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E Patente de Invencién.

SOLICITUD DE:

D Patente de Modelo de Utilidad.

D Capiftulo I.

ECapltulo Il

©

Nombre: CENTRO DE INGENIERIA
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

IDENTIFICACION

Domicliio: Bogoté, Colombia.

sociedad constitulda y existente bajo las C.C. D NIT D
SOLICITANTE leyes de Cuba
(7) C.E. D Otro D
Direcclén:Ave. 31 entre 158 y 180, Cual
Cubanacan, Playa,
Ciudad de La Habana 108000, Ndamero:
Cuba
Domicilio: Cludad de La Habana,
Cuba
@ IDENTIFICACION
Nombre: EMILIO FERRERO
Cc.C. E NIT D
REPRESENTANTE Direccién: Carrera 4*. No. 72-35
O APODERADO Teléfono: 347 36 11 C.E. D Otro D
Fax:: 21792 11 Cual
E-mail: cllentes@camyp.com.

Namero: 438.019 TP, 319290

©

INVENTOR (ES)
(T2)

1- Jeslis MENA CAMPOS 2-

Avenida Principal No. 17,
guoﬁrln Lenin, Camaguay 70500,

3- Armando Tomas HERNANDEZ GARCIA 4-

Edificio 18, Apio. 18 Reparto Puerto Principe,
ga?:uuw 70800,
Ul

5- Marieta MARIN BRUZOS
Joaquin Aguero No. 203,
Entre Julio Sangully y Gonzalo de Quasada,
La Vigla, Camaguey 70200,
Cuba
7- Marllin DOMINGO PUENTE
Calle: 3ra, No. 30, enfre: Ay B,
Comunidad Clentifica Camaguey 70800,
Cuba
9- Merardo PUJOL FERRERO
Calle: 188, entre: 31 y 33, No. 3115, Apto. 6C,
gulaya. Ciudad de La Habana 12100,
ba

11-Carios BORROTO NORDELO
Ave: 31, entre 182 y 184, No. 18207 Apto. 2,
Playa Cludad de La Habana 12100,
Cuba

Euloglo PIMENTEL VAZQUEZ
Jalme Noguera No. 233,
entre: Femando de Zayas y Gonzalo de
guuesada La Vigla, Camaguey 70200,

ba
Liuven VELOZ GONZALEZ?
Laa Palmas No. 4, entre: Ave.
ignaclo Agramonte y Motreal,
La zambrana, Camaguey 70300,
Cuba
8- Oscar COMPTE ALBERTO
Calle: 3ra, No. 30, entre AyB,
gog:mldad Clentifica, Camaguey 70800,

ul

8- Licette LEON BARRERAS
Calle: 2da, No. 5, entre: By C,
go:,nal.mldad Clentifica, Camaguey 70800,
ul
10-Juszn Diego MENCHO PONCE
Callo: 4ta, No 12, entre Ay 1ra,
gog:rlo Jose Martl, Camaguey 7600,
ul
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©

PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/CU01/00014 Fecha: 17 de diclembre de 2001
Publicacién Intemacional No, WO 02/052934 A3 Fecha ;11 de lullo de 2002

—

Thulo (54) COMPOSICIONES PESTICIDAS Y ANTIPARASITARIAS

Clasificacién Internacional (51) AD1N 63/00, 59/02

Prioridad (33) Pals de Origen {32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud

SIE NOD CuU 3 de eperp de 1 20010004

Comprobante de pago No.: Fecha:

O OO0 DDDEEEDDEEDE@@ Ol O

3

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por$ 400.000

Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la solicitud internaclonal. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traducclén de la solicitud Intemnacional al castellano. {Resumen, deacripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copla del examen praliminar efectuado por la IPEA.

Traducclén del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser ol caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o tiulos obtenidos en el extranjero por el

mismo titular o su caueante, relacionadas parclal o totalments con la invencién de esta solicitud.
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@ FIGURA CARACTERISTICA:

@ Soliclto |a concesion de la patents,

NOMBRE:

FIRMA :

EMILIO FE|

S 0 o .

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.829
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REPUBLICA DE CUBA
MINISTIRIO DE RELACIONES EXTERIOR:
DIRECCION [URIDICA

losé D. Peraza Chazsay, fo lulio B, Alvarme Dur:

#a Qrlandg F. Acces Foz, in Maia Stivia Farne:

dee Yillar, jo Alda Es Fuzo Prlraza, fo Manue
Canaz Ruiz, fo luils Farnts ez Ponce. Funalone
rios anlorizadoa pa-a eertiticar Aulonticiciones
de hrmur sn Decumisning exowdidoe pars aurh

decios an el exirzzier.

CEATIAGI: QOE AL MVAEIER £ AYTENTICA OEL

FURCICHARIO AUTORIZANTE DZ ESTE OCCUMENTO,

LA FIAMA QUE ANTECSLE, POR LA SEME;ANZA UK

GUARDA €N LA QUE D97A REGISTRIDA EN E3TE

CENTRO ©ONO LA RUE EL MISMO ACOSTUMBRA 3 .
G3AR EN SUS ACTDS OFITIALES.

ER FE DE LO CUAL AUTORIZD LA PRESENTE CON LA
FIaMa v EL SELLO DE ESTE MIMISTEMO,

-
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CAVELIER

ABCGSADOS Para patentes, modelos de utilidad y disefios
r EDIFICIO SISKI industriales, marcas de fibrica y de sexvicio,
CARRERA 4" N' 72-35 nombres comerciales, ensefias y lemas comerciales.
POGOTA, 8 : COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

La que suscribe, CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA,

sociedad organizada y existente de conformidad con las leyes de Cuba,

domiciliada en 31 Street 1/158 & 190, Cubanacan, Playa, Habana, Cuba, ,designa a GERMAN
CAVELIER, tpa. 832, GONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa. 31929; y LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados en la Carrera 4* N® 72-35, Bogotf, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el paréigrafo 1° del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero
como principal y los demés como suplentes, en su orden, como nuestros representantes en todos los
asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y nombrar apoderados
firliciales o extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al principal en caso de
sencia 0 impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla se aplicar& cuando el segundo
representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primero, o se o suplente, en su caso, o ambos, declararén su intencién
de no ejercer Ia representacion mediante declaracion autenticada por Notario Piiblico en Colombia, o
or Notario u otro Funcionario Piblico, 0 Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de
impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare definitivamente, el
siguiente tomaré su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de
su primero o segundo suplentes, en su caso, podrén ejercer la representacién, en su orden, uno u otros
segin el caso, asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso. .

Ademds, conferimos poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la proteccién de nuestra
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizamos a los dichos
apoderados para que nos representen ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccién,
es_geciahnente ante las del orden administrativo, contencioso-adminjsirativo y judicial, asf como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los aiquientes asmto's-.a{ .d;,;ggeiémd_ atentes
de invencién, modelos de utilidad y disefios industriales; el registro ﬂ%ﬁ;@? PRt Eslectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, fnsefi¥isi va Qéswvegetales y
Qenominacion&s de origen; su renovacién, traspaso, cambio de}Tomil ‘ﬁ“aé‘nﬁcilig_,-;r fenuncia
oluntaria, y registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las;pccion toffpgtendial desleal,
roteccién del consumidor, oposiciones u observaciones, celhciéri. -administrativa y ijudicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, rogeccibiiyde secretos industriales, y
en general los juicios civiles, penales, administrativos o contengi§scihditiirtigtrativosarelagionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos o se nos uevan. Y para’que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustitufir este mandato, tra
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos dqa

nciliar, admitir los hechos del
oficiosos.

!
] Lic. & e t
Firmado en la ciludad de Ao Habuinn ' MQL?—‘“{) = ‘Q{:" ' .
Notario = 1a NOthite Kepiring o cIrto
o /9 de x i ‘ 2 de 19‘,'} de lu Llrecoidn g Beglarraa v ‘atstusing
del Mir:d 1. ¢ SUELTig e in Yoo hies
. n.n/] ’) f de Ceba, . . . . | e I :9-1--1."--:
r
] 1 '
(v/(/t/(/ DY 35, £ tam firma i) gue '
Z :"lt!:-:-'..- IR AYEL WELRprR par In .
S p W ] TILLA L . (SRR - H )
Dr, Manuel de Jesus Il _____ ‘.Yldal Glirivhetumanr o, f- . -h'. :
i -‘ S avts, vy S W03 5%
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Para los paises que no son parte del Protocolo Interamericano de 1940 sobre Umforn'udad del Régxmen
Legal dega eres, el Cénsul Colombiano debe certificar como sigue®:

Fecha: Ne

El suscrito CONSUL DE COLOMBIA en

CERTIFICA:
12 Que el sefior
quien autentica el documento anterior, ejercfa legalmente en la fecha allf indicada, las funciones de

y que la firma y sello que en el documento aparecen como suyos son los que usa y acostumbra en sus
actos oficiales.

22 Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compailla

existe legalmente, y
que actualmente ejerce su objeto social y;
3° Quefel sgi’ior 5 od cgd
en firmé la representacx n er que.preceden en su cardcter de
ge la Compafifa * toep nu{fv m.'m::l wir Cimeyy;
estA autorizado para repﬂhg@%‘l.far Lencente-aetn xx otorgar el poder.
QanL Nll 'h'.'ll:f.l ia U'STA
Cénsul de Colombia

* Son parte del Protocolo: Colomblis, El Salvadoer, México, Venezuela y los Estados Unidos. En los demés pafses el Selor Cénsul de
Colombla debe otorgar el certificado segiin el modelo de esta plgina.



No.

El suscrito COMSUL DE COQLONBIA en

lo.

20.)

50,

CERTIFICA:

Que el seffor
quien autoriza e) documento anterior, ejercia lecalmente

en 12 fecha 2111 indicada, las.funciones de

y que la firme
y sello que en el documento aparecen ccmo Suyos scn 10s que

us2 v acostumbra en sus actos oficiales.

Que tuve a la vista las pruebas de gue la Compaiiia

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLbGIA,
e PR CTETY = MRy

domiciliada en 31 Street 1/156 & 190, G&bmanﬁﬂﬂ B Sinoui

Habana, Cuba, FOTOECHA COINCIDE SN " CraduNAL !

CUERE TENO ALL ﬂﬂl
existe legaImente y que-actuaimente eJ_rcg-Eﬁrﬁb?Bi?*
k*xl
ﬁhﬁﬁ

-‘-

PR\ELP [ FLENET R L Y
. L CH AT
Y,

de acuerdo can las leyes del respfEtiv

Que el sefior , quien

firmé el poder que precede en su cariacter de

estd autorizado para

representarla en este acto y otorgar el poder.

GERZCHOS USS

CONSUL



Gonsulad Genoeral de Gol mbia

LA HABANA,CUBA

No. 68/97

-

La Habana, Diciembre 26 de 1997

La suscrita Consul General de Colombia, vistos los documentos presenmdoa por los interesados,
CERTIFICA: .

Que ¢l Seilor Jesiis Fernindez Ponce, quien como funcionario de la Direccién Juridica del
Ministerio de Relaciones Exteriores de la Repiiblica de Cuba autenticé 1a firma del signatario del
poder precedente, cjercia en la fecha las funciones indicadas y su firma corresponde a la registrada
en este Consulado; Que ¢l CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA cs
una unidad presupuemda constituida de acuerdo con las leyes de Cuba y cumple su objeto
conforme a las mismas; Que ¢l Sefior Manuel de Jesiis Limonta Vidal, quien en su cardcter de
Director de 1a citada unidad presupuestada confiere ¢l poder precedente, ¢s su representanie legal

en este pais.

LaCbdemerﬂdeCobmbiammempomabiﬁdadalgmapordémﬁmidodddmmnmm.

N
. *  Martha Nifio de Stand.
Hk—:—, L& Consul General
1.‘:-\'-’ . . -5:-"..
R
PAGADOS

IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL USS 6.00 (scis do AT
DERECHOS FONDO ROTATORIO USS 100.00 (cieng§l: 8) .
TOTAL PAGADO USS$ 106.00 (cwn SRISHOLATER): 1. ,ﬂ.,'é{;}.".::?\i‘w-;
. k I-. 0 mnﬁﬁ?’;
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"CAVELIER

£ ABOGADOS

TeLgrax 57111 23386830 EDIFICIO SISKI CormrEo ELEcTRanico MunDiaL, CAVE
CapLzs CAVELEYES CARRERA 41, No 72 -3S% TELEFOND 371111 2120100
TELEX 48479 BOGOTA 8, COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. 5. D.

Poderdante: CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA.

