ringers’a tak, aby osiagnaé miano bakterii na poziomie ok. 107
10~ jednostek tworzacych kolonie na mililitr (jtk * ml™). Biopreparaty ptynne LQ zawierata
ponadto wymienione substancje dodatkowe, w proporcjach wagowo-objetosciowych

opisanych w Tabeli 1.

W celu przygotowania biopreparatéw o postaci proszkow wedlug wynalazku do
sporzadzenia zawiesin WP-KAO i WP-DE, wysuszono komérki bakterii. W tym celu
zastosowano liofilizacje. Aby przeprowadzi¢ ten proces, bakterie hodowano przez noc (16-24
godzin) w pozywce plynnej: Bulion Tryptonowo Sojowy (TSB) w temperaturze 28°C.
Bakterie osadzono przez wirowanie (6500 rcf, 5 min) i zawieszono w odczynniku do
liofilizacji: Reagent PS. Odczynnik do liofilizacji zawiera na kazde 100 mL objgtosci
odczynnika: 0,75g TSB, 10g sacharozy i 0,255g peptonu pszenicznego jest przygotowywany
przez rozpuszczenie w wodzie demineralizowanej wszystkich skladnikow ww. 1 jatowieniu
tak przygotowanego roztworu w temperaturze 121°C przy 0,7 Atm, przez 15 minut. Po
jatowieniu 1 schlodzeniu do temperatury pokojowe] odczynnik jest gotowy do uzycia.
Zastosowanie akurat odczynnika Reagent PS na etapie liofilizacji nie jest jednak obligatoryjne
do efektu wedlug wynalazku. Istotnym jest zastosowanie liofilizacji celem wysuszenia
bakterii. Liofilizaty bakterii bedace sktadnikami biopreparatéw WP-KAO i WP-DE moga
zosta¢ przygotowane takze wedlug innej znanej procedury np. z wykorzystaniem buforu do
liofilizacji, zawierajacym jeden sktadnik (np. bufor zawierajacy roztwor 10% odttuszczonego
mleka w wodzie, bufor zawierajacy 10% roztwdr sacharozy w wodzie), albo kilka (np.
Reagent 18 rekomendowany przez ATCC — American Type Culture Collection — o sktadzie
na 100 ml roztworu: 1,5 g trypticase soya broth - bulion tryptonowo sojowy, 10 g sacharozy,

5 g BSA — bovine serum albumin — albumina serum bydlecego).

Nastepnie, zawiesiny bakterii w Reagent PS zamrozono przez noc w -80 °C, a nastgpnie
liofilizowano w liofilizatorze w -50 °C przez 24h. W ten sposob otrzymano liofilizaty bakterii
(sproszkowane bakterie). Miano bakterii w liofilizatach okreslono metoda seryjnych
rozcienczen dla wodnych zawiesin nawazonych porcji proszku. Seryjne rozcienczenia

zawiesin wysiewano na odpowiednie podtoza wzrostowe zestalone agarem i ostateczne



przeliczenie miana bakterii na gram liofilizatu (jtk * g'l).W celu otrzymania gotowych
sypkich biopreparatow WP-DE i WP-KAO, do liofilizatu bakterii (ok. 10'°-10"" jtk * g™)
dodawano odpowiednie skladniki pomocnicze w proporcjach (% wagowy) jak opisano w
Tabeli 1. W przypadku gdy element formulacji stanowit liofilizat zawierajacy nie pojedynczy
szczep, ale mieszaning szczepdw, liofilizat wskazany jako element formulacji stanowit

mieszaning liofilizatéw dla pojedynczych szczepow w rownych proporcjach wagowych.

Tabela 1. Sktad badanych - testowanych formulacji oraz proby kontrolnej (bez formulacji —

same mikroorganizmy).

