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POWER OF ATTORNEY

El (los) MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Domiciliados en 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, EEUU

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A. ylo
MARGARITA CASTELLANOS A, abogadas con oficinas en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para obtener la
proteccién de mi (nuestra) propiadad Industrial y con este fin
autorizamos a dichos apoderados para que nos representen

ante cualesquiera autoridades o personas de los drdenes .
administrativo, contencioso —administrativo y judicial en todo lo

relacionado con los siguientes actos y gestiones:
a) Obtencion de patentes de invencién, modelos y dibujos

industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio, ,
colectivas o defensivas y ce denominaciones de origen, *

depdsito de nombres y ensefias comerciales; su
renovacion, prorroga, inscripeion de traspaso y cambio de
nombre o domicilio, cancelacion voluntaria y el registro de
licencias de uso de esos derachos;

b)  Para la obtencién de registros sanitarios;

c) Acciones de oposicion, observacion, cancelacion, nulidad,
medidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administrativos o contencioso - administrativos que
promovamos 0 e nos promuevan.

Pudiendo en todos los actos y gestiones arriba mencionados

sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir, cancelar,

renunoiar, aceptar notificaciones y nombrar apoderados

. ludiciales y extrajudiciales.

Finalmente, este poder ratifica la validez de todos los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado
los apoderados en relacién con las facultades anteriormente
enumeradas, antes de la suscripcion del presente poder

Dadoyfirmadohoy 19 de Diciembre de 2005

en St. Louls, Missouri, USA

por ~ MONSANTO TECHNOLOGY LLC
(El notario debe suscribir el documento en la pagina siguiente)

(Se requiere legalizacion consular o mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)
O T A 0 S I SR Y D AT

[ (we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Of 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri
63167, EEUU

hereby grant(s) Power of Attorney to XIMENA
CASTELLANOS A. and /or MARGARITA CASTELLANOS a.
attorneys residing at Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-
Colombia, to obtain the protection of my (our Industrial

- Property, for which purpose we authorize the said attorneys to
represerit, us hefore any authorities, or persons, specially

thoge, administrative, contentious and judicial, in all matters
concerning the following: -
a) Obtainment of patents, models and designs, registration of

{rademarks, setvice, collective and defensive marks, and of

designations of origin; the deposit of trade names and
ensigns; its renewal, extension, recordal of assignments,

-change of name or domicile, voluntary cancellation, and the

registration of licenses of use of the above rights;

b) ,For the obtainment of Sanitary registrations;

c) *Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement,
granting of licenses; and in general the civil, criminal and
administrative suits related to those rights; actions and
suits instituted by us or against us;

In all the above matters they may substitute this power of

attorney, compromise, desist, cancel, receive, renounce,

accept notifications and appoint attorneys in fact, in or out of
court.

Finally, this power of attorney ratifies the validity of all acts
and applications made by the representatives in the name of
the signatory of this power of attorney, with regard b the
faculties above given, before the execution of the present
power of attorney.

Given and signed this  19th December, 2005

in St. Louis, Missouri

by&v\,u.ﬂ% s —
Hoerner

(Notary shall execute on the next page)

(Consular legalization or apostille is required)

NOTARIAL CERTIFICATION (Corporation)
A TR T T A7 AT T A L DR R AT AT U T}
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Comm. 48 (01-2005)
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Gountry: United States of America

This public document

; MICHELLE LUDWIG
has been signed by

i \ NOTARY PUBLIC
acting in the capacity of

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI
bears the seal/stamp of

Certified

at Jefferson City, Missouri

the 21°7 ' day of DECEMBER 2005

by Robin Carnahan, Secretary of State, State of Missouri
No. 142500

Seal/Stamp ch 10. Signature:




/. por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri

8. No. 142500

9. Sello (en dorado)

10. Firma:

(fdo) Robin Carnahan

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, ala cual me remito,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2004.
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA CONTROLAR LA FUSARIOSIS
INCORPORACION DE LISTADO DE SECUENCIAS

El material en el Listado de secuencias adjunto se incorpora por la presente en su
totalidad. El archivo adjunto, llamado “SGI1520-1WO_ST25.txt”, se creé el 24 de julio de
2012 y pesa 55 Kb. Puede accederse al archivo utilizando Microsoft Word en una

computadora con el sistema operativo Windows.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion guarda relacion con el control biolégico de enfermedades
fitopatogenas. Especificamente, guarda relacion con las composiciones y métodos Utiles

en el control de la fusariosis en plantas gramineas, tales como el trigo y la cebada.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fusariosis, también conocida como fusariosis de la espiga, hongo rosado, hongo blanco
y pudricion seca, es una enfermedad devastadora que afecta el trigo, la cebada y varios
otros cultivos de cereales en el mundo, particularmente en Estados Unidos, Europa vy
China. Esta enfermedad puede alcanzar niveles epidémicos y causar un extenso dafio a
los granos, especialmente al trigo y la cebada en areas de cultivo de cereales himedas y
semihimedas del mundo, lo que incluye India, Rusia, Francia, Alemania y Reino Unido.
Particularmente, la fusariosis o fusariosis de trigo es una de las enfermedades mas
dafinas para el trigo en los Estados Unidos. A nivel nacional, la enfermedad ha causado
pérdidas de millones de dolares norteamericanos a la industria del trigo. En el medio oeste
y las altas llanuras, la fusariosis del trigo es el mayor obstaculo en la produccién de trigo
de los dltimos afios. La fusariosis, ademas de atacar al trigo, también ataca y se

reproduce en cebada, avena, maiz y otros tantos cereales.

Esta grave enfermedad de las plantas puede ser causada por varios fitopatégenos pero
principalmente por varias especies del género de hongos Fusarium. Por ejemplo, los
agentes causantes de la enfermedad fusariosis en el trigo pueden incluir una cantidad de
diferentes especies de Fusarium, por ejemplo, F. culmorum, F. graminearum (teleomorfo

Gibberella zeae), F. avenaceum (teleomorfo, G. avenacea), F. poae, asi como también
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patégenos no pertenecientes al género Fusarium tales como Microdochium nivale
(teleomorfo, Monographella nivalis) y Microdochium majus. En los Estados Unidos,
Europa y la mayoria de las areas importantes del mundo desde el punto de vista agricola,
el agente predominante que causa la fusariosis es Fusarium graminearum (telemorfo,
Gibberella zeae, stricto sensu).

Estos patégenos normalmente sobreviven en los desechos vegetales. Invaden y dafan
las espiguillas de la espiga durante la floracion, lo que impide u obstruye parcialmente el
desarrollo del grano de la espiga. Como resultado, el patégeno de fusariosis invasor
puede matar parte de la espiga o toda la espiga. Algunas semillas infectadas carecen de
energia y no logran germinar. Las semillas infectadas que germinan frecuentemente
mueren tempranamente en la etapa de plantula debido a la putrefaccion de la corona o de
la raiz, lo que cause una mala postura en la siguiente planta de cultivo. Las plantulas
saludables también pueden infectarse en la emergencia. Ademas de una mala y débil
postura, las pérdidaé de rendimiento debido a la infeccion por patégenos pueden ser

bastante elevadas si las condiciones son favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Los patdgenos fungicos del género Fusarium se esparcen en las areas de cultivo de
cereales de todo el mundo y se sabe que causan dafios graves, particularmente en areas
con un nivel elevado de precipitaciones entre la floracion y la formacion del grano. Cuando
Fusarium graminearum es el agente causante, esta enfermedad es de una preocupacion
primordial ya que no solo reduce el valor comercial de los granos contaminados, ademas
de las perdidas de rendimiento, sino que, dado que la infeccién por Fusarium puede
conducir a la acumulacion de micotoxinas tricotecenas en los granos, también amenaza la
salud de los seres humanos y del ganado. Las tricotecenas son grandes contaminantes
micotoxicos de cereales a nivel mundial, lo que causa rechazo a la alimentacion, vomitos,
diarrea y pérdida de peso en animales no rumiantes e implican un riesgo para la salud de
otros animales y seres humanos cuando los niveles de exposicion son elevados. Esta
amenaza se ha exacerbado por el reciente cambio en las cepas de F. graminearum en
Estados Unidos en cuanto a una mayor produccién de toxinas y mayor potencia. Las
micotoxinas que se encuentran con mayor frecuencia son deoxinivalenol (DON, también
conocida como vomitoxina) y zearalenona (ZEA). El deoxinivalenol en particular es una
toxina muy peligrosa, que causa trastornos gastrointestinales junto con afecciones
hemorragicas y similares en seres humanos y animales que consuman los granos

infectados, lo que conduce a la muerte en algunos casos. Dado que el deoxinivalenol
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generalmente es estable en cambios de pH y altas temperaturas, la desintoxicacion puede
resultar muy dificil. Por tanto, los granos contaminados mas alla de un nivel determinado
no pueden utilizarse en forma alguna de destilacion, procesamiento o alimentacion de

ganado y por tanto a menudo es necesario deshacerse de ellos.

Al dia de la fecha, se han disefiado varias estrategias para controlar la fusariosis en las
plantas de cultivo. Las opciones prometedoras incluyen medidas quimicas, el desarrollo
de cultivares de cultivo resistentes y practicas tradicionales de rotacion de cultivo y
labranza de campos. Entre estas opciones, los pesticidas quimicos son bastante efectivos
en la reduccion de la infeccion de fusariosis, pero los residuos generan preocupacion en
cuanto a que el uso de los fungicidas en etapas tardias del desarrollo del cultivo,
normalmente en las etapas de floracion tan solo unas pocas semanas antes del cultivo,
pueda disminuir su efectividad. También estan ocurriendo avances en el desarrollo de
cultivares resistentes que utilizan cultivo tradicional y modificacion genética que
representan otra alternativa para el control de la enfermedad. Los ejemplos registrados de
avances en modificacion genética incluyen la alteracion del producto de una hormona
vegetal o la manipulacion de la via de sefalizacién de la hormona vegetal. En los ultimos
anos, se han hecho avances considerables en el area del cultivo tradicional al entenderse
la base de la genética de la resistencia a la fusariosis y se ha registrado una cantidad de
genes y loci de rasg"os.cuantitativos (QTL) que confieren resistencia. Sin embargo, el
progreso en la mejora de la resistencia de los cultivos a la enfermedad de la fusariosis ha
sido lento, mas que nada por la dificultad de estudio de esta enfermedad. De hecho,
actualmente se entiende poco sobre los mecanismos implicados en la resistencia o la
susceptibilidad. Adicibnalmente, la diversidad' genética de la especie Fusarium, que son
los agentes predonﬁinantes que causan la enfermedad, a menudo aumenta la
preocupacion con respecto a qué tan duradera sera la eficacia de los fungicidas quimicos
y de los cultivares resistentes. Como resultado, practicamente todos los cultivares de trigo

que tienen actualmente una produccion a gran escala son vulnerables a la infeccion.

Adicionalmente, si bien puede esperarse algo de éxito en el control de la fusariosis
mediante las practicas tradicionales tales como el arado de los campos para enterrar los
residuos de los cultivos infectados con el agente causante, por ejemplo, F. graminearum,
luego de la recoleccién, el labrado convencional de los campos luego de la recoleccion no
es compatible con la practica de conservacion del suelo de labranza minima. Al considerar

el potencial de la dispersion inoculante a larga distancia y la diversidad de cultivos que
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pueden funcionar como huéspedes alternativos para los patégenos, la rotacion de cultivos
es a menudo una solucion insostenible. Adicionalmente al problema de los residuos de
pesticidas en el ambiente, los registros de resistencia a los pesticidas y los aumentos de
instancias con contenido DON en el grano también pueden generar preocupaciones sobre
su uso. Adicionalmente, ios costos y la preocupacion creciente en los sectores publicos y
privados acerca de los residuos de pesticidas en el ambiente y la seguridad en la
produccion de alimentos han hecho que este control alternativo de la enfermedad se
vuelva menos atractivo, y ha llevado a pedidos de cultivos que utilicen pesticidas lo menos

posible.

En resumen, a pesar de los avances considerables en el desarrollo de técnicas para
controlar la fusariosis, reducir el impacto de esta enfermedad devastadora en la
produccion de granos y en la calidad sigue siendo un problema intratable. Por lo tanto, la
identificacion y desarrollo de nuevas técnicas de control para la fusariosis es esencial en
la mejora de la produccion y la calidad de muchos cultivos de cereales. Estos problemas
requieren una solucion urgente no solo en los Estados Unidos sino también a nivel

mundial, lo que incluye Asia y Europa.

El control biolégico de la fusariosis ha atraido un interés considerable desde mediados de
la década de 1990. Los agentes de control biolégico (BCA), si bien actualmente son un
numero limitado, podrian constituir un método aceptable desde el punto de vista ambiental
para disminuir sustancialmente el nivel de la enfermedad incitada por patogenos tales
como Fusarium. La aceptacion del publico, la compatibilidad con otras medidas de
administracion y la durabilidad son algunos de los factores favorables a favor del
desarrollo de estrategias para el control biolégico de la enfermedad fusariosis. Los
agentes de control biolégico pueden cumplir una funcién importante en la produccion de
cereal organico. En la producciéon convencional, tales agentes pueden extender la
proteccion de las espigas hasta luego de la etapa de floracién y después de que ya no se
puedan aplicar los fungicidas quimicos. Al dia de la fecha, se han logrado avances en el
area del control biol¢gico. Por ejemplo, determinadas cepas de bacterias que producen
esporas (tales como. especies de Bacillus y Pseudomonas) y levaduras (tales como
especies de Cryptococcus) son prometedoras en cuanto al control de la enfermedad
fusariosis y en cuanto a la reduccion de la contaminacion micotéxica. Sin embargo, a
pesar de estos y otros avances, persiste la necesidad de microorganismos mejorados

para el uso en el control bioldgico de la fusariosis. Si bien los BCA se han vuelto una




10

15

20

30

35

solucion mas aceptatle para los patdgenos vegetales y los productos con BCA se han
promocionado mas que antes, al dia de la fecha ha habido pocos intentos de desarrollar
estrategias y microorganismos antagonistas para el control biolégico de la fusariosis.
Ademas, el ciclo de vida de Fusarium spp. y otros agentes causantes de la fusariosis
indica que los patégenos pueden ser potencialmente susceptibles a las técnicas de control
biolégico que utilicen microorganismos antagonistas en diferentes etapas de desarrollo.
Por lo tanto, existe la necesidad de identificar nuevos agentes de control biologico,
preferentemente con diferentes modos de accién, asi como también métodos de
biocontrol que puedan ayudar eficazmente a prevenir o impedir el desarrollo de la

fusariosis.
COMPENDIO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan composiciones que comprenden cepas y cultivos
microbiologicos. Determinadas cepas, cultivos y composiciones de estos son utiles en el
control de la fusariosis, por ejemplo, varios cultivos de plantas que incluyen el trigo y otras
plantas gramineas. También se proporcionan composiciones de control biologico y
métodos para el uso de estas para prevenir, inhibir o tratar el desarrollo de patogenos o
enfermedades vegetales y para preservar el rendimiento de las plantas. También se
proporcionan métodos para el uso de tales composiciones como agentes de control
biolégico en combinzciones con otros compuestos o composiciones eficaces desde el

punto de vista agricola para el control de patégenos vegetales dafinos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona cepas microbianas aisladas que tienen
una actividad supresora contra la fusariosis. Las cepas microbianas, de acuerdo con este
aspecto de la presente invencion, se seleccionan del grupo que consta de los géneros
Microbacterium, Bacillus, Mycosphaerella y Variovorax. En algunas modalidades
preferidas, las cepas microbianas se seleccionan del grupo que consta de Mycosphaerella
sp. cepa SGI-010-H11 (depositada como NRRL B-50471), Microbacterium sp. cepa SGI-
014-C06 (depositada como NRRL B-50470), Microbacterium sp. cepa SGI-005-G08
(depositada como NRRL _-_ ), Variovorax sp. cepa SGI-014-GO1 (depositada como
NRRL B-50469), Bacillus

sp. cepa SGI-015-F03 (depositada como NRRL B-50760), Bacillus sp. cepa SGI-015-H06
(depositada como NFRL B-50761) y variantes activas como pesticidas de cualquiera de

estas. La cepa microbiana de acuerdo con algunas otras de las modalidades preferidas
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pueden comprender una secuencia de ADN que exhibe al menos un 85 % de identidad de
secuencia con cualquier de las secuencias de nucledtidos en el Listado de secuencias. Se
proporcionan adicionalmente cultivos puros desde el punto de vista biolégico y cultivos

enriquecidos de las cepas microbianas que se describen en la presente.

