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1025-00 (922.6739P) |

Biological Compositions and Methods for
Enhancing Plant Growth and Health and
Producing Disease-Suppressive Plants

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS f

This application is based on provisional application Serial No. 60/122,311, filed March 1,
1999, and provisional application Serial No. 60/139,850, filed June 18, 1999 entitled: Biological
Preparations for Enhanced Plant Growth and Health", Attorney Docket No. 922.6739PROV.
This application claims the benefit of the filing dates of the above-identified provisional
applications, which are incorporated herein by reference in its entirety.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of Invention j ;
The invention relates to improvements in plants. In particular, the invention relatesxt
improved biological compositions which are effective to increase the growth rate of seedlings
and develop systemic disease immunity in plants and to control soil nematodes. The mventlon
relates also to seeds treated with the composition and to the treated seedlings and plants.
i +
Organic Amendments and Chitin l

Naturally occurring nematode suppressiveness has been reported for several agncultu.ral
systems (Stirling et al., 1979, Kerry, 1982, Kluepfel ez al., 1993,), but suppressiveness can lalso
be induced by crop rotation with antagonistic plants such as switchgrass (Panicum vzrgatum)
(Kokalis-Burelle et al., 1995) and velvetbean (Mucuna deeringiana) (Vargas et al., 1994) or
organic amendments including pine bark (Kokalis-Burelle et al., 1994), hemicellulose (Culbreath
et al., 1985), and chitin (Mankau and Das, 1969, Spiegel et al., 1986 Rodriguez-Kabana and
Morgan-Jones, 1987). A major component of the suppressiveness of chitin amendments is |
believed to be biotic, and several reports confirm increased numbers of nematode antagonistic
microorganisms associated with chitin-induced suppressive soils (Godoy et al., 1983, Rodriguez-
Kabana ez al., 1984). Extensive work has been done over the past years on fungi associated with
chitin amendments (Godoy et al., 1983, Rodriguez-Kabana et al., 1984), while less information
1s available on bacterial community structure and the role of bacteria in chitin-induced ‘
suppressiveness.

Chitin, a glucosamine polysaccharide, is a structural component of some fungi, insects,
various crustaceans and nematode eggs. In egg shells of tylenchoid nematodes, chitin is located
between the outer vitelline layer and the inner lipid layer and may occur in association w1th
proteins (Bird and Bird, 1991). The breakdown of this polymer by chitinases can cause
premature hatching which results in fewer viable juveniles (Mercer et al., 1992). In the soil,
chitinases are produced by some actinomycetes (Mitchell and Alexander, 1962), fungi (Mia
al., 1982), and bacteria (Ordentlich ef al., 1988, Inbar and Chet, 1991), but chitinases dte also
released by many plants as part of their defense mechanism against various pathogcn (PunJa and
Zhang, 1993) and plant-parasitic nematodes (Roberts et al., 1992). Chititiases dep’"l
chitin polymer into N-acetylglucosamine and chitobiose. Further: mxcrébfél‘*@ctivniy 3y
deamination of the sugar and accumulation of ammonium: 1ons'and§mrates (Rodn ;
et al., 1983). Nematicidal concentrations of ammonia in assocxanon W1th 4 ng\mﬁu

, [ 5\‘
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i :
chitinolytic microflora are believed to cause nematode suppressiveness (Mian et al., 1982,
Godoy et al., 1983). Benhamou et al. (1994) have shown that chitosan, the deacetylated |
derivative of chitin, induces systemic plant resistance against Fusarium oxysporum {. sp. radicis-
lycopersici in tomato when applied as a seed treatment or soil amendment. This suggests that
5  plant defense mechanisms might contribute to the overall nematode suppression.
Changes in one component of the microflora in 2 community often leads to other
changes, and it was recently reported that soil amendment with 1% chitin led to alterations in the
taxonomic structure of the bacterial communities of the soil, rhizosphere and endorhiza |
i (Hallmann et al., 1998). Several bacterial species were found in chitin-amended soils and cotton
10 rhizospheres which were not detected in non-amended soils and rhizospheres. Additionally, it
was determined that chitin-amended soils selectively influenced the community structure of
endophytic bacteria within cotton roots. For example, Phyllobacterium rubiacearum was/'not a
common endophyte-following chitin amendment, although its populations in soil were |
stimulated by chitin. Burkholderia cepacia was the dominant endophyte-following chitin
15 amendment but was rarely found among the endophytic community of non-amended plants. :
Hence, alterations in microbial community structure are associated with the control of nematodes
which occurs upon soil amendment with chitin.

Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR)

i fhtl

w20 J
: ( 1‘? Plant-associated microorganisms have been extensively examined for their roles in
i ‘ ;: natural and induced suppressiveness of soilborne diseases. Among the many groups of snfxch
: Le organisms are root-associated bacteria, which generally represent a subset of soil bacteria.
L. i Rhizobacteria are a subset of total rhizosphere bacteria which have the capacity, upon re-
Ui 25 introduction to seeds or vegetative plant parts (such as potato seed pieces), to colonize the
i developing root system in the presence of competing soil microflora. Root colonization is f
s typically examined by quantifying bacterial populations on root surfaces; however, some|
£ rhizobacteria can also enter roots and establish at least a limited endophytic phase. Hence, root
] colonization may be viewed as a continuum from the rhizosphere to the rhizoplane to internal
?3 30  tissues of roots. ' _
u Rhizobacteria which exert a beneficial effect on the plant being colonized are tertned
g% PGPR. PGPR may benefit the host by causing plant growth promotion or biological disez’ixse
= control. The same strain of PGPR may cause both growth promotion and biological control.
Efforts to select and apply PGPR for control of specific soilborne fungal pathogens ha‘ve{been
35  reviewed (Kloepper, 1993; Glick and Bashan, 1997). Among the soilborne pathogens shown to
be negatively affected by PGPR are Aphanomyces spp., Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces '
graminis, Phytophthora spp., Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, T?ziel&viopsis
basicola, and Verticillium spp. In most of these cases, biological control results from bacterial

production of metabolites which directly inhibit the pathogen, such as antibiotics, hydroéen
40  cyanide, iron-chelating siderophores, and cell wall-degrading enzymes. Plant growth promotion
by PGPR may also be an indirect mechanism of biological control, leading to a reduction in the
probability of a plant contracting a disease when the growth promotion results in shorten:ing the
time that a plant is in a susceptible state, e.g. in the case where PGPR cause enhanced se:edling ;
emergence rate, thereby reducing the susceptible time for pre-emergence damping-off. An
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Nematode Biocontrol Agents i
Many recently published examples of biocontrol of nematodes by antagonists involve use
of the non-culturable pathogen Pasteuria penetrans (reviewed in Stirling, 1991b). Populatxo s
| 5  of the pathogen often increase upon continual cropping of crops susceptible to nematodes and
\ may contribute to soil suppressiveness to nematodes in these cases. P. penetrans produces | :
resting spores which adhere to the cuticle of nematodes, where they produce a germ tube, | |
‘ penetrate the host, and develop an extensive colonization and digestion of the host nematode;
Unfortunately, procedures to produce sufficient spores for inoculative biocontrol studies are
' 10 laborious, and no practical mass cultivation systems are available (Ciancio, 1995). Nematode-
trapping fungi have provided control under greenhouse conditions, however practlcal control in
the field has not been consistently achieved. This result most likely occurs since nematode- |
trapping capacity of most species is not related to nematode density as would be required for
economic control (Stirling, 1991a). Several reports of culturable rhizobacteria as biocontrol
15 agents of nematodes have been published (Becker et al., 1988; Hallmaun, et al., 1997; Kloepper
et al., 1992; Kluepfel, et al., 1993; Martinez-Ochoa et al., 1997; Oka et al., 1993; Sikora, 1988)
While some reductions in nematode damage or populations have been reported upon m\roducnon
of bacteria in these model systems, none of the studies present data showing field efficacy at
levels which would provide economically practical protection.

£
Fot = 20
(. 9
; Induced Systemic Resistance (ISR)with PGPR i
; ,_. } Induced resistance, whereby a plant’s natural defenses are triggered by a physical,
' | 41 25  chemical, or biological agent, has been extensively studied and reviewed (Ku¢, 1982; Ross,
¢l 1961; Ryals et al., 1996; Sticher et al. 1997; van Loon, 1997). Biological agents which induce
s resistance are of two general types: those that induce a necrotic lesion on the plant, indicating an
i incompatible pathogen-host interaction, and those that colonize the plant, usually roots, without
L] visible necrosis. Certain rhizosphere bacteria have been shown to colonize roots of plants LL
z-‘f 30 resulting in increased plant growth or biological control of plant diseases (reviewed in van Loon
o et al, 1998). Some PGPR strains, like necrosis-inducing biological agents and chemical 1nduCers
:f trigger the plant’s natural defenses in response to pathogen attack. Unlike necrosns-mducmg
= biological agents and chemical inducers which provide a short-term period of induction, PGPR !
colonize plant roots, thereby potentially providing an extensive period of induction. Most of
35 these published systems use fluorescent pseudomonads, and the mechanism appears to be
distinct from ISR induced by pathogens or chemicals in that pathogenisis-related (PR) proteins
typically do not accumulate, and the systemic protection is most typically not dependent upon
- activation of salicylic acid (Press et al., 1998; reviewed in van Loon et al. 1998). i
( _ Research in support of the present invention has studied the phenomenon of PGPR- |

40  mediated ISR, and the results indicate the following points. Selected PGPR strains belonging to
; diverse Gram-positive and Gram-negative genera (including Pseudomonas, Serratia, and
Bacillus) can, upon seed treatment or soil drench treatment to plant root systems, reduce thei
incidence of distally infecting pathogens. Single PGPR strains have been shown to reduce | ;
j pathogen infection and symptoms of multiple diseases on cucumber and tomato. Cucumber:
45 diseases affected under both greenhouse and field studies in multiple years include foliar
diseases (angular leaf spot, caused by Pseudomonas syringae pv. lachrymans [Liu et al., 1
& b] and anthracnose [Wei et al., 19961, caused by Colletotrichum orbiculare), systemic

diseases (cucurbit wilt, caused by Erwinia tracheiphila {Zehnder et al., 1997a & b} and Fhsarium
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wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum [Liu et al. 1991c]), and the systemic |
viral disease caused by cucumber mosaic virus (CMV) (Raupach et al., 1996; Yao et al., 1997).
In the case of cucurbit wilt, disease control is linked to PGPR-mediated reductions in plant |
preference by the insect vectors, such as the striped and spotted cucumber beetles. In field and
, 5  greenhouse studies, PGPR treatments led to significant reduction in beetle feeding (Zehnder e_{
; al., 1997a) which was associated with PGPR-mediated reductions in cucurbitacin C, a feedinﬁ
o attractant. With tomato, protection has been noted in the greenhouse or field against CMV,
i bacterial spot, caused by Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria; tomato mottle geminivirué, ‘
, and bacterial speck, caused by P. syringae pv. tomato. | "
10
Botanical Aromatic Compounds i

Another approach for control of nematodes which may lead to at least a limited induction
of suppressiveness through microbial activity is the use of selected “botanical aromatic [
15 compounds”. “Botanical aromatics™ are low-molecular weight, volatile plant metabolites, many
of which are found in essential oils of plants. When incorporated into soil, the volatile nature of

P R

o

ik b, i o b

botanical aromatics causes the compounds to act as fumigants. Furfural (2-furfuraldehyde) mixed
into soil in greenhouse trials suppressed initial populations of the root-knot nematode
_ Meloidogyne arenaria and the number of subsequent galls on squash. Similar protections wére
= 20 observed against M. incognita (root-knot nematode) and Heterodera glycines (cyst nematode) on
= soybean (Rodriguez-Kébana et al., 1993). Furfural also reduced root-knot damage of okra arid
= increased yields in a microplot trial (Rodriguez-Kébana et al., 1993). Canullo et al. (1992) ‘
N demonstrated that soil treatments with furfural reduced damage to the pathogenic fungus |
5 !_,: i Sclerotium rolfsii on lentil, although populations of Trichoderma spp. and bacterial antagonigts .
Pt 43 25 S rolfsii increased. '
bl <3 In a separate study with cotton, the use of the botanical aromatics furfural, bcnzaldehﬁvde,
2 z and citral reduced populations of M. incognita juveniles in soil and on roots (Bauske et al., |
i1 e 1994). These same three botanical aromatics (furfural, citral, and benzaldehyde) have sho
_ :% , i potential for control of both fungal pathogens and phytoparasitic nematodes (reviewed in Bauske
} ‘ O30 et al.,1997). Applications of furfural and benzaldehyde to soil cause both quantitative and |
A 1 o qualitative shifts in the composition of the soil bacterial community (reviewed Bauske et |
;1 al.,1997). After decreasing in the first 24 hr after application, bacterial populations increased by

1 week after application and remained higher than in non-treated control soils for 7 weeks. There
was a corresponding increase in frequency of Burkholderia cepacia in treated soils. |

35 Soler-Serratosa et al. (1996) reported that pre-plant applications of thymol to soil reciuced
initial and final populations of M. incognita and H. glycines on soybean. When thymol was|
combined with benzaldehyde, a synergistic effect on nematode populations occurred. The
effects of thymol on nematodes was related to changes in the indigenous soil microflora |

following treatment, and specifically to an increase in Pseudomonas spp. (Soler-Serratosa et al.,
4 1994).

l
Contribution of the Invention f
|

Notwithstanding this extensive work, an adequate strategy has been developed that |
45 provides satisfactory compositions suitable to treat plants from a very early stage (e.g., seeds or
seedlings) to yield fast-growing plants which have a systemic resistance against foliar pathogens
and alter the soil microflora to effectively control nematodes. Further alternatives to chéthical

|
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[
Reducing the pressure and dependence of control of plant diseases on chemical pesticide

solutions is highly desired. _
Therefore, there is an urgent need, both environmentally and economically, for such
compositions and methods of treatment devoid of pesticides and pesticide-like elements. It is '
5  evident from the prior art that no previous disclosure nor publication has contemplated the
invention in that it is possible to achieve synergistic plant growth promotion and induced
systemic resistance with the present invention of PGPR and an organic amendment thereby
producing plants having an increased growth rate and systemic disease immunity. This invention
contributes to the solution of this need and to the problems confronting this field of art.

10
RELATED ART

1

A bibliography of related publications appears prior to the claims section of this documnent.

15

BRIEF SUMMARY OF INVENTION ' L
The invention relates broadly to the field of plant growth and development, panicm[rllarly to
methods and compositions for enhancing plant growth and disease resistance. The inven: "on
20 relates to the initiation and promotion of plant growth using a combination of multiple tactics of
biological control in soil or in a soil-less plant growth medium for controlling nematodes and i
foliar pathogens. } ‘

The invention also relates to a novel composition of a plant growth medium compnsmg

5

! \
-
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oA il
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bt Ve B 17 g

chitin and nonchitinolytic plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) which creates a synergy
25 in plant growth and disease resistance. Further the invention relates to a novel synerglstu%
3 method of using either seed treatment or the application to a soil-less potting media
: composition of a chitinolytic element and bacteria elements for the preparation and development
£ of plants and transplants.
il The invention relates to various plant products, such as tomato and cucumber plants
=:’ 30  obtained from the invention. The invention also relates to various other compositions and plants

described further below.
The invention provides several useful embodiments.
The invention provides a composition which comprises at least two PGPR bacterial

strains and a chitinolytic compound or a compound of equivalent effect. The plant growth ,;

35  promoting rhizobacteria (PGPR) comprise at least one bacterial strain which can induce systemxc :
plant resistance to plant diseases. The composition further comprises a chitinolytic compbund
which may have nematode-control activity. At least one of the PGPR bacterial strains m a

e preferred embodiment is non-chitinolytic. The chitinolytic compound is preferably elther an

. aminated organic compound or an aminated polysaccharide.

40 Other compositions of the invention may include optional ingredients such as at least one
botanical aromatic compound. Usually, a botanical aromatic compound for the present invention
will have a low molecular weight and be of a volatile plant metabolite, such as citral, furfural or
benzaldehyde. Numerous other compounds which do not detrimentally affect the functioh of the
chitinolytic compound and of the PGPR may be included in the composition. ;L

45 The invention provides further a method for exposing seeds and growing transplant
in soil or a soil-less medium, which includes the biological composition of the invention.
Thereafter, the seeds and/or plugs are continued to be exposed and/or grown, respectively, iz
either the field or in an environment having conditions similar to that of greenhouses T
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conditions, like greenhouses, may be environmentally controlled for temperature, light, humidity
and the like. Alternatively, these conditions, may be free of such environmental controls. ;The i
f growing continues under these conditions until a predetermined growth and size is obtained.

i . . o .

! Thereafter, the resulting plant is transferred to field conditions to continue to grow nprmall&.

s The resulting plants, from either seeds or plugs, have been observed to have developed a

| systemic disease resistance, increased growth vigor and other desirable properties. ‘;
|

1

The method of the invention provides different means for treating a transplant seedling or
seed of a target plant with the composition of the invention. One such means is to preferably
10 spray the target seedling with an aqueous composition of the invention so as to promote the
exposure and penetration of the constituents of the composition into the target plant. Another
means is to expose seedlings or seeds of the target plant to the composition of the invention. }
Another embodiment of the invention relates to the improved plants obtained by the !
invention including plants that exhibit a systemic resistance to infectious diseases, whether the
15 infection is of the root system, the foliage or other parts of the plants. LO
Plants which may be treated and obtained in accordance with the invention include both
monocotyledonous and dicotyledonous plant species including barley, oats, rice, wheat,
soybean, comn; melons including cucumber, muskmelon, canteloupe and watermelon; vegetables

. including beans, pea, peanut; oil crops including canola and soybean; solanaceous plants
' =1 20  including tobacco; tuber crops including potata; vegetables including tomato, pepper, cucumber,
{ 5; broccoli, cabbage, cauliflower, lettuce and radish; fruits including strawberry; fiber crops |

. A ; . . . |
including cotton; other plants including coffee, bedding plants, perennials , woody ornamentals,
turf and cut flowers including carnation and roses; sugar cane; containerized tree crops;

¥ evergreen trees including fir and pine; deciduous trees including maple and oak; and fruit trees

yi 25 including cherry, apple, pear and orange. In general any plant that is susceptible to plant disease |
33 and does respond to the composition of the invention may be treated in accordance with the

: invention. ‘ ‘
& Other embodiments of the invention will become apparent hereinafter. ‘
ﬁ!
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|

DETAILED DESCRIPTION OF INVENTION “
The invention relates to various combinations of biocontrol tactics applied togcthei' into

soil or plant growth media used for production of plants or transplant plugs. The “tactics™ may

| 5  include mixtures of two or more PGPR strains where one or more can induce plant re31stahce

These “tactics” may further include organic amendments, which may have ncmatodc-control

\ activity, and “selector compounds”, such as botanical aromatic compounds (including thymol

benzaldehyde, citral, furfural, menthol and alpha—terpmeol) which alter soil microflora to

enhance activity of indigenous antagomstxc microorganisms. The invention may also consist of

; 10 using two of these three tactics, i.e. PGPR mixtures together with organic amendments, bﬂt

: without addition of selector compounds. The invention provides other embodiments ﬁn’ther
discussed hereinafter.