Poder conferido el: 19-11-97

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en.mi calidad de apoderado
principal del poderdante - arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del
Cédigo de Procedimiento C1v11 ya que los =otros sust1tutos
faltan en este momento. ' g o

Sefior Jefe, c::-'LZL—

GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogoté

Acepto: [
/- _ w-mrlmnlunﬂ.

X !
02 uu. ms e

s

'1-m:- rr
SDTAL. ] \ \JA‘

"‘"""".L - «Oé

2;

= ) (J/..G—-n——_n..__
EMILIO FERRERO
T.P.A., N2 3).929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

2e-780-2

NIiT &80 041387
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL FUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de In Propicdad. At
: Intelectual :

P
Olicina intemacional lﬂmlllllﬂﬂﬂlﬂllmmmﬂIllmmllﬂﬂmﬂl'“ﬂﬂlﬂ L

{43) Fecha de publicacidn internacional / | (1) Ndamero de Publicacion Internady :V
L1 de Julio de 2002 (11.07.2002) PCT WO 02/052934(A3

{51) Clusificacion Intermacionel de Patentes™: ADIN 63/, / ¥ B. Comunidad Cientilica. Camagoey 70R00 (CUD.

5012 OMINGO PUENTE, Marilin |CUAC]: Calle: 3ra.
Nu. 30, eninez A y B. Comunidad Cienlilica. Camuguey /
{21} Nimero de (a solicitud internacional; PCT/CUOLAND 14 WK (Clh. LEON BARRERAS, Licerte [CUATI(:
Calle: 2k, No. 5, entre: B ¥ C, Comunidid Cientitica,
{22) Fecha de presentacidn internacional: Camaguey 70800 1CLL. PLLIOL FERRERO, Merardo
17 Jde Diciembre de 2001 ¢17.12.201 [CUCUL: Calle: 186, entre: 31 v 53, No. 3LLS, Apto, 6. /
Plavs, Ciudad Hahana 12100 (€11, MENCHO PONCE,
(15) idinmnu de presentacidn: sl Juan, Diego [CU/CUE Calle: Jie. Noo 12, enine: Ay s, /
. Repurio Jose Marti. Camaguey 70600 (CU). BORROTO
(26) Idioma de publicucidn: espainl NORDELO. Carlas [CU/CU[: Ave: 31, entre: 182 v {84,
/ No, [R07. Apte. 2, Playa, Ciudad Habana 121001CCUD,
3 'I_‘:::‘II.I‘)(;‘:'II" a I;'d':r;‘::::'i 001 (30130011 (1" /T-Il AMandatarie: LOPEZ OCEJO. Omar: Ave. 3lentre |5X

v 190, Cubanacen, Pliva. Ciudad de La Hubana 106000

(71) Solicitunte ipary indos lox Exiados desigmndos sulvo wih.

LS CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y /g1) Eordns designados macionali: AlL AG. Al AM. AT.
BIOTECNOLOGIA [CUKCUL: Ave. icntrs 15K y 190, AU, AZ BA. BB, BG. BR. BY. BZ CA.CI1, CN,COLCR,
Cubanacan. Playa. Ciudud de |4 Habana 106000 (CLD. CU. €2, DE. DK. DM. DZ. KC. BIL 1S, 1. GB. GD. G,

GI1. GML TTR. HUL 102, 11, IN. 18, JP. KIE, KG. KP. KR. KZ.

(72) laventoresie . _ J 1. LK, LR LS. LT LU, LV, MA, MD. MG. MK. MN,
(75) Inventores/Solicitantes jpara US solamentes: MENA ATW. MN. ALZ NO, N7 PIL PLL. PT. RO. RU. SD. SEE 86,
CAMPOS, Jesus |CUKCU|: Avenida Principal No. 17, / SI. SK. SL. T3 TAL TR TT. T UA. UG, US. UiZ VX,

Jos

-

Reparte lenin. Camaguey 70500 (CU). PIMENTEL YIL ZA. 7R
VAZQUEZ, Eulogio [CUXU|; Jaime Nogucra Na. 233,
entre: Femandu de Zavas v Gonzalo de Querzada, La Vigia,
Cumaguey 70200 ((th. HERNANDEZ GARCIA, Ar-
mande, Tomas |CUACU|: lidifiein 16, Aplo. 16. Reparte cumasidtica (AM. AZ BY. KG. KZ. MD. RU. TL TAh,
Pueniy Principe. Comaguey TURID (CLL. VELOZ GON- paiente curopea (AT BE. CIL CY, DE DK, ES. FL FR,
ZALES, Liuven [CUXU|; [ax Palmus Nu. 4, entre: Ave. / GB. GR. I [T, LU MC, NL, T SEC TR patente OAPL

) Estados designadaos rropianal): patente ARTPOUGEL Gl
KIL LS. MW, MZ, SD. S SZ. T UG 7M., 73, patenie

lgraciv Agramonie ¥ Motreal. Lo Zambrana, Caimiguey THE BL CECGLCLCM. GA. GNL G GW, MIL MR, NI
70300 (C1h. MARIN BRUZOS. Aarieta [¢UCLU| SN TG

Juikjuin Aguera Nu, 203, entre: Julin Sanguily v Gonzale /

de Quesada, La Vigiz Camaguey 70200 (Clh. COMPTE  "Publicada:

ALBERTO. Oscar [CL/CL|: Calle: 3ra. No. 3. enire: con Informy Jc blisquoda imiernaciomad

[Continda ¢ fu pagimy siguic]

(84) Title: PESTICIDAL AND ANTIPARASITIC COMPOSITIONS

A 0 60 A L A

(&4) Titulo: COMPOSICIONES PESTICIDAS Y ANTI-PARASITARIAS

) (57 Abstract: The inweniivn relutes w pesticidal andd antiparasitic compasitions [or the contral of pesis. diseases and parasies a-
< tacking planis and animals. Said compasitiong include at least ome chitinolytic agent o a chitinolvtic setivity inducing agent and
sullur ur g sulfur producing agent obtained f'nvm micnonrzanisms or chemical compounds. wherein the chitinolvtic agent or the chiti-
nulvtic setivity inducing apent and sulfur or the sultur producing agent alnained from microontanisms or chemical compaunds iice
e concurmently applicd al o range signilicantly lower than any of the shove- mentioned compounds when they are applied individually
e 1o attain eflective control.

34

05

“~. (57) Resumen: Compusiciones pestividas v antiparasitarias para ol comirol de plagus, enfermedaudes v panisiiod gue atacan a lag

plants v Jos animales. Lax composiciones incluyen at menos un agente quitinolitico o un agenb: inductor de la actividad quitinolitics,

< ¥ sulfuro o un agente productor de sulfurs shienido de microungmizmos o compuesios quimicos, en los cuades of agoente guitinolitica

O v el apenie inductor de Ta actividad quitinolisica v el sulfure o un agente pradoctor de sulfun gue se oblicne de microonganismus

3 o gumpuesius quimicos. se aplican de manera concurteme o un ramde sipaificalivamente memer gixe cualyuiera de Jos compuesing
sefelados anterivrmente, cuandy se aplican individuilmenie o ke un euntrul eleciiv,

2
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Articulo 18 y reglas 43 y 44 del PCT)

Refcrencin del cxpediente del PARA CONTINUAR  ver la notificacian de transmisidn del informe de blsqueda intemacional
mandatario

solicitante o del LA TRAMITACION (Formulario PCT/ISAJ220) y, ent su caso, el punto 5 de esta haja,

Solicitud internacional n® Fecha de presentacion intermnacional {dia/mes/afio) Fecha de priorided (la mds antigun)
dia/mes/af

PCT/CU 01/00014 17 diciembre 2001 {17/12/01) (dia/mes/afo) 001 (©301/01)

Solicitante CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA, J. MENA CAMPOS y otros

El presente informe de bidsqueda internacional, elaborado por esta Administracidn encargads de [a Bisqueda Internacional, se
tansmitc ol solicitante, conforme al articulo 13. Se remitc une copia del mismo a la Oficina internacional.

Este informe dc bisqueda internacional comprende un total de ___4 _ hojss.

X Se adjunta una copia de cade uno de los documentos citados en ¢l informe relativos al estado de la téenica,

1. Consideraciones sobre ¢l informe
a. En lo que se refiere al ldioma, ]a bisqueda internacional se ha realizado sobre la solicitud internacional en el idioma en el cual
‘ sc depositd, salve indicacién en contra sefialada en este apartado,

(| & bﬁ'nqur Ii;;;umcinnll st ha realizedo sobre una traduccidn de la solicitud internacional facilitada a esta Administracién
egla 23. .

b. En lo que e refiere a Jas secuencias de nocledtidos y/o de aminodeldos divulgadas en Ia solicitud internacional (en su caso),
|a bidsqueds internacional se ha basado en la lista de secuencias:

O contenida en la solicitud internacional en formato escrito.

presentada conjuntamente con la solicitud internacional en soparte legible por ordensador,
facilitada posteriormente a esta Administracidn por eserito.

fectlitade posteriormente a esta Administracién en soporte legible por ordenador.

s¢ ha entregado Ia declaracién, segin la cual la lista de secuencias entada por escrito posteriormente no va mis alld
de la divulgecién hecha en la soligiﬂtud internacional tal y como ﬁ:e}:":;enndn.w ne e

se ha entregado la declaracidn, segiin Ia cusl la informacién grabada en el soporte legible por ordenador es idéntica n
la lista de secuencias pmemaal por escrito.

0O 0 OOo0o0

Se estima que algunas relvindicaclones no pueden ser objeto de biisqueda (ver recuadro I).
3. [J Faita unidad de inveacton (ver recuadro In).
4. Con respecto al titnlo,

R o texto se aprueba segin fue remitide por el solicitante.

O ¢l texto ha sido establecido por esta Administracidn con la siguiente redaccién:

5. Con respgcuul resumen ,

= ¢l texto sc aprueba sefin fue remitido por el solicimnte.

Ou texto (reproducido en el recuadm 11T) ha sido establecido por esta Administracion de conformidad eon la regin 38.2b).
El solicitante puede presentar observaciones a esta Administracién en el plazo de un mes 2 contar desde Ia fecha de
expedicion del presente informe de bisqueda intemnacional.

6. La figura de los dibnjos a publicar junto con el resumen es la siguiente:
O propuesta por el solicitante. No debe publicarse ninguna figura.
O por no haber propuesto el solicitanie ninguna figura.

a por caracterizar mejor, esta figura, la invencién,

Formulerio PCT/ISA/210 (primera hoja) (julio 1998)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL .
Solicitud Intemaclanst N*
PCT/CU 01/00014

A. CLA FICACID A

CIp 63700 - "AG1N59/02

Sagdn ia dasificackn inlemacional de patentes (CIP} o segtin la clasificacidn nacional y s GIP

B . SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacidn minimz consultacs (sisterna de clasiicacion saguida da los simbolos de clasificacidn )
CIP 7 AGIN

Otra documantacién tonsuliada ademis de la documentacién minima an la madida en que tales documanios forman pang de los socioms comprendidos por

Baudu;auldmmamnuldamhbdqmummuhnll (nomixe de la bese de datos, y cuando sea splicabie, [drminos de bisqueda

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES ;
Calegoria® | kientificacidn del documaento, con indicacidn, cuando sa adecuada, de los pasajes pertinentes N de las ravindicaclones
perinantes
X EP O 401 560 A (TODA BIOSYSTEM LAB) 1,3,5,
12 Diciembre 1990 (1990-12-12) 12,14,16
reivindicaciones 1-8 )
X WO 94 13784 A (CORNELL RES FOUNDATION INC) 1,2,18

23 Junio 1994 (1994-06-23)
reivindicacidn 3

A HERRERA ESTRELLA, A. ET AL.: “*Chitinases 1-22
in biological control™

EXS,
vol. 87 {Chitin and Chitinases), 1999,

paginas 171-184, XP002194751
ISSN: 1023-294X

IE En la continuscidn def Recuadra C se ralaclonan E Viasa of Anwo de I familia de palontes.
documaentos acicionales
o supuelts h omemerim S " dcurenn s P cnpnnd s niata e,
ve no estd an o
dmm;;i:iqw”‘fkom %ﬂm ne con |a solicitud, pern que se cita pars mrruq'mllr al principlo o Ia
cons o taoria que constitsye la base de Ja invencidn
E" documania ararior publead ¥a e e e P "X" documanin de partcular Importancia; ia vencidn reidncicada
tacldn intemacio postariordad & la misma e consicerarse nusva o no pusde considerarse qua implique
dnnurn-nb :u: m pulan:: qt‘.#.u hrth:uén(n) Inventiva cuando se considera el documaento aisiadaments
publlmnﬂn de otra cita o por una rezdn especial (comola especificads) | Opearepss “MFMHMWHWM&%? a
"O" documanio qua s reflere a una divuigacidn oral, & un em- documantn ssth combinado con otro u olros documentss,
plgo, & una axposicidn o & cuakquier atra Bno de madic mhﬂnmnﬁlﬂhmmmen?ﬂhﬂ e