Tambien se proporcionan en otro aspecto de ia presente invencién composiciones que
comprenden una cepa microbiana de la invencién o de un cultivo de esta, y una cantidad
eficaz desde el punte de vista agricola de un compuesto o composicion seleccionada del
grupo que consta de un acaricida, un bactericida, un fungicida, un insecticida, un
microbicida, un nematicida, un pesticida y un fertilizante. Las composiciones en algunas
modalidades de este aspecto pueden prepararse como una formulaciéon seleccionada del
grupo que consta de una emulsion, un coloide, un polvo, un granulo, un sedimento, un
polvo, un aerosol, una emulsién y una solucién. En algunas otras modalidades, las
composiciones pueden proporcionarse con un portador. En algunas modalidades
preferidas, el portador es un portador aceptable desde el punto de vista agricola. En
algunas modalidades particularmente preferidas, el portador es una semilla de planta. En
otras modalidades preferidas, la composicién es una formulacién de recubrimiento de
semilla. Adicionalmente se proporcionan en la presente descripcién semillas que tienen un

recubrimiento con una composicion de acuerdo con la presente invencion.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan métodos para prevenir, inhibir o
tratar el desarrollo de un patégeno vegetal. Los métodos implican cultivar una cepa
microbiana de la invencién o un cultivo de esta en un medio de cultivo o suelo de una
planta hospedadora antes de que la planta hospedadora crezca o durante su crecimiento
en el medio de cultivo o suelo. En algunas modalidades preferidas de este aspecto, el
patoégeno vegetal causa fusariosis. En algunas modalidades particularmente preferidas, el

patégeno vegetal es Fusarium graminearum.

En aun otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan métodos para prevenir,
inhibir o tratar el desarrollo de la fusariosis en una planta. Los métodos implican la
aplicacion a la planta, o a los alrededores de la planta, de una cantidad efectiva de una
cepa microbiana de la invencion o un cultivo de esta. En una modalidad, dicha fusariosis
es causada por el hongo Fusarium graminearum. En algunas modalidades de este
aspecto, la cepa microbiana o cultivo de esta se aplica al suelo, a una semilla, una raiz,

una flor, una hoja, unz parte de la planta o la planta entera. En una modalidad preferida, la
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planta es susceptible a Fusarium graminearum. En otras modalidades, la planta es una
planta de trigo, una planta de maiz, una planta de cebada o una planta de avena. En otra
modalidad preferida, la cepa microbiana de la presente invencion o cultivo de esta se

establece como un endofito en la planta.

Otro aspecto adicioral de la invencién proporciona plantas de origen no natural. Las
plantas de origen no natural se infectan artificialmente con una cepa microbiana de la
invencion o un cultivo de esta. En algunas modalidades preferidas de este aspecto se
proporcionan adicionalmente semillas, tejido reproductor, tejido vegetativo, partes de

plantas y progenie de las plantas de origen no natural.

Todavia otro aspecio de la invencion proporciona un método para preparar una
composicion agricola: EI método implica inocular la cepa microbiana de acuerdo con la
presente invencion o un cultivo de esta en o sobre un sustrato y permite que crezca a una
temperatura de 1-37 °C hasta obtener una cantidad de células o esporas de al menos 102
10° por milimetro o por gramo.

Estos y otros objetos y caracteristicas de la invencion se volveran mas evidentes a partir

de la descripcion detzllada de la invencion y las reivindicaciones.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Algunas definiciones

A menos que se deﬁpa de otra forma, todos los términos, notaciones y otros términos o
terminologia cientific;a de la técnica empleada en la presente tienen los significados
comuUnmente comprendidos por los expertos en la técnica a la que pertenece esta
invencion. En algunos casos, se definen en la presente términos con significados
comunmente comprerididos con fines de claridad y/o para hacer una referencia especifica,
y la inclusion de tales definiciones en la presente no debe ser necesariamente
interpretada como una representacion de diferencia sustancial respecto a lo que
generalmente se entiende en la técnica. Muchas de las técnicas y procedimientos
descritos 0 mencionados en la presente se entienden y emplean cominmente usando

metodologia convencional por los expertos en la técnica.
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La forma en singular “un”, “una” y “el/la” incluye referencias en plural a menos que el
contexto claramente lo indique de otra manera. Por ejemplo, el término "una célula"

incluye una o mas cétulas, e incluye mezclas de estos.

Las expresiones "microorganismo antagonista" y "antagonista microbiano" cuando se
usan de manera intercambiable en referencia a un microorganismo se pretende que
signifiquen que la cepa de la presente exhibe un grado de inhibicién de fusariosis que

excede, a un nivel estadisticamente significativo, el de un control sin tratamiento.

Antibidtico: el término "antibiotico", tal como se usa en la presente, se refiere a cualquier
sustancia que es capaz de matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo. Los
antibidticos pueden ser producidos por uno o mas de los siguientes: 1) un
microorganismo, 2) un proceso sintético, o 3) un proceso semisintético. Un antibiético
puede ser un microorganismo que secreta un compuesto organico volatil. Ademas, un

antibiotico puede ser un compuesto organico volatil secretado por un microorganismo.

Bactericida: el térmiiio “bactericida”, tal como se usa en la presente, se refiere a la
capacidad de una composicion o sustancia de aumentar la mortalidad o inhibir la tasa de
crecimiento de bacterias. La inhibicion de la tasa de crecimiento de bacterias puede
cuantificarse comunmente como la reduccién de células bacterianas viables durante el

tiempo.

Control biolégico: el término “control biolégico” y su forma abreviada “biocontrol”, como se
usa en la presente, se define como el control de un patégeno o insecto o cualquier
organismo no deseado mediante el uso de al menos un segundo organismo que no sea
un ser humano. Un ejemplo de un mecanismo conocido de control bioldgico es el uso de
microorganismos que controlan la descomposicién de la raiz al ocupar el espacio que
ocuparian los hongos en la superficie de la raiz, o microorganismos que inhiben el
crecimiento o matan el patdgeno. La "planta hospedadora" en el contexto de control
biolégico es la planta'que es susceptible a la enfermedad causada por el patégeno. En el
contexto del aislamieato de un organismo, tal como una especie flingica, de su ambiente
natural, la "planta hospedadora" es una planta que sustenta el crecimiento del hongo, por

ejemplo, una planta de una especie de la cual el hongo es un endéfito.

Se pretende que el término "cereal" tal como se usa en la presente, se refiera a cualquier
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especie de cereal que pueda ser susceptible a fusariosis. Los cereales que se ha
reportado son susceptibles incluyen trigo, cebada, avena y triticale, aunque el trigo y la
cebada son los dos cultivos en los cuales la enfermedad representa un problema

econoémico significativo.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para producir resultados
beneficiosos o deseados. En términos de manejo, tratamiento, inhibicién o proteccion de
la enfermedad, una »antidad eficaz es la cantidad suficiente para suprimir, estabilizar,
revertir, enlentecer o retrasar la evolucién de la infeccion o enfermedad objetivo. Como tal,
la expresion "una cantidad eficaz" se utiliza en la presente en referencia a aquella
cantidad de tratamiento antagonista que es necesaria para obtener una reduccion en el
nivel de desarrollo del patdgeno y/o en el nivel de enfermedad patdgena en relacion con la
que ocurre en un control sin tratamiento. Tipicamente, una cantidad eficaz de un
tratamiento de antagonista dado proporciona una reduccién de al menos 20 %: o, mas
tipicamente, entre 30 y 40 %; mas tipicamente, entre 50-60 %; incluso mas tipicamente,
entre 70 y 80 %; e incluso mas tipicamente, entre 90 y 95 %, en relacién con el nivel de
enfermedad y/o el nivel del desarrollo de patégenos que ocurre en un control sin
tratamiento bajo coridiciones de tratamiento adecuadas. Una cantidad eficaz puede
administrarse en una o mas administraciones. La tasa real de aplicacion de una
formulacion liquida variara usualmente entre un minimo de alrededor de 1 X 10° a
alrededor de 1 X 10" células viables/mL y preferentemente de alrededor de 1 X 10°¢ a
alrededor de 5 X 10% células viables/mL. Bajo la mayoria de las condiciones, las cepas
microbianas antagonistas de la invencion descritas en los Ejemplos mas adelante, sera
eficazmente dptima con tasas de aplicacién en el intervalo de alrededor de 1 X 106 a 1 X
10° células viables/mL, asumiendo un modo de aplicacion que lograria un contacto
sustancialmente uniforme con al menos alrededor del 50 % de los tejidos de la planta. Si
los antagonistas se aplican como formulacién sélida, la tasa de aplicacion deberia
controlarse para lograr una cantidad similar de células viables por area de unidad de
superficie de tejido de plantas, como la obtenida mediante las tasas antemencionadas de
tratamiento liquido. Tipicamente, los agentes de control bioldgico de la presente invenciéon
son efectivos biolégicamente cuando se administran a una concentracion en exceso de
10° CFU/g (unidades formadoras de colonias por gramo), preferentemente en exceso de

107 CFU/g, mas preferentemente 108 CFU/g y mas preferentemente a 10° CFU/g.

Ademas, la expresion "antagonista microbiano eficaz" cuando se usa en referencia a un
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microorganismo se pretende que signifiquen que la cepa microbiana de la presente exhibe
un grado de inhibicién de fusariosis que excede, a un nivel estadisticamente significativo,
el de un control sin tratamiento. Tipicamenie, una agente microbiano eficaz tiene la
capacidad de producir una reduccion de al menos 20 %; o, mas tipicamente, entre 30 y 40
%; mas tipicamente, entre 50-60 %; incluso mas tipicamente, entre 70 y 80 %; e incluso
mas tipicamente, entre 90 y 95 %, en relacién con el nivel de enfermedad y/o el nivel del

desarrollo de patégenos que ocurre en un control sin tratamiento bajo condiciones de
tratamiento adecuadas.

Composicion: Se pretende que "composicién” signifique una combinacién de agente
activo y al menos otro compuesto, portador o composicion, inerte (por ejemplo, un agente

detectable o etiqueta o portador liquido) o activo, tal como un pesticida.

Cepa microbiana aislada, cultivo aislado, cultivo biolégicamente puro y cultivo enriquecido:
Tal como se usa en la presente, el término "aislado" cuando se aplica a un
microorganismo (por ejemplo, bacterias o microhongos) se refiere a un microorganismo
que ha sido retirado y/o purificado del ambiente en el cual aparece naturalmente. Como
tal, una "cepa aislada" de un microbio, tal como se usa en la presente, es una cepa que
ha sido retirada y/o purificada de su entorno natural. Por lo tanto, un "microorganismo
aislado" no incluye el que se encuentra en un ambiente en el cual aparece naturalmente.
Ademas, el término "aislado" no refleja necesariamente la extension en la cual el microbio
ha sido purificado. Un "cultivo sustancialmente puro" de la cepa del microbio se refiere a
un cultivo que sustancialmente no contiene otros microbios que la cepa o cepas deseadas
de microbios. En otras palabras, un cultivo sustancialmente puro de una cepa de
microbios esta sustancialmente libre de otros contaminantes, que pueden incluir
contaminantes microbianos, asi como contaminantes quimicos no deseados. Ademas, tal
como se usa en la presente, una cepa "biolégicamente pura" se pretende que signifique la
cepa separada de materiales con los que se asocia normalmente en la naturaleza. Nétese
que una cepa asociada con otras cepas, 0 con compuestos 0 materiales con los cuales no
se encuentre normalmente en la naturaleza, se denomina de todos modos como
"biolégicamente pura". Un monocultivo de una cepa particular esta, por supuesto,
"biolégicamente puro". Tal como se usa en la presente, el término "cultivo enriquecido" de
una cepa microbiana ais!ada se refiere a un cultivo microbiano que contiene méas del 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % 0 95 % de la cepa aislada.

1%



10

20

25

oY)
N

1.1

Tal como se usa en la presente, un "enddfito" es un endosimbionte que vive dentro de una
planta durante al menos parte de su vida sin causar una enfermedad evidente. Los
endofitos pueden transmitirse ya sea verticalmente (directamente de progenitor a
progenie) u horizontalmante (de individuo a individuo no relacionado). Los endéfitos
fingicos transmitidos verticalmente son tipicamente asexuados y se transmiten desde la
planta progenitora hasta la progenie por medio de penetracion de la hifa fungica en las
semillas hospedadoras. Los endéfitos bacterianos también pueden transferirse
verticalmente desde semillas hasta plantulas (Ferreira et 4l., 2008). Por el contrario, los
endofitos transmitidos horizontalmente son tipicamente sexuales, y se transmiten por
medio de esporas, y pueden expandirse por medio del viento y/o vectores insectos. Los
enddfitos de plantas de cultivo han recibido atencién considerable con respecto a su
capacidad de controlar tanto la enfermedad como la infestacion por insectos, asi como

promover el crecimiento de la planta.

Proteina funcionalmente similar: La frase "proteina funcionalmente similar", tal como se
usa en la presente, describe aquellas proteinas que tienen al menos una caracteristica en
comun. Dichas caracteristicas incluyen similitud de secuencia, actividad bioquimica,
similitud de patron transcripcional y actividad fenotipica. Tipicamente, las proteinas
funcionalmente similares comparten alguna similitud de secuencia o al menos una
bioquimica. Dentro de esta definicion, los homélogos, ortélogos, paralogos y anélogos se
consideran como funcionalmente similares. Ademas, las proteinas funcionalmente
similares generalmente comparten al menos una actividad bioquimica y/o fenotipica. Las
proteinas funcionalmente similares produciran la misma caracteristica en un grado similar,
pero no necesariamente igual. Tipicamente, las proteinas funcionalmente similares
proporcionan las mismas caracteristicas donde la medicién cuantitativa debido a una de
las similares es de al menos 20 % de la otra; mas tipicamente, entre 30 y 40 %; mas
tipicamente, entre 50-60 %; incluso mas tipicamente, entre 70 y 80 %; incluso mas

tipicamente, entre 90 y 95 %; incluso mas tipicamente, entre 98 y 100 % de la otra.

Fungicida: Tal como se usa en la presente, "fungicida" se refiere a la capacidad de una
composicion o sustancia de disminuir la tasa de crecimiento de hongos o de aumentar la
mortalidad de los hongos.

Hongo Fusarium: Para los fines de esta invencidon se entiende que el uso del término

hongo Fusarium se pretende que incluya tanto la etapa sexual (teleomorfa) de este
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organismo como también la etapa asexual (anamorfa), también mencionadas como
etapas fungicas perfecta e imperfecta, respectivamente. Por ejemplo, la etapa anamorfa
de Fusarium graminearum es Gibberella zeae, un agente que causa la fusariosis. Esta
enfermedad ocurre tipicamente cuando la cabeza de la flor o semilla se inocula con
conidia producida por la forma imperfecta o ascosporas producidas por forma perfecta de

este hongo.