T
Nazwa P Sktad
formulacji
60% liofilizat bakterii wybranych szczepdéw pojedynczo lub w
Proszek do 10 11 .
| mieszaninie jak opisano w tabeli 21 3 (ok. 107-10"" jtk * g7),
WP-DE | sporzadzania o
29,9% ziemia okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% 3 -
zawiesiny
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4
Proszek do | 60% liofilizat bakterii (ok. 10"%-10"" jtk * g™), 29,9% kaolin,
WP-KAO | sporzadzania | 5% metyloceluloza, 0,1% B -cyclodekstryna, 4%
zawiesiny | lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4
89,9% zawiesina komorek (ok. 10'°-10"" jtk * ml™") w
Formulacja | )
LQ . jatowym buforze 1/4 Ringer’s, 5% metyloceluloza, 0,1% J -
plynna
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4
CTRL -
kontrola Proba 100% zawiesina komorek (ok. 10'°-10" jtk * ml™") w jatowym
(brak kontrolna | buforze 1/4 Ringer’s
formulacji)

A Dla formulacji sypkich WP-KAO i1 WP-DE podano stosunek wagowy. Dla formulacji
plynnej (LQ) podano stosunek wagowo-objetosciowy, z zawiesing bakterii w postaci ptynne;j
oraz pozostalymi sktadnikami w postaci sypkiej. Dla formulacji zawierajacych wiecej niz
jeden szczep bakteryjny, liofilizat wymieniony w Tabeli stanowit mieszaning tych szczepow

w roznych proporcjach (w/w).



Wykazano znaczaca poprawe bezpieczenstwa z zastosowania opracowanej wedtug
wynalazku formulacji WP. Waznym efektem zastosowania no$nikéw w biopreparatach
sypkich, kaolinu w przypadku WP-KAO i ziemi okrzemkowej w przypadku WP-DE, bylo
znaczace zmniejszenie si¢ pylenia i elektryzowania liofilizatow stanowiacych gltowny
komponent otrzymanych preparatow. Efektywno$¢ ta byla widoczna w opracowanych wedtug
wynalazku biopreparatach. Jest to bardzo istotne z perspektywy wygody ale przede
wszystkim  bezpieczenstwa zastosowania badanych biopreparatow gdyz ogranicza
niekorzystng ekspozycje wziewna koncowego uzytkownika preparatu w warunkach jego

aplikacji.

Przyktad 2

Przezywalnos¢ bakterii poddanych formulacji podczas przechowywania biopreparatow

(stabilnos¢ potkowa)

Oceniono stabilnos¢ putkowa wszystkich analizowanych biopreparatow: sypkich w
opracowanej formulacji WP-KAO i1 WP-DE oraz badanej formulacji plynne; LQ. Proces
formulacji do postaci biopreparatow przeprowadzono dla wybranych pieciu pojedynczych
szczepow bakteryjnych :A294, A167, H145, H440 1 H469, wczesniej opisanych oraz dla ich
mieszanin. Przygotowane biopreparaty przechowywano przez okres do jednego roku w
temperaturach 8 1 22 °C. Testowane temperatury odwzorowywaly mozliwos¢
przechowywania biopreparatow w, odpowiednio, temperaturze pokojowej i w warunkach
chtodniczych. Jako kontrole wykorzystano bakterie bez formulacji (CTRL). Biopreparaty
sypkie umieszczono w jalowych, zamykanych probowkach wirowniczych z plastiku, a
biopreparaty ptynne oraz kontrole¢ w butelkach szklanych z ciemnego szkla, ze szlifem 1
szklanymi korkami.

Probowki lub butelki przechowywano zbiorczo w plastikowych pudetkach z
silikonowym osuszaczem. Probki biopreparatéw pobrano zaraz po ich przygotowaniu, a
nastepnie po okreslonych okresach przechowywania. Przygotowywano seryjne rozcienczenia
probek i wysiewano je na podfoza wzrostowe aby obliczyé miano bakterii (jtk * ml™ lub g™) i

tym samym okresli¢ odsetek komorek, ktore zachowaly zywotno$¢ w danym biopreparacie



lub kontroli. Probki biopreparatoéw przechowywanych w 8 °C pobrano po 1, 2, 3, 6,91 12
miesigcach. Przygotowano dwie testowane niezaleznie partie biopreparatéw, oznaczone jako
Lot 11 Lot 2, kazda zawierajaca po dwa powtOrzenia techniczne dla danej kombinacji. Prébki
biopreparatow przechowywanych w 22 °C pobrano po 1, 2, 3 1 6 miesigcach 1 tylko dla jedne;
partii (Lot 1). Skrécony czas eksperymentu dla przechowywania w 22 C wynikal z duzego
spadku zywotnosci bakterii w tej temperaturze.