In accordance with the invention, a novel synergy of biocontrol tactics of a heretofore
unidentified composition has been discovered. The composition, in accordance with the ‘

15 invention, initiates and promotes plant growth and synergistically induces systemic disease ’
resistance in plants. The characteristics of the composition are both novel and synergistic.| The
invention provides a composition comprised of chitinolytic and nonchitinolytic constltucnts for
plant growth and disease resistance. The composition results in a synergy of constituent j

characteristics including initiation and promotion of plant growth and the inducing of systemic
20  plant disease resistance,

The Composition of the Invention !

The composition is comprised of at least one PGPR strain and an organic amcnerent.
25  The biological PGPR mixture preferably comprises spore preparations of the bacteria.
Additionally, in the PGPR mixture, at least one PGPR strain can induce systemic plant resxstance
to disease. The presence of the bacteria in the mixture is generally on the order of 10° to 10'°
bacteria per seed or per liter of soil-less mix. A preferred embodiment of the invention is where
the bacteria presence is approximately 1 X 10'? bacteria per liter of soil-less mix and 1 X 10
30  bacteria per seed.

Examples of two formulated PGPR strains include but are not limited to Bacillus subtilis
strain GBO3 (available from Gustafson LLC., Plano, Texas as KodiakTM) and Bacillus |
amyloliguefaciens strain IN937a. Other types of nonchitinolytic bacteria suitable for the |
composition include: root-colonizing bacteria including the family BACILLIACEAE which is

35 spore-forming and comprises the genera Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Virgibacillus, _
Alicyclobacillus and Aneurinibacillus; fluorescent pseudomonads; isolates of Pseudomonas <‘
spp., Serratia spp., Cornynebacterium spp., Enterobacterspp., Arthrobacter spp., and

" Burkholderia spp.; and benefical fungi such as Trichoderma spp., Gliocladium spp., and others;
yeasts, and actinomycetes. Additional examples of the group of bacilli and their sporc-formmg

40  genera, including Bacillus, are referenced in the “ATCC catalogue of Bacteria”, published by the
American Type Culture Collection, and are incorporated herein by reference.

The organic amendment is also known as a chitinolytic component as it exhibits |
nematode-control activity. The chitinolytic component in the composition is in an amount
sufficient to cause a chitinolytic effect. The amount of the chitinolytic component present ma _

45 range from 0.1% to 10.0%. A preferred embodiment of the invention is where the compositi
1s comprised of approximately 2.5% of the chitinolytic component. |

Examples of the chitinolytic component include but are not limited to chitin, flaked /
chitin, and chitosan. The chitinolytic component can also be derived from 1ts, precursors wiic
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upon hydrolysis or other chemical or biochemical breakdown will yield the chitinolytic l
component. Preferably, the organic amendment is a glucose polysaccharide. Such precursors
are organic natural compounds like pine bark, crab or shrimp shells, soybean meal, cottoﬁ seed
meal and casein.
! 5 A further embodiment of the invention is a composition comprising at least one of the
PGPR strains, an organic amendment, and an optional botanical aromatic compound. The
optional addition of a botanical aromatic compound, also known as a selector compound 'to the
primary composition further introduces a fumigant for altering soil microflora. The presence of
the fumigant reduces parasitic nematodes and increases antagonists. An example of the botanical |
; 10 aromatic compound includes but is not limited to benzadehyde. Other types of botanical '
aromatic compounds suitable for the composition include citral. Further optional components
include components which do not negatively affect the function of the two principal comf)onents
of the composition, referred to as non-essential ingredients.
A further embodiment of the invention is a composition comprising the two PGPR
15 strains, an organic amendment, and an optional botanical aromatic compound. l

The Method of the Invention }

1
v o An embodiment of the invention is 2 method for promoting plant growth and
== 20 synergistically inducing disease resistance in plants. The method comprises exposing sced to the
N ;: novel biological composition or growing seedlings in a soil-less potting media contammg the -
‘ e novel biological composition, for a period of time sufficient to initiate improved growth z,md
;k diseasc-supprcssive characteristics. A seed is planted in the soil or in the soil-less media and
r L grown in a greenhouse under conditions previously discussed. By way of examplc the | f
17 25 Dbiological composition may be incorporated into a soil-less media such as ina styrofoam‘ !
i transplant flat and then seeded. During this growth period, if desired, additional treaﬁnexl{ts of
" the composition are provided to the plant in predetermined amounts at predetermined times. i
£1 Then, if desired, when the seedlings have advanced to an age of approximately four to six weeks,
il or where the plants are ready for transplant, the plant is transplanted to field conditions or _g
fil 30 greenhouse conditions where the plant has been observed to continue to grow normally Further '
=‘ the plants are then optionally treated with the composmon in which the composition is lﬁ either

|

IR

a liquid or solid form. Preferably, this treatment is in the form of a foliar spray, drench ai, ;
application, drip application or through irrigation where it has been observed that the plants
achieve a greater resistance to disease. This optional treatment may also be performcd at any

35  time during the growth period. Further, untreated seeds are coated by exposing the seed Jvnth the
composition, either in a liquid or solid form, preferably in a foliar spray, drench applxcatxon drip
application or through irrigation. This treatment may be optional, and may additionally be
performed at any time to untreated or treated seeds. }

, Particularly, this method stimulates and promotes plant growth in the early seedlmg

40  stages which is known to be a difficult stage of plant growth to stimulate with PGPR alonc The
method also induces disease resistance systemically in plants to a greater extent than prewously
achieved in the prior art. The invention also synergistically enables both the stimulation land
promotion of plant growth in combination with systemically protecting a plant from disease, by
exposure to the biological composition. |

45 Further embodiments of the invention provide methods for inhibiting the growth
disease agent Phytophtora infestans (a causal agent of late blight disease), Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (a causal agent of bacteria spot disease), Pseudomonas syringae pv.
lachrymans (a causal agent of angular leaf spot disease), and Fusarium spp by usmg thejmgthod y-,

N TA%},ﬁ\oc rg c. i3
8 cmchTOng 58‘;;';‘;:‘0& ALY .

3'1 Y UUB

o ,.,W.mé'aﬁ
R

R kevaL Y».ME'.\T\'E 3
<h Fo,gcgw.x o C‘Dp '
'ESE;QN £L OR: G NAL QuE TUVE A ‘"‘“’V ! J

x i
-
i
kA
.

¢




]
Tt Hevod

| el &
-4

U

-0 el wonlle| i
HewP warsl] Vhome 1% e

iR

[

el | e

R

e

10

15

20

25

30

35

40

45

e

1025-00 (922.6739P)

discussed above and challenging the plant with a treatment of the disease agent. The challenged
seedling is then evaluated and the incidence and severity of disease are measured . It has Eeen
observed that plants grown under the present invention and challenged with the disease exhxblted
a significantly greater ability to resist the disease. l

The Seed, Seedling and Plant of the Invention ! :
An additional embodiment of the invention is a plant which having been exposed t(L the
composition exhibits the synergistic effects of improved growth in combination with the ' :
systemxc protection from disease. Seeds, seedling and plants which may be treated and obtiamed
in accordance with the invention include both monocotyledonous and dicotyledonous plant
species including barley, oats, rice, wheat, soybean, corn; melons including cucumber,
muskmelon, canteloupe and watermelon; vegetables including beans, pea, peanut; oil crops
including canola and soybean; solanaceous plants including tobacco; tuber crops mcludmg
potato; vegetables including tomato, pepper, cucumber, broccoli, cabbage, cauliflower, lett}uce
and radish; fruits including strawberry; fiber crops including cotton; other plants mcludmg
coffee, bedding plants, perennials , woody ornamentals, turf and cut flowers including caration
and roses; sugar cane; containerized tree crops; evergreen trees including fir and pine; deciduous
trees including maple and oak; and fruit trees including cherry, apple, pear and orange. In general
any seed, seedling or plant that is susceptible to plant disease and does respond to the ‘ \
composition of the invention may be treated in accordance with the invention. ! ‘
The resulting plant of the present invention exhibits improved plant growth in the early
seedling stages, which is known to be a difficult stage of plant growth to stimulate with PGPR
alone. The plant further exhibits measurably improved plant physical characteristics such as
greater height, weight, vigor, leaflets and leaflet surface area, at growth stages earlier than ;hon-
treated, control plants. Similarly, the plant displays less disease than untreated, control plants. ' ’
¥
Other Embodiments of the Invention ! ;
Further embodiments of the invention include various media for culturing the plantL
using the composition, in particular tomato, cucumber, and classes previously discussed, and
parts thereof which have been developed in accordance with the invention.
Other embodiments of the invention will become apparent in the further detailed .
description of preferred and other embodiments of the invention. ' \
The term “transplant” as used herein is a term of art used to designate a plant of any age
of any variety that is moved from one growing location to another., *
The term "transplant plug” as used herein is a plant of any age situated in a contamed
growth medium in which the plant is prepared to be transplanted or transported from one f
location to another. L
The term "soil-less medium" as used herein is a growth medium comprising peat-based
products which may contain perlite, vermiculite, a fertilizer component and other ingrediehts.
Examples of a soil-less medium include readily available products such as "Pro-mix", " Rédl—
Gro" and "Specdhng Mix".
The term “seedling” as used herein is a term of art used to designate a plant of an age
ranging from the day of emergence to one year after planting or an age where transplant of th

plant occurs and is not limited to or by any plant class. The term also includes "forest seedlin
which can be one year old.
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The term “synergy” as used herein is used to designate the resulting action of two or
more substances to achieve an effect of which each is individually incapable of achieving.

EXAMPLE 1
SYNERGY OF TACTICS

A. Growth Promotion of Tomato

As the first example of the invention, a biological preparation was made containing two
PGPR strains together with chitin. Specifically, the biological preparation (termed LS213), !
which is publicly available, contained Bacillus subtilis strain GB03, has been shown to control
some diseases by production of iturin antibiotics, and Bacillus amyloliquefaciens strain 1N9§7a
which was selected for activation of induced resistance. With both of these bacteria, mdustnal
formulations of spores were prepared and were mixed with flaked chitin. The biological 1
preparation was added to soil-less potting media which was used to prepare tomato transplant
plugs. Additional treatments consisted of each bacterial strain alone with and without chxtm
chitin alone, and a nontreated control. Transplant plugs were grown in transplant trays in the ‘
greenhouse and effects on seedling growth were noted. Results are presented in Table 1.

Across all three measurements (vigor, shoot fresh weight, and leaflet surface area), |
significantly greater seedling growth occurred with LS213 than with the various individual |

components. This indicates a clear synergy in plant growth promotion by the combination of _
chitin and the two PGPR strais. |

Table 1. Results of Example 1 A—growth promotion of tomato-synergy of tactics. l
Treatment and components' Vigor  Shoot Fresh Weight Leaflet surface ar
. @ (cn®) | ,
Control; no components l4a 04113 a 322a '
- LS213; chitin + GB03 + IN937a 49¢ 1.6555f 18.37¢ |
Chitin alone 23b 0.6088 be 6.40b ’
Chitin + GB03 29c¢ 0.7393 de 6.69b
Chitin + IN937a : 36d 0.8255¢ 829¢
GBO03 24bc 0.6393 be 7.76 ¢
IN937a 2.1b 0.6821 ¢d 774 ¢
GBO03 + IN937a 2.1b 0.5931 b 6.57b
LSD (P =0.05) 0.53 0.088 0.84 l

'Biological treatments were incorporated into soil-less mix at 1:40 (v/v), placed into Styrofoam transplant ﬂat!s

then seeded with tomato cv. Solar Set. There were four replicated flats per treatment. GB03 and IN937a are PGP
stratns,

*Seedling vigor was rated at 3 weeks after seeding on a scale of 1-5; | = poor, 2 = average, 3 = good, 4 = very go
and S =excellent. Mean of four replications.

*Scedling shoot fresh weight. Mean of 4 replications, 10 seedlings per replication.

“Largest leaflet surface area (usually from the 4rth or 5 true leaf). Mean of 4 replications, 10 leaflets pcr
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replication.

Means followed by different letters are significantly different according to the protected least significance difference
(LSD) test at P = (.05,

B. Induced Resistance on Tomato

Certain of the transplant plugs of the above experiment, those being treated with the
control, the chitin alone and the LS213, were transplanted to larger pots immediately after
making the measurements of growth shown in Table 1. Ten plants of each treatment type were
then challenged with Phytophthora infestans (causal agent of late blight disease) or
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (causal agent of bacterial spot disease). After a
predetermined time, the plants were measured for disease resistance. Results of disease
development are shown in Table 2.

The highest degree of disease protection against both pathogens occurred with L.S§213.
With bacterial spot, the protection afforded by LS213 was significantly greater than both the
nontreated control and the chitin alone treatment. This indicates that the synergy in plant growth
promotion noted in Table 1 translates into synergy in disease protection.

Table 2 Results of Example 1B-Induced resistance on tomato-synergy of tactics.

Treatments % Late blight dise:«.\se/glantl Bacterial spot lesions/leaflet®
Control 19.1b 229b

Chitin 16.5a 22.35b

LS213 77a 11.87a

LSD (P =0.05) 998 242

! Mean of 10 replications, one plant per replication. Mean of 10 replications, 6 leaflets per plant.

i
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B EXAMPLE TWO "-‘

SYNERGY OF TACTICS !

X A. Growth Promotion of Tomato and Cucumber | |
! 5 : i
‘; An experiment similar to that described in example 1 was conducted. The compoilents of .
i chitin, GB03 and INS37a were tested in soil-less plant growth medium for effects on seedling :
: growth using tomato and cucumber. Additional measurements of plant growth were conducted
as shown in Tables 3 and 4. Results are shown in Table 3 and Table 4.

The results with both tomato (Table 3) and cucumber (Table 4) demonstrate again)that
there is a clear synergy of tactics for growth promotion. For example, with tomato (Table 3),
chitin alone had some growth promotion, causing significant increases, relative to the control, in
height, number of leaflets, and leaflet surface area; but not causing significant increases inI vigor,
weight, or chlorophyll content. In contrast, LS213 treatment resulted in significant increases,
relative to the control, for all of these parameters. Similarly on cucumber (Table 4), LS213

caused significant increases in all parameters, compared both to the nontreated control and chitin
alone. !

!
|

15

_ . B. Induced Resistance
=20
i After making the growth measurements described above, plants from three treatments of
;3 tomato and cucumber were transplanted to pots. Treatments tested were the nontreated cohtrol, _
Lt chitin alone, and LS213. Tomato plants were inoculated with the tomato spot pathogen (a%s
described in example 1B), and cucumber plants were inoculated with Pseudomonas syringae pv.

lachrymans, causal agent of angular leaf spot disease. The results are shown in Table 5.

The results shown in Table 5 indicate that seedlings prepared from LS213 treatments had
induced disease resistance. Interestingly, the seedlings prepared from treatment with chitin ‘
alone, which caused some significant plant growth increases, were not resistant. The lack bf

induced resistance with chitin when significant growth promotion occurred further demonstrates
30  that the benefits of LS213 are synergistic. 5
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Table 3. Results of Example 2A~growth promotion of tomato-synergy of tactics.

Treatments and components' Vigor? Height Weight Number Leaflet Chlorophyll’

' (cm)3 ()’ of surface area

Icaflets’  (cm?)®

Control; no components 15a 7.0a 0.19a 42a 1.64a 28.09a
LS213; chitin + GB03 + IN937a 45¢ 13.31d 091d 9.6d 577¢ 32.36¢
Chitin 23a 107¢ 071a 8.9cd 3.89¢ 28.89 ab
Chitin + GB03 28D 10.83c¢c 0.72¢ 8.9cd 4,09 ¢ 32.54 ¢
Chitin + IN937a ' 2.8b 11.03¢ 0.74¢c 8.9cd 4,75d 31.39 be
GB03 1.8a 7.40a 023a 46a 1.80a 28.64 ab
IN937a 28b 8.80b 036b 58b 2.68b 28.17 a
GB03 +IN937a 1.5a 7.33a 025a 47a 1.78 a 30.58 abc
LSD (0.05) 0.86 0.71 0.07 0.70 0.56 2.86

'Biological treatments were incorporated into soil-less mix at 1:40 (v/v) and placed into Styrofoam transplant flats and then seeded with tomato cv. Solar Set.
There were four replicated flats per treatment.

’Secdling vigor was rated at 3 weeks after seeding on a scale of 1-5; 1 = poor, 2 = average, 3 = good, 4 = very good and 5 = excellent. Mean of four replication.
*Seedling height from the soil level to the tip. Mean of 4 replications, 5 seedlings per replication.

“Seedling shoot fresh weight. Mean of 4 replications, 5 seedlings per replication.

*Number of leaflets per plant. Mean of 4 replications, 5 lPlants per replication,

SLargest leaflet surface area (usually from the 4rth or 5" true leaf). Mcan of 4 replications, 5 plants per replication.

"Chlorophyll content from the largest leaflet either from 4rth or 5™ true leaf, Mean of 4 replications, S plants per replication.

Means followed by different letters are significantly different according to the protccted least significance difference (LSD) test at P = 0.05.
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Table 4. Results of Example 2A-growth promotion of cucumber—synergy of tactics.

Treatments and components ° Vigor® Height Weight No. leaves’ Leafarea Chlorophyll’
) (cm)’ ®)* (em?)®
Control; no components 1.8a 9.13a 1.39a 1.9 ab 13.99 a 22.99a
LS213; chitin+ GB03 +IN937a =~ 4.8d 16.28 ¢ 297e 2.8d 27.68d 29.72 ¢
Chitin alone 23ab 14.65d 2.23d 2.1c 2462 ¢ 25.22 bed
Chitin + GB03 2.8 be 1233 ¢ 1.93 be 2.1bc 20.89b 26.49 cd
Chitin + IN937a 28bc 13.05¢ 2.12cd 2.1c 21.28b 26.86 cd
GBO03 15a 8.80 a 140a 1.9ab 13.60 a 23,01 a
IN937a 3.5¢ 12.88 ¢ 1.97 be 2.0 abc 18470 24.07 ab
GBO03 +IN937a 1.8a 92a 142 a 1.8a 13.80 a 23.14 a
LSD (0.05) 0.86 1.23 0.25 0.21 2.81 1.67

T}~3iological treatments were incorporated into soil-less mix at 1:40 (v/v) and placed into Styrofoam transplant flats and then seeded with tomato cv. Solar Set.
There were four replicated flats per treatment .
’Seedling vigor was rated at 3 weeks after seeding on a scale of 1-5; 1 = poor, 2 = average, 3 = good, 4 = very good and 5 = excellent. Mean of four replication.
>Seedling height from the soil level to the tip. Mean of 4 replications, § seedlings per replication.

“Seedling shoot fresh weight. Mcan of 4 replications, 5 seedlings per replication.

*Number of leaflets per plant. Mean of 4 replications, 5 plants per replication.

®Largest leaf surface area (usually from the 4rth or 5 true leaf). Mean of 4 replications, 5 plants per replication.

"Chlorophyll content from the largest leaf either from 4rth or 5™ true leaf. Mean of 4 replications, 5 plants per replication.