Mutante: Tal como se usa en la presente, el término "mutante" o "variante" en referencia a
un microorganismo se refiere a una modificacion de la cepa progenitora en la cual la
actividad biologica deseada es similar a la expresada por la cepa progenitora. Por
ejemplo, en el caso de Microbacterium, la “cepa progenitora" se define en la presente
como la cepa original de Microbacterium antes de la mutagénesis. Los mutantes o
variantes pueden ocurrir en la naturaleza sin la intervencion del hombre. También se
pueden obtener mediante con o mediante una variedad de métodos y composiciones
conocidos para los expertos en la técnica. Por ejemplo, una cepa progenitora puede ser
tratada con un quimico-tal como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, etilmetanosulfona, o
mediante radiacion usando radiacion por rayos gamma, X o ultravioleta, o mediante otros

medios conocidos por los expertos en la técnica.

Nematicida: El término “nematicida”, tai como se usa en la presente, se refiere a la
capacidad de una sustancia o composicion de aumentar la mortalidad o inhibir la tasa de

crecimiento de nematodos.

Patbgeno: El término "patégeno” tal como se usa en la presente se refiere a un organismo
tal como un alga, un aracnido, una bacteria, un hongo, un insecto, un nematodo, una
planta parasita, levadura, un protozoario o un virus capaz de producir una enfermedad en
una planta o animal. El término "fitopatogeno" tal como se usa en la presente se refiere a
un organismo patogénico que infecta la planta.

Porcentaje del porcentaje de identidad: la "porcentaje de identidad de secuencia", tal
como se usa en la pkesente, se determina mediante la comparacion de dos secuencias
alineadas ubicadas de manera 6ptima, durante una ventana de comparacion definida por
la longitud de la alineacion local entre las dos secuencias. La secuencia de aminoacidos
en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones (por ejemplo,

huecos o excedentes) en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende
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adiciones o eliminaciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. La alineacion
local de dos secuencias unicamente incluye segmentos de cada secuencia que se
consideran los suficientemente similares, de acuerdo con un criterio que depende de un
logaritmo usado para llevar a cabo la alineacién (por ejemplo BLAST). El porcentaje de
identidad se calcula determinando el nimero de posiciones en la que la base de acido
nucleico o residuo de aminoacido aparece en ambas secuencias para obtener el numero
de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de posiciones coincidentes por el
numero total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por
100. La alineacién optima de secuencias para su comparacion se puede llevar a cabo
mediante el algoritmc de homologia local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math.
2:482, mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch (J. Mol.
Biol. 48:443,1970); mediante la blsqueda para el método de similitud de Pearson y
Lipman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444,1988), mediante implementaciones
heuristicas de estos algoritmos (NCBI BLAST, WU-BLAST, BLAT, SIM, BLASTZ), o
mediante inspeccién. Dado que se han identificado dos secuencias para su comparacion,
GAP y BESTFIT se emplean preferentemente para determinar su alineacion optima.
Tipicamen‘te, se utilizan los valores por defecto de peso de huecos de 5,00 y 0,30 para la
longitud de peso de hueco. El término “identidad de secuencia sustancial' entre
secuencias polinucleétidos o polipéptidos se refiere a polinucleétidos o polipéptidos que
comprenden una identidad de secuencia que es al menos 50 %, preferentemente al
menos 70 %, preferentemente al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas
preferentemente al menos 90 %, incluso mas preferentemente al menos 95 %, y mas
preferentemente al menos 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de sustancia comparada

con una secuencia de referencia usando los programas.

La consulta de acidos nucleicos y secuencias de aminoacidos se pueden buscar contra
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos de la invencion que se encuentran en
bases de datos publicas o privadas. Dichas busquedas se pueden realizar usando el
programa de Busqueda de Alineacién Local Basica del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCB! BLAST v 2.18). El programa NCBI BLAST esta disponible en
internet  a  través del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Tipicamente se pueden utilizar los siguientes parametros
para NCBI BLAST: Las opciones de filtro se establecen en "por defecto", la Matriz de
Comparacion se establece como "BLOSUMG2", el Costo de Hueco se establece como

"Existencia: 11, Extension: 1”, la longitud de palabra se establece como 3, la Expectativa
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(umbral E) se establece como 1e-3, y la longitud minima para la alineacion local se
establece como 50 % de la longitud de secuencia consultada. La identidad y similitud de
secuencia puede determinarse usando el software GenomeQuest™ (Gene-IT, Worcester
Mass. EUA).

El término “pesticida”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la capacidad de una
sustancia o composicion de disminuir la tasa de crecimiento de una plaga, es decir, un

organismo no deseado, o de aumentar la mortalidad de la plaga.

La “actividad supresora” de un agente de control biolégico contra un patogeno significa la
capacidad del agente de suprimir, inhibir, estabilizar, revertir, enlentecer o retrasar el
desarrollo del patégeno en si, o la evolucion de la infeccion o enfermedades causadas por

el patégeno.

Variante: Una ‘variante", tal como se usa en la presente, en referencia a un
microorganismo, es una cepa que tiene caracteristicas identificadoras de las especies a la
que pertenece, mientras que tiene al menos una variacién de secuencia de nucleoétidos o
un rasgo diferente identificable con respecto a la cepa progenitora, donde el rasgo es
genético (hereditario). Por ejemplo, para una cepa SGI SGI-014-C06 de Microbacterium
sp. que tiene actividad fungicida, los rasgos identificables incluyen 1) la capacidad de
suprimir el crecimienfo de Fusarium graminearum y su teleomorfo Gibberella zeae: 2) la
capacidad de suprirnir el desarrollo de fusariosis; 3) tener genes constitutivos con
identidad de secuencia mayor que 95 %, mayor que 96 %, mayor que 97 %, mayor que 98
% o mayor que 99 % con los genes constitutivos de Microbacterium sp. SGI-014-C06

puede usarse para confirmar una variante como Microbacterium sp. SGI-014-C06.

En el caso de acidos nucleicos y polipéptidos, el término "variante" se usa en la presente
para denominar una molécula de polipéptido, proteina o polinucledtido con algunas
diferencias, generadas sintética o naturalmente, en sus secuencias de aminoacidos o
acido nucleico, en comparacion con un polipéptido o polinucledtido de referencia,
respectivamente. Por ejemplo, estas diferencias incluyen sustituciones, inserciones,
deleciones o cualesquiera combinaciones deseadas de dichos cambios en un polipéptido
de referencia o polipéptido. Las variantes de polipéptidos y proteinas pueden consistir
adicionalmente en cambios en la carga y/o modificaciones postraduccionales tal como

glicosilacion, metilacion, fosforilacion, etc.).
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Todas las publicaciones y las solicitudes de patente citadas en la presente memoria
descriptiva se incorporan a la presente a modo de referencia en la misma medida que si
cada publicacion o sclicitud de patente individual se indicara especifica e individualmente

como incorporada a la presente mediante esta referencia.

No se admite que ninguna de las referencias constituya técnica previa. La discusion de las
referencias establece lo que sus autores afirman, y los solicitantes se reservan el derecho
a cuestionar la precision y pertinencia de los documentos citados. Se entendera
claramente que, aunque haya una cantidad de publicaciones de la técnica previa
mencionadas en la presente, estas referencias no constituyen una admision de que

ninguno de estos documentos forme parte del conocimiento general comun de la técnica.

Métodos para la identificacion taxondémica

Los microorganismos pueden, a menudo, diferenciarse en funcién de analisis
microscopicos directos (si todas las células en una muestra se ven idénticas cuando se
examinan), caracteristicas de tincién, analisis molecular simple (tal como una
determinacion de restriccion simple del polimorfismo de longitud de fragmento (RFLP)), y
otros. Ademas de los ejemplos ilustrativos de dichas técnicas de analisis taxonémicos
como se describe en los Ejemplos 2-3 de la presente descripcion, la identificacion
taxonémica de un microorganismo puede implicar hasta varios niveles diferentes de
analisis, y cada andlisis se puede basar en una caracteristica diferente del organismo.
Dichos andlisis taxonémicos pueden incluir analisis con base en acidos nucleicos (por
ejemplo, andlisis de genes especificos individuales, ya sea con respecto a su presencia o
Su secuencia exacta; o la expresién de un gen o una familia de genes particulares),
analisis con base en proteinas (por ejemplo, a un nivel funcional mediante ensayos de
enzimas directos o indirectos o a un nivel estructural mediante técnicas de

inmunodeteccion), y otros.

a. Analisis con base en acidos nucleicos: Un experto en la técnica entendera que se

conoce una amplia variedad de técnicas con base en acidos nucleicos y que pueden ser
utiles en la obtencion de la identificacion taxonémica de un microorganismo dado. Estas
técnicas se pueden utilizar para identificar células mediante la secuencia de genes o para
identificar células que presentan geries o familias de genes particulares. Las familias de

genes comunes y utiles para los estudios taxonémicos incluyen la familia del gen 16S, la
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familia del gen de actina, y la familia del gen de recombinasa A (recA). Normalmente estos
meétodos incluyen la amplificacion y secuenciacién de genes a partir de pequenas
cantidades de células, y por lo tanto con frecuencia superan los problemas de
concentracion de células y su ADN de suspensiones diluidas. La frase "amplificacion de
acido nucleico" en general hace referencia a técnicas que aumentan la cantidad de copias
de una molécula de 4cido nucleico en una muestra o espécimen. Las técnicas utiles para
amplificar el acido nucleico son bien conocidas en la técnica. Un ejemplo de amplificacion
del acido nucleico es la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), donde una muestra
biolégica tomada de un sujeto entra en contacto con un par de cebadores de
oligonucleétidos, en condiciones que permiten la hibridacién de los cebadores en plantillas
de acido nucleico en la muestra. Los cebadores se extienden en condiciones adecuadas,
se disocian de la plantilla y luego se vuelven a templar, se extienden y se disocian para
amplificar la cantidad de copias del acido nucleico. Otros ejemplos de técnicas de
amplificacion in vitro incluye amplificacién por desplazamiento de la hebra: amplificacion
isotérmica sin transcripcion; amplificacion de reaccion en cadena de reparacion; reaccion
en cadena de ligasa; amplificacion de reaccion en cadena de ligasa de relleno de huecos;

deteccion de ligasa acoplada y PCR; y amplificacion sin transcripcion de ARN.

Adicionalmente al ejemplo ilustrativo de cebadores que se proporciona en la presente,
véase, por ejemplo, los Ejemplos 2-3 y el Listado de secuencias, los cebadores también
han sido disefiados de manera rutinaria, y constantemente se disefian nuevos, para
especies individuales o grupos filogenéticos de microorganismos. Dichos cebadores
dirigidos de manera restringida se pueden utilizar con los métodos descritos en la
presente para analizar y/o identificar especificamente solo a los microorganismos de
interés.

Se describen los métodos para preparar y usar cebadores de acido nucleico, por ejemplo,
en Sambrook et &l. (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York,
1989), Ausubel et &l. (ed.) (In Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1998). Los pares de cebadores para la amplificacion pueden derivar de una
secuencia conocida, por ejemplo, mediante el uso de programas informaticos destinado a
tales fines tal como Primer (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge,
Mass.). Un experto en la técnica entendera que la especificidad de una sonda o cebador
especifico aumenta con su longitud. Por lo tanto, por ejemplo, un cebador que comprende

30 nucledtidos consecutivos de un nucleétido que codifica ARNr o region flanqueante de
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este se alineard a una secuencia diana con'especificidad mas alta que un cebador
correspondiente con solo 15 nucledtidos. Por lo tanto, a modo de obtener mayor
especificidad, se puede seleccionar sondas y cebadores que comprenden al menos 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas nucledtidos consecutivos de una secuencia de nucledtidos
diana tal como ARN de 16S.

Las técnicas normales para la preparacion de acidos nucleicos ‘Gtiles para las aplicaciones
de acido nucleico (por ejemplo, PCR) incluyen la extraccion de fenol/cloroformo o el uso
de uno de los muchos kits de extraccién de ADN que estan disponibles en el mercado.
Otra manera en que?"e'l ADN puede ser amplificado es mediante la adicion de células
directamente en la mezcla de reaccion de la amplificacion del acido nucleico y la
dependencia en la efapa de desnaturalizacion de la amplificacion para lisar las células y
liberar el ADN.

El producto de las reacciones de amplificacion del acido nucleico se pueden caracterizar
adicionalmente mediante una o mas de las técnicas estandar que son bien conocidas en
la técnica-, inclusive electroforesis, los patrones de escision de las endonucleasas de
restriccion, la hibridacion o ligacion de oligonucleétidos, y/o la secuenciacién de acidos
nucleicos. Cuando las técnicas de hibridacién se utilizan a los efectos de la identificacion
celular, una variedad de métodos de marcado pueden ser Utiles, incluso el marcado
fluorescente, marcado radioactivo y el marcado no radioactivo. Cuando se usan las
técnicas de secuenciacion del acido nucleico, se puede conducir una busqueda de
homologia para la secuencia de nucledtidos de las moléculas de acido nucleico
amplificadas usando varias bases de datos de secuencias conocidas, incluso, de modo no
taxativo, las bases de datos DDBJ/GenBank/EMBL.

b. Analisis con base en proteinas: Ademas del analisis de acidos nucleicos, los

microorganismos se pueden caracterizar de manera taxonémica e identificarse en funcion
de la presencia (o ausencia) de proteinas especificas directamente. Dicho andlisis se
puede basar en la actividad de la proteina especifica, por ejemplo, a través de un ensayo
de enzimas o mediante la respuesta de un cocultivo de organismos o mediante la mera
presencia de la proteina especificada (que puede por ejemplo determinarse usando

métodos inmunoldgicos, tales como la tincion inmunofluorescente con anticuerpos in situ.)
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Ensayos de enzimaé: A modo de ejemplo, los analogos de sustrato fluorescente o
cromogeénico se pueden incluir en el medio de crecimiento (por ejemplo, placa de
microtitulacion para cultivos), seguido de la incubacion y el andlisis para determinar los
productos de reaccion, lo cual identifica de esta manera los cultivos en funcion de sus

actividades enzimaticas.

Respuesta de cocultivo: En algunas modalidades de la presente invencion, la actividad de
una enzima llevada a cabo por un microbiano aislado se puede analizar en funcién de la
respuesta (o el grado de respuesta) de un organismo cocultivado (tal como un organismo
reportero).

También se puede utilizar una variedad de métodos para la identificacion de
microorganismos seleccionados y aislados de un entorno fuente mediante la union de al
menos un anticuerpo o molécula derivada de un anticuerpo a una molécula, o mas

particularmente un epitopo de una molécula, del microorganismo.

Los anticuerpos antimicroorganismo de la proteina se pueden producir haciendo uso de
procedimientos estandar descritos en una cantidad de textos que incluyen Harlow y Lane
(Antibodies, A Laborafory Manual, CSHL, Nueva York, 1988). La determinacion de que un
agente particular se une basicamente solo a una proteina del microorganismo deseado se
puede elaborar fécilﬁnente mediante el uso o el ajuste de procedimientos de rutina. Un
ensayo in vitro adecuado hace uso del procedimiento de transferencia de Western
(descrito en muchos textos estandar que incluyen Harlow y Lane (Antibodies, A
Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1988)).

Los fragmentos mas cortos de anticuerpos (moléculas derivadas de anticuerpos, por
ejemplo, FAbs, Fvs, y Fvs de cadena simple (SCFvs)) también pueden servir como

agentes de unién especifica. Los métodos para elaborar estos fragmentos son rutinarios.