Szczegotowe wyniki dla miana bakterii w kazdej z prob przedstawiono w Tabeli 2 (dla
22 °C) oraz w Tabeli 3 (dla 8 °C). Dodatkowo, dla prob przechowywanych w 8 °C,
wyznaczono krzywe przezywalnosci poszczegéolnych szczepow w badanych biopreparatach,
co przedstawiono na Fig. 1. Otrzymane wyniki pokazuja, ze przezywalnos¢ szczepow
ochronnych w zaproponowanych biopreparatach jest zalezna od temperatury ich
przechowywania — liczba zywych komorek bakterii szczepéw ochronnych jest stabilna w
temperaturze 8 °C, natomiast w temperaturze 22 °C liczba zywych komorek ulega szybkiemu
obnizeniu w czasie. Efekt ten jest obserwowany zaréwno dla formulacji sypkich jak i
plynnych. Z tego wzgledu wyboru biopreparatéw stanowigcych niniejszy wynalazek
opracowano na podstawie poréwnania wszystkich opracowanych biopreparatoéw w badaniach
w temperaturze 8 °C, co przedstawiono w Tabeli 3. Z badan wynika, ze w odniesieniu do
kontroli bez formulacji (CTRL), zastosowanie formulacji WP-KAO, korzystnie wplywa
zaré6wno na przezywalno$¢ wszystkich testowanych 5 szczepow bakterii antagonistycznych
jak 1 ich mieszaniny zawierajagcej wszystkie 5 szczepow. Dla wszystkich szczepow
przezywalnos¢ w postaci formulacji WP-KAO jest tez wyzsza niz w formulacji ptynnej LQ.
Zastosowanie drugiego typu formulacji sypkiej, WP-DE, réwniez wpltywa korzystnie na
przezywalnos¢ wszystkich 5 szczepdw w odniesieniu do kontroli bez formulacji (CTRL). W
przypadku odniesienia wynikow przezywalnosci w postaci WP-DE do formulacji ptynnej
(LQ), zaobserwowano wzrost przezywalnosci w odniesieniu do 4 z 5 szczepdéw bakterii
(oprocz szczepu S. plymuthica A294) i ich 5-cio sktadnikowej mieszaniny. Niemniej jednak
wyniki przezywalnosci dla WP-DE i LQ dla szczepu S. plymuthica A294 byly na
analogicznym, wysokim poziomie, nie wykluczajac tym samym przydatnosci formulacji WP-
DE dla tego szczepu 1 jej duza aktywno$¢. Na podstawie przeprowadzonych badan wybrano
najbardziej skuteczne biopreparaty, stanowigce kompozycje mikroorganizméw i1 formulacji,

ktorych przyktadowy sktad przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 2. Miano bakterii (logjy jtk *ml™" lub g'l) w badanych formulacjach bakterii

przechowywanych w 22 °C.

Czas przechowywania (miesiace)

Szczep ForrnulacjaA 0 1 2 3 Nachzlenie
. CTRL 1030%  8.69 8.17 819  7.12 -0.454
% s LQ 10.31 9.09 782 688  5.96 -0.708
£ < WP-KAO 11.03 1044 926 880  8.30 -0.454
o WP-DE 1092 1032 9.5 836  8.70 -0.376
) CTRL 10.31 7.57 720 683 6.0 -0.504
% o 1Q 10.16 8.46 828 811  7.08 -0.433
S T WP-KAO 10.74 8.95 6.64 6.11 6.03 -0.735
o WP-DE 1077 904 626 645  6.00 -0.733
B CTRL 10.31 8.20 755 789 765 -0.329
% s LQ 10.09 8.98 913  7.10 726 -0.473
£ 2 WPKAO 10.20 8.97 8.15 806 746 -0.407
5 WP-DE 10.02 8.27 822 767 758 -0.331
CTRL 10.44 8.52 797 827  8.03 -0.297
g o 1LQ 1050  9.17 872 829  7.19 -0.504
= I WPKAO 1132 11.19 1064 1049 8.6 -0.419
v WP-DE 11.15 1090 1009 1021 891 -0.371
CTRL 10.37 8.51 852 841 8.1 -0.282
;g 2 IQ 10.38 9.25 926 867  7.60 -0.424
= I WPKAO 11.10 982 994 1000  9.44 -0.206
v WP-DE 1098 1029 970 982  9.68 -0.183
- CTRL 10.35 8.35 801 844 792 -0.290
g é LQ 1034 910 884 837  7.08 -0.499
S 8
5§ WP-KAO 10.79 1045 934  9.66  8.58 -0.357
S ” WPDE 11.03 1026 923 938 837 -0.413