Means followed by different letters are significantly different according to the protected least significance difference (LSD) test at P = 0.05.
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Table 5. Results of Example 2B-induced resistance on tomato and cucumber-synergy of tactics
Treatment' Tomato/Xanthomonas Cucumber/Pseudomonas
: axonopodis pv. vesicatoria® syringae pv. Iachr;vmans3
Control 1897b 18450
Chitin 17.63 b 17.90b
LS213 7.87a 10.80 a
LSD (P =0.05) 3.04 3.23
loncontrol products applied as soil amendments prior to seeding.
?Values for X. axonopodis pv. vesicatoria represent the mean number of lesions per leaflet of each tomato seedling from four replications, 5 plants per replication
er treatment.
§)Values for P. syringae pv. lachrymans represen( the mean number of total leaf spot symptoms per leaf from four replications, 5 plants per replication per
treatment.
EXAMPLE THREE
SYNERGY OF TACTICS
MULTIPLE CROPS, GROWTH PROMOTION
An experiment was conduced to determinc if the synergistic effects on seedling plant growth noted in examples 1 and 2 occurred
with additional crops. In this experiment, a nontreated control, chitin alone, and LS213 treatments were prepared as described in
example 1 and used to grow seedlings of tomato (cv. Solar Set), cucumber (cv. SMR 48), bell pepper (cv. California Wonder), and
tobacco (cv. TN90). Seedling growth was monitored by measuring the parameters listed in Table 6. With tomato and cucumber, the
Ry o results previously seen repeated in which LS213 treatment generally resulted in significant growth promotion compared both to the
‘g 3 nontreated control and the treatment with chitin alone (Table 6). This same synergistic effect on growth was seen with pepper and
; 3 C tobacco.
oo . -9
TEL e
; D
S @
i o=/ EXAMPLE FOUR
fmal = . 23 DIFFERENT MIXTURES OF PGPR WITH CHITIN
Lam ot N LT ——
U - e e
leh S 2 . F8 n€Xperiment was conducted to determine if one of the PGPR strains used in .S213 could-be-replaced with ancther strain.
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fq

More specifically, PGPR strain IN937a from LS213 was replaced with 8 different bacilli, each of which had induced resistance activity
by itself. The bactcria were mixed with PGPR strain GB03 and chitin prior to incorporating into soil-less plant growth medium. Effects
on scedling growth of chetry tomato (cv. RX 335) were tested along with cffects on induced resistance against bacterial spot. Results
shown in Table 7 show that LS213 caused significant promotion of plant growth and induction of resistance, compared to the control
with this cultivar of tomato similar to what was seen previously on ‘Salar Set’ tomato. Other combinations of bacteria and chitin
generally caused significant enhancements in growth compared to the control; however, not all of these caused significant protection

against bacterial spot. Overall the results show that the beneficial effects of the invention are bacterial-strain dependent, but that
different mixtures of bacteria may be used to achieve the same results.
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Table 6, Results of Example 3-synergy of tactics on multiple crops

Tomato
Treatments’ Healthy stand® Vigor3 Height (cm)? Number of leaves® " Shoot fresh weight (g)6 Leaf surface
' area (cm2)7
Control 225a 1.0a 4.68 a 23a 0.079 a 0.69 a
Chitin 220a 23b 698b 7.1b 0.266 b 1.65b
LS213 23.0a 33¢ 9.03¢ 8.5¢ 0.539 ¢ 3.03¢c
LSD (P=0.05) 2.73 0.51 0.719 0.77 0.103 0.45
Cucumber
Treatments' Healthy stand*  Vigor® Height (cm) Number of leaves® Shoot fresh weight (g)* Leaf surface
area (cm2)7
Control 223a 10a 435a 20a 0.709 a 5.56a
Chitin 23.8b 13a 4.58 ab 2.1a 0.927a 7.49b
i % LS213- 233 a 25b 6.40 ¢ 22a 1.351b 1420 ¢
i02
: e g § LSD (P =0.05) 1.22 0.49 0.704 0.29 0.304 2.89
o ‘)':
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Table 6. — continued

R
st et

Pepper
Treatments] Healthy Vigor3 Height (cm)4 Number of Shoot fresh Leaf surface
stand2 leaves5 weight (g)6 area (cm2)7
Control 185a 1.0a 330a 20a 0.054a 0.21a
Chitin 20.0a 1.8b 3.78b 42b 0.163 b 143 b
1.8213 200 a 33¢ 483 ¢ 4.4b 0.299 ¢ 2.64 ¢
LSD (P =0.05) 348 0.69 0.39 0.41 0.052 0.364
Tobacco
Treatments] Healthy Vigor3 Height (cm)}4 Number of Shoot fresh Leaf surface
stand2 leaves5 weight (p)6 area (cm2)7
Control 215a 25a 0.1a 1.0a 0.002 a 0.01 a
Chitin 17.0a 20a 0.98b 3.1b 0.079 b 1.37b
LS213 215a 40b 1.8¢ 40c 0.169 ¢ 322¢
m g__' . LSD (P =0.05) 4,96 0.8 0.32 0.45 0.047 0.736
25 igiZ
% 9 Dem gg O Biological treatments were incorporated into soil-less mix at 1:40 (v/v). There were four replicated flats per treatment,
e ex e 2 - 2Seedling stand was rated at 3 weeks after seeding. Values represent mean of 4 replications per treatment.
3 ;‘ =% Z > 3Seedling vigor was rated at 3 weeks after seeding on a scale of 1-5; 1 = poor, 2 = average, 3 = good, 4 = very good and 5 = cxcellent. Mean of four replication.
2% =2 g a A 7. 4Seedling height from the soil level to the tip. Mean of 4 replications, 5 scedlings per replication.
2 ; : - o z ; " 5Seedling shoot fresh weight. Mean of 4 replications, 5 seedlings per replication.
= o L3 . 6Number of leaves per plant. Mean of 4 replications, 5 plants per replication.
A {:’-_-’, s 2 est leaf surface area (usually from the 4th or 5th true leaf). Mean of 4 replications, 5 plants per replication. N
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Table 7. Results of Example 4- Different mixtures of PGPR with Chitin

Treatments; components' Vigor? Height Number of Stem Shoot fresh  Leaflet Induced resistance;

(cm)’® leaflets* diameter  weight (g)® surface No. bacterial spot
(mm)’ area (cm?)®  lesions per leaflet

1.§254; chitin + GB03 +SE34 25a 9.64 c 19.1 be 1.99 ¢d 0.709 cd 24606 12.2 cd

LS255; chitin + GB03 +IN937b 3.5be 9.58 c 20.1¢ 2.02cd 0.651 be 233b 10.6¢

LS256; chitin + GB03 +INR7 4.0 bed 11.89 de 21.5¢ 2.14cd 0.946 ¢ 349¢ 9.5bc

LS257; chitin + GB03 +T4 3.5bc 1323 f 2l.4c¢ 2.38d 0984 ¢ 342¢ 4.6 ab

LS8258; chitin + GB03 +IPC11 2.5 ab 1001 ¢ 222¢ 2.19 cd 0.884 dec 303¢c 17.8d

LS259; chitin + GB03 +IPN19  20a 7.65 be 169b 1.64 b 0.502 be 2.10b 9.4 be

LS260; chitin + GB03 +3P114 2.5ab 924 c 199¢ 2.10cd 0.721 cd 2.14b 103 be

LS261; chitin + GB03 +C1 4.5 cd 10.99 cd 209¢ 2.28d 0.869 de 352¢ 33a

LS213; chitin + GB03 +IN937a 50d 12.43 ef 220¢c 2.46d 1.033 e 3.36¢ 3.9ab

Nontreated control 15a 4.13a 59a 1.10a 0.085a 0.36a 12.7 cd

LSD (P =0.05) : 1.32 1.31 2.8 0.28 0.186 0.568 5.69

'Biological treatments were incorporated into soil-less mix) at 1:40 (v/v) and placed into Styrofoam transplant flats and then seeded with tomato cv. Cherry RX
335. There were two rcplicated flats per treatment. .
*Seedling vigor was rated at 4 weeks after seeding on a scale of 1-5; 1 — poor, 2 = avcrage, 3 = good, 4 = very good and 5 = excellent. Mean of 2 replications.
3Seedling height from the soil level to the tip. Mean of 2 replications, 10 seedlings per replication.

"1 “Number of leaflets per plant. Mean of 2 replications, 10 leaflets per replication.

- *Stem diameter is the mean of 2 replications, 10 scedlings per replication.

T > * “Secdling shoot fresh weight. Mean of 2 replications, 10 seedlings per replication.

e - 5 ;- "Largest leaflet surface area (usually from the 4rth or 5™ true leaf). Mean of 2 replications, 10 leaflets per replication.

_— i~ 3 .+ Means followed by different letters are significantly different according to the protected least significance difference (LSD) test at P = 0.05.
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PGPR can result in disease protection activity in the field. The results also demonstrate that the beneficial effects of the biological

preparations are not limited to a single cultivar of cucumber, since some reductions in incidence of both root-knot nematodes and
anthracnose occurred on each cultivar tested.

A comparison of results in Table 10 from the field with and without foliar spray demonstrates that this “booster” treatment of the

same PGPR contained in the biological preparation used in the soil-less seedling mix provides additional efficacy for disease protection
This can be seen by comparisons of the frequency of significant

Table 8 — Results of Example 5, field trial on tomato

BIOLOGICAL CONTROL ACTIVITY AGAINST®

Root-knot nematode® Fusarium crown rot’

Bacterial spot
no. plants root- with MeBr® _without MeBr no. of mcan
with severe  knot no. of plants fruit with no. of

Treatment  symptoms®  index® FORL index! with symptoms FORL index" symptoms® ___spots/leaf®
Control 4.2 8.0 1.5 8.0 1.3 11.3 58.5
LS213 2.6 7.2 0.9 0.6 0.6 4.0 251
1.5254 0.8 4.4 1.0 0.8 0.8 57 20.2
LSDo.0s 1.6 0.4 0.7 0.7 2.6 9.4
LSD ¢.10 1.4 0.3 0.6 0.6
e oo EXperiment was a randomized complete block with 5 replications of each treatment; 10 plants per replication.
R b ) “fb Values shown are means of 9 root systems at harvest time.
NI %Z -+ Severe symptoms were determined by the presence of large, coalescent galls in most of the root system.
S 9f 0 ¥ Root-knot index was based on a scale from 0 (no galls) to 10 (completely galled with poor root system).
tod o 32 ' ©MeBr = methyl bromide.
5 S 2% P “.Fusarium crown and root rot index was determined using a scale of 0 (no symptoms) to 3 (severe and extended discoloration).
fEg 3?; }5’_; z :U‘No of green tomato fruit (out of 20 picked per plot) with 2 or more lesions.
Mg = =95t Based on 10 leaves collected per plot.
S R I
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Table 9. Results of Exémple 6--Field trial on tomato; Effect of different bacterial mixtures with and without foliar spray.

Trcatments; components Additional foliar spray

Severity of root-

Severity of bacterial

used in seedling mix of PGPR ( + or -) knot nematode! spot per leaf 2
1.S254; chitin + GB03 + SE34 + 3.85* 3.54*
1.S255; chitin + GB03 + IN937b + 4,0* 5.06
LS257; chitin + GB03 + T4 + 3.92%* 4.22*
Nontreated control + 5.47 5.82
LS254; chitin + GB03 + SE34 - 2.77* 4.03
L.S255; chitin + GB03 + IN937b - 3.38* 3.61%
LS257; chitin + GB03 + T4 - 3.36* 3.43*
Nontreated control - 4,60 4.54

""Mean of 3 replications, 3-5 plants per replication. Root-knot severity was measured on a 0-10 scale per entire root system; 0 = no galls; 10 = total galling.
? Mean of 3 replications, 10-15 lcaves per replication. Bacterial spot was assessed on a 0 - 10 scale; 0 = no lesions; 10 = maximum lesions.

* Indicates significantly different from the appropriate contro! at P = 0.05.
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Table 10. Results of Example 7 --Field trial on cucumber; effect of different bacterial mixtures with and without foliar spray

Without foliar spray
cv. Straight-8 cv. Fancypak
Treatment; Components used in soil-less mix
Root-knot' % Root-knot' % Anthracnose?
Anthracnose?
L.S213; chitin + GB03 + IN937a ' , 2.92% 17 1.85%* 27
LS254; chitin + GB03 + SE34 2.77* 20 1.46* 27
LS255; chitin + GB03 + IN937b 2.21% 13 0.82* 20
L.S258; chitin + GB03 + IPC11 3.79 20 0.92%* 37
L.5260; chitin + GB03 + 3PI14 2.46* 23 2.67* 13*
Control : 5.0 30 4.3 43

With foliar spray

cv. Straight-8 cv. Fancypak
Treatment; Components used in soil-less mix
Root-knot' % Root-knot' % Anthracnose>
Anthracnose®
L.S213; chitin + GB03 + IN937a 4.79 17* 0.83* 17*
LS254; chitin + GB03 + SE34 5.43 3* 1.00* 27*
. s s as o L8255, chitin + GBO3 + IN937b 2.70* 13* 2.00 17*
g'f G + L.8§258; chitin + GB03 + IPC11 3.80 20* 1.00* 37*
5 3% LS260; chitin + GBO3 + 3P114 3.08* 17+ 0.83* 17+
e 2% '5; : Control : 4.87 53 2.89 50
?,'“ Mean of 3 replications, 3-5 plants per replication.’Mean of 3 replications, 3-5 plants per replication.*Significantly different from control at P = 0.05, I
% T R
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%
disease reduction for one treatment with and without foliar spray. For example, with LSZ\B
with foliar spray, 3 of the 4 disease incidence means were significantly reduced comparcd to the

control, while without foliar spray, 2 of the 4 means were significantly reduced. With LSi6O

this “frequency of significance” increased from 2 of 4 without foliar spray to 4 of 4 with féhar
| spray. ‘

}' It will be understood that many variations can be made in the procedures described: for
the composition, the methods and the plant products of the present invention while still
remaining within the bounds and the spirit of the invention.
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1
What is claimed is: |
!
1. A composition for affecting at least one of the following plant growth or \
imparting disease resistance which comprises at least one plant growth-promoting rhxzobactena !
(PGPR) and an organic amendment effective and in an amount sufficient to induce resistance to |
‘ plant diseases. f'
|
2. A composition for affecting both plant growth and imparting disease resistance
which comprises at least one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and an organic
amendment effective and in an amount sufficient to induce resistance to plant diseases. |
|
3. A composition for affecting at least plant growth and imparting disease rcsrstance
which comprises at least one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and an orgamc
amendment effective and in an amount sufficient to induce systemic resistance to plant dlseases.
!
.. . . . . !
4. The composition of claim 3, wherein the plant diseases, which are caused by plant

pathogens, comprise at least one of the following: bacterial, fungal, viral, and nematode diseases.
1_

‘EE S. The composition of claim 3, wherein the organic amendment is either a natural or
__}; a synthetic aminated organic compound.

ki !

Lt 6. The composition of claim 5, wherein the aminated organic compound is selected
Ll from the group consisting of pinebark, soybean meal, cotton seed meal, casein, crab shells, \

Ufi shrimp shells, chitin, and chitosan. 11

153 .

’ {
o= 7. The composition of claim 3, wherein at least one of the PGPR is non-chitinolytic.
. \

i!' 8. The composition of claim 7, wherein at least one of the PGPR is selected fro}n the
family BACILLIACEAE. ‘_

Tald Wea® Uiamso ihsrme Herese Vocd

IS TN

9. The composition of claim 8, wherein the BACILLIACEAE is selected from tlhe
genera Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Virgibacillus, Alicyclobacillus and Lo
Aneurinibacillus. ' \

l

10.  The composition of claim 9, wherein the bacteria is selected from the following:
Bacillus subtilis, Bacillus subtilis strain GB03, Bacillus amyloliquefaciens, and Bacillus ‘
amyloliquefaciens strain IN937a. \

11.  The composition of claim 8, wherein the composition comprises at least two
different bacteria of the family BACILLIACEAE.

|
12.  The composition of claim 11, wherein the bacteria are Bacillus subtilis strain '-
GBO03 and Bacillus amyloliquefaciens strain IN937a.
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1

13.  The composition of claim 7, wherein at least one of the PGPR comprises one
selected from the following: root-colonizing bacteria, fungi, yeasts and actinomycetes. |

14.  The composition of claim 13, wherein at least one of the PGPR is a root- ’- '
colonizing bacteria selected from a fluorescent pseudomonad and isolates of Pseudomonas spp.,
Serratia spp. Corynebacterium spp., Enterobacter spp., Arthrobacter spp. and Burkholderia spp. |

15.  The composition of claim 13, wherein at least one of the PGPR is a fungus !
selected from Trichoderma spp. and Glioladium spp. |
{
16. . The composition of claim 3, wherein at least one of the PGPR is chitinolyn;c.

17.  The composition of claim 3, wherein at least one of the PGPR is a spore-forming
bacterium.

I

. . |
18.  The composition of claim 3, wherein at least one of the PGPR is a non-spore
forming bacterium. : . i

|
19.  The composition of claim 3 wherein the composition further comprises at least
one non-essential ingredient, which does not detrimentally affect the function of the PGPK or the

t: organic amendment. 1

ki 20.  The composition of claim 19, wherein the non-essential ingredient comprises at
Ly least one botanical aromatic compound. ’

l

k 2 I

3 2].  The composition of claim 20, wherein the botanical aromatic compound is !‘
: selected from the group of benzaldehyde, citral, thymol, furfural, menthol and alpha-tcrpineiol.
= 1
Py 22.  The composition of claim 3 which is a liquid, powder or solid. \
:! 23.  The composition of claim 3 which is in a soil-less medium. !t
= 24. A method for affecting at least plant growth or imparting disease resistance t(‘)

plants or seeds comprising the steps of treating a seed or seedling of a target plant with a
composition comprising at least one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and an |
organic amendment effective and in an amount sufficient to induce resistance to plant diseasgs,
and growing the treated seed or seedling. ll
25. A method for affecting at least plant growth and imparting disease resistance {o
plants or seeds comprising the steps of treating a seed or seedling of a target plant with a !
composition comprising at least one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and an 1
organic amendment effective and in an amount sufficient to induce resistance to plant diseases,
and growing the treated seed or seedling. 1

26. A method for affecting at least plant growth and imparting disease resistan
plants or seeds comprising the steps of treating a seed or seedling of a target plant with a

3
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i
composition comprising at least one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and anl
organic amendment effective and in an amount sufficient to induce systemic resistance to plant
diseases, and growing the treated seed or seedling. ’

1

27.  The method of claim 26, wherein the method further comprises collecting i :
: treated seed or seedling. ! i

l 28.  The method of claim 26, wherein the method further comprises transplantmg a
, treated seed or seedling at least once. |
29.  The method of claim 26, wherein the method further comprises planting a treated
seed or seedling into soil. %

30.  The method of claim 26 in which the composition is contained in a collectible
container.

1
!
31.  The method of claim 26 wherein the treatment is exposing the treated seed or
seedling to the composition by foliar spray, drench, drip or irrigation treatment. l‘

wf

32.  The method of claim 31, wherein the method comprises repeating the exposu"re.

et

[

33.  The method of claim 26 wherein the treatment is exposing the untreated seed \or
seedling to the composition by a foliar spray, drench, drip or irrigation treatment.

e e
W

34.  The method of claim 26, wherein the method further comprises coating an
untreated seed with the composition comprising at least one plant growth-promoting
thizobacteria (PGPR) and an organic amendment effective and in an amount sufficient to induice

i
|

e W T
Yaelt srlt tharens

!
\
@
|

resistance to plant diseases, by exposing the untreated seed to the composition.
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35. A seed, seedling, or plant treated with a composition, for affecting at least one}of
the following plant growth or imparting disease resistance to plants or seeds, comprising at least
one plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and an organic amendment effective and m an
amount sufficient to induce resistance to plant diseases. l

|

36. A seed, seedling, or plant treated with a composition, for affecting both plant |
growth and imparting disease resistance to plants or seeds, comprising at least one plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) and an organic amendment effective and in an amount 1
sufficient to induce resistance to plant diseases. '

Hoal

()]

!
1
37.  Aseed, seedling, or plant treated with a composition, for affecting at least plant {
growth and imparting disease resistance to plants or seeds, comprising at least one plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) and an organic amendment effective and in an amount

sufficient to induce systemic resistance to plant diseases ‘

38.  The seed, seedling or plant of claim 37, wherein the plant diseases, which are
caused by plant pathogens, comprise at least one of the following: bacterial, fungal, viral, an
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nematode diseases. 1
!