La deteccion de anticuerpos que se unen a células en un conjunto de la presente
invencion se puede llevar a cabo mediante el uso de técnicas estandar, por ejemplo los
ensayos ELISA, que proporcionan una sefial que se puede detectar, por ejemplo una
senal fluorescente o luminiscente.

Cultivos aislados de la invencion
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Tal como se describe mas detalladamente en la seccién de Ejemplos de la presente
descripcion, los Solicitantes han descubierto varios microorganismos novedosos
agricolamente beneficiosos, por ejemplo, supresores eficaces de fusariosis. En particular,
estos microorganismos antagonistas son eficaces para reducir la gravedad de la fusariosis
y para la inhibicion del crecimiento de Fusarium graminearum, el principal agente
causante de fusariosis en el trigo. Se identificaron los antagonistas microbianos a partir de
un grupo de aproximadamente 5000 cepas microbianas que se obtuvieron a partir de
muestras de plantas silvestres tomadas de varias localidades de los Estados Unidos. La
seleccion inicial de microorganismos antagonistas se basé en la capacidad de los
microorganismos de suprimir el desarrollo del patégeno de F. graminearum y de su
teleomorfo Gibberella zeae en un ensayo de antagonismo in vitro. Luego, los antagonistas
microbianos seleccionados se sometieron a un bioensayo en un estudio de invernadero
en plantulas de trigo, el cual implica la inoculacién de las plantulas con las cepas
microbianas, seguido de inoculaciones reiteradas de esporas de F. graminearum, para
determinar la capacidad de las cepas microbianas para disminuir la gravedad de
infestacion fungica y ia capacidad de conservar el rendimiento de la semilla. Se descubrié
que los microorganismos antagonistas seleccionados de esta manera son eficaces en la

disminucién de la gravedad de la fusariosis en las pruebas de invernadero.

Los analisis taxonémicos determinaron adicionalmente que cada uno de los
microorganismos antagonistas descritos en la presente descripcién se relacionan
estrechamente ya sea con el género bacteriano Microbacterium, el género bacteriano

Bacillus, el género bacteriano Variovorax o el género fungico Mycosphaerella.

Generalmente se considera que el género Microbacterium, el tipo de género de la familia
Microbacteriaceae, presenta bacterias baciliformes Gram positivas que no forman
esporas, las cuales originalmente se aislaron durante los primeros estudios realizados en
bacterias que producen &cido lactico. Los miembros del género Microbacterium se
caracterizan originariamente a grandes rasgos por su marcada resistencia al calor, la
presencia en lacteos, y la produccién de pequefias cantidades de L (+) acido lactico a
partir de glucosa. A diferencia de otros géneros de la familia Microbacteriaceae en que las
especies se caracteri'zan mediante un tipo de peptidoglicano coherente, las especies de
Microbacterium poseen ornitina o lisina ya sea en el puente inter-péptido o en la posicion
3 del peptidoglicanc tipo B. En otras propiedades quimiotaxanémicas, tales como
quinonas isoprenoides (MK-11, MK-12, MK-13), lipidos polares, &cidos grasos vy
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composicion base de ADN, los miembros del género exhiben la gama usual de diversidad
que se encuentra en otros géneros de Microbacteriaceae. Los dos géneros bacterianos
Microbacterium y Aureobacterium se pueden unir de conformidad con algunos estudios de
taxonomia. A la feché, los miembros del género Microbacterium comprenden al menos 33
especies, las cuales:se han aislado de una amplia gama de habitats, lo cual incluye
suelos, productos lacteos, agallas vegetales, insectos o especimenes clinicos.
Recientemente, Evtushenko y Takeuchi (2006) han sintetizado varios aspectos de su
ecologia, filogenia, taxonomia, métodos de cultivo y condiciones de preservacion a largo
plazo. Un experto en la técnica entendera facilmente que un microorganismo del género
Microbacterium se puede identificar taxondémicamente a grandes rasgos mediante
cualquier técnica de identificacion taxonémica descrita anteriormente, lo que incluye el
analisis quimiotaxonémico del peptidoglicano de la pared celular y el analisis comparativo
de la secuencia de ADNr de 16S tal como se describe en Evtushenko y Takeuchi (2006) y
las referencias que se citan en este, asi como también en aquellas descritas en los
Ejemplos 2-3 de la presente descripcién. Tal como se trata en detalle mas adelante, a la
fecha se ha registrado que varios microorganismos de origen natural presentan actividad
antagonista contra la fusariosis. Sin embargo, no figuran registros anteriores a la presente
invencién que describan un microorganismo del género Mycobacterium con dicha
actividad antagonista. Adicionalmente, previo a la presente invencion, los presentes
inventores no eran conscientes de la existencia de un método o proceso que utilizara una
cepa bacteriana del género Mycobacterium como agente de biocontrol en la prevencion, la

inhibicion o el tratamiento del desarrollo de un patégeno causante de la fusariosis.

El género Bacillus es un género de bacterias baciliformes, Gram positivas/variables, que
forman esporas. De manera similar a otros géneros asociados al inicio de la historia de la
microbiologia, tales como Pseudomonas o Vibrio, aproximadamente 266 miembros de la
especie del género Bacillus se encuentran de forma ubicua, y se considera que es uno de
los géneros con la mayor diversidad de 16S y de diversidad ambiental. La especie Bacillus
puede ser aerobia obligada o anaerobia facultativa, y dar positivo en la prueba de enzima
catalasa. De naturaleza ubicua, Bacillus incluye tanto especies de vida libre como
patégenas. En condiciones ambientales estresantes, las células producen endosporas
ovaladas que pueden permanecer inactivas durante periodos de tiempo prolongados.
Estas caracteristicas definieron originalmente el género, pero no todas las especies estan
estrechamente relacionadas, y se pueden haber trasladado a otros géneros. De hecho,

varios estudios han intentado reconstruir la filogenia del genero. El estudio especifico de
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Bacillus que cubre la mayor diversidad es el de Xu y Cote [Intl. J. of Syst. Evol. Microbiol.
53 (3): 695-704; 2003], que usa 16S y la regién ITS, donde se divide el genero en 10
grupos, que incluye los géneros anidados Paenibacillus, Brevibacillus, Geobacillus,
Marinibacillus y Virgibacillus. Sin embargo, de acuerdo con estudios mas recientes, el
género Bacillus contiene una cantidad muy grande de taxones anidados y especialmente
tanto en 16S como en 23S, se considera que es parafilético de Lactobacillales
(Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Listeria, etc.), debido a Bacillus
coahuilensis y otros (véase, por ejemplo, Yarda et &/., Syst. Appl. Microbiol. 31 (4): 241-
250, 2008; Yarda et /., Syst. Appl. Microbiol. 33 (6): 291-299, 2010]. Un clado particular,
formado por B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudamycoides, B. thuringiensis y
B. weihenstephanensis segun los estandares actuales de clasificacion, deberia ser una
Unica especie (dentro‘ del 97 % de identidad con 16S), pero a causa de razones médicas,
se consideran una especie aparte. Ademas de los métodos de andlisis de taxonomia
descritos en los Ejeinplos 2-3 de la presente descripcién, los anélisis filogenéticos y
taxondmicos de la especie Bacillus se pueden realizar mediante una variedad de técnicas,

incluso aquellas que se tratan en detalle en Xu y Cote, 2003; Yarda et &l., 2008: Yarda et
al., 2010.

El género Variovorax se creé originariamente mediante la reclasificacion de Alcaligenes
paradoxus como Vari\ovorax paradoxus (Willems et &l., 1991), que se considera como el
tipo de especie de este género. Se ha estudiado V. paradoxus exhaustivamente como un
modelo para los agentes de biodegradacién novedosos, asi como también las
interacciones  microbio/microbio 'y microbio/planta. Otras especies incluyen V.
dokdonensis, V. soli (Kim et &l., 2006), y V. boronicumulans (Miwa et 4l., 2008). Las
especies Variovorax. son catabdlicamente muy diversas y entablan interacciones
mutuamente beneficiosas con otras especies bacterianas en muchas biodegradaciones, y
por lo tanto poseen importancia ecolégica y un alto potencial de aplicacion. Por ejemplo,
un metanotrofo del suelo, solo cuando se cocultivan junto con una cepa V. paradoxus,
presenta alta afinidad por metano (un potente gas invernadero), y esta caracteristica
usualmente no se observa en cultivos de laboratorio. De manera similar, se ha
descubierto que un pariente cercano de Variovorax es el companero central, no
fotosintético, dentro del consorcio fototropico "Chlorochromatium aggregatum". Algunas
especies del genero Variovorax también tienen la capacidad de interferir con la
comunicacion de otras bacterias. Aun otras especies del género Variovorax pueden

interactuar intimamente con otra biota (por ejemplo, plantas) en varios ecosistemas.
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Ademas, se ha registrado que algunas especies de Variovorax, que habitan en el area
justo afuera de las raices de la planta y/o dentro de la planta, son capaces de promover el
crecimiento de la plarita a través de la reduccion de los niveles de etileno, la represion de
patogénesis controlaiia por la percepcion de quorum, y el aumento de la resistencia a
metales pesados, qde en gran medida benefician la fitorremediacion. Ademas de los
métodos de analisis de taxonomia descritos en los Ejemplos 2-3 de la presente
descripcion, los analisis filogenéticos y taxonémicos de la especie Variovorax se pueden
realizar mediante una variedad de técnicas, incluso aquellas que se tratan en detalle en

otra parte de la presente.

Mycosphaerella es un género flngico muy amplio, con mas de 2000 nombres de especies
y al menos 500 especies asociadas con mas de 40 géneros anamorfos (especialmente
Cercospora, Pseudocercospora, Septoria, Ramularia, etc.). Ademas, varios miles de
anamorfos carecen de telomorfos. El género de Mycosphaerella incluye especies que son
patégenos, saprobios, endofitos o asociaciones mutualisticas. Recientemente, se han

registrado varios aspectos de su ecologia, filogenia, taxonomia, métodos de cultivo y

condiciones de preservacion a largo plazo (véase, por ejemplo, Crous et &l Persoonia,

23:119-146,2009). Un experto en la técnica entendera facilmente que el microorganismo
del género Mycosphaerella se puede identificar taxonomicamente mediante cualquiera de
las tecnicas taxonémicas descritas anteriormente o una combinaciéon de estas. Las
técnicas mas comunes incluyen los andlisis de secuencia comparativa usando secuencias
de ADNr de 16S vy las regiones espaciadoras transcritas internas, tal como se describe en,
por ejemplo, Crous et &l., Studies in Mycology, 55:235-253,2006; Crous et &l., 2009,
supra; Goodwin et &l; Phytopathology 91: 648-658, 2001; y las que se describen en los

Ejemplos 2-3 de la présente descripcion.

Depodsito de material bioldgico

Los cultivos purificadbs de cepas microbianas, identificados como los que presentan una
actividad supresora contra fusariosis, se depositaron en la Colecciéon de Cultivos del
Servicio de Investigacion Agricola ubicado en 1815 N. University Street, Peoria, IL 61604,
EUA (NRRL) de conformidad con el Tratado de Budapest a los efectos del procedimiento
en materia de patentes y las regulaciones de este (Tratado de Budapest). Los numeros de

registro de estos depositos son los siguientes:
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Id. de Cepa SGI |N.° de registro Taxonomia Provisional
SGI-005-G08 NRRL - Microbacterium sp.
SGI-010-H11 NRRL 50471 Mycosphaerella sp.
SGI-014-C06 NRRL B-50470 Microbacterium sp.
SGI-014-G01 NRRL B-50469 Variovorax sp.
SGI-015-F03 NRRL B-50760 Bacillus sp.
SGI-015-H06 NRRL B-50761 Bacillus sp.

Las cepas microbianas se han depositado en condiciones que aseguran que el acceso al
cultivo estara disponible, mientras que esta solicitud de patente se encuentre pendiente,
para quien designe con este derecho el Comisionado de Patentes y Marcas Comerciales
de conformidad con el articulo 37 del C.F.R. §1.14 y el titulo 35 del U.S.C. §122. Los
depositos representan basicamente cultivos puros de las cepas depositadas. Los
depositos estan disponibles segun lo requiera la legislacion extranjera en materia de
patentes en los paise':?.s donde se presentan los equivalentes a la presente solicitud o su
progenie. Sin embaf'go, debe entenderse que la disponibilidad de un deposito no
constituye una licencia para poner en la practica el objeto de la invencién en menoscabo

de los derechos de patente otorgados mediante acciones gubernamentales.

Los microorganismos preferidos de la presente invencion presentan todas las
caracteristicas identificatorias de las cepas depositadas y, en particular, las caracteristicas
identificatorias de la'capacidad de suprimir el desarrollo de la fusariosis tal como se
describe en la presente, y la capacidad de suprimir el desarrollo del patdgeno de Fusarium
graminearum y su teleomorfo Gibberella zeae tal como se describe en la presente. En
particular, los microorganismos preferidos de la presente invencion hacen referencia a los

microorganismos depositados tal como se describe anteriormente, y los mutantes de
estos.

Composiciones microbioldgicas

Las composiciones microbioldgicas de la presente invencion que comprenden las cepas
microbianas aisladas o cultivos de estas pueden encontrarse en una variedad de formas,
inclusive, de modo no taxativo, cultivos inmoviles, cultivos enteros, solucién de células,
micelio y/o hifas almacenadas (en particular, soluciones de glicerol), tiras de agar, tapones

de agar almacenados en glicerol/agua, soluciones liofilizadas y soluciones secas tales
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como liofilizado o micélio secado en papel de filtro o semillas de grano. Tal como se define
en la presente, se entiende que "cultivo aislado" o los equivalentes gramaticales, segun se
emplean en esta descripcién y en la técnica, quiere decir que el cultivo al que se hace
referencia es un cultivo de fluido, sedimento, raspado, muestra en seco, liofilado o seccién
(por ejemplo, hifa o micelio); o un soporte, contenedor, o medio tal como una placa, papel,
filtro, matriz, paja, pi!peté o punta de pipeta, fibra, aguja, gel, hisopo, tubo, recipiente,
particula, etc. que contiene un dnico tipo de organismo. En la presente invencién, un
cultivo aislado de un antagonista microbiano es un fluido de cultivo o un raspado,
sedimento, preparaciéon en seco, liofilado o seccién del microorganismo, o un soporte,

contenedor o medio que contiene el microorganismo, en ausencia de otros organismos.

La presente descripcion proporciona adicionalmente composiciones que contienen al
menos una cepa microbiana aislada o cultivos de esta de la presente invencién y un
portador. El portador puede ser cualquiera de uno o mas de una cantidad de portadores
que confieren una variedad de propiedades tales como mayor estabilidad, humectabilidad,
dispersabilidad, etc. Los agentes humectantes tales como tensioactivos naturales o
sintéticos, que pueden ser tensioactivos no iénicos o ibnicos, o una combinacion de estos
se puede incluir en una composicion de la invencion. Las emulsiones de agua en aceite
también se pueden utilizar para formular una composicion que incluya al menos un
microorganismo aislado de la presente invencién (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense N.° 7,485,451, la cual se incorpora a la presente mediante esta
referencia). Las formulaciones adecuadas que se pueden preparar incluyen polvos
humedecibles, granulos, geles, tiras de agar o sedimentos, espesantes y similares,
particulas microencapsuladas, y similares, liquidos tales como fluidos acuosos,
suspensiones acuosas, emulsiones de agua en aceite, etc. La formulacion puede incluir
productos en grano o legumbre (por ejemplo, grano de tierra o porotos, caldo o harina
derivados del grano o porotos), almidon, aztcar o aceite. El portador puede ser un
portador agricola. En determinadas modalidades preferidas, el portador es una semilla, y
la composicién se puede aplicar o usar como recubrimiento sobre la semilla o dejar que
sature a la semilla.