"7 documento putlicado antes de fa fecha de presentecian intamacidnal,
pero con pgﬁﬂmﬁld a la focha de proridad reivindicada . "&" documento que lorma parie da la misma famiila ds patontes

Fecha an la que 88 ha concluida afectivamenta la bXsqueda intemacional Fecha de expadicidn del preagnte informe da bisqueda Intsmacional

1 Abril 2002 13¢5 02

Nemhnydwe:dnpnwdohwmuhm Funcionaric autorizade
Eurocean Palect Office, P.D. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswik
Tel, {+)1- m):m-m T 31 85) apo nl, MAQUEDANO, A

Fax: (~31-70) 340-3016

Farmularie PCTABA/ZYO [segunda hoin} (Julle de 1092)
pidgina 1 de 2

(1



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N*
PCT/CU 01/00014

C.{conlinuzcidn} DAOCUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES

BIOLOGY AND FERTILITY OF SOILS,
vol. 27, num. 2, 1998, paginas 149-154,

XP002194753
Berlin (Germany) ISSN: 0178-2762

Categoria® | identificacidn de los dorumemtaa citados, con Indicacidn, cuando se adecuado, de los pasajes peninontas N"rg:al'l'shr:'nmun' nas
; pe
A RODRIGUEZ-KABANA, R.: "“Control biologico
de nematodos parasitos de plantas”
NEMATROPICA,
vol. 21, num. 1, 1991, pdginas 111-122,
XP002194752
A TOPP, E. ET AL.: "Effects of marigold
(Tagetes sp.) roots on soil
mi croorganij sms”

Forowiario PCTASAR210 (conanuacién de s ssgunda hola) (o de 1982)

pigina 2 de 2



INFORME DE BUSQUEDA IINiTEFINACIONAL
Informaciin sobra miambvos de la lamuba da pasontes

Sollcitud Internacional N®
PCT/CU 01/00014

Oocumanto dé patents cilada Facha de Miembvro(s) da la Fecha de
en el informe de bisqueda publicacidn familia de patentas publicacién
EP 0401560 A 12-12-1990 JP 2304008 A 17-12-1990
JP 2829325 B2 25-11-1998
CA 2016790 Al 16-11-1990
DE 69006639 D1 24-03-1994
DE 69006639 T2 23-06-1994
Ep 0401560 Al 12-12-19906
, us 5208159 A 04-05-1993
WO 9413784 A 23-06-1994 US 5326561 A 05-07-1994
EP 0684988 Al 06-12-1995
Us 5474926 A 12-12-1995
WO 9413784 Al 23-06-1994
Us 5433947 A 18-87-1995

v ol R S A NN S W U SE NP W WS S SN T S NN S NN D D SR SR ER e S S S S S A R R WP R Gy B W NN A S BN D A A W ED G BN BN e BB o

Ferrmdario PCTASAZI0 {anexn de tamils de patentes) (il de 1097)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

\3

Applicant's or agent's fls reference Sae Notification of Transmiltal of Intemational

XXX FOR FURTHER ACTION  priiminary Examination Flepart (Form PCT/IPEA/416)
Intamational application No. Intemationat Ming date (dayinonthArear) Prorlty date (day/month/ear)
PCT/CUO1/00014 1711272001 03/01/2001

International Patent Clasalfication {IPC) or national classification and IPC
AO1N83/00

Applicant
CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTEC... et al.

and is iransmitted to the applicant according to Article 36.

Thess snnexes consist of a total of sheets.

1. This intemational preliminary axamination repart has been prepared by this Interatlonal Preliminary Examining Autharity

2. This REPORT consisis of a total of 4 shaets, including this cover sheet.

O This report is also accompanied by ANNEXES, La. sheets of the description, claims and/or drawings which have
besn amended and are the basls for this report and/or sheels containing rectifications made before this Authority
{ses RAule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions undar the PCT).

3. This report contalns indications relating to the following items:

Q D-80298 Munich
7" Tel.+49 892393 -0 Tx: 523856 epmu d
Fax: +49 80 2399 - 4485

) R Basis of the report
B O Priority
O Non-sstablishment of opinion with regard 1c novelty. invenilve step and indusirial applicability
tv O Lack ot unity of invention
v & Reasoned statement undar Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
cltations and explanations suporting such statament
vi O Certain documents cited
viil O Certain defects in the international application
vil O Certain observations on tha international application
Data of submission of the demand Date of completion of this report
16/07/2002 09.12.2002
Name and malling address of the Intemational Authorized olficer
prefimlnary axamining authority:
Eurppean Patenl Office

Boletti-Cremers, K

Telephone No. +49 89 2399 8541

Form PCTAPEA/409 [cover shaet) (January 1864)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Interational application No. PCT/CUQ1/00014

[
1.

Basis of the report

With regard to the elements of the intemational application (Replacement sheets which have been furnished to
the receiving Office in response to an invilation under Article 14 are referred o in this report as “originally filed”
and are not annaxed to this report since they do not contain amendmenis (Rules 70.16 and 70.17)).

Description, pages:

1-26 as originally filed
Claims, No.:
1-22 as originally filed

With regard to the language, all the elements marked above were available or fumished to this Authority in the
language in which the International application was filed, unless otherwise indicated under this item.

These elements were available or fumished to this Authority in the following language: , which is:

O the language of a translation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).

O the language of publication of the international epplication (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation furnished for the purposes of international prefiminary examination {under Rule
55.2 and/or 55.3).

With regard to any nucleotide and/or amine acld sequence disclosed in the international application, the
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequencae listing:

O contained in the intemational application in written form.

lilad together with the international application in computsr readable form.

fumnished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in cemputer readable form.

The statement that the subsequantly furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in
the international application as filed has been fumished.

The statement that the Information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has been fumished.

O gaaag

The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:
[0 This report has been established as if (soma of) the amendments had not been madae, since they have been

considered to go beyond the disclosure as filed {Rule 70.2(c)):

Form PCTAPEA/409 (Boxes I-Vill, Shesl 1) (July 1988)




INTERNATIONAL PRELIMINARY

EXAMINATION REPORT

Iy

intemational application No. PCT/CUQ1/00014

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this

raport,)

6. Additional ot'servations, if necassary:

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novalty (N} Yes:
No:

Inventive step (IS) Yeos:
No:

industrial applicability {IA) Yes:

2, Citations and explanations
see separate sheet

Claims
Claims

Claims
Claims

Claims
Claims

Form PCT/IPEA/A09 (Boxas I-VIIl. Shest 2) (July 1968)

1-22

1-22

1-22



INTERNATIONAL PRELIMINARY Inlemational application No. PCT/CU01/00014
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

POINT V.

Since none of the documents quoted in the ISR mentions a composition which
encompasses both the ingredients which are at the basis of the claimed invention , namely
the chitinolytic or chitinolytic activity -inducing agent and the sulfide or sulfide producing
agent , the claimed matter on file can be regarded as novel .

Moreover , the inventiveness of the compositions on file can also be acknowledged on the
basis of their synergism which was not predictable from the prior art quoted in the ISR.

Formal Point.

When the application will enter the regional proceedings , the contents of 2 documents .
namely (1)- "Chitin and chitinases®, vol.87 , 1999, pp. 171-184 and (2) - "Biology and
fertility of soils , vol. 27, no.2, 1998 , pp. 149-154, should be mentioned and briefly

discussed in the description .

Form PCT/Separate Sheat/a09 (Sheet 1) (EPO-April 1887)



PCT/CUQ01/00014

PATENT COOPERATION TREAT

PCT

INFORMATION CONCERNING ELECTED
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION

(PCT Rule 61.3)

Date of mailing (day/month/yesar)
09 Daecember 2002 (09.12.02)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

LOPEZ OCEJO, Omar

Ave, 31entre 158 y 190
Cubanacan, Playa

Ciudad de La Habana 106000
Cuba

Applicant’s or agent’s file reference
2001-0004

IMPORTANT INFORMATION

international application No. International filing date (day/monthiyear) |Priority date {day/month/year)
PCT/CUD1/00014 17 Decembar 2001 {17.12.01) 03 January 2001 {03.01.01)

Applicant

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA et al

Offices of its slection:

by the International Buraau only upon their request:

EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM

the PCT Applicant's Guide.

the purpaseas of obtaining a8 European patent.

1. The applicant Is heraby informed that ths Internations! Burssu has, according to Article 31({7). notifled ssch of the lollowing

EP :AT,BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE, TR
National :AU,BG,CA,CN,DE,GB,IL,JP,KP,KR,MN,NO,PL,RQ,RU,SK,US

2. The following Offices have walved the raquiremaent for the notification of thelr slection; the notification will be sent to them
AP :GH,GM,KE,LS,MW,M2,5D,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW

OA :B8F,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG
National :AE,AG,AL,AM,AT,AZ,BA BB BR,BY B2,CH,CO,CR,CU,CZ,DK,DM,DZ,EC,EE,
ES,FI,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IN,IS KE KG,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,
MK, MW,MX,MZ,NZ,PH,PT,SD,SE,SG,SI,SL,TJ,TM, TR, TT,TZ,UA UG,UZ,VN,YU,ZA,ZW
3. The applicant is reminded that he must enter the “national phase” befors the expiration of 30 months from the priarity date
before aach of the Officas llsted ebave. This must ba done by paying the naticnal fas(s} and furnishing , if prescribed, »

transiation of the international application (Article 39(1)(a)). as well as, where applicable, by furnishing a transistion of any
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Ruls 74.1).

Some offices have fIxed time iimits expiring later than the above-mantianed timae limit. For detailed information about the
applicabte time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume ||

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for

The Intamational Bursau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Faesimile No. {41-22) 740.14356

Autherized officer:
ALi SOLEIMAN

Telephone No. {41-22) 338.83.38

Form PCTAB/332 (Septamber 1887)

5327830

¥
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Para uso de Ia Olicina receptora
dnikcamenta
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o1 Salicitud internacan Mo.,
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peT
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(¥ Peticidn
E abaje frmanie surciy quz [ pressme
solicitud infemacionyt was procesxia ce
scuerdo con o Tinwna da Coopancalin
£n matena de Paterii~
0.8 Oficina raceptora {invileada par el Oficina Cubana de la Propiedad
safichtante) Industrial (RO/CU)
(X Referencia al expulientc del 2001-0004
solicitants o def inandatario
i Tilulo da |a Invencuin COMPQSICIONES PE'.STICI_DAS Y
ANTI-PARASITARIAS.
T [Solicitants
i1 Eata parsana e solicitante dnicamente
Iz Sollcitants para todos los Estados designados salvo los
Estados Unidos de América
-4 Nombre CENTRO DE INGENIERIA GENETICA ¥
BIOTECNOLOGIA.
-5 Direccidn Ave. 3lentre 158 y 190
Cubanacan, Playa
106000 Ciudad de La Habana -
Cuba
ns Estado de naciona 3+ 1 cu
I-r Euindo <o damicl. cuU
e No. de teléfano 53 7 2718008
-8 No. da telefacalmise 83 7 2713364
i-10 Correo slecitnice

patendcigb.edu.cu




PETITORIO PCT

7C7/ei 0021 [+

a7

Origind! (para PRESENTACION J - impreso of 14.12.2001 04;43:01 PM

X
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Solicitante ero nveniur

Eata persons v

Solictante pa:a

Nombrs (APELLIDCS, Moribre}
Direcclén;