39.  The treated seedling or plant of claim 37, treated with the composition by | |
immersing, spraying, powdering, drenching, dripping or irrigating. 1

40.  The seed, seedling, or plant of claim 37, wherein the seed, seedling, and pll;iant are
selected from the group consisting of a monocotyledonous and dicotyledonous plant spcc§es.

41.  The seed, seedling, or plant of claim 37, wherein the organic amendment ié a
natural or a synthetic aminated organic compound.

42.  The seed, seedling or plant of claim 41, wherein the aminated organic compound
is selected from the group consisting of pinebark, soybean meal, cotton seed meal, casein, crab
shells, shrimp shells, chitin, and chitosan. ;

!

43.  The seed, seedling or plant of claim 41, wherein the composition compnses a
synthetic aminated compound. i

44.  The seed, seedling or plant of claim 37, wherein the composition further l
comprises at least one non-essential ingredient, which does not detrimentally affect the functlon
of the PGPR or the organic amendment. !

45.  The seed, seedling or plant of claim 44, wherein the non-essential mgredlent
comprises at least one botanical aromatic compound. 1

46.  The seed, seedling or plant of claim 45, wherein the botanical aromatic copti,aund
is selected from the group of benzaldehyde, citral, thymol, furfural, menthol and alpha-terpineol.

47, The coated seed of claim 37. ;

48.  The coated seed of claim 47, wherein the plant diseases are caused by piant|
pathogens, comprise at least one of the following: bacterial, fungal, viral, and nematode dis;eases.
49,  The coated seed of claim 47 wherein the seed is selected from the group |
consisting of monocotyledonous and dicotyledonous plant species. ‘

50.  The coated seed of claim 47, wherein the organic amendment is a natural or a
synthetic aminated organic compound. ‘\

51.  The coated seed of claim 47, wherein the composition further comprises at li?ast
one non-essential ingredient, which does not detrimentally affect the function of the PGPR or the
organic amendment. 1

52.  The coated seed of claim 51, wherein the non-essential ingredient compnses at
least one botanical aromatic compound.
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53. The coated seed of claim 52, wherein the botanical aromatic compound is selected

from the group of: benzaldehyde, citral, thymol, furfural, menthol and alpha-terpineol.
54.  The coated seed of claim 47, which is planted into soil.

55.  The treated seed of claim 37, treated with the composition by immersing,
spraying, powdering, drenching, dripping, or irrigating an untreated seed.
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ABSTRACT

The invention accelerates the growth of all types of plants, i.e. tomato, cucumber, bell
pepper, tobacco, horticultural crops, and others, and increases plant health. The invention is
designed to increase the rate of seedling growth in the soil or in the greenhouse; and produce
seeds having a coating imparting resistance to disease, thereby decreasing the time required to
produce transplants in seedling greenhouses prior to transplanting into agricultural fields; and
develop “disease-suppressive” transplant plugs, which are protected for a time from multiple

diseases through combined mechanisms of stimulated plant defense and increased activity of
indigenous antagonistic microorganisms on plant roots. Compositions and methods of use are

provided.
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TRANSMISION SOLICITUL DE PATENTE DE UTILIDAD (Pequeiia Entidad)

Archivo No. 1025-00

Total paginas en esta Entrega: 40

AL COMISIONADO ASISTENTE DE PATENTES ~ Washington D.C. 20231

Transmitida para su presentacion bajo el Codigo 35 de EE.UU. 111(a) y 37 C.F.R.

1.53(b)

COMPOSICIONES BIOLOGICAS Y METODOS PARA INCREMENTAR EL

CRECIMIENTO Y SALUD DE LAS PLANTAS Y PRODUCIR PLANTAS
SUPRESORAS DE ENFERMEDADES

Inventado por:' Jaseph W. Kioepper, Rodrigo Rodriguez-Kabana, y Donaid S.

Kenney.

Anexo se encuentra:

a.
b.
e.
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Reivindicaciones indep. 9 -3= 6 X $39.00) $234.00
Derecho Bésico $380.00
TOTAL DERECHOS $929.00
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Composiciones Bic!Sgicas y Métodos para Incrementar el Crecimiento y

Salud de las Plantas y Producir Plantas Supresoras de Enfermedades

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud esta basada en la solicitud provisional Serie No. 60/122,311,
presentada el 1° de marzo de 1999, y la solicitud provisional Serie No. 60/139,850
presentada el 18 de junio de 1999, titulada: “Preparaciones Bioldgicas para
Incrementar el Crecimiento y Salud de las Plantas”, Archivo No. 922.63739PROV.i e
Esta solicitud reivindica el beneficio de las fechas de presentacién de Ias; |
solicitudes provisionales arriba identificadas, las cuales se incorporan aqui en su

totalidad como referencia.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Campo del Invento

- . « . ’ l

El invento se relaciona con el mejoramiento de las plantas. En particular, el
invento se relaciona con composiciones biolégicas mejoradas que son efectivas;
para aumentar el indice de crecimiento de plantulas, desarrollar una inmunidad a

l
la enfermedad sistémica en plantas y controlar los nematodos del suelo. El

o < ‘":""
invento también se refiere a semillas tratadas con la composicion y a las p|éntu|a§_~}:__x_,..;..
. \ ot ,
y plantas tratadas. e mﬁ}g&;j}fvt‘f' .
o g"‘.‘(" t‘“ ‘\;;\OCJ ’ }\:
ST e
(A W Lot
Modificaciones Organicas y Quitina Wwy r;{#‘**‘if«\: ;
g ‘ wci‘"t \,?‘?&.\_".;;,

xals

. . NG Y wY
La represion natural de neméatodos ha sido reportada en varios’site as= »v‘\ ;3_‘\)\)&"'
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supresion también se puede inducir con la rctacion de cultivos con plantas;
antagbnicas como pautos de cambio (Panicum virgatum) Kokalis-Burelle y otros l
1995), y leguminosas (Mucuna deeringiana) (Vargas y otros, 19294) o|
modificaciones organicas incluyendo la corteza de pino (Kokalis-Burelle y otros,
1994), hemicelulosa (Culbréath y otros, 1985) y quitina (Mankau y Das, 1969,
Spiegel y otros, 1986, Rodriguez-Kabana y Morgan-Jones, 1987). Un componente
| importante de la supresion de modificaciones de quitina se cree que sea bibtico y,
varios informes confirman un mayor nimero de microorganismos antagénicos de

nematodos relacionados con sueios supresivos inducidos con quitina (Godoy vy,

otros, 1983, Rodriguez-Kdbana y otros, 1984). En lps uitimos afios se han
realizado extensos trabajos sobre los hongos relacionados con las modiﬂcacioness‘
de quitina (Godoy y ofros, 1983, Rodriguez-Kabana y otros, 1984), mientras haJ
menos informacion disponible sobre la estructura de la comunidad bacteriana y e
papel de las bacterias en la supresién inducida con quitina.

La quitina, un polisacarido glucosamino, es el componente estructural de
algunos hongos, insectos, varios crustaceos y huevos de nematodo. En las
cascaras de huevos de los nematodos tilencoidales la quitina esta localizada entre
la capa vitelina exterior y la capa interna de lipido y puede ocurrir en az;ociaciénE

con las proteinas (Bird y Bird, 1991). El andlisis de este polimero por medio de

quitinasas puede causar un rompimiento prematuro de la cascara por lo cual

\*' 0
resultan menos juveniles viables (Mercer y ofros, 1992). En el 3uelovt’~la}’sT>c . -,

k\ !

quitinasas son producidas por algunos actinomicetos (Mitchell y Alexander 71962),

hongos (Mian y otros, 1982) y bacterias (Ordentlich y otros, 1988 1nbar y;'DChet, Q : ;‘“{
R A
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desaminacion del azucar y acumulacion de iones de amonio y nitratos (Rodiiguez-
Kabana y ofros, 1983). Las concentraciones de nematodos de amcnio enL
i

asociacion con una microflora quitinolitica recién formada se cree causan Iél

supresion de nematodos (Mian y otros, 1982, Godoy y otros, 1983). Banhamou y
otros (1994) han demostrado que el quitosan, derivado deacetilado de la quitinal,
induce la resistencia sistémica de la planta contra el Fusarium oxysporum f. spi.
Radicis-lycopersici en el tomate cuando se aplica como tratamiento a la semilla i?
modificador del suelo. Esto sugiere que los mecanismos de defensa de la plant%
pueden contribuir a la supresion total del nematodo. i
Los cambios en un componente de la microflora en una comunidaé
conducen con frecuencia a otros cambios, y fue reportado recientemente que la
modificacion del suelo con quitina al 1% condujo a alteraciones en la estructu
taxondmica de las comunidades bacterianas del suelo, rizésferas y endorhiz
(Hallmann y otros, 1998). Varias especies bacterianas fueron encontradas en
suelos modificados con quitina y en rizosferos del algodén que nb fuerofé\
detectadas en suelos no modificados y en rizésferas. Adicionalimente, se
determind que los suelos modificados en forma selectiva con quitina inﬂuenciaroﬁ
la estructura de la comunidad de bacterias endofiticas de las raices del algodon.
Por ejemplo, la Phyllobacterium rubiacearum no era una modificacion endofiti r
comun luego de la quitina, aunque sus poblaciones en el suelo fueron estimulada%

con quitina. La Burkholderia cepacia fue la endofita dominante luego de Ié

BANE YO

modificacién con quitina pero rara vez se encontrd entre la comunidad endcgg t:ca U, F‘ ‘ A 1 (2,

it 4[‘1

de las plantas no modificadas. Por tanto, las alteraciones en la estructuré‘“"de léq AR

comunidad microbiana estan asociadas con el control de los nemétodos q&’e Mi\\‘ me

ocurre en un suelo modificado con quitina.
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Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de la Planta (PGPR, sigla en inglés) |
i
Los microorganismos asociadas a la planta han sido ampliamente

examinados para conocer sus papeles en la supresion natural e inducida de Ia{s
enfermedades resultantes det suelo. Entre los muchos grupos de dicho%s
organismos se encuentran bacterias asociadas a la raiz que genera!ment!e
representan un subgrupo de bacterias det suelo. Las rizobacterias son u}1
subgrupo de bacterias rizdsferas totales que tienen la capacidad, una vez
reintroducidas en las semillas o partes vegetativas de la planta, (como en pedazo§
de la semilla de la papa) de colonizar el sistema de la raiz en desarrollo eh
presencia de microflora competidora en el suelo. La colonizaciéon de la raiz es
tipicamente examinada al cuantificar las poblaciones bacterianas sobre las
superficies de la raiz; sin embargo, algunas rizobacterias también pueden penetrai.r
las raices y establecer como minimo una fase endofitica limitada. Por elio, I!a
colonizacién de la raiz puede ser vista como una continuidad de la rizosfera al
rizoplano y a los tejidos internos de las raices.

Las rizobacterias que ejercen un efecto beneficioso sobre la planta en

proceso de ser colonizada se denominan PGPR. Las PGPR pueden beneficiar al

huésped promoviendo el crecimiento de la planta o el control de enfermedade§
biolégicas. La misma cepa de PGPR puede promover tanto el crecimiento comé
el control bioldgico. Se han revisado los esfuerzos en la seleccion y aplicacién de
las PGPR para el control de hongos patégenos especificos del suelo (Kloeppe

1993; Glick y Bashan, 1997). Entre los patégenos del suelo\‘ afec:tadc:s'X

CHROULD T wA%TAFY

OTT0 BARRIC GALV‘°

negativamente por las PGPR estan Aphanomyces spp., Fusandm ox}%sporum
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Scelerotium roifsii, Thielaviopsis basicala, v Veiticilium spp. En la mayoria de Ios
casos, los resultados dsl control bioldgico de la produccién bacteriana de
metabolicos que directamente inhiben el patégeno, tales como los antibidticos
hidrégeno de cianuro, sideréforos de quelato de hierro, y enzimas degradantes de;
las paredes de la célula. El crecimiento de la planta promovido por la PGPR!
puede también servir como mecanismo indirecto de control biolégico, conduciend%
a una reduccion en la probabilidad de que la planta contraiga una enfermedac_)
cuando al promover el crecimiento resuite una reduccién del tiempo en que uné
planta esté en estado de susceptibilidad, a saber, en el caso en que las PGPR
causen un incremento en el indice de excrecencia de la pléntula, por lo tanté
reduciendo el tiempo susceptible para una falta de humedecimiento previo a lE
excrecencia. Un mecanismo alternativo de control biolégico por PGPR es Ié

resistencia sistémica inducida.

Agentes de Biocontrot de Nematodos

Muchaos ejemplos recientemente publicados de biocontrol de nematodos por
antagonistas incluyen et uso de los patégenos no cultivables Pasteuria penetran$_
(revisado en Stiing, 1991b). Las poblaciones de patogenos aumentan con

frecuencia ante una continuidad de cuitivos susceptibles a los nematodos y
l
pueden contribuir en estos casos a la supresion de nematados en el suelo. P,

Penetrans produce esporas en reposo que se adhieren a la cuticula de Iol

nematodos, donde producen un tubo de gérmenes, penetran el. huésped y e

y

T .?
desarrollan una colonizacidon y digestion extensas del nemétddo mI}‘!C‘ ‘éé‘dﬂ“%r?n?c

OTT aARRIOS f‘Al VIS
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Desgraciadamente, los procedimientos para producir suficientes esporas para l ', 2000 .
%

estudios de biocontrol por inoculacién son faboriosos, y no exusten s:s mas
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practicos de cultivo masivo (Ciancio, 1995). Los hongos que atrapan Iogs
nematodos han permitido el control en caondiciones de invernadero, sin embargc:),
no ha habido consistencia en lograr el control practico en el campo. Estge
resultado posiblemente se presenta pues la capacidad de la mayor parte de
especies para atrapar nematodos no estd relacionada con la densidad del

nematodo como se requeriria para un control econémico (Stirling, 1991A). Se han

publicado algunos informes de rizobacterias cultivables como agentes de contrc!;l
de los nematodos (Becker y otros, 1988; Hallmann y otros, 1997; Kloepper y otros;,
1992, Kluepfel y otros, 1993; Martinez-Ochoa y otros, 1997, Oka y ofros, 1993,
Sikora, 1998). Aunque se han reportado algunas reducciones en dafios poir
nematodos o en poblaciones ante la introduccién de bacterias en estos sistemas

del modelo, ninguno de los estudios presentan datos demostrando la eficacia en eiel

Resistencia Sistémica Inducida (ISR, sigla en inglés) con PGPR |

campo a niveles que pudieran dar una proteccidon econémicamente practica.

La resistencia inducida, por lo cual las defensas naturales de la planta soJ‘n
disparadas por un agente fisico, quimico o biolégico, ha sido revisada y estudiada
ampliamente (Kuc, 1982; Ross, 1961; Ryals y otros, 1996; Sticher y otros 199%;;
van Loon, 1997). Los agentes bioldgicos que inducen la resistencia son de doétp
tipos generales; aquellos que inducen en la planta una lesion necrdtica, indicand!p
una interaccion incompatible entre el patégeno y el huésped, y aquellos qué
colonizan la planta, generalmente las raices, sin necrosis visibles. Se han vustb

algunas bacterias rizésferas colonizando las raices de las plantas y resultando ;?{\T/\ Rl A ‘G

¢ BogrTa e ¢
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un incremento en el crecimiento de la planta o un control buolognco dé las M AY 2000

enfermedades de las plantas (revisado en van Loon y ofros, 1998). Algu
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de PGPR, ccmo los agentes bioldgicos inductores de necrosis y los inductores
quimicos, disparan las defensas naturales de la planta como respuesta al ataque
patdégeno. No asi los agentes bioldgicos inductores de necrosis y los inductores
quimicos que proveen un periodo de induccién a corto plazo, las PGPR colonizan
las raices de la planta, broveyendo asi potenciaimente un amplic periodo de
induccion. La mayoria de los sistemas publicados utilizan seudoménadas
fluorescentes, y el mecanismo parece ser distinto al de ISR inducido por
patégenos o:' quimicos en que las proteinas patégeno-relativas (PR) no son
tipicamente acumulables, y la proteccién sistémica tipica no depende de la
activacion del acido salicilico (Press y otros, 1998; revisado en van Loon y otros
1998). |

La investigacion de apoyo al presente invento ha estudiado el fenomeno d

[$1]

las PGPR de. transmisién ISR, y los resultados muestran los siguientes aspectos.
Las cepas seleccionadas de PGPR pertenecientes a géneros gramopositivos y
gramonegativos (incluyendo Pseudomonas, Serratia y Bacillus), con el tratamiento
a la semilla o el tratamiento empapandc el suelo para llegar al sistema de las
raices de la planta, pueden reducir la incidencia de patégenos infecciosos a
distancia. Se ha visto como las cepas sencillas de PGPR reducen la infeccion
patdgena y los sintomas de multiples enfermedades en el cohombro y el tomate.
Las enfermedades en el cohombro en estudios de campo y en invernadero
incluian durante muchos afios las enfermedades foliares (mancha angular en la
hoja, causada por Péeudomonas syringe pv. Lachrymans [Liu y otros, 1991a & b]
antracnosis [Wei y otros,

c\er O 35

causado por Erwinia trachelphlla [Zender y ofros, 1997 a & b] y el marchnta

C()" &
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Fusarium, causado por Fusarium cxysporum f. sp. Cucumerinum [Liu y otréls
1991c], y la enfermedad viral sistémica causada por el virus de mosaico [el
cchombro (CMV, sigla en inglés) (Raupack y otros, 1996, Yao y otros, 1997). én
el caso del marchitamiento de la cuctrbita, el control de la enfermedad esta tigac';lo
a la reduccion de transmision de PGPR en la preferencia de Ia planta por los
insectos portadores, como los escarabajos rayados y manchados de! cohombrlo.
En estudios de campo e invernaderos, los tratamientos de PGPR condujeronia
una importante reduccién de la alimentacién de los escarabajos (Zehnder y otroés,
1997a), lo cual se asocia con la reducciéon transmisora de las PGPR en :Ia
cucurbita C, un alimento de atraccion. Con el tomate, la proteccién se ha notaqlo
en el invernadero o el campo contra el CMV, mancha bacteriané causada por
Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria; el geminivirus de la mancha del tomate,

y el moteo bacteriano, causado por P. Syrningae pv. Tomato

;
|
|
Compuestos de Aromaticas Botanicas I
Otro enfoque para el control de los nematodos que puede conducir 'al
menos a una induccion limitada de la supresién a través de la actividad microbiar}&a
es el uso seleccionado de “compuestos de aromaticas botanicas”. Lé;s
‘Arométicas Botanicas” son metabdlicos volétiles de la planta, de bajo peslo
molecular, muchos de los cuales se encuentran en plantas de aceites esencialefL.
Al incorporarias al suelo la naturaleza volatil de las aromaticas botanicas caus!a

que los compuestos actuen como pesticida. Furfural (2-furfuratdeh|do) mezcia o

4. ..'
en el suelo en pruebas de invemadero sirvi6 de supresor en poblamones mlcnales’\RfA 1 6
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del nematodo de nudo en la raiz Meloidogyne arenarna y en la cantidad

: SHMAY 2000
subsecuente de agallas en la calabaza. Se pudo observar una proteccxén similar
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contra M. Incognita (nematodo de nudo en la raiz) y Heterodera glycines

(nematodo quiste) en la soja (Rodriguez-Kabana y ofros, 1993). El furfural ‘
también redujo el dafio de nudo en la raiz de la okra y aumentd el rendimiento e’:n
pruebas en un micro lote (Rodriguez-Kabana y otros, 1993). Canullo y otrois ‘
(1992) demostraron que los tratamientos del suelo con furfural reducian el dar’{o
del hongo patdégeno Sclerotium rolfsii de la lenteja, aunque aumentaron las
poblaciones de Trichoderma spp. y los antagonistas bacterianos del S. Roffsii.