En algunas modalidades, el portador agricola puede ser la tierra o un medio de
crecimiento vegetal. Otros portadores agricolas que se pueden utilizar incluyen agua,
fertilizantes, aceites con base en vegetales, humectantes o combinaciones de estos. De

manera alternativa, el portador agricola puede ser un sélido, tal como tierra diatomacea,
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marga, silice, alginato, arcilla, bentonita, vermiculita, vainas, otros productos animales y
vegetales o combinaciones, que incluyen granulos, sedimentos o suspensiones. Las
mezclas de cualquiera de los ingredientes antemencionados también se consideran
portadores, tales como de modo no taxativo, pesta (harina y arcilla de caolin), sedimentos
a base de agar o harina en marga, arena o arcilla, etc. Las formulaciones pueden incluir
fuentes alimenticias para los organismos cultivados, tal como cebada, arroz, u otros
materiales biolégicos como semilla, partes de planta, bagazo de cafa de azucar, cascaras
o cafias a partir del procesamiento del grano, material de la planta sobre la tierra (por
ejemplo, "desechos de jardin") o madera de los desechos de un sitio de construccion,
aserrin o pequefas fibras del reciclaje de papel, tela o madera. Otras formulaciones

adecuadas seran conocidas para los expertos en la técnica.

En la forma liquida, por ejemplo, las soluciones o suspensiones, los microorganismos se
pueden mezclar o suspender en agua o en soluciones acuosas. Los diluyentes o
portadores liquidos adecuados incluyen agua, soluciones acuosas, destilados de petréleo

u otros portadores liquidos.

Las composiciones solidas se pueden preparar mediante la dispersion de
microorganismos antagonistas en y sobre un portador solido adecuadamente dividido, tal
como turba, trigo, salvado, vermiculita, arcilla, talco, bentonita, tierra diatoméacea, tierra de
Fuller, suelo pasteurizado, y similares. Cuarido dichas formulaciones se utilizan como
polvos humedecibles, se puede emplear agentes dispersantes biologicamente
compatibles tales como agentes dispersantes y emulsionantes no iénicos, anionicos,

anfotéricos o catidnicos.

En una modalidad preferida, las composiciones contempladas en la presente previenen el
ataque de la fusariosis sobre las plantas, en particular las plantas gramineas, tales como
trigo, cebada, avena y maiz y, si se usan en cantidades suficientes, actian como
antagonistas microbianos. Estas composiciones, de manera similar a los demas agentes
de biocontrol, tienen un alto margen de seguridad ya que normalmente no quema ni dafa
la planta.

Tal como se describe en mayor detalle en la presente descripcion, el control de la
fusariosis se puede efectuar mediante la aplicacion de uno o mas composiciones

microbioldgicas de la presente invencion a una planta hospedadora o partes de una planta
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hospedadora. Las composiciones se pueden aplicar en una cantidad eficaz para reducir el
nivel de fusariosis con relacion a la del control sin tratar. Los constituyentes activos se
utilizan en una concentracién suficiente para inhibir el desarrollo del patégeno de la planta
del patégeno de la planta diana cuando se aplica a la planta graminea. Como sera
evidente para un experto en la técnica, las concentraciones eficaces pueden variar en
funcion de factores téles como: (a) el tipo de la planta o materia prima agricola; (b) el
estado fisiologico de ‘a planta o materia prima agricola; (c) la concentracion de patégenos
que afectan la planta o materia prima agricola; (d) el tipo de dafo de la enfermedad a la
planta o materia prirma agricola; (e) condiciones climéticas (por ejemplo, temperatura,
humedad); y (f) la etapa de la enfermedad de la planta. De acuerdo con la invencion, las
concentraciones normales son aquellas mayores que 1 X 102 CFU/mL de portador. Las
concentraciones preferidas oscilan entre alrededor de 1 X 10* a alrededor de 1 x 10°
CFU/mL, tal como las concentraciones que oscilan entre 1 X 106 y 1 X 108 CFU/mL. Las
concentraciones mas preferidas con aquellas de alrededor de 35 a alrededor de 150 mg
de masa microbiana seca por gramo de portador (formulacién seca) o por mililitro de
portador (composicion liquida). En las formulaciones sélidas, la tasa de aplicacion deberia
controlarse para lograr una cantidad similar de células viables por area de unidad de
superficie de tejido de plantas, como la obtenida mediante las tasas antemencionadas de
tratamiento liquido. Tipicamente, los agentes de control biologico de la presente invencion
son efectivos bioldgicamente cuando se administran a una concentracion en exceso de
10° CFU/g (unidades formadoras de colonias por gramo), preferentemente en exceso de
10" CFU/g, més preferentemente 10° CFU/g y mas preferentemente a 10° CFU/g.

En algunas modalidades, la cantidad de uno o mas de los agentes de control biol6gico en
las composiciones microbianas de la presente invencién pueden variar en funcién de la
formulacion final asi como también el tamafio o el tipo de planta o semilla utilizada.
Preferentemente, el .uno o mas agentes de control biolégico en las composiciones
microbianas estan presentes en aproximadamente 2 % p/p a aproximadamente 80 % p/p
de la formulacion total. Mas preferentemente, el uno o mas agentes de control biologico
empleados en las composiciones es aproximadamente 5 % p/p a aproximadamente 65 %
p/p y mas preferentemente aproximadamente 10 % p/p a aproximadamente 60 % p/p en

peso de la formulacion total.

Tal como lo entenderan los expertos en la técnica, las composiciones microbiologicas de

la invencion se pueden aplicar en las plantas de trigo u otros cereales usando una
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variedad de métodos convencionales tales como espolvoreo, recubrimiento, inyeccion,
frotacion, con rodille, inmersion, pulverizacién o cepillado, o cualquier otra técnica
adecuada que no dafie significativamente la planta de trigo u otros cereales a ser tratados.

Particularmente se prefiere el método de pulverizacion.

Normalmente, las composiciones de la invencién son quimicamente inertes: por lo tanto
son basicamente compatibles con cualquier constituyente del programa de pulverizacion.
Tambien se pueden utilizar en combinacién con agentes pesticidas activos biol6égicamente
compatibles como, por ejemplo, herbicidas, nematicidas, fungicidas, insecticidas, y
similares. También se pueden utilizar en combinacién con sustancias que afectan el
crecimiento de las plantas, tales como fertilizantes, reguladores del crecimiento de las

plantas, y similares, siempre que dichos compuestos o sustancias sean biolégicamente

-

compatibles.

Cuando se usan como pesticidas o fungicidas en sus formulaciones comercialmente
disponibles y en las, formas de uso, preparadas a partir de estas formulaciones, los
antagonistas microbianos activos y las composiciones de acuerdo con la presente
invencion pueden e‘étar adicionalmente presentes en la forma de una mezcla con
sinergistas. Los sine;rgistas son compuestos mediante los cuales se incrementa la
actividad de las composiciones activas sin que sea necesario que el sinergista agregado
sea activo en si mismo.

Cuando se usan como pesticidas en sus formulaciones comercialmente disponible y en
sus formas de uso; preparados a partir de estas formulaciones, los antagonistas
microbianos activos y las composiciones de acuerdo con la invencion pueden ademas
estar presentes en la forma de una mezcla con inhibidores que reducen la degradacion de
las composiciones activas después de la aplicacion en el habitat de la planta, en la
superficie de partes de las plantas o en los tejidos de la planta.

Los antagonistas microbianos activos y las composiciones de acuerdo con la invencion,
como tales o en sus formulaciones, también se pueden usar como una mezcla con
acaricidas, bactericidas, fungicidas, insecticidas, microbicidas, nematicidas, pesticidas
conocidos o combinaciones de estos, por ejemplo, a fin de ampliar el espectro de accion o
impedir el desarrollo de resistencias de este modo. En muchos casos, dan como resultado

efectos sinérgicos, es decir, la actividad de la mezcla puede superar la actividad de los
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componentes individuales. También se contempla una mezcla con otros compuestos
activos conocidos, taies como fertilizantes, reguladores del crecimiento, protectores y/o

semiquimicos.

En una modalidad preferida de la presente invencion, las composiciones pueden incluir
adicionalmente al menos un pesticida quimico o biolégico. La cantidad de al menos un
pesticida quimico o biolégico empleado en las composiciones puede variar en funcion de
la formulacion final asi como también el tamafio de la planta y la semilla a tratar.
Preferentemente, el al menos un pesticida quimico o biolégico empleado es alrededor de
0,1 % p/p a alrededor de 80 % p/p con base en la formulacion total. Mas preferentemente,
el al menos un pesticida quimico o biolégico esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 % p/p a alrededor de 60 % p/p y mas preferentemente alrededor de 10 % p/p a
alrededor de 50 % p/p.

Una variedad de pesticidas es evidente para un experto en la técnica y los puede utilizar.
Los pesticidas quimicos de ejemplo incluyen los que se encuentran en las clases de
carbamato, organofosfato, organoclorado, y piretroide. También incluye agentes de control
quimico tales como, de modo no taxativo, benomil, borax, captafol, captan, clorotalonil,
formulaciones que contienen cobre; formulaciones que contienen diclon, dicloran, yodo,
cinc; fungicidas que inhiben biosintesis de ergosterol tales como de modo no taxativo
blasticidina, cimoxanilo, fenarimol, flusilazol, folpet, imazalil, iprodiona, maneb, mancozeb,
metalaxilo, oxicarboxina, miclobutanilo, oxitetraciclina, PCNB, pentaclorofenol, procloraz,
propiconazol, quinometionato, arsenito de sodio, DNOC de sodio, hipoclorito de sodio,
fenilfenato de sodio, estreptomicina, azufre, tebuconazol, terbutrazol, tiabendazol,
tiofanato de metilo, triadimefon, triciclazol, triforina, validamicina, vinclozolin, zineb y ziram.
Una variedad de compuestos insecticidas pueden ser ttiles para las composiciones de la
invencion, que incluyz de modo no taxativo los que se citan en la solicitud de patente
estadounidense N.° 20110033432A1.

Las composiciones microbioldgicas de la presente invencion incluyen preferentemente al
menos un pesticida biolégico. Los pesticidas bioldgicos de ejemplo que son adecuados
para su uso en la presente y que se pueden incluir en una composicién microbiolégica de
acuerdo con la presente invencion para prevenir una enfermedad patégena de la planta
que incluye microbios, animales, bacterias, hongos, material genético, planta y productos

naturales de organismos vivos. En estas composiciones, el microorganismo de la presente
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invencion se halla aislado antes de la formulacion con un organismo adicional. Por
ejemplo, los microbios tales como, de modo no taxativo, especies de Ampelomyces,
Aureobasidium, Bacillus, Beauveria, Candida, Chaetomium, Cordyceps, Cryptococcus,
Dabaryomyces, Erwinia, Exophilia, Gliocladium, Mariannaea, Paecilomyces, Paenibacillus,
Pantoea, Pichia, Pseudomonas, Sporobolomyces, Talaromyces y Trichoderma, se pueden
proveer en una composicién, de manera particular se prefieren los microorganismos
antagonistas de la presente invencion, con cepas flngicas del género Muscodor. El uso
de las composiciones microbiolégicas de acuerdo con la presente invencién en
combinacion con los antagonistas microbianos descritos en la patente estadounidense N.°
7,518,040; la patente estadounidense N.° 7,601,346: la patente estadounidense N.°
6,312,940 también se prefiere de manera particular.

Los ejemplos de hongos que se pueden combinar con antagonistas microbianos y
composiciones de la presente invencion en una composicion incluyen, de modo no
taxativo, especies Muscodor, Aschersonia aleyrodis, Beauveria bassiana ("'muscarina
blanca"), Beauveria brongniartii, Chladosporium herbarum, Cordyceps clavulata,
Cordyceps entomorrhiza, Cordyceps facis, Cordyceps gracilis, Cordyceps melolanthae,
Cordyceps militaris, Cordyceps myrmecophila, Cordyceps ravenelii, Cordyceps sinensis,
Cordyceps sphecocephala, Cordyceps subsessilis, Cordyceps unilateralis, Cordyceps
variabilis, Cordyceps washingtonensis, Culicinomyces clavosporus, Entomophaga grylli,
Entomophaga maimaiga, Entomophaga muscae, Entomophaga praxibulli, Entomophthora
plutellae, Fusarium lateritium, Hirsutella citriformis, Hirsutella thompsoni, Metarhizium
anisopliae  ("muscarina  verde"),  Metarhizium flctviride, ~ Muscodor albus,
Neozygitesfloridana, =~ Nomuraea rileyi, Paecilomyces  farinosus,  Paecilomyces
fumosoroseus, Pandora neoaphidis, Tolypocladium cylindrosporum, Verticillium lecanii,
Zoophthora radicans 'y especies micorriza tales como Laccaria bicolor. Otras especies

micopesticidas seran evidentes para los expertos en la técnica.

La presente invencién también proporciona métodos para el tratamiento de una planta
mediante la aplicacion de cualquiera de una variedad de formulaciones habituales en una
cantidad eficaz ya sea al suelo (es decir, en el surco), a una parte de la planta (es decir,
mojar) o a la semilla antes de plantarla (es decir, recubrimiento de la semilla o abono). Las
formulaciones habituales incluyen soluciones, concentrado emulsionable, polvos
humedecibles, concentrado de suspensién, polvos solubles, granulos, concentrado de

suspension-emulsion, materiales naturales y sintéticos impregnados con el compuesto
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activo, y cépsulas de liberacién controlada muy finas en sustancias poliméricas. En
determinadas modalidades de la presente invencion, las composiciones de control
biolégico son formuladas en polvos que estan disponibles ya sea en una formulacion lista
para su uso o son mezcladas entre si al momento del uso. En cualquiera de estas
modalidades, el polvo se puede mezclar con el suelo antes o en el momento de la
plantacion. En una modalidad alternativa, uno o ambos de ya sea el agente de control
biologico o el agente de control de insectos es una formulacién liquida que se mezcla al
momento del tratamiento. Un experto en la técnica entiende que una cantidad eficaz de
las composiciones de la invencion depende de la formulacion final de la composicion asi

como del tamafio de la planta o el tamario de la semilla a ser tratada.

Dependiendo de la formulacion final y el método de aplicacion, uno o mas aditivos
adecuados también pueden introducirse a las composiciones de la presente invencion.
Pueden agregarse adhesivos, tal como carboximetilcelulosa y polimeros naturales y
sintéticos en la forma de polvos, granulos o latex, tal como goma arabiga, quitina, alcohol
polivinilico y acetato de polivinilo, asi como fosfolipidos naturales, tal como cefalinas y

lecitinas, y fosfolipidos sintéticos, a las composiciones de la presente.

En una modalidad preferida, las composiciones microbiologicas estan formuladas en una
solucion, emulsion o suspension individual y estable. Para las soluciones, los compuestos
quimicos activos (es decir, los agentes de control de plagas) se disuelven tipicamente en
solventes antes de que se agregue el agente de control biologico. Los solventes liquidos
adecuados incluyen aromaticos a base de petréleo, tal como xileno, tolueno o
alquilnaftalenos, hidrocarburos alifaticos, tal como ciclohexano o parafinas, por ejemplo
fracciones de petréleo, aceites minerales y vegetales, alcoholes, tal como butanol o glicol
asi como sus éteres y ésteres, cetonas, tal como metil etil cetona, metil isobutil cetona o
ciclohexanona, solvente altamente polares, tal como dimetilformamida y dimetil sulfoxido.
Para emulsiones y suspensiones, el medio liquido es agua. En una modalidad, el agente
de control quimico y el agente de control biolégico se suspenden en liquidos separados y
se mezclan al momento de la aplicacién. En una modalidad preferida de suspension, el
agente de control de insectos y el biolégico se combinan en una formulacion lista para
utilizar, que presenta una vida util de al menos dos afios. En el uso, el liquido puede
pulverizarse o puede aplicarse foliarmente como por pulverizacion o en el surco al
momento de plantar el cultivo. La composicion liquida puede introducirse en el suelo antes

de la germinacion de la semilla o directamente en el suelo en contacto con las raices
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mediante la utilizacion de una variedad de técnicas conocidas en la técnica, incluyendo,
de modo no taxativo, irrigacion por goteo, rociadores, inyeccion en el suelo o mediante el

empapado del suelo.