A Formulacje: CTRL — bakterie bez formulacji; LQ — formulacja ptynna. Formulacje sypkie:

WP-KAO - formulacja sypka z kaolinem; WP-DE — formulacja sypka z ziemia okrzemkowa
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B Miano bakterii w logjo jtk * mL™' dla CTRL i LQ oraz w logyo jtk * g dla formulacji
sypkich (WP-KAO, WP-DE). Kazda warto$¢ to srednia z dwoch powtdrzen technicznych.
© Nachylenie krzywej przezywalnosci wyrazajace $redni spadek w mianie bakterii (logyo jtk)

na miesiac przechowywania.

Na podstawie przeprowadzonych wynikow badan eksperymentalnych w  zakresie
skutecznos$ci biopreparatow na bazie wybranych szczepow bakterii opracowano kompozycje
przedstawione w Tabeli 4, ktore charakteryzuja si¢ najwyzsza skutecznoscia co do najwyzszej
przezywalnosci uzytych szczepéw: E. amnigenus A167, R. aquatilis H145, S. plymuthica
A294, S. rubidaeca H440 i S. rubidaea H469. Wyniki doktadniej przedstawiono ponizej 1 na
Figurach. Istotnym sa roéwniez dane z tabeli 3. W tabeli 3 przedstawiono miano bakterii (logo
jtk *ml™ lub g) w badanych formulacjach bakterii przechowywanych w 8 °C. Dla kazdego
szczepu wyrdzniono przez pogrubienie dwie formacje o S$rednim nachyleniu krzywe;j
przezywalnosci (AVG) jak najblizszym wartosci ,,0”, co przeklada si¢ na maly spadek liczby

zywych komorek w czasie 1 wysoka trwatos¢ potkowa preparatu.

Biopreparaty o formulacji proszkowej (ang. wettable powder, WP), o kompozycji wedlug
Tabeli 4, zawierajg liofilizat pojedynczych szczepdéw bakterii o wlasciwosciach w
biologicznej ochronie ro$lin lub ich mieszaniny (substancja czynna) oraz substancje

dodatkowe ograniczajace pylenie i stabilizatory wedlug opracowanych kompozycji.

Tabela 4. Sktad wybranych i opracowanych biopreparatéw wedlug wynalazku - formulacje.

Nazwa

) Substancja czynna Sktad *
biopreparatu

60% liofilizat bakterii E. amnigenus A167
(ok. 10"°-10" jtk * g™), 29,9% ziemia
A167 WP-DE E. amnigenus A167 | okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% 3 -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

60% liofilizat bakterii E. amnigenus A167

A167 WP-KAO | E. amnigenus A167
amnigenus AI67 | 1 101010 jik * g, 29.9% kaolin, 5%
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metyloceluloza, 0,1% [ -cyclodekstryna, 4%
lignosulfonian sodowy, 1% KH,POy4

H145 WP-DE

R. aquatilis H145

60% liofilizat bakterii R. aquatilis H145 (ok.
10°-10" jtk * g™), 29,9% ziemia
okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% 3 -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

H145 WP- KAO

R. aquatilis H145

60% liofilizat bakterii R. aquatilis H145 (ok.
10'°-10" jtk * g™, 29,9% kaolin, 5%
metyloceluloza, 0,1% [ -cyclodekstryna, 4%
lignosulfonian sodowy, 1% KH,POy4

A294 WP-DE

S. plymuthica A294

60% liofilizat bakterii S. plymuthica A294
(ok. 10"°-10" jtk * g™), 29,9% ziemia
okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