En otro estudio con algoddn, el uso de las arométicas botanicas furfurgl,
benzaldehido, y citral redujeron las poblaciones de M. Incognita juveniles en zel
suelo y en las raices (Bauske y otros, 1994). Las mismas tres arométicazs
botanicas (furfural, citral y benzaldehido) han demostrado tener un potencial de
control tanto para hongos patégenos y nematodos fitoparasitarios (revisado en
Bauske y otros, 1997). Las aplicaciones de furfural y benzaldehido ai suelo
causan cambios cuantitativos como cualitativos en la composicion de la
comunidad bacteriana del suelo (revisado en Bauske y otros, 1997). Luego d}e
reducirse en las primeras 24 horas después de su aplicacion, las poblacionés
bacterianas aumentaron en 1 semana después de la aplicacién y permanecierc%n
mas altas que en suelos controlados sin tratamiento durante 7 semanas. Hubo el

correspondiente aumento en la frecuencia de Brukholderia cepacia en los suelos

tratados.

Soler-Serratosa y otros (1996) reportaron que las aplicaciones previas de

timol al suelo antes de sembrar reducian las poblaciones iniciales y finales de M"?TAR ere

CIREELG DE SANTAFE DEBC30TADC

Incognita y H. Glycines en la soja. Cuando el timol fue comblnado cono RARRIOS GALV'S

benzaldehido, ocurrié un efecto sinérgico sobre las poblaciones de nema_‘godq'sv,,mr .Mf\Y ZOQD

Los efectos del timol en los nematodos fueron relacionados con los c:azmbiofs’_’7i "eh‘-}av 1l
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micreftora nativa del suelo luego del tratamiento, y especificamente a un aumen{‘o

en las Pseudomaonas spp. (Soler-Serratosa y otros, 1994).

Contribucion del Invento

No obstante este extenso trabajo, una estrategia adecuada se ha
desarrollado que provee composiciones satisfactorias apropiadas para gl
tratamiento de las plantas desde una etapa muy temprana (a saber, semillas !o
plantulas) para producir plantas de rapido crecimiento con una resistenc%a
sistémica contra patégenos foliares y alterar la microflora del suelo para un
efectivo control de los nematodos. Se requieren alternativas posteriores dfe
pesticidas quimicos y fumigacion del suelo con metilo bromuro para el control die
enfermedades de las plantas. También es deseable reducir la presion y
dependencia de soluciones de pesticidas quimicos para el control die
enfermedades de la planta. |

Por lo tanto, hay una necesidad urgente, tanto ambiental como economica,
de dichas composiciones y métodos de tratamiento libres de pesticidas y d;
elementos similares a éstos. Es evidente que otros expertos en la materia no ha?n
logrado anteriormente revelacién o publicacion previa a lo contemplado por este
invento de lograr en lo posible promover el crecimiento sinérgico de la planta €
inducir la resistencia sistémica segun el presente invento de PGPR y unia
modificacion orgénica produciendo asi plantas con un indice incrementado de

crecimiento y una inmunidad a la enfermedad sistémica. Este invento contribuye L

. NO TARIA 16
solucionar esta necesidad y los problemas enfrentados por esta c;enc:ta cmu c * SANTAFE DE BOGOTA D.C
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CIENCIA RELAGIONADA

La bibliografia de publicaciones relacionadas aparece antes de la seccidn :
; i_
de las reivindicaciones de este documento.

BREVE RESUMEN DEL INVENTO

El invento se relaciona en general con el campo del crecimiento y desarrolio
de la planta, en particular de los métodos y composiciones para incrementar el
crecimiento de la planta y la resistencia a la enfermedad. El invento esté
relacionado con el inicio y promocion del crecimientg de la planta utilizando una
combinacion de multiples tacticas de control biolégico en el suelo o en un medio
sin tierra para el crecimiento de la planta con el fin de controlar nemétodos |y

patoégenos foliares.

El invento también estd relacionado con una composicion nueva de Lén

|
medio de crecimiento de la planta que comprende rizobacterias de quitina y r;.o
quitinoliticas promotoras del crecimiento (PGPR), las cuales crean una sinergia ein
el crecimiento de la planta y resistencia a las enfermedades. Ademas el inven!to
se relaciona con un nuevo meétodo sinérgico de utilizar ya sea el tratamiento de ia

« 3 . » ” » . - I
semilla o la aplicacion a la plantula en un medio sin tierra de un elemento

quitinolitico y elementos bacterianos para la preparacion y desarrollo de piap siy

trasplantes. J
El invento se relacuona con varios productos obtenidos del *mv@ El ,43;(1‘ JC. "’

plantas como el tomate y el cohombro. Este también se relaciona con vaﬁC s Et;gl:m A

composiciones y plantas descritas mas adelante. »~ *MY 2{]00

E! invento suministra varias conformaciones de utilidad.
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El invento suministra una composicion que comgiende al menos dos cepf»as
bacterianas de PGPR y un compuesto quitinolitico o un compuesto de efeEto
equivalente. Las rizobacterias promotoras del crecimiento de ia planta (PG ER)
comprenden al menos una cepa bacteriana que puede inducir una resistenjcia
sistémica de la planta a las enfermedades. La composicion ademas compren:de
un compuesto quitinolitico que puede tener actividades de control de nematodos.
Al menos una cepa bacteriana PGPR en una conformacién preferente no les
quitinolitica. El compuesto quitinolitico es preferiblemente un compuesto organico

animado 0 un polisacéarido animado.

Otras composiciones del invento pueden incluir ingredientes adicionales
como al menos un compuesto de aromaticas botanicas. Generalmente !un
compuesto de aromaticas boténicas para el actual invento tendra un peso
molecular bajo y serd un metabdlico volatil de la planta, como el citral, furfugai (o]
benzaldehido. Varios otros compuestos que no afectan negativamente ia funci‘()n
del compuesto quitinolitico y de las PGPR pueden ser incluidos en la oomposicic’;n.

El invento provee ademas un método para exponer las semillas y Iios
esquejes en crecimiento en el suelo o en un medio sin tieqa, que incluyezla
composicién biolégica del invento. Luego las semillas y/o esquejes continuan
siendo expuestos y/o en crecimiento, respectivamente, en el campo o0 en lhn
ambiente con condiciones similares al de los invernaderos. Estas condicion!as,

como las de los invemaderos, pueden estar controlados ambientalime

cuanto a temperatura, luz, humedad y demas. Estas candiciones ~-er}

altemativa pueden estar libres de dichos controles ambientales. El desar

b TAFE DE A
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las plantas continta bajo estas condiciones hasta iograr un cremmlento y t ma OQAY ZDDD

predeterminados. En adelante, la planta resultante es trasplantada a Ias
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condiciones del campo para continuar su crecimiento normal, Las plantas
resultantes, ya sean de semillas o esquejes, han sido obseivadas para el
desarrollo de una resistencia sistémica a las enfermedades, un mayor vigor en el

crecimiento y otras propiedades deseables.

El método del invento pravee medios diferentes para el tratamiento de u\,‘na
plantula trasplantada o semillas de una planta objetivo con la composicidn del
invento. Uno de dichos medios es preferiblemente rociar la plantula objetiva c%:n
una composicidén acuosa del invento para promover la exposicion y penetracion élte
los componentes de la composicion a la planta objetivo. Otro medio es expon\'er :
las plantulas o semillas de la planta objetivo a la composicién del invento. '1
Otra conformacion del invento se relaciona con las plantas mejoradas "
obtenidas por el invento, incluyendo plantas que tienen una resistencia sistémica a
enfermedades infecciosas, ya sea que la infeccion esté en el sistema de la raiz, el *
follaje o en otras partes de las plantas. l\

Las plantas que pueden ser tratadas y logradas de acuerdo al invento son\‘;
tanto monocotileddneas como dicotiledoneas, de especies como {a cebada, avena, |
arroz, trigo, soja, maiz; melones entre los cuales se encuentran el cohombro, el\;
cantaloupe y la sandia; vegetales incluyendo judias, arveja, mani; cultivos de%
aceite incluidos la canola y soja; plantas solanaceas incluido el tabaco; tubérculos L.
incluida la papa; vegetales incluidos el tomate, pimentdon, cohombro, brécoli, i
a l‘(

repolio, coliflor, lechuga y rabano; frutas incluidas las fresas; cultivos de/f

RS

TR AT
T
N

g
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incluido el algoddn; ofras plantas incluidas el café, plantas rastreras, per
ornamentales lefiosas, céspedes y flores de corte incluidos el clavel y Ias r :és

cafla de azucar; cultivo de arboles en contenedores; perennes como el abe o‘ y el ‘; M!\Y 2000 -7"
pino; arboles caducos como el arce y el roble; y frutales incluidos el cerezo @' S WE
[oT L EE“CT"‘\ NT

I\ L“:C‘;DN-I; %AL GNE TbVE A L‘\ vIST A
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manzano, pero y naranjo. En general cualquier planta susceptible a uﬁ\a

enfermedad y que no responda a la composicién del invento puede ser tratado de
acuerdo con el invento.

%
{
i
1
Otras conformaciones del invento se iran viendo de aqui en adelants. !
\
l
l

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

El invento esta relacionado con varias combinaciones de tacticas dg

biocontrol aplicadas en conjunto al suelo o al medio de crecimiento de la plant%
utilizada para la produccion de plantas o esquejes de trasplante. Las “técticas;»l’

pueden incluir mezclas de dos o mas cepas de PGPR donde una ¢ méas puedeﬁ

inducir la resistencia de la planta. Estas “tacticas” pueden ademas incluir

modificaciones organicas, que pueden tener actividad de control de nematodos,

“compuestos selectores’, tales como compuestos de aromaticas boténicas)

|
(incluyendo el timol, benzaldehido, citral, furfural, mentol y alfa-terpineol) que,
alteran la microflora del suelo para incrementar la actividad de microorganismos:

antagoénicos nativos. El invento también puede constar del uso de dos de estas'

sin adicionar compuestos selectares. El invento provee otras conformaciones que |

I

|

t

I

tres tacticas, a saber, mezclas de PGPR junto con modificaciones organicas, pero"
E

2

se comentaran mas adelante. ,
|

Segun el invento, se ha descubierto una nueva sinergia de tacti e

biocontrot de una composicién no identificada hasta ahora. La composvc;on Lo

el invento, inicia y promueve el crecimiento de la planta e induce en fo

. . : o . Sl\MAY 2(100
sinérgica una resistencia sistémica a enfermedades en las p!antas'

.

caracteristicas de la composicién son tanto nuevas como sinérgicas. El mventc L
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provee una compasicion que comprende componentes de quitina y ho
i
quitinoliticos para el crecimiento de ias plantas y resistencia a las enfermedades.
La composicién resulta en una sinergia de las caracteristicas del componente
1
incluyendo la iniciacion y promocién del crecimiento de la planta e induciendo una
resistencia sistémica de la planta a las enfermedades. |
!
|
La Composicion del invento |

La composicion comprende al menos una cepa de PGPR y una
modificacién orgénica. La mezcla biolégica de PGPR comprende preferentement{e
preparaciones de esporas de la bacteria. Adicionalmente, en la mezcta PGPR, ;I
menos una cepa de PGPR puede inducir |a resistencia sistémica de la planta a lat;s
enfermedades. La presencia de la bacteria en la mezcla es generalmente dél
orden de 10°a 10" bacterias por semilla o por litro de la mezcla sin tierra. Un%
conformacion preferida del invento es donde la presencia de la bacteria es dé
aproximadamente 1 X 10'° bacterias por litrc de mezcia sin tierra y 1 X 10° d;',-
bacterias por semilla. ;

i
Los ejemplos de dos cepas formuladas de PGPR incluyen pero no sé

fimifan a la cepa GBO3 de Bacillus subtilis (disponible de Gustafson LLC, Piano,i
Tejas como Kodiak™) y la cepa IN937a de Bacillus amyloliquefaciens. Entre otrosi

tipos de bacterias no quitinoliticas apropiadas para la composicion estan: iasi

bacterias colonizadoras de raices incluyendo la familia BACILLIACEAE, la cue I‘.

forma esporas y comprende el género Bacillus, Paenibacillus, Bfevibac'l B, iz

Virgibaciflus, Alicyclobacillus, y Aneurinibaciilus, las seudoménadas ﬂuore&tT BA

Enterobacter spp., Arthrobacter spp., y Burkhoideria spp.; Y Ios hongos

N.
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beneficiosos como los Trichoderma spp., Gliocladium spp., y otros; aimidonesg y
actinomicetos. Los ejemplos adicionales del grupo de bacilos y su géneiro
formador de esporas, incluyendo los Bacillus, aparecen enumerados en %el
‘Catalogo de Bacterias ATCC”, publicado por la Coleccion de Cultivos Ti;:ao
Americano (ATCC, sigla en inglés), los cuales se incorporan aqui por referencia. |
La modificacion organica también se conoce como un componen{te
quitinolitico al mostrar actividad en el control de nematodos. El componen’tge
quitinolitico en la composicién se encuentra en una cantidad suficiente para causér
un efecto quitinolitico. La cantidad de componente quitinolitico presente pueci;e
estar entre 0.1% y 10.0%. Una conformacién preferente del invento es donde l‘ta
composicién comprende aproximadamente 2.5% del componente quitinolitico. !
Los ejemplos del componente quitinolitico incluyen pero no se limitan a lié
quitina, escamas de quitina y quitosan. E! componente quitinolitico se puedé
derivar también de sus precursores, los cuales ante la hidrélisis u otro anélisié‘;
quimico o bioquimico puede rendir el componente quitinolitico. La modiﬂcaciérl.f\
organica es preferiblemente una glucosa polisacarida. Dichos precursores sor]:'}
compuestos naturales organicos como la corteza de pino, las conchas de almejasl

o cascaras de camaron, la harina de soja, la harina de semilla de algodén y la

" \
caseina. 1

Una conformacion posterior del invento es una composicion que comprende,

al menos una de las cepas de PGPR, una modificacion organica, y un compue, oi

opcional de aromaticas botanicas. La adicion opcional de un compuestof de... «
AR‘ A 1 6

a anTAFED
s~ ARR‘OS G

. . . . C b
aromaticas botanicas, también conocido como compuesto selector, s

composicidn primaria introduce ademas un pesticida para alterar la mlcreﬂora del “.MAY 2000

suelo. La presencia del pesticida reduce los nematodos parasitarios y aumental!
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lcs aniagonistas. Un ejemplo de un compuesto de aromaticas boténicas incluye
pero no se limita al benzaldehido. Entre ofros tipos de cumpuestos de arométic‘?as
botanicas apropiadas para la composicion esta el citral.  Ademas, ios
componentes opcionales incluyen componentes que no afectan en forma negativa
la funcién de los dos componentes principales de la composicién, conocidos comoe

1

ingredientes no esenciales. \

una modificacién arganica, y un compuesto opcional de aromaticas botanicas.

|
Una composicién posterior del invento comprende las dos cepas de PGPtR,
!
|
|
El Método def invento |

La conformacion del invento es un método de promover el crecimiento ée
las plantas e inducir la resistencia sinérgica de las plantas a las enfermedades. i!:.l
método comprende exponer la semilla a una nueva composicién biolégica 20
plantulas creciendo en un medio sin tierra en un semillero conteniendo la nuev:a
composicion biolégica, por un periodo de tiempo suficiente para iniciar %l
crecimiento mejorado y las caracteristicas de supresion de enfermedades. S’E
siembra una semilla en el suelo o en un medio sin tierra y crece en un invernaderé
bajo las condiciones previamente comentadas. Como ejemplo, la composiciéq
biolégica puede ser incorporada en un medio sin tiefra como en un piso dé

espuma para trasplante y luego se riega la semilla. Durante este periodo dé

crecimiento, si se desea, se pueden aplicar a las plantas tratamientos adicio

de la composicién en cantidades y tiempos predeterminados. Luego, si se de§es, ‘
4 RO

&
cuando las plantulas tienen una edad aproximada de cuatro a seis sema‘h s, 7

,

. ['TV;,\R A 16

e
ufo At Ia . TAFE DE HOGOTA -

cuando estan listas para ser trasplantadas, éstas son entonces traspiantadas allas{rmros! GRVS

0
condiciones de campo o de invernadero donde la planta ha sido observada para)] MM Zﬂ“ -

!
I’ /
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que continue su crecimientc normal. Ademas, las plantas son entonces tratadl‘as
opcionalmente con fa composicion, y ésta puede estar en forma liquida o sélic%!a.
Este tratamiento es preferible hacerlo en forma de aspersion foliar, aplicacion pé_lra
empapar, aplicacién por goteo o a través de irrigacion, en los cuales se ha vis}to
que las plantas logran una mayor resistencia a las enfermedades. Esl‘lte
tratamiento opcional se puede realizar también en cualquier momento durante !Eel
periodo de crecimiento. Ademas, las semillas no tratadas son recubiertétzs
exponiéndolas a la composicién, ya sea en forma liquida o sdlida, preferib‘!e
hacerio en forma de aspersion foliar, aplicacién para empapar, por goteo o I'ia
través de irrigacion. Este es un tratamiento opcional, y se puede hacér

|
adicionalmente en cualquier momento a semillas tratadas o sin tratar. "

Este método en particular estimula y promueve el crecimiento de la plantl"a
en las primeras etapas de las plantulas, {o que se sabe es una etapa dificil en el
crecimiento de la planta para ser estimulada sélo con PGPR. El método también
induce Ia resistencia sistémica de las plantas a las enfermedades hasta un mayol'g'
grado al logrado anteriormente por la ciencia. El invento permite la sinergia de Iéi
estimulacién y la promocion del crecimiento de las plantas en combinacién con 'Al
proteccion sistémica de la planta contra las enfermedades al estar expuesta a Ié
composicion biologica. |

Las conformaciones posteriores del invento proveen los métodos para\'

inhibir el crecimiento del agente de las enfermedades Phytaphtora infestans (

i
:
l
agente causante de la ultima enfermedad de la roya), Xanthomonas axonop 1'
pv. vesicatoria (un agente causante de la enfermedad de mancha bactena,

Pseudomonas syringae pv. lachrymans (un agente causante de la enfenﬁq(%dh

22 CECILIA
TRADUCTORA OFIL‘.IAI. 1
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mancha angular de la hoja), y Fusarium spp., al utilizar el metodo exphﬁagom 2009
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anteriormente y atacando la planta con un tratainiento del agente de Ha
enfermedad. La plantula asi atacada es luego evaluada v se mide la incidencia; y
severidad de la enfermedad. Se ha observado gque las plantas que crecen béjo
este invento y son atacadas con la enfermedad mostraron una capacidlad

significativamente mayor parar resistir la enfermedad.

|

|

La Semiilla, la Plantula y la Planta del Invento ‘,
Una conformacién adicional del invento es una planta que habiendo sic%;o
expuesta a la composicion muestre los efectos sinérgicos de un crecimien%o
mejoradoc en combinacion con la proteccién sistémica a la enfermedad. Lazs
semillas, plantulas y plantas que pueden ser tratadas y logradas de wnfomidéd
con el invento incluyen las monocotiledoneas y dicotiledéneas de especies com‘fo
la cebada, avena, arroz, trigo, soja, maiz, melones entre los cuales se encuentrain
el cohombro, el cantaloupe y la sandia; vegetales incluyendo judias, arveja, man'lf';
cultivos de aceite incluidos 1a canola y soja; plantas solanaceas incluido el tabac&‘?;
cultivos de tubérculos incluida la papa; vegetales incluidos el tomate, pimemér;,
cohombro, brécoli, repollo, coliflor, lechuga y rébano; frutas incluidas las fresa%;
cultivos de fibra incluido el algodén; otras plantas incluyendo el café, planta;is
rastreras, perennes, ornamentales lefiosas, céspedes y flores de corte incluidos él

1
clavel y las rosas; cafia de azucar, cultivo de arboles en contenedores; perennes

como el abeto y el pino; arboles caducos como el arce y el roble; y frutale

incluidos el cerezo, manzano, pero y naranjo. En general cualquie{ff""é?\gnélll

plantula o planta susceptible de una enfermedad y que responda a fa com;fg:sélé{ G

Ri0s GALYS.