solicitante e invantor

Estados Unidos de América Unicamante
MENA CAMPOS, Jesus

Avenida Principal No. 17

Reparto Lenin

70500 Camaguey

Cuba
18 | Estade de nac. n ikdml cu
iil-3-7  { Estads de donraria CuU
nz Solleitante «'o wmventor
W-2-1 | Esa persona &> solicitante e inventor
i-22 | Sakichante par3 Estados Unidos de América dGnicamente
(2.4 |Nambra (APE._:DUS, Nombre) PIMENTEL VAZQUEZ, Eulogio
M-25 | Direccién; Jaime Noguara No. 233, entre: Fernando
de Zayas y Gonzalo de Quazada
La Vigia
70200 Camaguey
Cuba
U-2.8 | Esiado de ra:,2nkdua cu
U2-7 | Estado de dom =Piy cu
fi.3 [ SalicRanta «.q Inventor
W-3-1 | Esta parsand -a solicitante @ inventor
132 | Sokcitante pa Estados Unidos de América Gnicamante
34 | Nombre (AFE..IDOS, Norkre) HERNANDEZ GARCIA, Armando, Tomas
M35 | Olrecciin: Edificio 16, Apto. 16
Reparto Puerto Principe
70800 Camaguey
Cuba .
li-3-8 | Esindo de r17 Jnswaad CU
i-3-7 | Esinco de e -zp cU
W4 | Solictante e v mventer
I-4-1 | Eslo peracra 25 solicitante e inventor
W-4-2 | Solckante = Estados Unidos de América uUnicamente
M-4-4 | Nombre (~7Z..1DOS, Ilomive) VELOZ GONZALES, Liuven
45 | Direccldn: Las Palmas No. 4, entre: Ave. Ignacio )
Agramonte y Motreal 1.
La Zambrana
70300 Camaguey
Cuba
lll-4-8 | Estado de - 125naldad cu
il4-7 | Estadc ds 1+ ziia (o{d}
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s Solicitante e/o veatar
M3-1 |Ests persons e solicitante e inventor
52 | Sobchanie para Estados Unidos de América unicamente
Hl-S4 | Nombre (APELLIL:")% :iombre) MARIN BRUZOS, Marieta
i-55 | Direcclén® Joaquin Aguero No. 203, entre: Julio
Sanguily y Gonzalo de Quasada
La Vigia
70200 Camaguey
Cuba
58 |Esiado de naciona.id cu
57 | Estwdo de domicdi> cu
T Salicltante &/o lrrsentar
81 |Esia persona es- solicitante e inventor
G-z | Soucitants para Estados Unidos de América tnicamepnte
In-8-4 | Nombre (APELL:L -5, i.27xre; COMPTE ALBERTOC, Oscar
W85 | Direccién: Calle: 3ra, No. 30, entra: Ay B
Comunidad Cientifica
70800 Camaguey
Cuba
In8-&8 | Euioco de naciors el cu
i-8-7 | Estndo da domiciic cuU
T Solicltants a/e Inventor
§-T-1 | Esle parsona as. solicitante @ inventor
ll-7-2 | Sofcitante para Estados Unidos da América Unicamente
74 | Nombre (APELLICZ S Memore} DOMINGO PUENTE, Marilin
75 | Direccién: Calle: 3ra, No. 30, entra: Ay B
Comunidad Cientifica
70800 Camaguay
Cuba
-7-6 | Eslgdo de maciors 3 cu
1l-7-7 | Estado de doricl.. CU
T4 [Solichania eo inventer
W-8-1 |Esia persona es. solicitante e inventor
M-8-2 | Sofickante para Estados Unidos de América Gnicamante
-84 | Nombre {(APELUCZ. ‘ool LEON BARRERAS, Licette
-85 | Direcclin: Calle: 2da, No. 5, entre:r By C
Comunidad Cientifica
70800 Camaguey
Cuba
-8-8 | Estado do naclona 13 cu
N-8-7 | Estads tu Sam<h: cu

(8
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Crynal (para PRESENTACIOHN ) - Impreso f 14.12.2001 04:43:01 PM
) ‘Sollcitanta sfo mventor
i-8-1 | Esta persona es solicitante inventor
82 | Sciicitante para Estados Unidos de América finicamante
i9-4 | Nembra (APELL'2D%, Mombra) PUJOL FERRERO, Merardo
k95 | Direcclén; Calle: 186, entra: 31 y 33, No. 3115,
Apto. 6C
Playa
12100 Ciudad Habana
Cuba
1-8-8 | Estado de nasicrividad Ccu
-5-7 | Estacio de domi bz cuU
u-10 Solicitanis efo inentor
H-10-1 | Esta persona es solicitante e inventor
1-10-2 | Saticitante para Estados Unidoas de América Unicamente
Ni-10-4 | Nombrm [APEL.. 58, tlarakra) MENCHO PONCE, Juan, Diego '
{i-10-5 | Olreccidrc Calla: 4ta, No. 12, entre: A y 1lra
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RESUMEN
COMPOSICIONES PESTICIDAS Y ANTIPARASITARIAS.

Composiciones pesticidas y antiparasitarias para el control de plagas,
enfermedades y pardsitos que atacan a las plantas y los animales. Las
composiciones incluyen al menos un agente quitinolitico o un agente inductor
de la actividad quitinolitica, y sulfuro o un agente productor de sulfuro
obtenido de microorganismos o compuestos quimicos, en los cuales el agente
quitinolitico o el agente inductor de la actividad quitinolitica y el sulfuro o un
agente productor de sulfuro que se obtiene de microorganismos o
compuestos quimicos, se aplican de manera concurrente a un rango
significativamente menor que cualquiera de los compuestos sefalados
anteriormente, cuando se aplican individualmente para lograr un control

efectivo.

1



10

15

20

25

30

MEMORIA DESCRIPTIVA

COMPOSICIONES PESTICIDAS Y ANTIPARASITARIAS.

Esta invencion abarca algunas composiciones sinergisticas, de tipo pesticidas
y antiparasitarias, que son utiles para el control de los fitonematodos y
zoonematodos parasitos, para el control de enfermedades (fungosas y
bacterianas) y para el control de trematodos parasitos (Fasciola hepatica).

Los nematodos son los causantes de los mayores dafios a la agricultura en
las regiones tropicales, subtropicales y templadas de todo el mundo (Nickle
W. R. (Editor). 1991. Manual of Agricultural Nematology, Marcel Dekker, Inc.,
New York, N.Y. Pub. 1035 pp). Solamente el platano presenta alrededor del
20% de las pérdidas de la produccibn mundial ocasionadas por los
nematodos, lo cual representa $ 178 millones anualmente (Sasser J.N. and
Freckman D.W. 1987. A world perspective on nematology: the role of the
society. Vistas on nematology: a commemoration of the twenty-fifth
anniversary of the Society of Nematologists / edited by Joseph A. Veech and
Donald W. Dickson. p. 7-14). Radopholus similis afecta significativamente las
plantaciones de banano y platano.

Meloidogyne spp, es el nematodo parasito de plantas mas significativo; su
actividad provoca pérdidas entre el 11% y el 25% de los cultivos en
practicamente todas las regiones tropicales (Sasser J. N. 1979. Root-knot
nematodes. Ed. F. Lamberti & C.E. Taylor, Academic Press, London, p 359).
Como consecuencia, existe una gran necesidad de controlar estos parasitos,
lo cual se ha intentado lograr por medio de la aplicacion de los nematicidas
quimicos. Tales compuestos pueden ser altamente efectivos, sin embargo,
muchos de ellos representan un riesgo al ambiente por su alta toxicidad, y en
algunos casos las autoridades reguladoras han limitado la cantidad y/o la
frecuencia de utilizacion de tales compuestos, por lo tanto se compromete su
efectividad nematicida.

Como resultado, se han realizado esfuerzos para identificar los medios
efectivos de sliminar el dafio que ocasionan los nematodos, que buscan evitar
o reducir la utilizacion de los pesticidas quimicos. Uno de los enfoques es el
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empleo, en lugar de los nematicidas quimicos, de los nematicidas de origen
biolégico con modos especificos de accion y perfiles toxicolGgicos
relativamente mas seguros. Ejemplos de tales nematicidas alternativos
incluyen al ABG-9008, un metabolito del hongo Myrothecium verrucaria,
publicado en la patente US 5,051,255 (Abercrombie K. D. 1994. Synergistic
pesticidal compositions. Patent (JS5346698. Mycogen Corporation. Sept. 13)
y una combinacién de avermectinas (o compuestos relacionados, tales como
las milbecinas) con acidos grasos (Abercrombie, patente US 5,346,698).
También Warrior Prem y col., en la solicitud de patente No. W09634529,
Synergistic nematocidal compositions, publica un método que inciuye la
administracién- concurrente para eliminar los dafios que ocasionan los
nematodos a las plantas, al sitio, suelo o semillas que necesiten el
tratamiento, de (a) un metabolito del hongo Myrothecium verrucaria y (b) un
pesticida quimico, asi como las composiciones nematicidas sinerglsticas
Gtiles en este caso (Warrior P., Heiman D. F. and Rehberger Linda A. 1996.
Synergistic nematocidal compositions. Abbott laboratories. WO09634529,
1996-11-07).

Otro enfoque consiste en combinar esporas de Pasteuria penetrans, un
pardsito bacteriano de los nematodos, con nematicidas organofosforados
(Nordmeyer D. 1987. Synergistic nematocidal compositions of PFasteuria
penetrans spores and an organophosphorus nematocide, 1987, CIBA-GEIGY
AG Patent AU 06057386A1. 01/29/1987).

Los hongos quitinoliticos y las bacterias, que comparten el habitat de los
nematodos, pueden mantener un cierto equilibrio biolégico y de alguna
manera limitar la proliferacion de los nematodos. Se han reivindicado dos
cepas de bacterias quitinoliticas (Toda T. and Matsuda H. 1993. Antibacterial,
anti-nematode and/or plant-cell activating composition, and chitinolytic
microorganisms for producing the same. Toda Biosystem Laboratory, Japan.
Patent US5208159, 05/04/1993), como antibacteriano, antinematodo, y/o
composicion activadora planta-célula.

Existen algunos ejemplos del efecto quitinolitico sobre los nematodos.
Algunos de los mas representativos son las cepas de nuevas bacterias
descritas que se crean por la introduccion de ADN que codifica para la

7.8
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produccion de quitinasa, una enzima que puede degradar la quitina presente
en los hongos y los nematodos (Suslow T. and Jones D. G. 1994, Novel
chitinase-producing bacteria and plants. DNA Plant Technology Corporation,
US04940840, 07/10/1980). Las cepas son Utiles en la produccion de quitinasa
con el objetivo de inhibir los patdgenos de las plantas. También se describen
las plantas noveles resistentes a los patégenos, que son el resultado de la
introduccién de ADN que codifica para la produccion de quitinasa.

Se han reportado otros ejemplos de microorganismos que reducen la
poblacién de nematodos que parasitan las plantas en condiciones naturales.
Rodriguez-Kabana (Rodriguez-Kabana R., Jordan J. W., Hollis J. P. 1965.
Nematodes: Biological control in rice fields- role of hydrogen sulfide. Science.
148: 524-26) y Hollis (Hollis, J. P., y R. Rodriguez-Kébana. 1966. Rapid kill of
nematodes in flooded soil. Phytopathology 56, pp 1015-19) observaron
correspondencia entre la bacteria Desulfovibrio desulfuricans, la produccitn
de sulfuro de hidrégeno y los nematodos que parasitan las plantas, cuya
poblacion disminuyd en las plantaciones de arroz de Luisiana. Los sulfuros
son inhibidores de la cadena de transporie de electrones del proceso de
respiracion del organismo aerdbico, al igual que otros metabolitos producidos
por algunas bacterias del suelo (Rodriguez-Kabana, R. 1991. Control
biologico de nematodos parasitos de plantas. NEMATROPICA, 21(1), pp 111-
22).

PAECIL ™ conocido también como BIOACT o Nemachek, es un nematicida
bioldgico que contiene una cepa patentada del hongo Paecilomyces lilacinus
en un concentrado de esporas seco y estable para los tratamientos del suelo
y las semillas. Esta especie de hongo se halla cominmente en todos los
suelos del mundo. La cepa patentada que se utilizd como ingrediente activo
de PAECIL ™ tiene una efectividad especial contra los nematodos que
parasitan a las plantas. En la actualidad la Autoridad Nacional de Registro de
Australia evalGia el producto como pesticida (Holland, R. PAECIL™ 1998.
http://www ticorp.com.au/article1.htm).

Los ejemplos mencionados anteriormente no pueden resolver los problemas
con los helmintos parasitos. Permanece, por lo tanto, la necesidad de poner
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en practica medios mejorados para el control de parasitos, con el prop6sito de
sustituir los antiparasitarios y pesticidas quimicos.

Un grupo importante de parasitos, que provoca afectaciones econdmicas
considerables en la produccion animal, y ademas incide en la salud humana,
son los trematodos. Entre los trematodos de mayor importancia econdmica, la
Fasciola hepatica que fue el primer trematodo pardsito conocido, parasita al
hombre, habitando en los conducto biliares (Saleha A. 1991. Liver fluke
disease (fasciolosis) epidemiology, economic impact and public health
significance. Southeast Asian J. Trop. Med. Public health 22 supp 1dic. P 361-
4). Causa trastornos digestivos que consisten en asepsias gdstricas,
trastomos en la motilidad del colon, dolores a nivel del higado y de la vesicula
biliar, colicos hepéticos y fiebres. Puede presentar localizaciones aberrantes
como en el pulmén, vena hepatica, ojos, cerebro y otros tejidos.