A294 WP- KAO

S. plymuthica A294

60% liofilizat bakterii S. plymuthica A294
(ok. 10"°-10" jtk * g™), 29,9% kaolin, 5%
metyloceluloza, 0,1% [ -cyclodekstryna, 4%
lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4

H440 WP-DE

S. rubidaea H440

60% liofilizat bakterii S. rubidaea H440 (ok.
10°-10" jtk * g™), 29,9% ziemia
okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

H440 WP- KAO

S. rubidaea H440

60% liofilizat bakterii S. rubidaea H440 (ok.
10'°-10" jtk * g™, 29,9% kaolin, 5%
metyloceluloza, 0,1% [ -cyclodekstryna, 4%
lignosulfonian sodowy, 1% KH,PO4

H469 WP-DE

S. rubidaea H469

60% liofilizat bakterii S. rubidaea H469 (ok.
10°-10" jtk * g™), 29,9% ziemia
okrzemkowa, 5% metyloceluloza, 0,1% -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

H469 WP- KAO

S. rubidaea H469

60% liofilizat bakterii S. rubidaea H469 (ok.
10'°-10" jtk * g™, 29,9% kaolin, 5%
metyloceluloza, 0,1% [ -cyclodekstryna, 4%
lignosulfonian sodowy, 1% KH,POy4

Mieszanina WP-

Mieszanina 5

60% liofilizat mieszaniny 5 szczepow




13

DE SZCZEPOW bakterii® (ok. 10"°-10" jtk * g™), 29,9%
ziemia okrzemkowa, 5% metyloceluloza,

0,1% B -cyclodekstryna, 4% lignosulfonian
sodowy, 1% KH,PO4

60% liofilizat mieszaniny 5 szczepow
bakterii® (ok. 10'°-10"" jtk * g™), 29,9%
kaolin, 5% metyloceluloza, 0,1% J3 -
cyclodekstryna, 4% lignosulfonian sodowy,
1% KH,PO4

Mieszanina WP- Mieszanina 5

KAO szczepow ©

A Podano stosunek Wagowy.
P Mieszanina 5 szczepoéw zawiera szczepy: E. amnigenus A167, R. aquatilis H145, S.

plymuthica A294, S. rubidaea H440, S. rubidaea H469.

Aby poréwna¢ pomigdzy sobag stabilnos¢ potkowa badanych biopreparatow,
porownano nachylenia krzywej przezywalnosci (x) wyrazajace $redni spadek przezywalnosci
szczepdw poddanych formulacji na miesiac przechowywania. Nachylenie krzywej zostato

wyliczone za pomoca ponizszego wzoru:

Xt -Di—y)
(- D?

Gdzie y; oznacza liczbe jednostek tworzacych kolonie (logio jtk * g lub logo jtk * ml™) w
odpowiadajgcym czasie probkowania (t;, w miesigcach), y oznacza $rednig wszystkich
wartosci y;, a t oznacza $rednig wszystkich wartosci t;. Im wyzsza (blizsza zeru) warto$é
nachylenia krzywej tym mniejszy spadek liczby zywych komorek, w jtk * g lub jtk * ml™ na
kazdy miesiac przechowywania.

Dodatkowo, poza poréwnaniem przezywalnosci dla pojedynczych szczepow w
badanych kombinacjach (biopreparatach) poréwnano takze globalng skutecznos¢
zastosowanych metod formulacji. Wykonane w tym celu poréwnanie sredniej przezywalnosci
bakterii dla danych zgrupowanych dla wszystkich szczepéw oraz mieszaniny wykazaty