, ) ey

del invento puede ser tratada de acuerdo al invento. 3 12 MAY “ 2090
g e
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Las plantas resuitantes del presente invento muestran un crecimienio
|
mejorado en las primeras etapas de la plantula, lo cual se sabe es una etapa diﬁ:’cil
del crecimiento de la planta para ser sélo estimulada con PGPR. La planta
l
ademas muestra unas caracteristicas fisicas mensurables de una planta mejorqda
~omo son una mayor altura, peso, vigor, hojuelas y area de superficie de las
mismas, en etapas mas tempranas del crecimiento a aquellas plantas de contro
!
sin tratar. Iguaimente, 1a planta muestra menos enfermedades que las plantas pe

controtl sin tratar. ‘

l
|
Otras Conformaciones del Invento ll

Entre posteriores conformaciones del invento se encuentras varios medic'gs
de cultivo de plantas utilizando la composicion, en particutar el tomate, cohombrip,

) : , |
y tipos previamente comentados, y partes del mismo que han sido desanonadc’?s

de conformidad con el invento. |

» |
Otras conformaciones del invento se haran aparentes en la posterid‘ar

descripcion en detalle de las conformaciones preferente y de otras conformacione:s
del invento. l

El término “trasplante” es aqui utilizado como un término de ia cienci%a
utilizado para designar una planta de cualquier edad o variedad que es trasladada

de un lugar de crecimiento a otro.

El termino “esqueje de trasplante” es aqui utilizado como una planta

cualquier edad puesta en un medio de crecimiento contenido en el -cuai"la"‘pi'a""

es preparada para ser trasplantada o transportada de un lugar a otro R v 0

El término “medio sin tiera” es aqui utilizado como un medio de crec«maem

‘,.
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vermicida, un comporiente fertilizante y otros ingredientes. Entre los ejemplos'de

1
un medio sin tierra estadn productos ya listos como “Pro-mix’, “Redi-gro| y

“Speedling Mix’. ll

El término “plantula’ es aqui utilizado como un término de la cienicia
utilizado para designar una planta de una edad que va del dia de la excrecencia
hasta un afio después de plantada o una edad en que se pueda trasplantar y ho

t
esté limitada a un solo tipo de planta. El término también incluye las “plantulas de

bosque” que pueden tener un ario. ‘g
]

El término “sinergia” es aqui utilizado para designar la accién resultante (';1e

. . |
dos 0 mas sustancias para lograr un efecto del cual cada una individualmente no
es capaz de lograr. ‘

!

i

t_

EJEMPLO 1 l|
SINERGIA DE TACTICAS \t

A. Promover el Crecimiento del Tomate 1
l
|
Como primer ejemplo del invento, se hizo una preparacion biolégica corp

dos cepas de PGPR junto con quitina. Especificamente, la preparacion biolégicé

{
(lamada LS213), la cual se encuentra en el mercado, contenia cepa GB03 dé

Bacillus subtilis, y ha demostrado controlar algunas enfermedades al producié

antibidticos iturinos, y la cepa IN937a de Bacillus amyloliquefaciens que fug
seleccionada para la activacién de resistencia inducida. Con ambas.bacterias -

. NOTA
prepararon formulas industriales de esporas y se mezclaron con escamasn, ,éq.

quitina. La preparacién bioldgica fue agregada en un recipiente con un medio sm“ 2000

: IA 1 6
08 BOGOTA D.C
s GALV\S i

Lo e X
TR TNy

tierra el cual fue utilizado para preparar los esquejes de trasplante: de tomates bt :
: VDR n\k 'JEE)'ACMM:NTE
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Los tratamientos adicionales consistian en cada cepa bacteriana por si sola co\in y “'
sin quitina, solo quitina, y un control sin tratamiento. Los esquejes de trasplahte
crecieron en bandejas de trasplante en el invernadero y se notaron los efectoslen

el crecimiento de las plantulas. Los resultados aparecen en la Tabla 1.

|
A lo largo de las tres mediciones (vigor, peso fresco del retofio, y area llde

superficie de las hojuelas), se presentd un mayor y significativo crecimiento con

I
LS213 que con los diferentes componentes individuales. Esto indica una cldra

sinergia en la promocion del crecimiento de la planta con la combinacién de quitina

y las dos cepas de PGPR. ’!

i
Tabla 1. Resultados del Ejemplo 1A —~ Promoviendo el crecimiento del tomate -
Sinergia de tacticas

l

Tratamiento y componentes' Vigor? Peso del Areadela |
Retofio superficie de la \

Fresco (g)° hojuela (cm?)* !

Control: sin componentes 14a 04113 a 322a i
LS213; quitina + GBO3 + IN937a 496 1.6555f 18.37 e |
S6lo quitina 23b 06088bc  6.40b \
Quitina + GB03 29¢ 0.7393 de 6.69b 1
Quitina + IN937a 36d 0.8255 ¢ 829 ¢ ]
GBO3 2.4 bc 0.6393 be 7.76 ¢ l
IN937a 21b 0.6281 cd 7.74c¢ “
GBO3 + IN937a 2.1b 0.5931b 6.57 b |
LSD (P=10.05) 0.53 0.088 0.84 !

! Los tratamientos bioldgicos fueron incorporados a una mezcla sin tierra a 1:40 (viv) colocados €
un piso de espuma para trasplante, y luego esparcida la semilla de tomate cv. Solar Set Se o
thlCTOﬂ cuatro pisos por tratamiento. Las PGPR son cepas GB03 y IN937a \

2 Elvigor de las plantulas fue calificado 3 semanas después de sembradas en una escala de 'i '0’ ABlA:“ 1'53 c
1=malo, 2=promedio, 3=bueno, 4=muy bueno y 5=excelente. Promedio de las cuatro raphcangﬁEE: Axx‘v;wi)fﬁﬁo y
3 - Peso del retofio fresco de la pldntula. Promedio de las 4 réplicas, 10 plantulas por réplica. ;==

* El area mas grande de superficie de Ia hojuela (generalmente de ia 4° o 5* hoja). Promedlo de ﬂl MAY 2900
réplicas, 10 hojuelas por réplica. , ‘
Promedios seguidos por diferentes letras son significativametne diferentes de conformudad con ta
prueba menor diferencia significativa (LSD, sigla en inglés) protegida a P 0.05

| OERIA cmqror{m "oxNCIDE Eb(AC"A AENTE s
" ACOM VL N wlw. QuE Tuvé A LA JI”A ™
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B. Resistencia inducida en el Tomate \
Algunos de los esquejes de trasplante del experimento anterior, aquel’Pos
tratados con el control, sélo quitina y LS213, fueron trasplantados a recipien#es
mas grandes inmediatamente después de llegar a las medidas de crecimiento céue
aparecen en la Tabla 1. Diez plantas de cada tipo de tratamiento fueron entono“es
atacadas con Phytophthora infestans (un agente causante de la ultir‘pa
enfermedad de la roya), 0 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (un ager{!te
causante de la enfermedad de mancha bacteriana). Después de un tiemﬂpo
predeterminado las plantas fueron evaluadas para resistencia a las enfermedade’is.
Los resultados del desarroilo de las enfermedades aparecen en la Tabla 2. ‘!
El grado mas alto de proteccion contra las enfermedades de ambci:s
patégenos se presentd con LS213. En la mancha bacteriana, la proteccién
alcanzada con LS213 fue significativamente mayor tanto en el control sin traté\r
como en el tratamiento de sélo quitina. Esto muestra que la sinergia en Iza
promocion del crecimiento de la planta anotada en la Tabla 1 se traduce éh

sinergia de proteccion a la enfermedad.

\
I
|
Tabla 2. Resultados del Ejemplo 1B - .Resistencia Inducida en el Tomate Ll
Sinergia de tacticas \
%

1

|

[ratamientos % Ultima enfermedad de Lesiones mancha

la roya/planta® bacteriana/hojuela®
Control 19.1b 229b A By
Quitina 16.5a 22.35b NO ARI p; g‘gc "
LS213 7.7a 11.87 a cmcg)f;,; ;’,{%‘;ﬁg,ﬁm
LSD (P = 0.05) 9.98 2.42 Y &

31{MAY 2000

sPromedno de 10 réplicas, una planta por réplica. L A e
® Promedio de 10 réplicas, 6 hojuelas por planta. S p\ !P:V‘E‘i"?:b@‘“";"“w;
Y |
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EJEMPLO DOS l

SINERGIA DE TACTICAS s

A. Promoviendo el Crecimiento del Tomate y el Cohombro K!

l
Se realizd un experimento similar al descrito en el Ejemplo 1. ll_os
componentes de quitina, GBO3 y IN937a fueron probados en un medio sin tieLra
para el crecimiento de la planta para ver los efectos en el crecimiento de ias
plantulas utilizando tomate y cohombro. Las mediciones adicionales para ‘lel
crecimiento de plantas fueron realizadas como aparece en las Tablas 3 y 4. ﬂos

|
resultados aparecen en las Tablas 3y 4.

Los resultados tanto de tomate (Tabla 3) y de cohombro (Tabla 4) demuestran de
nuevo que existe una clara sinergia de tacticas para promover el crecimiento. Por
ejemplo con el tomate (Tabla 3): con sélo quitina se obtuvo algo de promocién é!e
crecimiento con relacion a las de control, causando aumentos importantes én
altura, numero de hojuslas, y area de superficie de la hojuela; pero no tuvo un
gran aumento en vigor, peso, o contenido de clorofila. En comparacion, pl
tratamiento con LS213 dio como resultado importantes incrementos en todos estcgs
parametros con relacion a las de control. Algo similar se vio en el cohomb}zo
(Tabla 4), el LS213 causd importantes aumentos en todos los para'metrds
comparandolos tanto con los de control sin tratar y los de sélo quitina. ‘1
l
1
|

B. Resistencia Inducida

Luego de tomar las medidas de crecimiento arriba descritas, Ias plantas: dé

tomate y cohombro de los tres tratamientos fueros trasplantadas a rec:mentes”“’ G"”Df

10S GALVIS

Los tratamientos probados fueron las de control sin tratar, soélo qumna, y LSZ13 MAY 2000
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Las plantas de tomate fueron inoculadas cun ei patdégeno de la mancha del torhate
J

(segun se duscribe en el ejemplo 1B), y las plantas de cohombro fu?ron

inoculadas con Pseudomonas syringae pv. lachrymans, agente causante d%a la

enfermedad de mancha angular de la hoja. Los resultados se encuentran e‘p la
Tabla 5.

Los resultados que aparecen en la Tabla 5 muestran que las pléntuidas

preparadas con tratamientos de LS213 tenian resistencia inducida a'!l fa

|
enfermedad. Es interesante ver que las plantulas preparadas con el tratamiento

|
de sélo quitina, que causa unos aumentos significativos en el crecimiento de ';las
plantas, no fueron resistentes. La falta de resistencia inducida con quitina cuart\do

se sucede una promocion significativa en el crecimiento demuestra ademas ciue
los beneficios del LS213 son sinérgicos. \

1

l

!

\

|

1

!
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Tratamientos y componentes’ Vigor? Altura Peso Numero de Area de la ] éloroﬂta’

(cm)? (g)* hojuelas®  superficie de la
hojuela (cm?) ©

Control: sin componentes 15a 7.0a 0.19a 42a 164 a 28.09 a
LS213; quitina + GB03 + IN937a 4.5¢ 13.31d 0.91d 96d 577e 32.36 ¢
Quitina 23a 10.7 ¢ 0.71a 89cd 3.89c¢c 28.89 ab
Quitina + GB0O3 28a 10.83 ¢ 0.72¢c 8.9 cd 409¢ 3254 c
Quitina + IN937a 28b 11.003 ¢ 0.74c 8.9 cd 475d 31.39bc
GBO03 1.8a 7.40 a 0.23 a 46 a 1.80a 28.64 ab
IN937a 28b 8.80b 0.36 b 58b 268b 28.17 a
GBO03 + IN937a 1.5a 7.33a 0.25a 4.7 a 178 a 30.58 abc
LSD (0.05) 0.86 0.71 0.07 0.70 0.56 2.86

' Los tratamientos biolégicos fueron incorporados a una mezcla sin tierra a 1:40 (viv) colocados en un piso de espuma para trasplante, y
luego esparcida la semilla de tomate cv. Solar Set. Se hicieron cuatro réplicas de pisos por tratamiento.

2 Ef vigor de las plantulas fue calificado 3 semanas después de sembradas en una escala de 1-5; 1=malo, 2=promedio, 3=bueno, 4=muy
bueno y 5=excelente. Promedio de las cuatro réplicas.

La altura de las plantulas es desde el nivel del suelo a la punta. Promedio de 4 réplicas, 5 plantulas por réplica

Peso del retofio fresco de la plantula. Promedio de las 4 réplicas, 5 plantulas por réplica.

S NGmero de hojuelas por planta. Promedio de las 4 réplicas, § plantas por réplica.
© EI area mas grande de superficie de la ho;ue!a (generalmente de la 4® 0 52 hoja). Promedio de 4 réplicas, 10 hojuelas por réplica.

7 E1 contenido de clorofila de Ia hojuela mas grande de la 42 o 52 hoja. Promedio de las 4 réplicas, 5 plantas por réplica
Los promedios seguidos de diferentes letras son significativamente diferentes segtn la prueba de menor diferencia significativa (LSD, sigia
en inglés) protegida a P = 0.05
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" Tabla 4. Resultados del Ejemplo 2A — Promoviendo el crecimiento del cohombro - Sinergia de tacticas - gg% G
Tratamientos y componentes® Vigor® Altura Peso NGmero de Areadela  Clorofila™
(cm)'® (a)" hojas*? superficie de la
hoja (cm?) ™

Control: sin componentes 18a 9.13 a 1.39a 19ab 13.99 a 2299 a
LS213; quitina + GBO3 + IN937a 48c 16.28 ¢ 297 e 28d 27.68d 29.72¢
Sélo Quitina 23ab 1465d 2.23d 21c¢c 2462c 25.22 bed
Quitina + GB03 28bc 12.33¢ 1.93 bc 2.1bc 2089b 26.49 cd
Quitina + IN937a 2.8bc 13.05¢ 212 cd 21c¢ 21.28b 26.86 cd
GBO03 : 15a 8.80a 140a 1.9ab 13.60 a 2301a
IN937a 35¢c 12.88 a 1.97 be 20 abc 18.47 b 24.07 ab
GBO3 + IN937a 1.8a 82a 142 a 1.8a 1380 a 23.14 a
LSD (0.05) 0.86 1.23 0.25 0.21 2.81 1.67

8 Los tratamientos biolégicos fueron incorporados a una mezcla sin tierra a 1:40 (vv) colocados en un piso de espuma para trasplante, y
luego esparcida la semilla de tomate cv. Solar Set. Se hicieron cuatro réplicas de pisos por tratamiento.

® El vigor de las plantulas fue calificado 3 semanas después de sembradas en una escala de 1-5; 1=malo, 2=promedio, 3=bueno, 4=muy
bueno y 5=excelente. Promedio de las cuatro réplicas.

La altura de las plantulas es desde el nivel del suelo a la punta. Promedio de 4 réplicas, 5 plantulas por réplica
"' peso dei retofio fresco de la plantula. Promedio de las 4 réplicas, 8 piéntulas por réplica.
2 Namero de hojuelas por planta. Promedio de las 4 réptlicas, 5 plantas por réplica.
3 E1 drea mas grande de superficie de la hoja (generaimente desde la 4° o 5* hoja). Promedio de 4 réplicas, 5 plantas por réplica.
'* El contenido de clorofila de a hojuela mas grande de la 4* o 5* hoja. Promedio de las 4 réplicas, 5 plantas por réplica

Promedios seguidos por diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba de menor diferencia significativa (LSD, sigla en
inglés) protegida a P= 0.05
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Tratamiento'® Tomate/Xanthomonas Cohombro/ Pseudomonas
Axonopodis pv. vesicatoria '® syringae pv. lachrymans '’
Control 18.97 b 18.45b
Quitina 1763 b 17.80b
LS213 7.87 a 10.80 a
LSD (P=0.05) 3.04 3.23

'S Productos de biocontrol aplicados ccomo modificaciones al suelo antes de sembrar

'® valores para X. Axonopodis pv. vesicatoria representan el nimero promedio de lesiones por hojueta de cada pléntula de tomate de las
cuatro réplicas, 5 plantas por réplica y por tratamiento.