Opcionalmente, se pueden agregar estabilizadores y amortiguadores, incluyendo sales de
metales alcalinos y alcalinotérreos y &cidos organicos, tal como acido citrico y acido
ascorbico, acidos inorganicos, tal como &cido clorhidrico o acido sulfurico. También
pueden agregarse biocidas y pueden incluirse formaldehidos o agentes de liberacion de

formaldehido, y derivados de acido benzoico, tal como &cido p-hidrobenzoico.

Formulacién de recubrimiento de semillas

En algunas modalidades preferidas en particular, las composiciones de biocontrol de la
presente invencion se formulan como un tratamiento de semillas. El tratamiento de
semillas comprende preferentemente al menos un agente de control de insectos y al
menos un agente de control bioldgico. Se contempla que las semillas puedan cubrirse
sustancialmente de rnanera uniforme con una o mas capas de las composiciones de
biocontrol divulgadas en la presente usando métodos convencionales de mezcla,
pulverizaciéon o una combinacion de estos a través del uso de equipamiento de aplicacion
de tratamiento que se disefia y fabrica especificamente para aplicar de manera precisa,
segura y eficiente los productos de tratamiento de semillas a las semillas. Dicho
equipamiento utiliza varios tipos de tecnologia de recubrimiento tal como recubridores
rotatorios, recubridores de tambor, técnicas de lecho fluidizado, de lechos con salida a
chorro, rociadores rotatorios o una combinacién de estos. Los tratamientos para semillas
liquidos tal como los de la presente invencion pueden aplicarse por medio ya sea de un
disco rotatorio "atomizador" o una boquilla pulverizadora que distribuye de forma pareja el
tratamiento de semilla en las semilias mientras se mueve a lo largo de un patron de
pulverizacion. Preferentemente, la semilla luego se mezcla o se precipita durante un
periodo de tiempo adicional para lograr la distribucion adicional del tratamiento y el
secado. Las semillas pueden estar imprimadas o no antes del recubrimiento con las
composiciones de la invencion para aumentar la uniformidad de germinacion 'y
surgimiento. En una modalidad alternativa, una formulacion de polvo seco puede colocar
de forma medida en las semillas en movimiento y se deja mezclar hasta que se distribuye
por completo.
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Otro aspecto de la invencion proporciona semillas tratadas con las composiciones
microbioldgicas de la‘presente. Una modalidad proporciona semillas que tienen al menos
parte del area de superficie recubierta con una composicion microbiologica de acuerdo
con la presente invencién. En una modalidad especifica, las semillas tratadas con
microorganismos tienen una concentracion de esporas o una concentracion de células
microbianas de alrededor de 10° a alrededor de 10° por semilla. Las semillas también
pueden tener mas esporas o células microbianas por semilla, tal como, por ejemplo 10'°,
10" 0 10" esporas por semilla. Las esporas microbianas y/o las células pueden recubrir
libremente las semillas o, preferentemente, pueden formularse en una composicion liquida
0 sélida antes de recubrir las semillas. Por ejemplo, una composicién soélida que
comprende los micrqorganismos puede prepararse por mezclado de un portador sélido
con una suspension fjie 'as esporas hasta que los portadores solidos estan impregnados
con la suspensién d‘é esporas o celulas. Esta mezcla puede entonces secarse para

obtener las particulas deseadas.

En algunas otras modalidades, se contempla que las composiciones de biocontrol sélidas
o liquidas de la presente invencién contengan adicionalmente agentes funcionales
capaces de proteger las semillas de los efectos dafinos de herbicidas seleccionados, tal
como carbono activado, nutrientes (fertilizantes) y otros agentes capaces de mejorar la

germinacion y la calidad de los productos o una combinacién de estos.

Los métodos y composiciones de recubrimiento de semillas que son conocidos en la
técnica pueden ser particularmente (tiles cuando se modifican mediante la adicién de una
0 mas de las modalidades de la presente invencion. Dichos métodos y aparatos de
recubrimiento para su aplicacion se describen en, por ejemplo, las patentes
estadounidenses n.°.5918,413; 5,554,445; 5,389,399; 4,759,945; y 4,465,017. Varias
composiciones de recubrimiento de semillas se describen, por ejemplo, en las solicitudes
de patente estadounidense n.° US20110033432, US20100154299, las patentes
estadounidenses n.° 5,939,356; 5,876,739, 5,849,320; 5,791,084, 5,661,103; 5,580,544,
5,328,942; 4,735,015; 4,634,587 4,372,080, 4,339,456; 0 4,245,432, entre otras.

Puede agregarse ung, variedad de aditivos a las formulaciones de tratamiento de semillas
que comprenden las composiciones de la invencion. Pueden agregarse aglutinantes,
incluyendo aquellos compuestos preferentemente de un polimero adhesivo que puede ser

natural o sintético sin efectos fitotoxicos en la semilla que va a ser recubierta. El
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aglutinante puede seleccionarse de acetatos de polivinilo; copolimeros de acetato de
polivinilo; copolimeros de acetato de etilenvinilo (EVA); alcoholes polivinilicos;
copolimeros de alcohol- polivinilico; celulosas, incluyendo etilcelulosas, metilcelulosas,
hidroximetilcelulosas, - hidroxipropilcelulosas y carboximetilcelulosa; polivinilpirrolidonas;
polisacaridos, incluyendo almidén, almidén modificado, dextrinas, maltodextrinas, alginato
y quitosanos; grasas; aceites; proteinas, incluyendo gelatina y zeinas; goma arabiga;
goma laca; cloruro de vinilideno y copolimeros de cloruro de vinilideno; lignosulfonatos de
calcio; copolimeros de acrilico; polivinilacrilatos; 6xido de polietileno; polimeros y
copolimeros de acrilamida; acrilato de polihidroxietilo, monémeros de metilacrilamida; y

policloropreno.

Puede emplearse cualquiera de una variedad de colorantes, incluyendo cromoéforos
organicos clasificados como nitroso, nitro, azo, incluyendo monoazo, bisazo y poliazo;
acridina, antraquinona, azina, difenilmetano, indamina, indofenol, metina, oxazina,
ftalocianina, tiazina, tiazol, triarimetano, xanteno. Se pueden agregar otros aditivos,
incluyendo oligonutrientes tal como sales de hierro, manganeso, boro, cobre, cobalto,
molibdeno y cinc. Puede aplicarse un polimero u otro agente de control de polvo para

conservar el tratamiento en la superficie de la semilla.

En algunas modalidades especificas, ademas de células microbianas y las esporas, los
recubrimientos pueden comprender adicionalmente una capa de adherente. El adherente
deberia ser no toxico, biodegradable y adhesivo. Los ejemplos de dichos materiales
incluyen, de modo no taxativo, acetatos de polivinilo; copolimeros de acetatos de
polivinilo; alcoholes polivinilicos; copolimeros de alcoholes polivinilicos: celulosas, tal
como metilcelulosas, hidroximetil celulosas e hidroximetil propil celulosas; dextrinas;
alginatos; azlcares; melaza; polivinil pirrolidonas; polisacaridos; proteinas; grasas;
aceites; goma arabiga; gelatinas; jarabes; y almidones. Pueden encontrarse ejemplos en,
por ejemplo, la patente estadounidense n.° 7,213,367 y en la solicitud de patente
estadounidense n.° U520100189693.

También pueden incluirse diversos aditivos, tal como adherentes, dispersantes,
tensioactivos y nutrientes, e ingredientes amortiguadores, en la formulacion de tratamiento
de semillas. Otros aditivos de tratamiento de semillas convencionales incluyen, de modo
no taxativo, agentes de recubrimiento, agentes humectantes, agentes amortiguadores y

polisacaridos. Puede agregarse al menos un excipiente agricolamente aceptable a la
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formulacion de tratamiento de semillas tal como agua, solidos o polvos secos. Los polvos
secos pueden derivar de una variedad de materiales, tal como carbonato de calcio, yeso,

vermiculita, talco, humus, carbon activado y varios compuestos de fésforo.

En algunas modalidades, la composicion de recubrimiento de semillas puede comprender
al menos un relleno que es un compuesto natural o sintético, organico o inorganico, con el
cual se combinan los componentes activos para facilitar su aplicacion sobre la semilla.
Preferentemente, el relleno es un solido inerte tal como arcilla, silicatos naturales o
sintéticos, silice, resinas, ceras, fertilizantes solidos (por ejemplo, sales de amonio),
minerales del suelo naturales, tal como caolinas, arcillas, talco, cal, cuarzo, atapulgita,
montmorillonita, bentonita o tierras diatomaceas, o minerales sintéticos, tal como silice,

alimina o silicatos, er: particular silicatos de aluminio o magnesio.

La formulacién de tratamiento de semillas puede incluir adicionalmente uno o mas de los
siguientes ingredientes: otros pesticidas, incluyendo compuestos que actdian Gnicamente
debajo del suelo; fungicidas, tal como captan, tiram, metalaxilo, fludioxonilo, oxadixilo e
isbmeros de cada uno de estos materiales, y similares; herbicidas, incluyendo compuestos
seleccionados de - glifosato, carbamatos, tiocarbamatos, acetamidas, triazinas,
dinitroanilinas, éteres de glicerol, piridazinonas, uracilos, fenoxis, ureas y Aacidos
benzoicos; protectores herbicidas tal como benzoxazina, derivados de benzhidrilo, N,N-
dialil dicloroacetamida, varios compuestos de dihaloacilo, oxazolidinilo y tiazolidinilo,
etanona, compuestos de anhidrido naftalico, y derivados de oxima; fertilizantes: y agentes
de biocontrol tales como bacterias de origen natural o recombinantes y hongos de los
generos Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Trichoderma, Glomus, Gliocladium
y hongos micorrizales. Estos ingredientes pueden agregarse como una capa separada en
la semilla o, alternativamente, pueden agregarse como parte de la composicion de

recubrimiento de semillas de la invencion.

Preferentemente, la cantidad de composicion novedosa o de otros ingredientes usados en
el tratamiento de semillas no deberia inhibir la germinacion de la semilla, o causar dafo

fitotoxico a la semilla.

Las semillas tratadas con microorganismos pueden también recubrirse adicionalmente
con una pelicula de segundo recubrimiento para proteger el recubrimiento. Dichos

segundos recubrimientos son conocidos en la técnica y pueden aplicarse usando técnicas
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de recubrimiento de pelicula de tambor y lecho fluidizado.

En principio, cualquier semilla de planta capaz de germinar para formar una planta que es
susceptible al ataque de nematodos y/o hongos patogénicos puede ser tratada de
acuerdo con la inver.cién. Las semillas adecuadas incluyen aquellas de cereales, café,
cultivos de coles, cultivos de fibras, flores, frutas, legumbres, cultivos de aceite, arboles,
cultivos de tubérculos, verduras, asi como otras plantas de las especies
monocotiledoneas y dicotiledoneas. Preferentemente se recubren semillas de cultivo, que
incluyen, de modo ro taxativo, semillas de poroto, zanahoria, maiz, algodon, pastos,
lechuga, mani, morrén, papa, colza, arroz, centeno, sorgo, soja, remolacha azucarera,
girasol, tabaco y tomate. Mas preferentemente, se recubren semillas de cebada o trigo
(especialmente trigo de primavera o trigo de invierno) con las composiciones de la

presente invencion.

También se proporciona, en otro aspecto de la presente invencion, una planta graminea
novedosa creada mediante la introduccion artificial de un endéfito microbiano de la
invencion en una planta graminea que esta libre de microorganismos endofiticos. En
algunas modalidades de este aspecto, el endofito microbiano que se introduce en la
planta graminea puece ser un antagonista endofitico que tiene actividad supresora contra
la fusariosis o contra un agente que causa la fusariosis. Ademas, el antagonista endofitico
introducido en la planta graminea puede ser la cepa fingica SGI-010-H11. Se conocen en
la técnica una variedad de métodos que se descubri6 previamente que eran eficaces para
la introduccién de un endéfito microbiano en una especie de pasto cereal. Ejemplos de
dichos meétodos incluyen los descritos en la solicitud de patente estadounidense n.°
20030195117A1, solicitud de patente estadounidense n.° 20010032343A1 y la patente
estadounidense n.° 7,084,331, entre otras. Sera evidente para los expertos en la técnica
que muchos de los métodos antemencionados pueden ser Utiles para producir una planta

graminea novedosa de la invencion.

Después de la infeccion artificial, se prefiere que el ADN del antagonista endofitico aislado
esté amplificado mediante PCR y el antagonista esté confirmado al llevar a cabo una
busqueda de homologia para el ADN amplificado. Preferentemente se prefiere que el gen
extrafio que expresa un medio identificable se introduzca en el antagonista endofitico
antemencionado, y la presencia de colonizacién del antagonista endofitico

antemencionado que infecta la planta se confirma mediante el medio identificable
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antemencionado, usando el gen extrafio.

Preparacién de las composiciones de biocontrol de acuerdo con la presente invencion

Los cultivos de antagonistas microbianos pueden prepararse para su uso en las
composiciones de biocontrol de la invencién usando técnicas de secado estatico y
fermentacion liquida estandar conocidas en la técnica. El crecimiento se lleva

comunmente a cabo en un biorreactor.

Un biorreactor se refiere a cualquier dispositivo o sistema que sustenta un entorno
biologicamente activo. Como se describe en la presente, un biorreactor es un recipiente
en el cual se cultivan microorganismos, incluidos los antagonistas microbianos de la
presente invencion. Un biorreactor puede ser de cualquier forma o tamafio adecuados
para el cultivo de microorganismos. Un biorreactor puede tener un tamario en el rango de
10 mL hasta litros hasta metros cubicos y puede estar hecho de acero inoxidable o
cualquier otro material adecuado como se conoce y utiliza en al técnica. El biorreactor
puede ser un reactor de tipo por lotes, uno del tipo de alimentacion por lotes o un
biorreactor de tipo continuo (por ejemplo, un biorreactor de agitacion continua). Por
ejemplo, un biorreactor puede ser un quimiostato conocido y usado en la técnica de la
microbiologia para éultivar y recoger bacterias. Puede obtenerse un biorreactor de
cualquier proveedor comercial (ver también Bioreactor System Design, Asenjo y Merchuk,
CRC Press, 1995). '

Para operaciones a baja escala se puede utilizar un biorreactor por lotes, por ejemplo,
para evaluar y desarrollar nuevos procesos, y para los procesos que no pueden

convertirse en operaciones continuas.