statystycznie istotnie mniejszy spadek liczby zywych komorek w formulacjach sypkich WP-
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KAO 1 WP-DE w stosunku do kontroli (CTRL), co przedstawiono na fig. 2. W formulacji
plynnej LQ wyniki plasowaly si¢ pomigdzy kontrola a formulacjami sypkimi, jednak miano
zywych komorek bylo nizsze dla formulacji ptynnej niz dla formulacji sypkich wedlug
wynalazku, co przedstawiono na Fig. 11 Fig. 2, spadajac do okolo 1 % wartosci poczatkowe;.
Biopreparaty sypkie z ziemia okrzemkowa (WP-DE) i kaolinem (WP-KAO)
charakteryzowaly si¢ dobra przezywalnos$¢ szczepdw ochronnych, na poziomie 50%-100% po
6 miesigcach przechowywania, zaleznie od badanego szczepu. Przeprowadzona analiza
globalna pokazuje ogolna przewage zastosowania formulacji WP-KAO i WP-DE nad
zastosowaniem formulacji LQ lub brakiem formulacji (CTRL). Wybrane kompozycje
przedstawione w Tabeli 4 charakteryzowaly si¢ zatem najwyzsza skutecznoscia dla
wszystkich testowanych szczepow. Wyjatek stanowi kombinacja szczepu S. plymuthica A294
i formulacji WP-DE, dla ktorego przezywalnos¢ w tym biopreparacie byta dobra, ale nie

wyrdzniajaco lepsza niz dla kombinacji tego szczepu 1 formulacji LQ.

Przyktad 3
Zdolnos¢ biopreparatow do zachowania biokontrolne] efektywnosci szczepow bakteryjnych

W celu okreslenia wptywu formulacji szczepéw do postaci biopreparatéw na bazie
kaolinu (WP-KAO) i ziemi okrzemkowej (WP-DE) na zdolno$¢ do biologicznej ochrony
roslin (aktywno$¢ biologiczna) przeprowadzono eksperyment na bulwach ziemniaka w
warunkach nasladujacych komercyjne warunki przechowywania bulw (temp. 8 °C 1 wysoka
wilgotno$¢ 85%-90% RH — ang. relative humidity). Na potrzeby eksperymentu wykorzystano
wysokiej jakosci sadzeniaki odmiany Irga (kaliber 30-50mm) o umiarkowanej odpornosci na
mokra zgnilizng (4 w 9-cio stopniowej skali http://ziemniak-bonin.pl), zakupione z
Pomorsko-Mazurskiej Hodowli Ziemniaka Szydlak (http://www.pmhz.pl/). Ziemniaki zostaty
wysterylizowane poprzez 20 minutowa inkubacj¢ w 5% roztworze wybielacza wyptukane 3
krotnie woda wodociggowa, umieszczone w pigciolitrowych zlewkach po 30 bulw.
Biopreparaty sypkie wedlug wynalazku WP-KAO i WP-DE przygotowane dla mieszaniny
pieciu szczepOéw antagonistycznych (Serratia plymuthica A294, Enterobacter amnigenus
A167, Rahnella aquatilis H145, Serratia rubidaeca H440 i S. rubidaea H469) zostaly
wykorzystane do przygotowania zawiesin roboczych, otrzymanych poprzez dodanie 500 mg