"7 valores para P.syringae pv. lachrymans representan el nimero promedio de los sintomas totales de la mancha de la hoja por hoja de las
cuatro réplicas, 5 plantas por réplica y por tratamiento
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NOTARI

SINERGIA DE TACTICAS
CULTIVOS MULTIPLES, PROMOCION DE CRECIMIENTO

% CIRCULO DF SANT

Se realizd un experimento para determinar si ocurrian en otros cultivos los efectos sinérgicos sobre el crecimiento
de la piantula anotados en los ejemplos 1 y 2. En este experimento, se prepararon los tratamientos de control sin
tratar, sélo quitina y LS213 en la forma descrita en el ejemplo 1 y utilizados para cultivar plantulas de tomate (cv.
Solar Set), cohombro (cv. SMR 48), pimentén (cv. California Wonder), y tabaco (cv. TN90). El crecimiento de fa
plantula fue monitoreado con mediciones de acuerdo a los parametros enumerados en la Tabla 6. Con el tomate y
cohombro, los resultados obtenidos previamente se repitieron en que el tratamiento LS213 generalmente resultaba
en una importante promocién del crecimiento comparado tanto con el control sin tratar y el tratamiento de sélo

quitina (Tabla 6). Este mismo efecto sinérgico sobre el crecimiento fue visto con pimentén y tabaco.

EJEMPLO CUATRO
DIFERENTES MEZCLAS DE PGPR CON QUITINA

Un experimento fue realizado para determinar si una de las cepas PGPR utilizadas en LS213 podrian ser
reemplazadas con otra cepa.

Mas especificamente, la cepa IN937a de LS213 de las PGPR fue reemplazada por 8 bacilos diferentes, cada uno de
los cuales presentaba por si mismo actividad de resistencia inducida. Las bacterias fueron mezcladas con cepa
GBO03 de PGPR y con quitina antes de incorporarias a un medio de crecimiento sin tierra para las plantas. Los

33
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___efectos_en._el_crecimiento-de-ta-plantula del tomate cereza (cv. RX 335) 5) fueron probados en cuanto a-r stg?lcna

CIR( (Dn') YT {37

inducida contra la mancha bacteriana. Los resultados que aparecen en la Tabla 7 muestran que L8213 causg. una
considerable promocién de crecimiento de la planta e induccién a la resistencia, comparado con el control de un
tomate similar de cultivo de lo visto anteriormente en el tomate ‘Solar Set. Otfras combinaciones de bacterias y
quitina eran causa en general de importantes incrementos en el crecimiento comparado al de control; sin embargo,
no todos estos dieron gran proteccién contra la mancha bacteriana. Los resultados generales muestran que los

efectos beneficiosos del invento son dependientes de la cepa bacteriana, pero que se pueden utilizar mezclas de

diferentes bacterias para obtener los mismos resultados.
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Tabla 6. Resultados del Eiempio 3

Tratamientos '

Control
Quitina
L.S213
LSD (P =0.05)

Tratamientos 2

Ccentrol
Quitina

LS213

LSD (P=0.05)

Apariencia

Saludable '°

225a
220a
23.0a
273

ariencia
Saludable *°

223 a
238b
233 a
1.22

TOMATE
Vigor ® Altura Numero Pesoretofio  Areadela
(cm?  dehojas fresco(q)® superficie de la
2 hojuela {cm?) 24
10a 4.68 a 23a 0.079 a 0.69a
23D 6.88 b 71b 0.266 b 165b
33¢ 903c 85¢c 0.539c 303c
0.51 0.719 0.77 0.103 0.45
COHOMBRO
Vigor ® Altura Numero Pesoretofio  Areadela
(cm)?  dehojas fresco(q)® superficie de la
2 hojuela (cm?) %4
1.0a 435 a 20a 0.709 a 5.56 a
1.3 a 4.58 ab 21a 0.927 a 7.49b
2.5b 6.40 c 22a 1.351b 14.20 ¢
0.49 0.704 0.29 0.304 2.89
35 -
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Tabla 6. - continuacién T T T S T el
T T PIMENTON 9% 7 g
Tratamientos '® Apariencia  Vigor ® Altura Nimero Peso retono Area de la S e =
Saludable '° {cm) %! de hg@_ fresco (@) 2 superficie de la
hojuela (cm?) %
Control 185A 10a 3.30a 20a 0.054 a 0.21a
Quitina 200A 18b 3.78b 42b 0.163b 143D
LS213 200 A 3.3¢ 483¢c 44b 0.289¢c 264c
LSD (P =0.05) 3.48 0.69 0.39 0.41 0.052 0.364
TABACO
Tratamientos ' Apariencia  Vigor 2 Altura Numero Peso retofip  Areadela
SalugableﬂT (cm) 2 de hojas fresco {q) superfici la
hojuela {em*)
Controt 21.5a 25a 0.1a 10a 0.002 a 0.01a
Quitina 170a 20a 0.98b 3.1b 0.079b 137 b
LS213 215a 40b 18¢c 40c 0.169 ¢ 322¢c
LSD (P =0.05) 4.96 08 0.32 0.45 0.047 0.736

18 Los tratamientos biotogicos fueron incorporados a una mezcla sin tierra a 1:40 (viv). Se hicieron cuatro réplicas de pisos por tratamiento.
'8 | a apariencia de las plantulas fue calificada 3 semanas después de sembradas. Los valores representan el promedio de 4 réplicas por
tratamiento
20 g} vigor de las plantulas fue calificado 3 semanas después de sembradas en una escala de 1-5; 1=malo, 2=promedio, 3=bueno, 4=muy
bueno y 5=excelente. Promedio de las cuatro réplicas.
! La altura de las plantulas es desde el nivel del suelo a la punta. Promedio de 4 réplicas, 5 pléantulas por réplica
Numero de hojas por planta. Promedio de las 4 réplicas, S plantas por réplica.
Peso det retofio fresco de la plantuia. Promedio de las 4 réplicas, 5 plantulas por réplica.
24 £l area més grande de superficie de la hoja (generalmente desde la 4* 0 5% hoja). Promedio de 4 réplicas, 5 plantas por réplica.
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Tabla 7. Resultados del Ejemplo 4 — Mezclas-diferentes de PGPR con Quitina 20— Y
R TR L
€ B X o ;_2
Py (5] K -~
Tratamientos, componentes 2 Vigor”®  Altura  Namero de Diadmetro Peso Area Resistencia s
(cm) ¥ hojas ?® tallo (mm)  retofio superficie inducida; No.
2 fresco (g) hojuela lesiones mancha
30 (cm??3 bacteriana por
hojuela
L. $254; quitina + GB03 + SE34 25a 964 c 19.1 be 1.99 cd 0.709 cd 246D 12.2cd
LS255; quitina + GBO3 +IN937b 35bc 9.58¢ 20.1 ¢c 2.02 cd 0.651 be 233b 106 ¢
LS256; quitina + GB03 + INR7 4.0bcd 11.89de 21.5¢ 2.14 cd 0.948 e 349¢ 9.5 be
LS257; yuitina + GB03 + T4 3.5bc 13.23f 214 ¢ 2.38d 0.984 e 342¢ 46 ab
LS258; quitina + GBO3 + IPC11 25ab 10.01¢ 222¢ 2.19 cd 0.884dc 3.03¢c 17.8d
LS259; quitina + GB03 + IPN19 20a 7.65 be 16.9b 164b 0.502 be 210b 9.4 be
LS8260; quitina + GB03 + 3P114 25ab 924c 1998 ¢ 2.10cd 0.721 cd 214D 10.3 bc
L.5261; quitina + GB03 + C1 45cd 10.99cd 209 ¢ 228d 0.869 de 3.52¢ 33a
1.8213; quitina + GB03 + IN937a 5.0d 12.43 ef 220c¢ 248 d 1.033 ¢ 3.36¢c 39 ab
Control sin tratar 1.5a 413 a 593 1.10 a 0.085 a 0.36 a 12.7 cd
LSD (P = 0.05) 1.32 1.31 2.8 0.28 0.186 0.568 5.69

% | os tratamientos biolégicos fueron incorporados a una mezcla sin tierra a 1:40 (viv) y colocados en pisos de espuma para trasplantar y
luego sembrados con semilla de tomate cv. Cherry RX 335. Se hicieron dos réplicas de pisos por tratamiento.
¥ El vigor de las plantulas fue calificado 4 semanas después de sembradas en una escala de 1-5; 1=malo, 2=promedio, 3=bueno, 4=muy
bueno y 5=excelente. Promedio de las 2 réplicas.
La altura de las plantulas es desde el nivel del suelo a la punta. Promedio de 2 réplicas, 10 plantulas por réplica
8 Numero de hojuelas por planta. Promedio de las 2 réplicas, 10 hojuelas por réplica.
29 EI diametro del tallo es el promedio de 2 réplicas, 10 plantulas por réplica.
% peso del retofio fresco de la plantula. Promedio de las 2 réplicas, 10 plantulas por réplica.
31 El area mas grande de superficie de la hojuela (generalmente desde la 4® o 5° ho;a) Promedio de 2 réplicas, 10 hojuelas por réplica.
Los promedios seguidos d¢ diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba de diferencia significativa minima (LSD, sibla
en inglés) 2n P=0.05
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~EJEMPLO CINCO
PRUEBA DE CAMPO DEL TOMATE

Proteccidn contra multiples enfermedades

Dos de las preparaciones bioldgicas utilizadas en el Ejemplo 4 (LS213 y LS254) fueron ensayadas en
pruebas de campo. Las plantulas del tomate (cv. “Solar Set’) fueron preparadas segun se describieron
anteriormente sembrandolas en una mezcia sin tierra tratada con las preparaciones biolégicas. También se prepar6
un grupo de control sin tratar. Los trasplantes fueron colocados al azar con un disefio completo en blogue, con 10
plantas por réplica y 5 réplicas de cada tratamiento. E| experimento fue sembrado cuatro veces para la evaluacion
de 1) nematodos de nudo en la raiz, 2) corona fusarium y pudricion de la raiz fumigando el suelo con metilbromuro,
3) corona fusarium y pudricién de la raiz sin fumigar el suelo, y 4) la mancha bacteriana. Los resultados aparecen

en la Tabla 8 y demuestran que las preparaciones biolégicas conducen a un desarrollo reducido de todas las

enfermedades probadas en condiciones de campo.

EJEMPLO SEIS

PRUEBA DE CAMPO DEL TOMATE g
Z 2
Efecto de las diferentes mezclas bacterianas con y sin fumigacién foliar 38
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y la mancha bacteriana como el tratamiento de LS213 del Ejemplo 5. Los resultados que aparecen en ia Tabla 9,
muestran que otras formas de preparacion biolégica si condujeron a proteger las plantas contra los dos patégenos
probados.

Uno de los objetivos fue determinar si los efectos beneficiosos del tratamiento biolégico podrian ser
incrementados al combinar el tratamiento estandar de siembra en el medio sin tierra con una fumigacion foliar con
los componentes bacterianos de la preparaciéon bioldgica. Los resultados muestran que se ve una proteccion
adicional al combinar el tratamiento estandar con la fumigacién foliar. Por ejemplo, sin la fumigacion foliar, el LS254
dio gran proteccion contra el nematodo del nudo en la raiz pero no contra la mancha bacteriana, mientras con la

fumigacion foliar si hubo proteccion contra ambos patdgenos.

EJEMPLO SIETE
PRUEBA DE CAMPO DEL COHOMBRO

Efecto de las diferentes mezclas bacterianas con y sin fumigacion foliar

ARCIA f& GONZALE2
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Similar al Ejemplo 6, se realizaron dos pruebas de campo en el cohombro para evaluar la actividad de control

de las enfermedades de las diferentes formas de preparacion bioldgica con y sin fumigaciones foliares. Las
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entermedad foliar por hongos. Los resultados presentadas en la Tabla 10 demuestran que al cambla:
IN937a de PGPR por diferentes PGPR puede causar una actividad de proteccidon de las enfermedades en el campo.
Los resultados también demuestran que los efectos beneficiosos de las preparaciones biolégicas no estan limitadas
a un solo cultivo de cohombro, pues algunas reducciones en la incidencia tanto de nematodos de nudo en la raiz y
la antracnosis se presentaron en cada cultivo probado.

Una comparacion de los resultados de campo de la Tabla 10, con y sin fumigacién foliar, demostré que este
tratamiento “de presidn’ de las mismas PGPR contenidas en la preparacion biolégica utilizadas en la mezcla sin
tierra de las plantulas provee una eficiencia adicional de proteccion a las enfermedades. Esto se puede ver en las
comparaciones de la frecuencia de reduccién de enfermedades en un tratamiento con y sin fumigacién foliar. Por
ejemplo, con LS213, con fumigacién foliar, 3 de 4 promedios de la incidencia de enfermedades se vieron
significativamente reducidos comparados con el control, mientras sin fumigacion foliar, 2 de los 4 promedios se
redujeron significativamente. Con LS260, esta “frecuencia de significacion” aumenté entre 2 de 4 sin fumigacion
foliar a 4 de 4 con fumigacién foliar.

Se debe entender que puede haber muchas variaciones en los procedimientos descritos en la compasicion,

los métodos y los productos de las plantas del presente invento mientras ain permaneciendo dentro de los limites y
el espiritu del invento.
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grave y extendida)

Y No. de frutos de tomate verde (de 20 cosechados por fote) con 2 0 mas lesiones.
" Con base a 10 hojas recogidas por lote

N

R oo ) . o ul
T TN g2
- ; -, 3w
e = 4 23
T <4 = 8; :
o T T 082 e 2
I - od
N ' B
Tabla 8 - Resultados del Ejemplo 5, prueba de campo del tomate Y
ACTIVIDAD DE CONTROL BIOLOGICO CONTRA @
| Nematodo de nudo en la raiz® | Corona fusarium pudricion ° Mancha bacteriana ]
Tratamiento No. plantas con Indice de ConMeBr®  Sin MeBr indice FORL' No, de frutos con No. promedio de
sintomas Nudo en la Raiz no. de sigtomas ° manchas/hoja "
graves ° d plantas con
sinfomas
Control 42 8.0 1.5 8.0 1.3 1.3 58.5
LS213 26 7.2 098 06 06 4.0 25.1
LS254 0.8 4.4 1.0 0.8 0.8 5.7 20.2
LSD g0 1.6 14 0.4 0.7 0.7 26 94
LSD o010 1.4 1.2 0.3 0.6 0.6
g 2
o
w O
=P
3 £l experimento fue al azar en un bloque completo con § réplicas por cada tratamiento; 10 plantas por réplica S =
® Los valores mostrados son promedios de 9 sistemas de raiz al momento de la cosecha. % 3
¢ Se determinaron sintomas graves con la presencia de grandes agallas unidas en la mayor parte del sistema de ia raiz. o s
9 El indice de nudo en la raiz se bas6 en una escala de 0 (sin agallas) a 10 (completamente lleno de agallas con un mal sistema de raiz) 5 >
€ MeBr = metil bormuro o
"El indice de Ia corona fusarium y de la pudricion de la raiz fue determinado utilizando una escala de 0 (sin sintomas) a 3 (decoloracion ﬁ

|
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Tabla 9. Resultados del Ejemplo 6 — Prueba de_campo-del-tomate;-efecto de las di diferentes mezclas bacterlana"é ton = :Z
. y-sinfumigacion-foliar — " ‘254%( L= i

Tratamientos: componentes Fumigacion foliar Gravedad del nemétodo Gravedad de la manﬁ%%’ﬁ ‘ “

usados en mezcla de plantulas adicional de PGPR (+ 0-) de nudo en la raiz * bacteriana por ho;a"i.,‘_’ ° o ,,'”&

LS254; quitina + GBO3 + SE34 + 3.85° 354" T

LS255; quitina + GB0O3 + IN937b + 40" 5.06 *

LS257; quitina + GB03 + T4 + 392" 422+

Control sin tratamiento + 5.47 5.82

LS§254; quitina + GBO3 + SE34 - 277* 403*

LS255; quitina + GBO3 + IN937b - , 3.38* 361"

LS257; quitina + GBO3 + T4 - 3.36 343"

Control sin tratamiento - : 4.60 4.54

CECILIA GARCIA OE GONZALEL
TRADUCTORA QFICIAL
Resolucion 1443 Minjusticia

%2 promedio de 3 réplicas, 3-5 plantas por réplica. Gravedad de nudo en la raiz fue medido en una escala de 0-10 para todo el sistema de
ratz 0 = sin agallas; 10=lleno de agallas. :
33 promedio de 3 réplicas, 10-15 hojas por réplica. La mancha bacteriana fue evaluada en una escala de 0-10; 0 = sin lesiones; 10 =
maximo de lesiones
. Muestra diferencia significativa del control correspondiente de P = 0.05
" Muestra diferencia significativa del control correspondiente de P = 0.05
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Tabla 10. Resultados del Ejemplo 7 — Prueba de campo-del-cohombro; &fécto de las dlferentesﬂnnxezclas bactepanas

OineInE Exadtay

?
\Mv 2000

LA

.
sy 4

THY& (20545 L
. _cm €. 0Ri

. e

con-y-sin-fumigaciénfoliar

e
e e

Sin fumigacion foliar

cv. Straight-8 ¢v. Fancypak
Tratamientos: componentes usados Nudo en la raiz 3 % Nudo en laraiz ¥ %
en mezcla sin tierra Antracnosis *° Antracnosis *
1.8213; quitina + GBO3 + IN937a 2.92* 17 1.85° 27
L.S254; quitina + GB03 + SE34 277* 20 148* 27
LS255; quitina + GB03 + IN937b 221" 13 082* 20
LS258; quitina + GB03 + IPC11 3.79 20 092* 37
L.8260; quitina + GB03 + 3PI14 246 * 23 267* 13*
Control 50 30 4.3 43
Con fumigacién foliar
cv. Straight-8 cv. Fancypak
Tratamientos: componentes usados Nudo en la raiz ** % Nudo en la raiz %
en mezcla sin tierra Antracnosis >° ~ Antracnosis *°
1.S213; quitina + GB03 + IN937a 479 17* 083* 17*
LS254; quitina + GB03 + SE34 5.43 3* 1.00* 27
L.8255; quitina + GB03 + IN937b 2.70* 13* 200* 17*
LS258; quitina + GB0O3 + IPC11 3.80 20* 1.00* 37
LS260; quitina + GB0O3 + 3Pi14 3.08* 17* 083" 17*
Control 487 53 2.89 50 0 a
3z 2
4 @0
3 ~ Promedio de 3 réplicas, 3-5 plantas por réplica. 522
35 promedio de 3 réplicas, 3-S plantas por réplica. O E S
" Muestra diferencia significativa del control de P = 0.05 O < o
< 5 &
e O o
5 a2
< O
< £ 2
=R
v [
43 v K
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Se reivindica lo siguiente:

1.

. Una composicion para afectar tanto el crecimiento de la planta e impartir

|

Una composicién para afectar al menos uno de los siguientes crecimientos clie
. . . . |

la planta o impartir resistencia a las enfermedades que comprende al men?s
|

una rizobacteria promotora del crecimiento de la planta (PGPR) y urTa

modificacién organica efectiva y en cantidad suficiente para inducir ila

resistencia a las enfermedades de las plantas. l

|

resistencia a las enfermedades que comprende al menos una rizobacteri‘;a
promotora del crecimiento de la planta (PGPR) y una modificacién orgénic‘g

|
efectiva y en cantidad suficiente para inducir 1a resistencia a las enfermedades
|
de las plantas. ’

\

. Una composicion para afectar al menos el crecimiento de ia planta e impartirlk

resistencia a las enfermedades que comprende al menos una rizobacteriaé
promotora del crecimiento de la planta (PGPR) y una modificacién orgénic:ai-t
efectiva y en cantidad suficiente para inducir la resistencia sistémica a laslk
enfermedades de las plantas.