Los helmintos que parasitan a los animales son plagas significativas con
relacién a las ovejas y el ganado vacuno. La resistencia a los antielminticos
es amplia, particularmente en las poblaciones de nematodos parasitos de los
pequeiios rumiantes.

Se han desarrollado nuevas técnicas suplementarias, y ofras estdn en
investigacion. El hongo Duddingtonia flagrans, depredador que forma redes,
produce esporas inméviles de paredes anchas, clamidoesporas, que pueden
sobrevivir el paso a través dsl tracto gastrointestinal de los vacunos, los
equinos, ovejas y cerdos (Larsen M. 1999. Biological control of helminths. /nt
J Parasitol. Jan; 29(1). 139-46, and Larsen, M. 2000. Prospects for controlling
animal parasitic nematodes by predacious micro fungi. Parasitology, 120,
S$120-S121).

Los trabajos con D. flagrans en las condiciones climaticas danesas; asi como
en Francia, Australia, EE.UU y México han confirmado el fuerte potencial para
el control biolégico que tiene este hongo.

En varios paises se ha reportado resistencia de los parasitos a los productos
antihelminticos (Eddi, C., Caracostantogolo, J., Peya, M., Schapiro, J.,
Marangunich, L., Waller, P.J. & Hansen, JW. 1996. The prevalence of
anthelmintic resistance in nematode parasites of sheep in southern Latin
America: Argentina. Vet. Parasitol., 62: 189-197, van Wyk J.A., Bath G.F. and
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Malan F.S. 2000. The need for alternative methods to control nematode
parasites of ruminant livestock in South Africa. World Animal Review.
hitp://iwww.fao.org/ag/aga/agaplfrqffeedbackiwar/contents.htm, Echevarria F.,
Borba M.F.S., Pinheiro A.C., Waller P.J. & Hansen J.W. 1996. The prevalence
of anthelmintic resistance in nematode parasites of sheep in southern Latin
America: Brazil. Vet. Parasitol., 62: 199-206, Maciel S., Giminez A.M., Gaona,
C.. Waller P.J. & Hansen JW. 1996. The prevalence of anthelmintic
resistance in nematode parasites of sheep in southem Latin America:
Paraguay. Vel. Parasitol., 62: 207-212, Nari A., Salles J., Gil A., Waller P.J. &
Hansen J.W. 1996. The prevalence of anthelmintic resistance in nematode
parasites of sheep in southern Latin America: Uruguay. Vet Parasifol., 62:
213-222) , como por ejemplo Haemonchus contortus.

Uno de los nematodos que mayores dafios causa en la ganaderia es el
Dictyocaulus viviparus, un parasito que alcanza la madurez sexual y se
localiza en estado adulto en el puimén del ganado vacuno, sobre todo, en los
animales jovenes. La enfermedad que produce se denomina bronquitis
verminosa o dictyocaulosis bovina y la infestacién se produce por ingerir las
larvas infestantes, presentes en los pastos. El tratamiento de esta parasitosis
se lleva a cabo con el uso de antihelminticos (Borgsteede F.H.M, de Leeuw
W.A. & Burg W.P.J. 1988. A comparison of the efficacy of four different long-
acting boluses to prevent infections with Dictyocaulus viviparus in calves. The
Veterinary Quarterly, Vol 10, No. 3), pero los mismos presentan como
principales inconvenientes, en primer lugar, la posibilidad de desarrollar cepas
resistentes a dichos farmacos, que hacen dificil el tratamiento posterior de los
animales infestados, el elevado costo de estos productos que lo hacen
limitado para los paises de mayores recursos y por Ultimo, la incidencia
danina desde sl punto de vista ecolégico que acarrean estos preparados.

El problema internacional con relacion a la resistencia a los antihelminticos
comprende el hecho de que, mientras continda siendo la quimioterapia la
piedra angular en el control parasitario (Sofl, M.D. 1997. The future of
anthelmintic therapy from an industry perspective. /n J.A. van Wyk & P.C. van
Schalkwyk, eds. Managing anthelmintic resistance in endoparasites, p. 1-5.
Proceedings of the 16th International Conference of the World Association for
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the Advancement of Veterinary Parasitology, Sun City, South Africa, 10-15
August 1997), parece haber una pequefia esperanza de que cualquier
antihelmintico nuevo y quimicamente no relacionado aparecera al menos en
la proxima década.

En el caso del control de bacterias y hongos patégenos, existen numerosos
reportes sobre productos biologicos cuya accion se basa esenciaimente en el
fendmeno del antagonismo, y un sinnimero de ellos estd comercialmente
disponible. Entre ellos estda el Conquer (Pseudomonas fluorescens que
antagoniza a la Pseudomonas lolassii), el Galltrol-A (Agrobacterium
radiobacter Strain 84, que controla al Agrobacterium tumefaciens), el Nogall
(Agrobacterium radiobacter, que controla al Agrobacterium tumefaciens), el
Bio-Fungus (Trichoderma spp que confrola a los siguientes hongos
Phytophthora, Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium, Verticillium), el
Aspire (Candida oleophila 1-182 que controla a Botrytis spp. y Penicillium spp),
etcétera.

Dentro de los microorganismos biofungicidas de mayor espectro de accion
esta el hongo Trichoderma spp {Chet |, Inbar J. 1994 Biological control of
fungal pathogens. App! Biochem Biotechnol,48(1):37-43), siendo ampliamente
discutido el mecanismo de accién donde intervienen quitinasas que degradan
la pared celular del hongo hospedero. Por otro lado, existen evidencias
experimentales de la accion quitinolitica de hongos y bacterias empleados
como biocontroladores de enfermedades fungosas (Herrera-Estrella A, Chet
1.1999. Chitinases in biological control, EXS;87:171-84).

Sin embargo no es éste el linico modo de accién de las bacterias sobre los
hongos fitopatogenos, existen ofras formas de control basados en la
produccién de metabolitos secundarios, como el cianuro de hidrégeno, que en
el caso particular de la cepa CHAO de P. fluorescens logra inhibir a los
hongos patdgenos de las raices (Blumer C. and Haas D. 2000. Mechanism,
regulation, and ecological role of bacterial cyanide biosynthesis. Arch
Microbiol Mar;173(3):170-7). Cuando se analizan los tipos de interaccion
bacteria-bacteria, tenemos que estas pueden ser de tres tipos fundamentales:
antibiosis, competicion por el substrato, y parasitismo (Ongena M. 1998,
Conference on biological controls. Training program in the area of
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biotechnology applied to agriculture and biocindustry. Gembloux, Belgium). En
el caso de la antibiosis, es conocida la liberacién de antibiéticos por parte de
algunas cepas bacterianas con el fin de inhibir la accion de otras bacterias
circundantes, fendmeno que puede ser aprovechado para el control biclégico
de especies bacterianas patégenas. De manera-anéloga la competencia por
el substrato constituye también un mecanismo que puede ser utilizado en
funcién de lograr un control biolégico adecuado, al sintetizarse por parte del
microorganismo biocontrolador sider6foros © agentes quelantes de
microelementos, lo cual provoca un déficit del microelemento,
fundamentalmente de hiero en el medio, inhibiendo el crecimiento del
patégena en cuestion.

Descripcidn detallada de la Invencién

La invencién se relaciona con una composicion, que contiene al menos un
agente qutinolitico o un agente inductor de la actividad quitinolitica, y sulfuro o
un agente productor de sulfuro obtenido de microorganismos o compuestos
quimicos, en los cuales el agente quitinolitico o un agente inductor de la
actividad quitinolitica, y el sulfuro o un agente productor de sulfuro obtenidos
de microorganismos o compuestos quimicos, se aplican de manera
concurrente a un rango sustancialmente menor que cuando se usa
cualesquiera de los componentes por separado para lograr un control efectivo
sobre helmintos y agentes causales de enfermedades bacterianas Yy
fungosas. La invencién se relaciona también con el empleo de tales
composiciones y/o la administracién concurrente de los compusestos
anteriormente mencionados a partir de fuentes diferentes, tales como
productos biolégicos y quimicos para el control efectivo de un amplio rango de
nematodos parasitos de las plantas (Meloidogyne spp, Angina spp,
Ditylenchus spp, Pratylenchus spp, Heterodera spp, Aphelenchus spp,
Radopholus spp, Xiphinema spp, Rotylenchulus spp), de nematodos y
trematodos parasitos de los animales (Haemonchus spp, Trichostrongylus
spp, Dictyocaulus spp. y Fasciola hepatica), de agentes bacterianos
causantes de enfermedades (Erwinia chrysanthemi, Burkholderia glumae) y

go
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agentes flngicos causantes de enfermedades (Pestalotia palmarum,
Alternaria tabacina, Sarocladium orizae).

Los efectos sobre helmintos, bacterias y hongos de un agente quitinolitico o
un agente inductor de la actividad quitinolitica y sulfuro o un agente productor
de sulfuros, se han demostrado y/o reportado previamente. Sin embargo, en
esta invencion se demuestra por primera vez, un efecto sinergistico cuando
ambos componentes se aplican de manera concurrente.

Cuando el agente quitinolitico o un agente inductor de ia actividad quitinolitica
y el sulfuro o un agente productor de sulfuros, se aplican individualmente, los
efectos siempre son menores que cuando se administran simultdneamente
ambos agentes.

Cuando se aplica como una composicion de la presente invencion, el agente
quitinolitico o el agente inductor de la actividad quitinolitica y el sulfuro o el
agente productor de sulfuros, se pueden mezclar en cualquier forma
apropiada, tal como, una solucién, suspensién, emulsion, polvo o mezcla
granular, y se |e aplica a la planta o al suelo como un fertilizante, suelo pre-
empacado, dispositivo de cubierta de semilla, un polvo, un granulado, un
nebulizador, una suspension, un liquido, o cualquiera de las formas indicadas,
en una forma encapsulada, para el control de helmintos parasitos, y
enfermedades fungosas y bacterianas.

Los rangos éptimos de aplicacion del agente quitinolitico o el agente inductor
de la actividad quitinolitica y el sulfuro o un agente productor de sulfuros para
el caso de un nematodo, trematodo, bacteria u hongo en particular, y para el
caso de condiciones especificas, son determinados mediante estudios
experimentales de rangos, realizados in vifro, en invemadero o en
condiciones de campo.

Seguin los resultados descritos en la presente invencién, se alcanza un control
significativo de los helmintos, bacterias y hongos al utilizar una mezcla de 1)
un microorganismo productor de quitinasa entre 107 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) y 10'2 UFC de un microorganismo dado por gramo de
composicion o quitina en un rango entre 1% y 50% de la composicion; y 2) un
microorganismo productor de sulfuro entre 10’ UFC y 10'? UFC de un
microorganismo dado por gramo de composicidn, o cualquier agente quimico
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que produzca sulfuro, donde el sulfuro varle entre 0,1 mg/minuto y 1,0
mg/minuto por gramo de composicion.

Cualquier composicidn que comprenda un microorganismo, entre 10’ UFC y
10'2 UFC por gramo de composicién, que produzca agentes quitinoliticos y
sulfuro concurrentemente, es apropiado para el control de helmintos,
bacterias y hongos.

Las composiciones anteriores comprenden las combinaciones de los
siguientes agentes en las proporciones antes mencionadas:

Quitina y el microoganismo Desulfovibrio desulfuricans.
Microorganismo productor concurrente de actividad quitinolica y HaS.

1. Quitinasa y NaS.

2 Quitinasa y FeS.

3. Quitinasa y el microoganismo Desulfovibrio desulfuricans.
4, Quitina y NazS.

5. Quitina y FeS.

6.

7.

Las composiciones anteriores son efectivas contra un amplio rango de
nematodos parésitos de las plantas, incluyendo (no limitando) a especies de
Meloidogyne, tal como M. incdgnita, especias de Angina, tal como A. tritici;
especies de Ditylencus, tal como D, dipsaci; especies de Pratylenchus, tal
como P. coffee; especies de Heterodera, tal como H. glycines; especies de
Aphelenchus, tal como A. avenae; especies de Radopholus, tal como R.
similis; especies de Xiphinema, tal como X. index; especies de Rofylenchulus,
tal como R. reniformis; y nematodos que parasitan animales tales como:
Haemonchus spp., Trichostrongylus spp., Ostertagia spp., Nematodirus spp.,
Cooperia spp., Ascaris spp., Bunostomum spp., Oesophagostomum spp.,
Chabertia spp., Trichuris spp., Strongylus spp., Trichonema spp., Dictyocaulus
spp., Capillaria spp., Heterakis spp., Toxocara spp.,Ascaridia spp., Oxyuris
spp., Ancylostoma spp., Uncinaria spp., Toxascans spp. y Parascaris spp; Yy
trematodos que parasitan animales tales como la Fasciola hepdtica; y
bacterias patégenas tales como Erwinia chrysanthemi, Burkholderia glumae,
Pestalotia palmarum, Alternana tabacina, Sarccladium onzae, y hongos
patoégenos tales como Pestalotia palmarum, Alternaria tabacina, Sarocladium

orizae.