Los microorganismos cultivados en un biorreactor pueden suspenderse o inmovilizarse. El
cultivo en el biorreactor es generalmente bajo condiciones aerdbicas a temperaturas y pH
adecuados para el crecimiento. Para los organismos de la invencion, el cultivo celular se
puede llevar a cabo a una temperatura entre 5 y 37 °C, con la temperatura preferida en el
intervalo de 15 a 30 °C, 15 a 28 °C, 20 a 30 °C, 0 15 a 25 °C. El pH del medio nutriente
puede variar entre 4,0 y 9,0, pero el intervalo operativo preferido es usualmente de
ligeramente acido has-ta neutro, con pH 4,0a7,0,04,5a6,5, 0 pH 5,0 a 6,0. Tipicamente,

el rendimiento maximo de células se obtiene a las 20-72 horas después de la inoculacion.
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Las condiciones optimas para el cultivo de antagonistas de esta invencién dependeran,
por supuesto, de la cepa particular. Sin embargo, en virtud de las condiciones aplicadas
en el proceso de seleccion y requisitos generales de la mayoria de los microorganismos,
un experto en la técnica sera capaz de determinar nutrientes y condiciones esenciales.
Los antagonistas microbianos se cultivarian tipicamente en cultivos liquidos aerobicos en
medios que contienejlfuentes de carbono, nitrégeno o sales inorganicas que pueden ser
asimiladas por el orQanismo y sustentar el crecimiento celular eficaz. Las fuentes de
carbono preferidas son hexosas, tal como glucosa, pero pueden sustituirse con otras
fuentes que son asimiladas facilmente, tal como los aminoacidos. Pueden utilizarse
muchos materiales inorganicos y proteinaceos como fuentes de nitrégeno en los procesos
de cultivo. Las fuentes de nitrégeno preferidaé son los aminoacidos y la urea, pero otros
incluyen amoniaco gaseoso, sales inorganicas de nitrato y amonio, vitaminas, purinas,
pirimidinas, extracto de levadura, extracto de ternera, proteosa peptona, harina de soja,
hidrolizado de caseina, solubles de destilados y similares. Entre los minerales inorganicos
que pueden incorporarse en el medio nutriente estan las sales comunes que son capaces
de producir calcio, cinc, hierro, manganeso, magnesio, cobre, cobalto, potasio, sodio,
molibdato, fosfato, sUIfato, cloruro, borato y iones similares. Sin limitarse a este, se
prefiere el uso de medio liquido de dextrosa y papa para los antagonistas fungicos y
premezcla de caldo R2A para cepas bacterianas.

A lo largo de esta descripcion, se mencionan y se incorporan varias fuentes de
informacién mediante esta referencia. Estas fuentes de informacion incluyen, por ejemplo,
articulos de diarios cientificos, documentos de patentes, libros de texto y direcciones de
paginas web inactivas en el navegador. La referencia a dichas fuentes de informacion es
meramente a fines de proporcionar una indicacion del estado general de la técnica al
momento de realizar;»l la presentacion. Mientras que el contenido y lo descrito por cada
fuente de informacion puede servir como apoyo y puede ser usado por un experto en la
técnica para llevar a cabo las modalidades de la presente invencién, cualquier discusion y
comentario en una fuente de informacién especifica no debe considerarse de ningun
modo como una admision de que dicho comentario era ampliamente aceptado como una
opinién general en ese ambito.

La discusion de los métodos generales proporcionada en la presente se pretende que
tenga unicamente fines ilustrativos. Otros métodos y modalidades alternativas seran

evidentes para los expertos en la técnica al examinar esta descripcion, y deben incluirse
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dentro del espiritu y el &mbito de esta solicitud
Debe tambien entenderse que los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no

para limitar la invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Descubrimiento de los microorganismos antagonistas capaces de suprimir el

desarrollo de Fusarium graminaerum y Gibberella zeae, agentes causantes de la

fusariosis.

Este ejemplo describpe un proceso de alto rendimiento para recoger y seleccionar
microorganismos candidatos que ha sido desarrollado internamente en Synthetic
Genomics, Inc., para aislar cepas de microorganismos que tengan actividad supresora
contra agentes causantes de fusariosis, particularmente contra Fusarium graminearum.
Las cepas antagonistas microbianas se aislaron de muestras de tejido vegetal recogidas
en varias ubicaciones a lo largo de los Estados Unidos. Las cepas bacterianas SGI-014-
C06, SGI-014-G01, 3GI-015-F03 y SGI-015-H06 se aislaron de tejidos de raices de
plantas recogidas en Eagle Peak Preserve, cerca de Julian, CA. La cepa fungica SGI-010-
H11 y la cepa bacteriana SGI-005-G08 se aislaron de tejidos del tallo de dos muestras

diferentes de planta recogidas en San Elijo Lagoon, Encinitas, CA.

Se aislaron los microorganismos de la forma que se detalla a continuacién. Para el
aislamiento de cepas bacterianas, se sonicaron tejidos de la raiz de la planta y se
sometieron a diluciones en serie de 2xYT (extracto de levadura y triptona) y placas de
medio de agar libre de N. Luego se seleccionaron las colonias individuales basandose en
caracteristicas morfolégicas, y se cultivaron individualmente en medio de caldo liquido.
Para el aislamiento flngico, primero se esterilizé la superficie del tejido vegetal mediante
la sumersion en etanol al 70 % y pasandolo brevemente sobre una llama. El tejido se
luego se disecciono y se coloco en medio de agar de dextrosa y papa (PDA), seguido de
incubacion a temperatura ambiente. Cuando se observé crecimiento micelial, entonces se
transfirio un segmento del crecimiento micelial a otra placa de PDA. Las cepas de
microorganismos se aislaron, se purificaron y se preservaron a -80 °C en glicerol al 15 %

para las cepas bacterias y en semillas de cebada secas para las cepas fungicas.

Las cepas de microorganismos aislados como se describié anteriormente se analizaron
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luego para verificar su capacidad de suprimir el crecimiento micelial de F, graminearum en
una prueba de antagonismo in vitro, la cual se llevd a cabo en placas de agar que
contenian medio de cultivo de agar de dextrosa y papa (PDA), de acuerdo con un placa
de seleccion de alto rendimiento descrito en la solicitud de patente estadounidense n.°
US20120107915A1, que se incorpora a la presente en su totalidad mediante esta
referencia, con modificaciones minimas. A grandes rasgos, se cultivaron cepas aisladas
de microorganismos en agar caldo de soja triptica (TSBA/5) durante 24 horas antes de su
uso. El inéculo conidial ae F. graminearum NRRL-5883 se produjo mediante la exposicion
de la hifa a una colonia en crecimiento activo del hongo y trasferir los hilos de hifa al
medio de agar PDA. Después de incubar las placas durante 7 dias a 25 °C usando un
fotoperiodo de 12 h/dia, se lavaron las placas de PDA de los conidios usando
amortiguador fosfato débil (amortiguador fosfato al 0,004 %, pH 7,2, con MgCl, al 0,019
%. Luego se esparcid una suspension de conidios de F. graminearum en amortiguador
fosfato débil (1 x 10° conidios/ml) sobre la superficie de agar, y se incubaron las placas a
25°C durante 48-72 horas. Para iniciar la prueba de antagonismo, células de cepas
microbianas aisladas se inocularon puntualmente a distancias iguales dentro del perimetro
de la placa. Luego d= cinco dias, las cepas se evaluaron como positivas a la antibiosis
cuando existia un area clara visible que carecia de crecimiento micelial alrededor del

perimetro de las colenias microbianas.

Se aislaron y evaluaron méas de 4.000 cepas microbianas mediante el procedimiento
descrito anteriormente. De estas, se descubrié que seis cepas suprimian
significativamente el crecimiento micelial de F. graminearum NRRL-5883 en medio PDA.
Estos antagonistas microbianos nuevos se identifican como SGI-005-G08, SGI-010-H11,
SGI-014-C06, SGI-014-G01, SGI-015-F03 y SGI-015-HO6.

También se llevé a cabo una prueba de antagonismo para los antagonistas microbianos
nuevos, para verificar su capacidad de suprimir el crecimiento del patégeno flungico
Gibberella zeae, que es la especie teleomorfa de Fusarium graminearum. Todos los
procedimientos fueron idénticos a los descritos anteriormente, excepto que la cepa
patogénica evaluada en este ensayo fue una cepa patogénica del hongo Gibberella zeae.
De estos seis antagonistas microbianos, se descubri6 que cuatro cepas, SGI-010-H11,
SGI-014-C06, SGI-015-F03, y SGI-015-H06, suprimian significativamente el crecimiento
micelial de Gibberella zeae.
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EJEMPLO 2: Extraccion de ADN. Secuenciacién y taxonomia

Lisis celular fungica y adquisicion de la informacion de secuencia de ADNr de ITS-5.8S

La biomasa fungica se transfirié a una microplaca de PCR de 96 pocillos que contenia 50
HL de 2 x amortiguador de lisis (Tris HCI 100 mM, pH 8,0, EDTA 2 mM, pH 8,0, SDS 1 %,
400 pg/ml de Proteinasa K). Las condiciones de lisis fueron las siguientes: 55 °C durante
60 minutos, 94 °C durante 4 minutos. Se utilizd una alicuota de producto de lisis como la
fuente de la plantilla de ADN para la amplificacion por PCR. La secuencia de ADNr de
ITS-5.8S se amplifico mediante PCR usando dos cebadores M13-ITS1 (SEQ ID NO: 15)y
ITS4 M13 con cola (SEQ ID NO: 16).

Para la amplificacién de la regién de ADNr de ITS-5.8S, cada mezcla de PCR se prepard
en una reaccion de volumen final de 20 pL que contenia 4 pL de la reaccion de lisis
fungica, 0,2 uM de cada cebador (ITS1/ITS4), Tween-20 al 6 % y 10 uL de 2x ImmoMix
(Bioline USA Inc, Taunton, MA). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 94 °C
durante 10 minutos; 94 °C durante 30 segundos, 52 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 75 segundos, durante 30 ciclos; 72 °C durante 10 minutos. Una alicuota de 2 pl
del producto de PCR se agregd a gel agarosa al 1,0 % para confirmar una Gnica banda
del tamafio esperado. Las bandas positivas se enviaron para realizarles el método de
secuenciacion de Sanger en sentido directo e inverso usando cebadores M13. La
secuencia de la region intergénica de 5.8S (ITS) de la cepa fungica SGI-010-H11 se
proporciona den el listado de secuencias como SEQ ID NO: 11. La busqueda de
homologia para la secuencia de nucledtidos determinada de la region intergénica 5.8S
(ITS) se llevé a cabo usando la base de datos DDBJ/GenBank/EMBL. Luego, la relacion
filogénica de la secuencia de nuclettidos de la region intergénica de 5.8S (ITS) se analizé
entre el antagonista fungico aislado SGI-010-H11 descrito en la presente,
microorganismos del género y especie que muestran homologias de secuencia altas con
respecto al antagonista fingico aislado SGI-010-H11, y otra variedades amplias de
géneros y especies de microorganismos, usando el programa para crear arboles
filogénicos ClustalW. La cepa fungica SGI-010-H11 se considera que esta relacionada con
la familia de Mycosphaerellaceae basandose en ei ~97 % de similitud de sus secuencias
de ADNr ITS-5.8S cun aquellas de Mycosphaerellapunctiformis (GenBank EU343182) y
Ramulariapratensis (GenBank EU019284), cuyas secuencias de ITS 5.8S muestran un

relacionamiento claro con Mycosphaerellaceae.
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Lisis celular bacteriana y adquisicion de informacion de secuencia de ARNr de 16S

Se transfirié una alicuota de 20 uL a una placa de PCR de 96 pocillos que contenia 20 pL
de 2 x amortiguador de lisis (Tris HCl 100 mM, pH 8,0, EDTA 2 mM, pH 8,0, SDS 1 %, 400
Hg/ml de Proteinasa K). Las condiciones de lisis fueron las siguientes: 55 °C durante 30
minutos, 94 °C durante 4 minutos. Se utilizd una alicuota de producto de lisis como la
fuente de la plantilla de ADN para la amplificacién por PCR. La secuencia de ARNr de 16S
se amplifico mediante PCR usando M13-27F (SEQ ID NO: 17) y cebadores 1492R M13
con cola (SEQ ID NO: 18).

Para la amplificacion de la region de ARNr de 16S, cada mezcla de PCR se preparo en
una reaccion de volumen final de 20-uL que contenia 4 uL de la reaccidén de lisis
bacteriana, 2 uM de cada cebador (27F/1492R), Tween-20 al 6 % y 10 pl de 2x ImmoMix
(Bioline USA Inc, Ta'unton, MA). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 94 °C
durante 10 minutos; 94 °C durante 30 segundos, 52 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 75 segundos, durante 30 ciclos; 72 °C durante 10 minutos. Una alicuota de 2- pL
del producto de PCR se agregé a gel agarosa al 1,0 % para confirmar una Unica banda
del tamafo esperado. Las bandas positivas se enviaron para realizarles el método de
secuenciacion de Sanger en sentido directo e inverso usando cebadores M13. La
secuencias de ARNr de 16S de las cepas bacterianas SGI-014-C06, SGI-005-G08, SGI-
014-G01, SGI-015-FC3 y SGI-015-HO06 tienen una longitud de 1,4 Kb y se proporcionan en
el listado de secuencias como las SEQ ID NO: 1, 10, 12, 13 y 14, respectivamente. La
busqueda de homologia para la secuencia de nucleétidos determinada se llevé a cabo
usando la base de datos DDBJ/GenBank/EMBL. Luego, la relacion filogénica de la
secuencia de nucleétidos de los 16 genes de ARNr se analizé entre el antagonista
bacteriano aislado descrito en la presente, bacterias del género y especie que muestran
homologias de secuencia altas con respecto al antagonista bacteriano aislado, y otra
variedades amplias de géneros y especies de microorganismos, usando el programa para
crear arboles filogénicos ClustalW. La identidad y similitud de secuencia se determino
usando el software GenomeQuestTM (Gene-IT, Worcester Mass. EUA). El resultado del
analisis de secuencia revel6 que el aislado bacteriano SGI-014-G01 puede considerarse
como relacionado con el género de Variovorax basandose en la similitud de ~99% de su
secuencia de ARNr 16S con respecto a varias especias de Variovorax, incluyendo
Variovorax sp. R-21938 (GenBank AJ786799) y Variovorax paradoxus (GenBank GU

186109), cuyas secuencias de ARNr de 16S muestran una relacién clara con Variovorax
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sp. Ademas, el resul{ado del analisis de secuencia también revel6 que los dos aislados
bacterianos SGI-015-F03 y SGI-015-HO06 pueden considerarse como relacionados con la
familia de Bacillaceae, basandose en la similitud de >99 % de sus secuencias de 16S

respectivas con aquellas de varios Bacillus spp.

El resultado del analisis de secuencia reveld que los dos aislados bacterianos SGI-014-
C06 y SGI-055-G08 bueden considerarse relacionados a la familia de Microbacteriaceae
basandose en la similitud de >99 % de sus secuencias de 16S respectivas con aquellas
de varias Microbacterium spp. Cabe destacar que la secuencia de 1430-nt del gen de
ARNr de 16S de SGI-014-C06 (SEQ ID NO: 1) es idéntica a la del gen de ARNr de 16S de
una cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 y de varias otras cepas de
Microbacterium sp. (por ejemplo, las secuencias GenBank Y17227.1, FJ200406,
EU086800 y EU714335) a través de toda la longitud de 1430-nt.

En particular, entre las miles de cepas microbianas que fueron aisladas y evaluadas para
verificar su capacidad de suprimir el desarrollo de Fusarium en ensayos de antagonismo
descritos en el Ejemplo 1, un total de ochenta y ocho cepas fueron identificadas
subsiguientemente como de la especie Microbacterium, basandose en la similitud de
secuencia de sus secuencias 16S con aquellas de Microbacterium spp. conocidas. Sin
embargo, los solicitantes han descubierto que SGI-014-C06 y SGI-055-G08 fueron las
Unicas dos cepas de' Microbacterium que poseian actividad supresora contra Fusarium
graminearum. A la fecha, como se discutié anteriormente, se ha informado que varios
microbios de origen' natural presentan actividad antagonista contra la fusariosis. Sin
embargo, no figuran registros anteriores a la presente invencion que describan un
microorganismo del. género  Mycobacterium con dicha actividad antagonista.
Adicionalmente, previo a la presente invencion, los presentes inventores no eran
conscientes de la exis_iencia de un método o proceso que utilizara una cepa bacteriana del
género Mycobacterium como agente de biocontrol en la prevencién, la inhibicion o el

tratamiento del desarrollo de un patdégeno causante de la fusariosis.