proszku na 1 litr wody wodociggowej (ok.5 < 10® jtk mL™ bakterii antagonistycznych, na
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podstawie liczby jtk * g'1 w biopreparatach w dniu wykonywania eksperymentu). Zawiesiny
wykorzystano do infiltracji prozniowej bulw ziemniaka bakteriami antagonistycznymi,
prowadzonej przez 10 minut przy podci$nieniu -80 Bar i 10-minutowa inkubacje w tej same]
zawiesinie po przywrdceniu cisnienia atmosferycznego. Jako probe odniesienia przebadano
rownolegle zawiesing bakterii  antagonistycznych $§wiezo wyhodowanych przed
eksperymentem (rowniez okoto 5 x 10° jtk * ml™ dla wszystkich szczepow tacznie) (FR).
Proba ta miata umozliwi¢ poréwnanie skutecznosci szczepow poddanych formulacji do
postaci biopreparatow ze skutecznoscig aktywnych metabolicznie komorek bakterii.
Nastepnego dnia po inokulacji bakteriami biokontrolnymi, po wysuszeniu bulw na powietrzu,
ziemniaki inokulowano mieszaning szczepoéw bakterii patogennych z rodzajow
Pectobacterium 1 Dickeya: P. atrosepticum szczep SCRI 1043, P. carotovorum subsp.
carotovorum szczep Ecc71, P. parmentieri szczep 16 SCC3193, D. solani szczep 1PO2222 1
D. dianthicola szczep CFBP 1200 (IPO1741), reprezentujacych gatunki i podgatunki
najczesciej powodujace mokra zgnilizne w Europie. Zastosowano miano patogenow 10° jtk *
ml™ dla wszystkich szczepow tacznie, czyli 2 < 107 jtk * ml™ kazdego szczepu. Po inokulacji
patogenami ziemniaki byly suszone przez 1,5 h, a nastgpnie zostaly umieszczone w
nieprzeziernych pojemnikach (26 x 18 x 12 ¢cm) (5 pudetek po 30 ziemniakéw =150 na jedna
prébe). Pudetka przechowywano w 8 °C przy wilgotnosci wzglednej 80% przez 6 miesigcy.
Po potrocznej inkubacji w warunkach chtodniczych usunigto kietki, a ziemniaki przeniesiono
na 5 dni do warunkow prowokacyjnych dla wystapienia objawoéw mokrej zgnilizny (28°C,
85-90% wilgotnosci  wzglednej). Eksperyment wykonano dwukrotnie. Niezalezne
powtorzenia oznaczono odpowiednio jako Eksperyment 1 1 Eksperyment 2. Stopien porazenia
(nasilenie symptomdéw chorobowych) na kazdej badanej bulwie zostal oceniony z
wykorzystaniem szesciostopniowej skali gdzie 0- brak symptomoéw, 1 - mokra zgnilizna pod
skorka nie wiecej niz 25% powierzchni, 2- mokra zgnilizna pod skorka 25-50% powierzchni
ziemniaka, 3 — mokra zgnilizna pod skorka, wystepuje odwarstwienie perydermy 50-90%
powierzchni, 4 - mokra zgnilizna zajmuje wieksza cze$¢ powierzchni ziemniaka i siega do
wnetrza, 5 - ziemniak catkowicie zmacerowany. Poza stopniem wystepowania symptomow
chorobowych oznaczono takze odsetek bulw symptomatycznych (niezaleznie od stopnia
porazenia).

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen pokazaly, ze pod wzgledem oceny stopnia

porazenia  (skali  symptomoéw)  zastosowanie  $wiezo  wyhodowanych  bakterii
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antagonistycznych (FR) zmniejszylo $rednie nasilenie objawdéw o 83-94%. Efekty
zastosowania biopreparatow sypkich, wedlug wynalazku byly bardzo dobre. Uzyskano
redukcj¢ symptomdw o 69-72% dla zastosowania biopreparatow z ziemia okrzemkowa (WP-
DE) oraz o 62-64% dla zastosowania biopreparatéw z kaolinem (WP-KAO) (Ryc. 3 A, B).

Pod wzgledem czestosci wystepowania symptomdw morkej zgnizliny, niezaleznie od
stopnia ich nasilenia, aplikacja swiezo wychodowanych bakterii (FR) zmniejszyta te¢ wartos¢
0 82-96%, a zastosowanie biopreparatow o 57-61% w przypadku formulacji z ziemia
okrzemkowa (WP-DE) oraz o 48-59% w przypadku biopreparatow z kaolinem (WP-KAO)
(Ryc. 3C, D).

Otrzymane wyniki pokazuja, ze najlepsze rezultaty mozna otrzymaé przy uzyciu
swiezo wyhodowanych bakterii, tutaj zastosowanych jako kontrola skutecznos$ci
eksperymentu. Wynik ten nie jest zaskakujacy, gdyz w preparacie tym bakterie sa aktywne
metabolicznie. Zastosowanie $wiezych hodowli bakteryjnych nie jest jednak mozliwe z
perspektywy zastosowania komercyjnego — bakterie musiatyby zosta¢ wyhodowane przez
koncowego odbiorcg 1 wykorzystane bez okresu przechowywania (natychmiast po
wyhodowaniu). Tymczasem zastosowanie biopreparatow sypkich wedlug wynalazku
pozwolito nie tylko na zapewnienie dlugotrwate] zywotnosci szczepow (dobra trwatosé
potkowa), ale takze na zachowanie nadal wysokiej zdolnosci tych szczepow do ochrony

tkanek roslinnych przed patogenami.