L




10

15

20

25

30

11

EJEMPLOS DE REALIZACION:

Ejemplo 1: Evaluacién in vifro del efect nematicida del Sulfuro de
hidrégeno proveniente de fuentes quimicas y una enzima quitinolitica.
Se utilizaron huevos de los zoonematodos, Haemonchus sp., Trichostrongilus
colubriformis, Dictyocaulus viviparus; y larvas (juveniles 2) del fitonematodo
parasito Meloidogyne incognita.

Se efectuaron colectas del nematodo Haemonchus sp y de Trichostrongylus
colubriformis a partir del abomaso de un ovino (camero) y de un bovino
(vacuno) respectivamente. Las hembras de los nematodos adultos fueron
lavadas en solucion fisiolégica y tratadas con "Hibitane® (Acetato de
Chlorhexidina) al 0,5% durante 1 minuto, este proceso se desarrollé a una
temperatura de 37°C. Alrededor de 100 individuos previamente desinfectados,
se colocaron en un elenmeyer conteniendo 50 ml de una solucion del medio
LB diluido 10 veces en agua destilada estétil, éstos se dejaron realizando las
puestas durante toda la noche (8 a 10 horas).

Las colectas del nematodo D. viviparus se realizaron a partir de puimones
infestados de un bovino (vacuno), sacrificado previamente. Se procedi6 de
igual forma que para Haemonchus sp. ¥y T. colubriformis, sélo que en el caso
de las hembras se dejaron realizando [as puestas durante un periodode 2 a 3
horas.

A partir de este momento toda la manipulacién se realizé bajo condiciones
asépticas dentro de un flujo laminar vertical y empleando placas de cultivo de
tejidos de 24 huecos. El volumen total del medio conteniendo las hembras y
los huevos, se filtré por un tamiz de una malla de 60 um. Los huevos de los
nematodos se quedaron retenidos sobre la malla de 30 pm de un segundo
tamiz. Este se introdujo en una solucion de Hibitane al 0,5 % durante 3
minutos y seguidamente se efectuaron 3 lavados con medio LB diluido 10
veces en agua destilada esteril.

Los huevos una vez desinfectados, se extrajeron del tamiz,
resuspendiéndolos cuidadosamente con una solucién del medio LB diluido 10
veces en agua destilada estéril. Se comprobé el resultado final de esta
distribucion realizando el conteo y el registro de los huevos en cada pocillo
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con el empleo de un microscopio invertido OLYMPUS, también se realizaron
observaciones sobre la uniformidad del estadio evolutivo de esta fase.

Los huevos de Haemonchus sp. y T. colubriformis eclosionan entre las 24 y
48 horas de incubados a 28°C, mientras que los de D. viviparus lo hacen
antes de las 24 horas. Se considera como una buena preparacion de las
muestras cuando en los controles sin tratamiento alguno se logré mas de un
60 % de eclosion de los huevos en los tiempos antes pronosticados para cada
especie.

Se efectud la extraccion de masas de huevos del nematodo Meloidogyne
incognita a partir de raices de plantas de calabaza (_Cucurbita pepo),
previamente infestadas y cultivadas en invernaderos. Para esta operacion se
necesito la utilizacion de un microscopio estereoscopio y agujas con la punta
debidamente modificada. Las masas se colocaron en agua destilada estéril en
placas Petri a 28°C, en una cantidad de alrededor de 50 masas. Diariamente
se realizaron observaciones para comprobar la eclosion de los huevos,
alrededor de las 72 horas se dispuso de suficientes larvas para comenzar el
proceso de colecta y desinfeccion.

El volumen total del agua conteniendo las masas de huevos y las larvas, se
filtré por un tamiz de una malla de 60 um. A partir de este momento foda [a
manipulacién se realizd bajo condiciones asépticas dentro de un fiyjo laminar
vertical y empleando placas de cultivo de tejidos de 24 huecos. Los huevos
desprendidos de las masas que no llegaron a eclosionar, se quedaron
retenidos sobre la malla de un tamiz de 30 um, y las larvas son colectadas
sobre un Ultimo tamiz de una malla de 5 um éste se introdujo en una solucién
de Hibitane al 0,5 % durante 3 minutos y seguidamente se efectuaron 3
lavados con medio LB diluido 10 veces en agua destilada estéril.

Las larvas de Meloidogyne incognita una vez desinfectadas, se extrajeron del
tamiz, resuspendiéndolas cuidadosamente con una solucion del medio LB
diluido 10 veces en agua destilada estéril. Se comprobé el resultado final de
esta extraccion y desinfeccion realizando el conteo y el registro de las larvas
vivas con el empleo de un microscopio invertido OLYMPUS.

Los huevos y las larvas de los nematodos fueron colocados en cantidad de
100 individuos aproximadamente en 2 ml de medio LB diluido 10 veces. Este
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volumen se introdujo en vélvulas de seguridad que permiten el paso del aire a
través del liquido y por consiguiente los gases entran en contacto con los
huevos y larvas. Cada valvula constituyé una réplica en cada uno de los
tratamientos.

El sulfuro de hidrégeno se obtuvo por reaccién con acido clorhidrico de dos
sales de sulfuro (NazS y FeS) y a partir de la fermentacion anaerobia de la
bacteria Desulfovibrio desulfuricans subs. desulfuricans ATCC 27774 (aislada
del rumen de un ovino). La enzima quitinolitica utilizada fue quitinasa SIGMA
C1650 obtenida a partir de la bacteria Serratia marcescens.

Los huevos y larvas de los nematodos en estudio se sometieron durante 24
horas a los siguientes tratamientos: -

1. Tratamiento Control: sin aplicar quitinasa y circulando aire a través de la
valvula.

2. Tratamiento quitinasa: quitinasa a razén de 0,2 unidades por réplica.

3. Tratamiento sulfuro: sulfuro de hidrogeno a partir de NazS con un flujo de
0,2 a 0,3 mg/minuto.

4. Tratamiento sulfuro: sulfuro de hidrégeno a partir de FeS con un flujo de 0,2
a 0,3 mg/minuto.

5. Tratamiento sulfuro: suifuro de hidrégeno a pariir de Desulfovibrio
desulfuricans con un flujo de 0,2 a 0,3 mg/minuto.

6. Tratamiento combinado: aplicacion simultanea de los tratamientos 2 y 3.

7. Tratamiento combinado: aplicacion simultanea de los tratamientos 2 y 4.

8. Tratamiento combinado: aplicacién simultdnea de los tratamientos 2 y 5.
Cada uno de los tratamientos anteriores constd de 4 réplicas.

A las 24 horas de iniciado el experimento se contaron las cantidades de
larvas eclosionadas (Haemonchus sp., T. colubriformis y D. viviparus) y el
numero de larvas vivas (Meloidogyne incognita) en todos los tratamientos.
Los resultados de la efectividad (E) se muestran en la TABLA 1. Este valor es
la media de las 4 réplicas de cada tratamiento. A los resultados obtenidos en
cada especie de nematodo en estudio, por separado, se le aplicd andlisis de
varianza (ANOVA) y posteriormente la prueba de Duncan (Lerch G. 1977. La
Experimentacion en las ciencias bioldgicas y agricolas. 1™ edicién, p.p. 203 -
308, Editorial Cientifico-Técnica, La Habana), esto también se refleja en la
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TABLA 1, las letras iguales indican que no existen diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos.
TABLA 1 Efectividad de los tratamientos (E)*

Efectividad de los tratamientos (E)*
1. Ec | 2Eq | 3.Esn | 4.Esf | 5. Esd | 6. Eqsn| 7. Eqsf | 8. Eqsd
Control (2+3) | (2+4) | (2+5)
Haemonchus 0.00 0.32 0.41 0.40 0.37 0.86 0.85 0.82
(a) (b) (c) (c) (b,c) | (d) (d) (d)
Trichostrongilus | 0.00 0.37 0.40 0.39 0.38 0.88 0.88 0.83
(a1) (by) | (by,©1) | (by,€1) | (br,&) | (dci) (d) (d)
Dictyocaulus 0.00 0.35 0.44 0.42 0.40 0.91 0.90 0.88
(az) (ba2) (c2) (ca) | (baca) | (da) (d2) (da)
Meloidogyne 0.00 0.39 0.51 052 -} 0.47 0.95 0.93 0.80
(ai) (ba) (ca) (ca) (ca) (da) (da) (da)

*La efectividad (E) es el resultado de sustraer a 1 el valor de la frecuencia
relativa (Fr) de eclosién o de larvas vivas, segun sea el caso. La Fr es el
cociente entre el nimero de larvas eclosionadas o larvas vivas de cada
tratamiento (Ntto) y el nimero de larvas eclosionadas o larvas vivas del

tratamiento 1 (Nc):

E =1~ Fr, donde Fr = Ntto/Nc, por lo que E = 1 - Nito/Nc

Para determinar el efecto sinérgico en los tratamientos 6, 7 y 8, se asumio
que los eventos (efecto nematicida) que en ellos ocurren, no son excluyentes.
Para este tipo de anilisis la efectividad esperada (EE) debe ser igual a la
suma de los efectos individuales (El) que estdn dados por la efectividad
atribuida a la accién de la quitinasa (Eq) y la efectividad atribuida a la accién
del sulfuro de hidrégeno (Esn, Esf y Esd), menos el efecto interseccién (ei)
(Sigarroa, A. 1985. Biometria y disefio experimental. 1ra. Parte. Minist.
Educacién Sup. Ed. Pueblo y Educacién. Cap. 3. pag 69-107).

EE=Eq+Es—ei,donde ei =EqXEs
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Si la efectividad experimental (E) en los tratamientos donde se combinan dos
agentes nematicidas (tratamientos 6, 7 y 8) es mayor que la efectividad
esperada (EE) para esos tratamientos, puede asegurarse que existe
sinergismo en cuanto a la actividad nematicida del agente quitinolitico
(quitinasa) y el sulfuro de hidrégeno a! aplicarse ambos de forma concurrente
en el mismo tratamiento. En la TABLA 2 se resumen los valores obtenidos.
TABLA 2 Efectividad experimental (E) y esperada (EE)

Efectividad experimental (E) y esperada (EE)

Tratamiento 6 Tratamiento 7 Tratamiento 8

E EE E EE E EE

Haemonchus 0.86 0.60 0.85 0.59 0.82 | 057
Trichostrongilus | 0.88 0.62 0.88 0.62 0.83 0.61
Dictyocaulus 0.91 0.64 0.80 0.62 0.86 0.61
Meloidogyne 0.95 0.70 0.93 0.71 0.90 | 0.68

En los tres tratamientos donde se combinan quitinasa y sulfuro de hidrégeno
simultdneamente, fue mayor la efectividad experimental (E) que la efectividad
esperada (EE) para los cuatro nematodos en estudio, con ello se demuestra
estadisticamente la existencia de sinergismo entre ambos compuestos
(cuando actdan de forma concurrente) en cuanto a su actividad nematicida.
No se observaron diferencias significativas en cuanto al origen de los sulfuros
y su efecto nematicida (TABLA 1).

Ejemplo 2: Evaluacidn en invernadero del efecto nematicida de un
agente inductor de la actividad quitinolitica (quitina) y un
microorganismo productor de sulfuro de hidrégeno (Desulfovibrio
desulfuricans subps. desulfuricans ATCC 29577 aislado de suelo).

Se selecciond un suelo pardo de pH neutro, se seco y se pasd por una malia
de 0.5 cm para eliminar particulas indeseables; se esterilizé en autoclave
vertical durante 1 hora 120°C y 1 atmésfera (Sambrook J., Fritsch E. F. and
Maniatis T. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2™.Ed. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., USA); se dej6 secar a
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temperatura ambiente durante 3 o 4 dias, para posteriormente efectuar las
mezclas previstas en los tratamientos con arena de rio, humus de lombriz y
quitina (ICN nimero de catalogo 101334).

Se procedié a llenar 20 macetas (de 15 cm de didmetro x 13 cm de
profundidad y 1 litro de capacidad) con las proporciones establecidas en los
siguientes tratamientos:

1. Tratamiento Control: suelo 70%, arena de rio 25% y humus 5%.

2. Tratamiento quitina: suelo 70%, arena de rio 25%, humus 4% y quitina 1%.
3. Tratamiento Microorganismo: suelo 70%, arena de rio 25%, humus 5% y D.
desulfuricans , aplicado a una concentracion de 10" UFC/maceta.