La composicidn de la reivindicacion 3, en que las enfermedades de las piantas,

siguientes enfermedades: bacteriana, fungosa, viral y por neméatodos.

|
|
causadas por patogenos de las plantas, comprenden al menos una de las‘l
|
\
La composicidn de la reivindicacion 3, en que la modificacién organica es un | »

compuesto organico aminado natural o sintético. . r ' Nk
\ ‘; h

+

La composicion de la reivindicacion 5, en que el compuesto ammado orgém 0/

es seleccionado del grupo entre corteza de pino, harina de soja,‘ hafing:

semilla de algoddn, caseina, conchas de almeja, cascara de camaron, qum Y.
. AR '.J' ,‘.;.r.. . v
quitosan. L Feomes
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7. La composicion de la reivindicacion 3 en que al menos una de las PGPR no eLs
quitinolitica.

8. La composicion de la reclamacion 7 donde al menos una de las PGPR es
seleccionada de la familia de BACILLIACEAE.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en que la BACILLIACEAE eés
seleccionada del género Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Virgibaciilué,
Alicyclobacillus y Aneurinibacillus. 5

10. La composicion de la reivindicacion 9, en que las bacterias son seleccionada‘s
entre: Bacillus subtilis, Bacillus subtilis cepa GBQ3, Bacillus amyloliquefacieri}s
y Bacillus amyloliquefaciens cepa IN937a. I‘

11. La composicidn de la reivindicacion 8, en que ia compaosicién comprende a!il
menos dos bacterias diferentes de la familia BACILLIACEAE. ’1

12. La composicién de la reivindicacién 11, en que las bacterias son Badllug
subtilis cepa GBO3 y Bacillus amyloliquefaciens cepa IN937a. “

13. La composicién de la reivindicacion 7, en que al menos una de las PGPR
comprende una seleccionada entre: bacterias colonizadoras de la raiz, hongos}
almidones y actinomicetos. J

14. La composicién de la reivindicacion 13, en que al menos una de las PGPR es
una bacteria colonizadora de la raiz seleccionada de una suedoménada!,

fluorescente y aislada de Pseudomonas spp., Serratia spp., Corynebacten’urrJ

!
|

spp., Enterobacter spp., Arthrobacter spp., y Burkholderia spp.

15. La composicion de la reivindicacion 13, en que al menos una de las ‘PQﬁR;éSi 3
un hongo seleccionado del Trichoderma spp. y Glioladium spp. RN 1 éﬂ

. S A\ ‘2 .

16. La composicidn de la reivindicacién 3, en que al menos una de las PGRR ot o

quitinolitica.
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17. La composici¢in de la reivindicacion 3, en que al menos una de las PGPR es
una bacteria formadora de esporas
18. La composicion de la reivindicacion 3, en que al menos una de las PGPR es

una bacteria que no forma esporas.

19. La composicion de la reivindicaciéon 3, en que ademas la composiciqn
comprende al menios un ingrediente no esencial, que no va en detrimento de zla
funcién de las PGPR o de la modificacion organica. !
20. La composicion de la reivindicacion 19, en que el ingrediente no esencial
comprende al menos un compuesto de aromaticas botanicas. _
21. La composicién de Ia reivindicacion 20, en que el compuesto de arométicegs
botanicas es seleccionado del grupo de benzaldehido, citral, timol, furfural
mento!l y alfa-terpineol. |
22. La composicion de la reivindicacion 3, que es un liquido, polvo o sélido. ‘
23. La composicion de la reivindicacion 3, que se encuentra en un medio sin tierrli.
24 Un método para afectar al menos el crecimiento de la planta o que imparte 1a
las plantas o semillas resistencia a las enfermedades y comprende los paso;s
de tratamiento de una semilla o plantula de una planta objetivo con una
composicién que comprende al menos una rizobacteria promotora del
crecimiento de la planta (PGPR) y una modificacion organica efectiva en un“a

cantidad suficiente para inducir resistencia a las enfermedades de las plantas

y el cultivo de la semilla o plantula tratada. i_}\
: ’f}i\
25. Un método para afectar al menos el crecimiento de ia planta e lmpartlr'; la:%; o

(v\-(“ £

plantas o semillas resistencia a las enfermedades y comprende Ios pasos de\m\‘(
tratamiento de una semilla o plantula de una planta objetivo con una

composicion que comprende al menos una rizobacteria promotoga : de’I e
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crecimiento de la planta (PGPR) y una modificacion organica efectiva en una
cantidad suficiente para inducir resistencia 2 las enfermedades de las plantas,

y el cultivo de la semilla o plantula tratada. 1

26. Un método para afectar al menos el crecimiento de la planta e impartir a las
plantas o semillas resistencia a las enfermedades y comprende los pasos d'l_le

|
tratamiento de una semilla o plantula de una planta objetivo con una
!

composicion que comprende al menos una rizobacteria promotora dpl

crecimienta de la planta (PGPR) y una modificacion organica efectiva en uqa
|

cantidad suficiente para inducir resistencia sistémica a las enfermedades de las

plantas, y el cultivo de la semilla o plantula tratada. |
27. El método de la reivindicacidon 26, en que el método comprende ademas !@

|
recoleccion de una semilla o plantula tratada. L
|

28. El método de la reivindicacidn 26, en que el método comprende ademas

|
I
i

trasplante de una semilla o plantula tratada al menos una vez.
29. El método de la reivindicacion 26, en que el método comprende ademas
plantar en tierra una semilla o plantula tratada. ’

30. Ei método de la reivindicacién 26, en que la composicion se encuentra en un

cantenedor recolectable. !

31. £l método de la reivindicacion 26, en que el tratamiento consiste en exponer l:a
semilla o plantula tratada a la composicion por medio de fumigacién foliai‘,

tratamiento por empape, goteo o irrigacion. @-

-

32. El método de la reivindicacion 31, en que el método comprende la repetccsoxl\

de la exposicion. :t t

e : %
. -5\ \‘{\i\\{ mh

e ..l—q‘. E
: i - :J}::‘: n ).,-;‘.;:\2" v
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33. El método de la reivindicacién 26, en que el tratamiento consiste en exponer la

-y

semilla o plantula no tratada a la composicion por medio de fumigacidn folia

L

tratamiento por empape, goteo o irrigacion.

34. El método de la reivindicacién 26, en que el tratamiento consiste ademas e;n

( X recubrir la semilla no tratada con la composicion que comprende al menos una

rizobacteria promotora det crecimiento de la planta (PGPR) y una madificacion

organica efectiva y en cantidad suficiente para inducir resistencia a las

enfermedades de las plantas, exponiendo la semilla no tratada a 3a
composicion. l

35. Una semilla, plantula o planta tratada con una composicion, afectando !lai

menos uno de los siguientes: el crecimiento de las plantas o impar;ir

resistencia a las enfermedades de plantas o semillas, que comprende al menmzs

una rizobacteria promotora del crecimiento de las plantas (PGPR) y ur%a

modificacion organica efectiva y en cantidad suficiente para inducir resistencia

B

~ de la planta a las enfermedades. |

36. Una semilla, plantula o planta tratada con una composicién, afectando tanto iel
crecimiento de las plantas e impartiendo resistencia a las enfermedades c:ie
plantas o semillas, que comprende al menos una rizobacteria promotora dlel
crecimiento de las plantas (PGPR) y una modificacion organica efectiva y en
cantidad suficiente para inducir resistencia de la planta a las enfermedades.

37. Una semilla, plantula o planta tratada con una composicion, afectando al:

LR i‘(( J*

enfermedades de plantas o semillas, que comprende al menos una nzoba%ten

promotora del crecimiento de las plantas (PGPR) y una modificacion orgénica

» Aos
RS
.“;.‘ “ " R

1 s
B A b
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efectiva y en cantidad suficiente para inducir resistencia sistémica de la planta
alas enférmedades.
38. La semilla, plantula o plantas de la reivindicacion 37 en que las enfermedades
de las plantas, causadas por patégenos de plantas, comprende al menos una
de las siguientes: enfermedades bacterianas, fungosas, virales o por
nematodos.
39. La plantula o planta tratada de la reivindicacidon 37, tratada con la composicion
por inmersién, fumigacién, empolvada, empape, goteo o irrigacion.

40. La semilla, plantula o planta de la reivindicacion 37, en que la semilla, plantu

a
y planta son seleccionadas del grupo de especies de plantas
monocotileddneas y dicotileddneas.

41. La semiila, plantula o planta de la reivindicacién 37, en que la modificacion
organica consta de un compuesto organico aminado natural o sintético.

42. La semilla, plantula o planta de {a reivindicacion 41, en que el compuesto
organico aminado es seleccionado entre el grupo de corteza de pino, harina de
soja, harina de semilla de algoddn, caseina, conchas de almejas, cascaras de
camarones, quitina y quitosan.

43. La semilla, plantula o planta de la reivindicacion 41, en que el compuesto
comprende un organico aminado sintético.

44 La semilla, plantula o planta de la reivindicacion 37, en que el compuesto

comprende ademas al menos un ingrediente no esencial, el cual no va

IR L

detrimento de la funcién de las PGPR o la modificacion organica. - {‘,ﬂw}
LA
45. La semilla, plantula o planta de la reivindicacion 44, en que el ‘-ting‘réaiehté ne

. B X ,
esencial comprende al menos un compuesto de aromaticas botanicas. 3_\ Cha
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46. La semilla, piantula o planta de la seivindicacién 45, en que el compuesto de
aromaticas botanicas es seleccionado entre el grupc de benzaldehidos, citral,
timol, furfural, mentol y alfa-terpineol.

47. La semilla recubierta de la reivindicacion 37.

48. La semilla recubierta de la reivindicacion 47, en que las enfermedades de|la
planta son causadas por patégenos de plantas, comprendiendo al menos ufwa
de las siguientes. enfermedades bacterianas, fungosas, virales y pior
nematodos. ’

49. La semilla recubierta de la reivindicacion 47, en que la semilla es selecciona&a
del grupo de especies de plantas monocatileddneas y dicotiledéneas.

50. La semilla recubierta de la reivindicacion 47, en que la modificacion organica

es un compuesto organico aminado natural o sintético.

51. La semilla recubierta de la reivindicacion 47, en que la composick?n
comprende ademas al menos un ingrediente no esencial, que no va en
detrimento de la funcién de las PGPR o de la modificacién organica.

52. La semilla recubierta de la reivindicacién 51, en que el ingrediente no esencial |

comprende al menos un compuesto de aromaticas botanicas.

53. La semilla recubierta de la reivindicacion 52, en que el compuesto de
aromaticas botanicas es seleccionado entre: benzaldehidos, citral, timol,
furfural, mentol y alfa-terpineol. ;

54. La semilla recubierta de fa reivindicacion 47, sembrada en Ia tierra. . x'* . {;

55. La semilta tratada de la reivindicacion 37, tratada con la oompc;StcfE:rT gjo?:éw

inmersién, fumigacion, empolvada, empape, goteo o irrigacién de: una sebrr{iil\g\ 2000

no tratada.
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RESUMEN

El invento acelera el crecimiento de todo tipo de plantas, a saber, tomé?te,
cohombro, pimentdn, tabaco, productos de horticultura, y otros, e incrementala la
salud de la planta. El invento estd disefiado para incrementar el indice \de
crecimiento de las plantulas en el suelo 0 en invernadero; y produce semillas con
un recubrimiento que imparte resistencia a las enfermedades, por lo ta%\to
reduciendo el tiempo requerido para producir trasplantes en plantulas %de
invernaderos antes de ser trasplantadas a los campos de agricultura; y desarroflar
esquejes de trasplantes “supresores de enfermedades” que son protegidos por un
tiempo de multiples enfermedades a través de mecanismos combinados !;de

defensa estimulada a la planta y actividad incrementada de microorganism‘os

antagénicos nativos en las raices de las plantas. Se proveen las compasiciones y

los métodos para su uso.

CECILIA GARCIA D GONZA;LEZ
TRADUCTORA OFICIAL L
Resolucion 1443 Minjusticie

B
i

59

]
5




DECLARACION DE SOLICITUD DE PATENTE
PARA UTILIDAD O DISENO
(37 CFR 1.63) '
Declaracion enviada con Presentacion Inicial
Numero de Registro del Abogado: 922.6738P

Inventor Nombrado Primero: Joseph W. Kloepper

Como el inventor nombrado primero, declaro lo siguiente.

Mi residencia, direccidn postal y ciudadania aparecen a continuacién de r]Lm
nombre. i

Soy el inventor original, primero y unico (si sOlo aparece un nombre a
continuacion) o un inventor conjunto primero y original (si es un nimero plurat lﬂLs
nombres aparecen a continuacion) de la materia en cuestion y para la cual se

solicita una patente del invento intitulado:

COMPOSICIONES BIOLOGICAS Y METODOS PARA INCREMENTAR EL
CRECIMIENTO Y LA SALUD DE LAS PLANTAS Y PRODUCIR PLANTAS
SUPRESORAS DE ENFERMEDADES.

Las especificaciones de lo cual se encuentran aqui anexas.

Reivindico el beneficio bajo el Cédigo 35 de los EE.UU. de cualquier solicitud

provisional abajo enumerada: =
¢ {0
Numero de Soticitud: 60/139.850 Presentada el 18 de | jumo 1999 ; N »f >

60/122.311 Presentada el 1° de marzo, 1900 'zd\““
Y W
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Como inventor nombrado, por ei presente nombro al siguiente profesional pa%‘a
prosaguir con esta solicitud y transar todos los negocios ante la Oficina de Marcés
Registradas y Patentes de los EE.UU.:

Nuimero del Cliente: 22469

Dirigir toda correspondencia a: Nimero del Cliente o Cédigo de la Barra: 22469 i
!
1
Nombre del Unico o Primer Inventor: 1

Nombre completo: Joseph W. Kloepper

Ciudad de Residencia: Auburn

Estado: Alabama

Pais: Estados Unidos

Ciudadania; Estadounidense |

Direccidn Postal: 2608 Orchard Circle, Auburn, AL 36832, USA

Los inventores conjuntos adicionales aparecen en la hoja anexa PTO/SB/02A |

Nombre del Inventor Conjunto Adicional:

Nombre completo: Rodrigo Rodriguez-Kabana

Ciudad de Residencia: Auburn

Estado: Alabama

Pais: Estados Unidos

Direccién Postal: P.O. Box 334, Aubum, AL 36832, USA - | .5 1,
oTAY e

Nombre del Inventor Conjunto Adicional: 1 W\‘( ‘1’(\(\0“ o

Nombre completo: Danald S. Kenney P o J

Ciudad de Residencia: Denton g o P d T

. ﬁ"cé.\_i o A
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Estado: Texas
Pais:
Ciudadania:

Direccion Postal:

Esta traduccion del inglés al espafiol ha sido preparada por Cecilia Garcia de

Estadcs Unidos
Estadounidense

3801 Lariat Road, Denton, TX 76207, USA

Gonzalez, traductora oficial, Resolucion No. 1443 de fecha 14 de abril de 1983

expedida por el Ministerio de Justicia.
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Por la cual ze expide una licencia wara ejetcet funciones de traductor e intérprete

oficial.
haten "N
EL MINISTRO DT JUSTICIA, * ‘
En @jercizio dz la atribucifin que le confiere =l '
Decretos 576 de 1974 vy 382, 2257 de 1951, y
f\

CONSIDERAKNDO: | i

Je¢ CZCILIA GARCIA DE QONZALZZ, identificada con la c@dula de ciuviadanfa No. 207 334.
135 do Bogotd, solicita a este tinisterio Licencia para ejercer funciones de txaduc
tor e intérprete oficial, de acuerdo a los decretos 382, 2257 de 1951,

e para coawvrobar ¢l cumplimdiento de los requisitos exigidos, la peticionaria aLijtm
ta los siguientes documentos:

a) Certificado expedido por el Jefe de la Divisidén de Negocios Generales del Mindis

/ terioc de Educacidin Nacional, acreditando su idonei?ad comn traductora e inter-
. Dpretes Oficial de los idiomas INGLES-ESPANOL CSPAROL-INGLES;

i

b) Certificado judicial registrado bajo el T.D.2422364, expedido ror el Departamen

to Adainistrativo de Seguridad, en donde consta no tenexr antecddentes penalés
ni de policia;

|
i

i
c) Regigtro Civil de nacimiento, expedido por & Notario 3% del Clirculo Notarial do
Barranquilla, en donde se acredita la mayorfa de edad; ‘
|
a) Tres declaraciones axtrajuicio rendidas ante el Juez 1% Civil Municipal de Subha,
con anuencia del Ministerio Piblico, sobre idoneidad y buana conducta; i
i

i

Que acreditadoc los anteriores requisitos y d¢ conformidad a los Decretos 3R2 vy 2257
de 1951 y 576 de 1974, corresponde al Ministerio de Justicia expedir a la petlcicna{-}
ria licencia habilit&ndola para desemrefiar el cargo de traductora e intérp_r_ete ‘L&icial
en s idiomas Indl@s-Espafiol Espafol-Ingléc, # QE‘;‘:‘\‘){& N G

RTSUELVZE

LA \‘Q\H v
,,b (I J" Sk \l\‘(
o Lopet ‘ -

>

ARTICULO PRIMERO.~ Expfdase licencia a CECILIA GARCIA DE GONZALEZ, para desempadar
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23 28
PUBLICA DE COLOMBIA

STERIO DE JUSTICIA

— 1443

r la cual se expide una licenci~ para ejercer rfunciones an traductor e intérpre
oficial.

. carge de traductora e intérprcte oficial en los idicmas ESPASOL-INGLES, INGLES
'SPAROL, previa inscripcifn de su nombre ante el Tribunal Superior del Distrito
di*‘al correspondiente al territorio donde vaya a actuar,

\.
'TICULO SEGUNDO.~- Coauniquase el texto de la presente resolucidn a la Subsecre

tarfa de Asuntos Administrativos del Ministerio de Relaciones
cariorec.

TICULO TERCERO.~ La presents resolucidn rige & partir de la fecha dz m1 oxpedi-

cibn.

COMRMIIQUESE Y CIR4PLASE
Dada en Pogots, D.E., a

Original | Bern~-1~ Gaitan Mahocks
Firmado Miuntso de Justicie

N

BERNARDO GAITAN MAMTCIA

I, SECRETARIO GENERAL,
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Sefiores

Superintendencia de Industria y Comercio
Divisién de Nuevas Creaciones

E. S. D.

|
Ref: Expediente No. 000-14.742 t
Solicitud de Patente de Invencion denominéda
"Compuestos Bioldgicos y Métodos para Mejorar el
Crecimiento y Salud de las Plantas y para Producir
Plantas que Supriman las Enfermedades”
Solicitantes: 1. Auburn University
2. Gustafson, LLC.

|
i
¢

Dario Cardenas Navas, identificado como aparece al pie de mi firma, en mi
condicién de apoderado de las sociedades Auburn University y Gustafson, LtC
solicitantes de la Patente en referencia, me permito solicitar prérroga del term:mo
concedido mediante Auto No. 0597 notificado por estado el 4 de Mayo de 2. 000.
Para tal efecto adjunto el recibo oficial de caja No. 7,761 por valor de $50.000.00 por
concepto de gastos administrativos de la prérroga.

Atentamente,

Dario Cardenas Navas
C.C. 17.066.629 de Bogota
T. P. 1.250 de Minjusticia

AMR/d:/modelos/memorial /prérroga.doc/ W
F#P-148
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