4. Tratamiento combinado: suelo 70%, arena de rio 25%, Humus 4%, quitina
1% y D. desulfuricans, aplicado a una concentracién de 10" UFC/maceta.
Cada tratamiento se realizé con 5 réplicas (macetas).

En los tratamientos 2 y 4 se hizo una prémezcla del humus con quitina en
proporcion de 4:1, para posteriormente efectuar la mezcla final con el suelo y
la arena. En los tratamientos 3 y 4, la aplicacion de D. desulfuricans se realizé
en 100 ml de agua desionizada por maceta, estos volumenes fueron
aplicados uniformemente en el primer riego que se realiz6.

Para todos los tratamientos, cada maceta fue inoculada con 500 especimenes
del nematodo Radopholus similis, previamente exirafdos de raices de banano
provenientes de plantaciones infestadas de forma natural, ello se realiz6
mediante la técnica de Centrifugacion-flotacién (Jenkins, W. R.1964. A rapid
centrifugal-flotation tecnique for separation nematodes from soil. Plant
Disease Reporter, 48: 692), diluyendo los especimenes en 5 ml de agua
destilada y aplicados uniformemente a 5 cm por debajo de la superficie del
suelo.

Las macetas se colocaron en invemaderos y permanecieron en reposo
durante tres dias después de efectuados los tratamientos e inoculados los
nematodos. En esta etapa se mantuvieron riegos diarios para mantener
buenas condiciones de humedad en las mismas.

Antes del cuarto dia de efectuados los tratamientos, se procedié a sembrar en
cada maceta una postura de banano var. Cavendish, obtenida por técnicas de
cultivo de tejidos in vitro. A partir de este momento se continud con un estricto
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régimen de riego en el que se mantuvo permanentemente la humedad del
suelo en su capacidad de campo.

La evaluacién final se efectud a los 3 meses de montado el experimento, para
ello se extrajeron las raices de las plantas, separandolas cuidadosamente del
suelo. Seguidamente se registr6 la cantidad de especimenes (larvas y
adultos) de nematodos vivos extraidos de cada planta, empledndose la
técnica de Centrifugacién-flotaciéon (Jenkins, W. R.1964. A rapid centrifugal-
flotation tecnique for separation nematodes from soil. Plant Disease Reporter,
48: 692) y un microscopio invertido para los conteos. Los resultados de la
efectividad de los distintos tratamientos se muestran en la TABLA 3. Este
valor es la media de las 5 réplicas de cada tratamiento. A los resuitados
obtenidos se le aplicé andlisis de varianza (ANOVA) y posteriormente la
prueba de Duncan (Lerch G. 1977. La Experimentacién en las ciencias biol6-
gicas y agricolas. 1™ edicién, p.p. 203 - 308, Editorial Cientifico-Técnica, La
Habana), esto también se refleja en la TABLA 3; las letras iguales indican que
no existen diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

TABLA 3._Efectividad de los tratamientos (E)*

Efectividad de los tratamientos (E)*
1. Ec 2. Eq 3. Esd 4. Eqsd

Radopholus similis 0.00(a) 0.21({b) 0.18 (b) 0.48(c)

*La efectividad (E) es el resultado de sustraer a 1 el valor de la frecuencia
relativa (Fr) de especimenes vivos. La Fr es el cociente entre el nimero de
especimenes vivos de cada tratamiento (Ntto) y el nimero de especimenes
vivos del tratamiento 1 (Nc):

E =1 - Fr, donde Fr = Ntto/Nc, por lo que E = 1 - Ntto/Nc

Para determinar el posible efecto sinérgico en el tratamiento 4, se asumié que
los eventos (efecto nematicida) que ocurren, no son excluyentes.

De forma semejante al Ejemplo 1, la efectividad esperada (EE) debe ser igual
a la suma de los efectos individuales (El) que estan dados por la efectividad
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atribuida a la accién de la quitina (Eq) como inductor de la actividad
quitinolitica de los microorganismos presentes en la mezcla del suelo con el
humus, y la efectividad atribuida a la accion del sulfuro de hidrogeno (Esd)
proveniente de la bacteria D. desulfuricans, menos el efecto interseccion (ei)
entre ambos tratamientos (Sigarroa, A. 1985, Biometria y disefio
experimental. ira. Parte. Minist. Educacion Sup. Ed. Pueblo y Educacién.
Cap. 3. pag 69-107).

EE=Eq+Es-ei,donde ei=EqxEs

Si la efectividad experimental (E) en el tratamiento 4 donde se combinan dos
agentes nematicidas es mayor que la efectividad esperada (EE), puede
asegurarse que existe sinergismo entre el agente inductor de la actividad
quitinolitica (quitina) y el sulfuro de " hidrégeno (proveniente de D.
desulfuricans), al aplicarse ambos de forma concurrente en el mismo
tratamiento. En la TABLA 4 se muestran los valores obtenidos.

TABLA 4 Efectividad experimental (E) y esperada (EE)

Efectividad experimental (E) y esperada (EE)
Tratamiento 4
E EE
Radopholus. similis 0.48 0.35

En el tratamiento 4 se combinan un inductor de la actividad quitinolitica
(quitina) y una fuente biologica de sulfuro de hidrégeno (D. desulfuricans). En
este caso fue mayor la efectividad experimental (E) que la efectividad
esperada (EE), con ello se demuestra el sinergismo (en cuanto a su actividad
nematicida) de ambos compuestos al actuar de forma concurrente en el
suelo.

Ejemplo 3: Demostracién de la actividad quitinolitica y producciéon de
sulfuros de las bacterias Corynebacterium paurometabolum C-924 y
Tsukamurella paurometabola DSM 20162.

Determinacion de la producecion de sulfuros:

qo
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En tubos colectores de gases de 100 mL, fueron tomadas las muestras de la
corriente de gases procedentes de |la fermentacion en biorreactores de 5 L, de
las cepas C-924 y DSM 20162. El tiempo total de cultivo fue de 24 h.
Comenzéndose a detectar la formacion de sulfuro de hidrégeno a partir de las
5 16 h.
Las muestras se procesaron de manera analoga at patrén de H2S generado.
El andlisis se realizd en cromatografo de gases “Varian® con las siguientes
condiciones:
- Detector fotométrico de llama con filtro sensible a compuestos que
10 contienen azufre. _ _
- Patrén de Sulfuro de Hidrégeno: 43.2 ng/ml, por duplicado.
- Muestras: por duplicado para cada tiempo en que se realizaron los
muestreos.
- Inyeccion: 1 ml 6 pl de head Space
15 - Columna: DB-5 (15 m x 0.53 mm)
- Temperatura; 35 °C.
- Gas portador: Nitrégeno 1.5 ml/min.
- Detector: FPD-S.
- Gas de Purga: Nitrégeno 30 miV/min.
20 En la TABLA 5 se presenta un resumen del andlisis de gases sulfurados
emitidos por ambas cepas en diferentes tiempos.
TABLA § Analisis de gases sulfurados.

Fiujo H2S mg/min (flujo de sulfuros detectado)

Copas | Muestra | 16 horas | 18 horas | 20 horas | 22 horas | 24 horas
C-924 1 0.0673 0.2208 0.4779 0.3578 0.0672

2 0.0659 0.2160 0.4755 0.3552 0.0680
DSM 1 0.0231 0.0416 0.1014 0.1863 0.0009
20162 2 0.0240 | 00422 | 01040 | 0.1887 | 0.0097

Ambas cepas producen sulfuros pero C-924 logra flujos superiores a la cepa
25 DSM 20162,

Determinacion de la actividad quitinolitica:
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Se emplearon las cepas Corynebacterium paurometabolum C-924,
Tsukamurella pauromelabola DSM 20162, Semratia marcescen ATCC13880 y
la cepa ATCC 25922 de E.coli.

Los cultivo bacterianos de las cepas en estudio se crecieron en medio LB a
una temperatura de 28°C y 100 rpm de agitacion durante 24 horas,
transcurrido este tiempo se centrifugaron a 3500 rpm y los sobrenantes se
filtraron a través de dos membranas de 0.2 um. El producto del filtrado fue
sometido a ensayos de actividad en placas preparadas a partir de una
suspension coloidal de quitina (0.5%), se adiciond ademas agarosa hasta un
0.8% para lograr la gelificacién del medio y garantizar una porosidad que
permitiera la mejor difusion de las proteinas. Una vez gelificado, se hicieron
pocillos de 5mm de didmetro en los que se adicionaron 100 pl del
sobrenadante filtrado de cada cepa bacteriana. Se colocaron tres replicas
para cada placa y se incubaron a 28°C y en la oscuridad. _

A partir de las 48 horas se comenzé a apreciar una disminucién en la turbidez
del medio en forma de halo que evidenciaba la hidrélisis de la quitina. En la
siguiente tabla (TABLA 6) se muestran los resultados cualitativos de la
aparicién de un halo de hidrélisis a diferentes tiempos de incubacién con el
sobrenadante de cultivo de las diferentes cepas estudiadas.

TABLA 6 Aparicion de un halo de hidr6lisis

Cepas 24horas 48 horas 72 horas
S. marcescen. Negativo Positivo+ Positivo+++
C. paurometabolum Negativo Negativo Positivo++
T. paurometabola. Negativo Negativo Positivo+
E. coli. Negativo Negativo Negativo

El signo +++ se refiere al mayor halo de hidrélisis observado,
el signo ++ hace referencia un halo de hidrdlisis intermedio y

el signo + se refiere al menor halo de hidrolisis observado.

C‘(.‘L
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Ambas cepas (C. paurometabolum y T, paurometabola.) mostraron halo de
hidrdlisis de la quitina al igual que el control positivo utilizado (S. marcescen),
mientras la cepa de E. coli (contral negativo) no produjo halo de hidrdlisis

Ejemplo 4: Evaluacién /n vitro del efecto de sulfuros y quitinasas,
producidos por las bacterias Corynebacterium paurometabolum C-924 y
Tsukamurella paurometabola DSM 20162, sobre el parasito Fasciola
hepatica (trematodo).

Se utilizaron huevos del parasito Fasciola hepatica (trematodo). Las colectas
de los huevos se realizaron directamente de la bilis de un higado infestado de
un bovino (vacuno), sacrificado previamente. El contenido biliar se
resuspendié en un volumen 3 veces superior de agua destilada estéril y se
dejé en reposo de 2 a 3 horas a 28°C, con el objetivo de que los huevos
precipiten. Posteriormente se extrajo cuidadosamente el mayor volumen
posible del liquido sobrenadante. El precipitado se filtrd por un tamiz de una
malla de 71 um, quedando los huevos retenidos dentro de este.

A partir de este momento toda la manipulacién se realiz6 bajo condiciones
asépticas dentro de un flujo laminar vertical y empleando placas de cultivo de
tejidos de 24 huecos. El tamiz, conteniendo los huevos de F. hepatica, se
introdujo en una solucion de Hibitane al 0,5 % durante 3 minutos y
seguidamente se efectuaron 3 lavados con medio LB diluido 10 veces en
agua destilada estéril.

Los huevos una vez desinfectados, se extrajeron del tamiz,
resuspendiéndolos cuidadosamente con una solucién del medio LB diluido 10
veces en agua destilada estéril. Se comprobé el resultado final de esta
operacidn, realizando el conteo y el registro de los huevos en cada pocillo con
el empleo de un microscopio invertido OLYMPUS, también se realizaron
observaciones sobre la uniformidad del estadio evolutivo de esta fase.

Los huevos de este trematodo parasito eclosionan bajo las condiciones
previamente establecidas in vifro alrededor de los 15 dias de incubados a
28°C, se consideré como una buena preparacién de ia muestra cuando se
logré mas de un 60 % de eclosion de los huevos al finalizar el periodo de

incubacioén.
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Para desarrollar el experimento, los huevos desinfectados fueron colocados
en cantidad de 100 individuos aproximadamente en 1 ml de medio LB diluido
10 veces. Este volumen se introdujo uniformemente en 20 valvulas de
seguridad que permiten el paso del aire a través del liquido y por consiguiente
los gases entran en contacto con los huevos. Cada valvula constituyd una
réplica (4 por tratamiento) en cada uno de los cinco tratamientos.

Los huevos de F. hepatica fueron expuestos a los siguientes tratamientos
durante los Ultimos 4 dias de su proceso de incubacién:

1. Tratamiento Control: Se afiadié 1 ml de medio LB diluido 10 veces a cada
vélvula, sin aplicar quitinasa y circulando aire a través de la misma.

2. Se afiadié 1 ml a cada valvula de un sobrenadante quitinolitico sin células
de la bacteria, obtenido de un cultivo de 10" Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/ml) de Corynebacterium paurometabolum C-924.

3. Se afadié 1 m! a cada valvula de un sobrenadante quitinolitico sin células
de la bacteria, obtenido de un cultivo de 10" UFC/ml de Tsukamurelia
paurometabola DSM 20162,

4, Se hizo pasar por las valvulas el flujo de gases procedente de un cultivo
continuo de Corynebacterium paurometabolum C-924 a 10'® UFC/m.

5. Se hizo pasar por las valvulas el flujo de gases procedente de un cultivo
continuo de Tsukamurela paurometabola DSM 20162 a 10' UFC/mi.

6. Tratamiento combinado: aplicacién simultéanea de los tratamientos 2 y 4.

7. Tratamiento combinado: aplicacién simulténea de los tratamientos 3 y 5.

A los 4 dias de iniciado el experimento se contaron los huevos eclosionados.
En el caso de F. hepatica no es posible contar las larvas {miracidios) que
emergen debido a la gran movilidad que presentan, es por ello que las
observaciones en el microscopio se centran sobre los huevos. Los resultados
de la efectividad de los distintos tratamientos se muestran en la TABLA 7 .
Este valor es la media de las 4 réplicas de cada tratamiento. Las letras
iguales indican que no existen diferencias significativas (p<0.05) entre los

tratamientos.
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TABLA 7 Efectividad de los tratamientos (E)*
Efectividad de [os tratamientos (E)*

1.E 2. Eq 3. Eq 4. Es 5.Es 6.E | 7.E
Control | c-g24 | DSM20162 | c.g24 | DSM20162 | (244) | (3+5)

Fasiola 0.00 0.18 0.11 0.29 0.16 0.52 0.28
hepatica|  (a) (b) (c) (d) (b.c) (8) | (d)

*La efectividad (E) es el resultado de sustraer a 1 el valor de la frecuencia
relativa (Fr) de eclosién de los huevos, La Fr es el cociente entre el nimero
de huevos eclosionados de cada tratamiento (Ntto) y el nimero de huevos
eclosionados del tratamiento 1 (Nc):

E =1 - Fr, donde Fr = Ntto/Nc, por lo que E = {1 - Ntto/Nc

Para determinar el posible efecto sinérgico en los tratamientos 6 y 7, se
asumié que los eventos (efecto nematicida) que en ellos ocurren, no son
excluyentes.

Para este tipo de andlisis la efectividad esperada (EE) debe ser igual a la
suma de los efectos individuales (EI) que estdn dados por la efectividad
atribuida a la accién de la quitinasa (Eq) y la efectividad atribuida a la accion
del sulfuro de hidrégeno (Esn, Esf y Esd) menos el efecto interseccién (ei)
(Sigarroa, 1985).

EE=Eq+Es-—ei,dondeei=Eq“Es

Si la efectividad experimental (E) en los tratamientos donde se combinan dos
agentes nematicidas (tratamientos 6 y 7) es mayor que la efectividad
esperada (EE) para esos tratamientos, puede asegurarse que existe
sinergismo en cuanto a la actividad nematicida del agente quitinolitico
(quitinasa) y el sulfuro de hidrogeno al aplicarse ambos de forma concurrente
an el mismo tratamiento. En la TABLA 8 se resumen los valores obtenidos.

YOy
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TABLA 8 Efectividad experimental (E) y esperada (EE)

Efectividad experimental (E) y esperada (EE)
Tratamiento 6 Tratamiento 7
E EE E EE
Fasciola hepatica| 0.52 0.31 0.28 0.25

En los tratamientos donde se combinan quitinasa y sulfuro de hidrégeno, fue
mayor la efectividad experimental (E) que la efectividad esperada (EE), con
ello se demuestra el sinergismo de ambos compuestos al actuar de forma
concurrente en cuanto a su actividad nematicida. '

Ejemplo §: Evaluacién /n vitro del efecto de una cepa bacteriana
(Corynebacterium paurometabolum C-924) productora de sulfuro de
hidrégeno y con actividad quitinolitica, sobre diferentes bacterias y
hongos.

Se emplearon las siguientes especies de hongos:. Pestalotia palmarum,
Alternania tabacina, Sarocladium onizae, Pytium debaryanum; y las siguientes
especies de bacterias: Erwinia chrysanthemi, Burkholderia glumae, Serratia
marcescen ATCC 13880, Bacillus subltilis F1695 y Escherichia coli cepa
ATCC 25922,

A) Ensayo frente a hongos:

En este ensayo se westudio la interaccion de Corynebacterium
paurometabolum C-924, sobre los hongos: Pestalotia palmarum ,Alternaria
tabacina, Sarocladium orizae y Pytium debayianum. La cepa de Serralia
marcescen ATCC 13880 fue utilizada como control positivo de actividad
funguicida y la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli fue utilizada como
control negativo de actividad funguicida. Los cultivos bacterianos se crecieron
con las condiciones de agitacion y temperaturas habituales para cada especie
durante 24 horas, se realizaron las diluciones necesarias, previa lectura de las
absorbencias a A 530 nm, para garantizar una concentracién celular de 10°
ufe/ml. Estas fueron sembradas en placas petries que contenian medio PDA
(agar-papa-dextrosa), realizando los in6culos en forma de una linea central
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con ayuda del asa microbioldgica. Las placas se incubaron durante 48 horas
a 28°C, tiempo después del cual se le inocularon discos de 8 mm de diametro
de las diferentes cepas de hongos previamente crecidas (en placas con
medio PDA), colocandolas sobre la superficie de las placas en ambos polos
respecto a la linea central de las bacterias inoculadas. Se colocaron tres
réplicas para cada hongo a estudiar y se incubaron durante 10 dias a 28°C.
La lectura de los resultados se realizé a partir de] quinto dia de iniciado el
experimento.

b) Ensayo frente a bacterias

En este ensayo se eostudio la interaccion de Corynebacterium
paurometabolum C-924, Escherichia coli ATCC 25922 y Bacillus subtilis
F1695, sobre las siguientes bacterias: Erwinia chrysanthem y Burkholderia
glumae. La cepa Bacillus subtilis F1695 se utilizd como control positivo de
antagonismo con otras bacterias y para control negativo se utilizé la cepa
ATCC 25922 de E. coli. Estas capas bacterianas fueron crecidas en medio LB
bajo condiciones de temperatura y agitacion habituales durante 24 horas.
Partiendo de estos cultivos se realizaron las diluciones necesarias, previa
lectura de las absorbancias a A 530 nm, para garantizar una concentracién
celular de 10° ufc/ml. Sobre placas con medio LB se sembrd en tres sitios
diferentes para el caso de C-924, en dos sitios diferentes para el control
positivo y en dos sitios diferentes para le caso del control negativo, una gota
de 5 pl de cada cultivo respectivamente. Las placas se incubaron a 28°C
durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se sometieron a tratamientos
durante 3 minutos con vapores de cloroformo (para lograr su inactivacion y
evitar su dispersion en pasos posteriores), luego las placas se dejaron en [a
cabina de flujo laminar semiabiertas para eliminar el exceso de gas y se
realizé la inoculacion de las cepas retadoras Erwinia chrysanthemi y
Burkholderia glumae. Para realizar este inoculacion se partio de cultivos puros
de cada microorganismo de los cuales se tomaron las cantidades necesarias
para lograr una concentracién celular de aproximadamente 10° ufc/ml una vez
anadidos a 3 mililitros de medio LB semisdlido (0,1% de agar técnico No 3).
La mezcla se dispersd sobre las placas que contenian las cepas retadas,

posteriormente se incubaron a 28°C durante 48 horas para realizar la
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evaluacion de los resultados. La TABLA 9 contiene la descripcién de los
resultados obtenidos en los ensayos de interaccién anteriormente relatados.
TABLA 9 Resultados obtenidos en los ensayos de interaccion

Especie Descripcion Nivel de antagonismo
de C-924
Pestalotia Hongo, Deuteromiceto, fitopatogeno del +++
paimarum Follaje en citricos y frutales.
Alternania tabacina | Hongo, Deuteromiceto, fitopatogeno de +++
las hojas en tabaco.
Sarocladium onizae | Hongo, Deuteromiceto, fitopatégeno del ++

arroz, interviene en el complejo acaro-
hongo, afectando semilias, vaina y cuello.

Pytium Hongo, Oomiceto, habita en el suslo e +

debaryanum integra el complejo causal del “Damping-
Off".

Erwinia Bacteria, aislamiento de tallos de Dalias +++
chrysanthemi con sintomas de pudricion blanda.
Burkholdenia Bacteria, aislamiento de plantas de arroz + +

glumae con sintomas de necrosis apical y

marginal.

Bacillus subtilis Bacteria, aislamiento de la rizosfera de -
cepa F1695 papa en plantas libres de pudricion blanda
en campo afectado. Biorregulador. '

+ + + : se aprecia un fuerte antagonismo al detenerse el crecimiento y
provocar la formacion de un halo por el efecto de C-924. Para el caso de los
hongos se inhibe el crecimiento radial tipico de éstos.

+ + ; efecto antagonista medio de C-924 sobre el microorganismo.

+ : efecto antagonista ligero de C-924 sobre el microorganismo.

- : no se aprecia efacto antagonista de C-924 sobre el microorganismo.

Como se observa en la TABLA 9, existe un marcado efecto antagonista de la
cepa Corynebacterium paurometabolum C-924 sobre los hongos Pestalotia
palmarum, Alternaria labacina y Sarocladium ornzae; los cuales se
caracterizan por presentar un alto contenido de quitina en su estructura,
mientras que para el hongo Pythium devaryanum, que no presenta quitina en
su estructura, sélo se observd un ligero antagonismo causado por la accidén
del sulfuro de hidrégeno. Para el caso de la interaccién con las bacterias
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estudiadas, el antagonismo se observd con las dos cepas patdgenas (Erwinia
chrysanthemi y Burkholderia glumae), mientras que con el Bacillus subltilis no
se observd por ser éste un aislado del suelo antagonistas con otros
microorganismo y por ende mas resistente a factores ambientales adversos.
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REIVINDICACIONES

COMPOSICIONES PESTICIDAS Y ANTIPARASITARIAS.

1. Una composicion que comprende al menos un agente quitinolitico o un
agente inductor de la actividad quitinolitica, y adicionalmente sulfuro o un
agente productor de sulfuros, asi como un portador apropiado.

2. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho
agente quitinolitico es una quitinasa.

3. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho
agente quitinolitico es un microorganismo productor de quitinasas.

4, Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, que contiene
entre 10’ Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y 10'2 UFC de dicho
microorganismo por gramo de la composicion.

5. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho
agente inductor de actividad quitinolitica es quitina.

6. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la quitina
constituye entre el 1 y el 50% de dicha composicion.

7. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho
agente productor de sulfuros es un microorganismo.

8. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 7, que contiene
entre 10’ UFC y 10'? UFC de dicho microorganismo por gramo de la
composicion.

9. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho
agente productor de sulfuros es un agente quimico.

10. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la
produccion de sulfuros estd en el rango de 0.4 mg/minuto y 1.0 mg/minuto por
gramo de composicion.

1. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el agente
quitinolitico y el agente productor de sulfuros es un microorganismo.

12. Una composicién de acuerdo a las reivindicaciones desde la 1 hasta la
11, para el control de zoonematodos parasitos.
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13. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12, donde los
zoonematodos parasitos son Haemonchus spp., Trichostrongylus spp y
Dictiocalus spp.

14. Una composicion de acuerdo con las reivindicaciones desde la 1 hasta
la 11, para el control de fitonematodos parésitos.

15. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, donde los
fitonematodos parasitos son Meloidogyne spp. y Radopholus similis.

16. Una composicion de acuerdo con las reivindicaciones desde la 1 hasta
la 11, para el control de bacterias patégenas a animales y plantas.

17.  Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 16, donde las
bacterias patégenas son; Erwinia spp. y Burkholderia spp.

18. Una composicién de acuerdo con las reivindicaciones desde la 1 hasta
la 11, para el control de hongos patdgenos para animales y plantas.

19, Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 18, donde los
hongos patégenos son Pestalotia palmarum, Alternaria tabacina y
Sarocladium orizae.

20. Una composicién de acuerdo con las reivindicaciones desde la 1 hasta
la 11, para el control de trematodos parasitos.

21. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 20, donde el
treméatodo parasito es Fasciola hepdtica.

22. Una composicibn de acuerdo con las reivindicaciones anteriores,
donde dicho portador apropiado puede ser un fertilizante, un suelo pre-
empacado, un cobertor de semillas, un polvo, un granulado, un nebulizador,
una suspension, un liquido, o cualesquiera de las formas indicadas,
formuladas en capsulas para el control de helmintos parasitos, bacterias y
hongos patégenos.
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