EJEMPLO 3: Analisis de secuencia de genes constitutivos de SGI-014-C06 aislado

Ha sido informado recientemente acerca de un estudio filogénico de varios genes
constitutivos de 27 especies de género Microbacterium, por Richert et . (Syst. Appl.

Microbiol. 30:102-108, 2007). El estudio concluyé que aunque los méritos del analisis de
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secuencia de ARNr de 16S para la taxonomia sistematica son insuperables, el mero
énfasis en un Unico parametro taxonémico no deberia guiar conclusiones taxonémicas.
Como se describié anteriormente, la secuencia de nucleétidos del gen de ARNr de 16S de
SGI-014-C06 (SEQ ID NO: 1) es idéntica a la del gen ARNr de 16S de varuas cepas de
Microbacterium sp., ircluyendo la secuencia de nucleétidos de un gen de ARNr de 16S de
una cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 que fue incluida en un estudio de
Richert et 4l. (2007) (GenBank registro Y17227.1). Los solicitantes proceden a llevar a
cabo un analisis filogénico de cuatro genes constitutivos de SGI-014-C06 aislado, que son
la subunidad B de ADN girasa (gyrB), subunidad B de ARN polimerasa (rpoB),
recombinasa A (recA) y cinaca polifosfato (ppk). Para este propdsito, se secuencié con el
método de escopeta ‘,eI‘SGI-O14-COG aislado, ensamblado y anotado mediante el uso de
los procedimientos descritos en la solicitud de patente PCT n.° W02010115156A2. El ADN
genomico se preparé a partir de un cultivo nuevo de SGI-014-C06. El sedimento celular se
usé para la extraccion de ADN de alto peso molecular usando el kit UltraClean® Mega
Soil DNA Isolation (r.° de catalogo 12900-10) de MO BIO Laboratories, Inc., usando el
protocolo recomendado por el fabricante. EI ADN genémico de SGI-014-C06 luego se
preparé para pirosecuenciacion 454 por el método de escopeta. Se us6 ADN genoémico
(7,5 pg) para la construccion de bibliotecas de acuerdo con el protocolo recomendado
(454 Life Sciences) para lecturas largas simples. Las secuencias se generaron mediante

dos corridas de secuenciacion en serie de GS FLX Titanium.

Las secuencias de cuatro genes constitutivos gyrB, rpoB, recA, y ppk of del SGI-014-C06
aislado se proporcionan en el listado de secuencias. La busqueda de homologia para la
secuencia de nucleotidos determinada se llevé a cabo usando la base de datos
DDBJ/GenBank/EMBI.. La identidad y similitud de secuencia se determiné usando el
software GenomeQuest™ (Gene-IT, Worcester Mass. EUA). Como se discute en detalle
mas adelante, el resultado del andlisis de secuencia de los genes constitutivos reveld que
el SGI-014-C06 aislado descrito en la presente divulgacior es una cepa bacteriana

novedosa y puede considerarse relacionada con la familia de Microbacteriaceae.

La secuencia de polirucieotidos del gen gyrB de SGI-014-C06 tiene la mayor identidad de
secuencia con un gen gyrB de Microbacterium testaceum con el ndmero de registro
GenBank AP012052 (82,69 % en una alineacién de 936/2172 nucleétidos). Cuando se
compara con el gen gyrB de la cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 (GenBank

AM181493; Richert et 4., 2007), las homologias de secuencia entre los dos genes fue
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~62 % idéntica a nivel de nucleétidos y ~37 % idéntica a nivel de aminoacidos.

La secuencia de polinucleétidos del gen rpoB de SGI-014-C06 tiene la mayor identidad de
secuencia con un gen rpoB de Microbacterium maritypicum con el numero de registro
GeneBank AM181582 (96,98 % en una alineacion de 1093/3504 nucleétidos). Cuando se
compara con el gen ypoB de la cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 (GenBank
AM181583; Richert et 4l., 2007), las homologias de secuencia entre los dos genes fue

~96 % idéntica a nivel de nucleétidos y 99 % idéntica a nivel de aminoécidos.

La secuencia de polinucledtidos del gen recA de SGI-014-C06 tiene la mayor identidad de
secuencia con un gen recA de Microbacterium testaceum con el numero de registro
GeneBank AP012052 (85,45 % en una alineacion de 962/1188 nucleoétidos). Cuando se
compara con el gen recA de la cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 (GenBank
AM181527; Richert et 4l., 2007), las homologias de secuencia entre los dos genes fue

~92 % idéntica a nive! de nucleotidos y 100 % idéntica a nivel de aminoacidos.

La secuencia de polinucleotidos del gen ppk de SGI-014-C06 tiene la mayor identidad de
secuencia con un gen ppk de Microbacterium Iluteolum con el numero de registro
GenBank AM181554 (91,38 % en una alineacién de 1380/2175 nucleotidos). Cuando se
compara con el gen ppk de la cepa de Microbacterium oxydans DSM 20578 (GenBank
AM181556; Richert et 4l., 2007), las homologias de secuencia entre los dos genes fue

~91 % idéntica a nivel de nucleotidos y ~98 % idéntica a nivel de aminoacidos.

EJEMPLO 4: Proteccién de trigo contra la infeccion de Fusarium graminearum usando los

antagonistas microbianos Microbacterium sp. (NRRL B-50470) Mycophaerella sp. (NRRL
50471) y Variovorax sp. (NRRL B-50469)

Las cepas microbiarias que se descubrié que eran positivas para la antibiosis en el
analisis de antagonismo descrito en el Ejemplo 1 se evaluaron adicionalmente a través de
un bioensayo vegetal donde las células de las cepas microbianas se aplicaron
directamente a las semillas de una variedad cultivada de cereales susceptible, seguido de
la inoculacion con esporas del conidio de F. graminearum. Las cepas microbianas se
cultivaron hasta una turbidez suficiente y se diluyeron en agua. Dos gramos de semillas
de trigo de una variedad cultivada de trigo susceptible (Hank; WestBred LLC, Bozeman,

MT) se sembraron er: recipientes de un litro que contenian medio de tierra pasteurizada.
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Luego de la siembra, se transfirieron 20 mL de la dilucion de cultivo microbiano sobre las
semillas sembradas. Las semillas de trigo se dejaron germinar en condiciones de
invernadero en luz fluorescente con un fotoperiodo de 14 horas. Al inicio de la floracion
del trigo, las espigas de trigo se expusieron mediante la aspersion con esporas del conidio
de F. graminearum NRRL 5883. Las esporas del conidio se cosecharon a partir de placas
de FDA de cinco dias vertiendo agua con 0,01 % Tween20 sobre las placas y rociando
esporas en la suspension. Luego de rociar esporas, las plantas de trigo se transfirieron a
una camara de rocio con 100 % de humedad durante tres dias para permitir la infeccion.

Los tratamientos fueron:

s No tratado: sin tratamiento flngico microbiano o quimico + exposicion a Fusarium.
2. No infectado: sin tratamiento flingico microbiano o quimico, sin exposicion a
Fusarium.

3. SGI-010-H11: tratamiento flngico + exposicién a Fusarium.

4, SGI-014-G01: tratamiento bacteriano + exposicion a Fusarium.

5. SGI-014-C06: tratamiento bacteriano + exposicion a Fusarium.

Veinte dias luego de la infeccion, se detuvo el riego y se permitio que las plantas de trigo
se secaran durante ires semanas antes de la cosecha. Se cosecharon y recogieron
espigas de trigo individuales. Se determiné la gravedad de la enfermedad para cada
espiga que muestra sintomas de fusariosis. La gravedad de la enfermedad se calculd
como la cantidad de espiguillas afectadas dividida por la cantidad total de espiguillas por
espiga. Los resultados (TABLA 2) revelaron que las plantas de trigo tratadas con cada uno
de los tres antagonistas microbianos analizados, SGI-014-C06 (NRRL B-50470), SGI-010-
H11 (NRRL 50471) y SGI-014-G01 (NRRL B-50469), tenian una gravedad
considerablemente més baja e incidencia de infeccion de Fusarium graminearum cuando

se comparan con el control "no tratado" que crece en las mismas condiciones (P<0,05).

Las semillas de cada espiga se cosecharon manualmente y se peso la masa de semillas.
Se calculo el promedio del peso de semillas por recipiente en cada uno de los
tratamientos. Como se registra en la TABLA 3, se demostrd que cada uno de los
antagonistas microbianos redujo considerablemente la pérdida de rendimiento causada

por la infeccion de fusariosis.
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TABLA 2. Eficacia de los antagonistas microbianos en la reduccién de la incidencia de

fusariosis en el trigo.

Tratamiento !Porcentaje de | STDEV valor P
gravedad (%)

No infectado 1,30 0,0025 <,0001

No tratado 15,46 0,0364 no indicado

SGI-010-H11 7,42 0,0219 0,0005

SGI-014-GO1 6,59 0,0315 0,0001

SGI-014-C06 Vel 10,0225 0,0004

TABLA 3. Eficacia de los antagonistas microbianos para conservar el rendimiento de la

semilla en plantas de trigo con fusariosis.

Tratamiento Masa de semillas valor P

(9)
No infectado 0,8438 £0,1633 0,0191
No tratado 0,4669 +£0,12009 no indicado
SGI-010-H11 0,6200 #+0,1844 0,7025
SGI-014-G01 0,;7963 + 00,2032 0,5277
SGI-014-C06 0,6744 + 0,0948 0,0551

EJEMPLO 5: Inhibicion del crecimiento de Fusarium graminearum mediante antagonistas

microbianos en plantulas de trigo

Las cepas microbiaras que se descubri6 que poseian actividad supresora contra F.
graminearum en ensayo de placa del antagonismo se analizaron adicionalmente para
determinar su capacidad para reducir la incidencia de fusariosis en el trigo. Las semillas
de una variedad cultivada de trigo susceptible (Hank; WestBred LLC, Bozeman, MT) se
sembraron en recipientes de 1 litro, cada uno de los cuales contenia un medio de tierra
pasteurizada en recipientes de plastico de 20 cm de didmetro. Las suspensiones de
celulas microbianas se prepararon de la siguiente manera. EI 2YT, o un medio de cultivo
similar, los cultivos de caldo se inocularon a partir de soluciones madre de glicerol
aisladas o placas estriadas. En general, los cultivos se iniciaron 48 - 72 horas antes del
uso en la camara de crecimiento, invernadero o campo permitiendo que el cultivo alcance
la fase exponencial tardia. Los aislados que presentan mayores tiempos de duplicacion se

iniciaron de forma anticipada. Los cultivos se incubaron a 30 °C en un agitador giratorio a
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200 rpm. Luego del c‘fecimiento, las células se sedimentaron a 10.000 x g durante 15 min
a 4 °C y se volvieron a suspender en 10 mM de amortiguador de MgSO, (pH 7,0). Las
densidades celulares se normalizaron para cada aislado en CFU/mL (unidades de
formacion de células por mililitro). En general, se prepararon suspensiones de ~10° CFU/
mL para cada aislado y se transportaron al sitio de inoculacion sobre hielo. Las
inoculaciones se realizaron diluyendo estas suspensiones celulares 1/20 en agua de riego
hasta una densidad final de 5 X 107 CFU/mL. Para ensayos en recipientes de 1 litro, 20
mL de esta suspension celular diluida se distribuy6 uniformemente sobre la superficie de
cada recipiente por duplicado. Para ensayos en microensayos, las suspensiones celulares
no se diluyeron y se aplicdé 1 mL de cada suspensiéon de 10° CFU/mL mediante pipeta
directamente sobre la superficie de cada recipiente por duplicado empapando la tierra
sobre las semillas sumergidas. Las semillas y las plantas se mantuvieron en un

invernadero a temperatura ambiente con un fotoperiodo de luz de 14 horas.

El micelio de la cepei Fusarium graminearum NRRL-5883 se cultivdo en placas de PDA
durante 5 dias a luz constante. Se cosecharon hifas y conidios vertiendo unos pocos mL
de agua estéril (0,01 % Tween 20) sobre las placas y raspando la superficie de agar con
una espatula estéril. }_a concentracion de esporas en el inéculo era de aproximadamente

2x 10° esporas/mL, pero no se determiné la concentracién de fragmento de hifa.

La inoculacion con F. graminearum comenzé luego de que emergieron brotes de las
semillas y continu6 noche por medio durante 10 dias. El in6culo de F. graminearum se
aplico con un rociador a alrededor de 30 mL por recipiente. Inmediatamente después de
cada inoculacion, las plantas se nebulizaron con nebulizador superior. Cuando se uso el
fungicida quimico, el fungicida (Banner Maxx, Syngenta) se preparé diluyendo 2 mL de
solucién madre de fungicida en 1 L de agua destilada, y se aplicé con un rociador a

alrededor de 30 mL por recipiente.

Se evalu6 la fusariosis ségun la gravedad de infecciéon de Fusarium, como se determiné
por la cantidad de unidades formadoras de colonias por gramo (CFU/g) de Fusarium de
tejidos vegetales. Se realizaron todos los tratamientos en cuatro bloques con cuatro

recipientes replicados. Los tratamientos fueron:

1. No tratado: sin ‘ratamiento con fungicida microbiano o quimico + exposicién a

Fusarium.
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2. No infectado: sin tratamiento con fungicida microbiano o quimico, sin exposicion a
Fusarium.

3. Fungicida: tratamiento con fungicidas quimico + exposicion a Fusarium.

4. SGI-010-H11: tratamiento flngico + exposicion a Fusarium.
5 SGI-014-G01  tratamiento bacteriano + exposicién a Fusarium.
6. SGI-014-C06: tratamiento bacteriano + exposicion a Fusarium.

Los resultados, segln se registran en la TABLA 4, revelaron que los tres tratamientos
microbianos proporcipnaron una disminucién considerable en la gravedad de FHB, en
comparacién con el control infectado. En particular, dos antagonistas microbianos, SGI-
014-C06 y SGI-010-H11, redujeron considerablemente la infeccion de plantas de trigo
mediante Fusarium graminearum en comparacién con el control no tratado cultivado en
las mismas condiciones. La protecciéon de plantas de trigo de infeccion de Fusarium
proporcionada por cada uno de los dos microorganismos SGI-014-C06 y SGI-010-H11 fue
comparable en términos estadisticos con la proteccién proporcionada por el fungicida
quimico comercial. Cuando se aplicdé el microorganismo SGI-014-G01, la proteccién
observada de las plantas de trigo de infeccion de Fusarium fue mucho menos notoria y su

eficacia varié mucho entre los recipientes replicados.

TABLA 4: Efecto de antagonistas microbianos sobre infeccién de Fusarium.

Tratamiento CFU/g valor P

No tratado 1487 + 600 no indicado
No infectado 0+0 <, 0001
Fungicida quimico | 290 +146 <,0001
SGI-010-H11 671+ 450 0,0077
SGI-014-GC1 1246 + 465 0,8387
SGI-014-C06 367 + 234 0,0001

EJEMPLO 6: Crecimiento y almacenamiento de los antagonistas microbianos

Mycosphaerella sp.: Se usaron varios métodos para almacenar los hongos aislados como
cultivo puro, uno de los cuales fue la técnica de papel de filtro. También se dejo que el
hongo creciera en PDA, y luego se cortd en cuadrados pequefos que se colocaron en
recipientes que contenian 15 % de glicerol y se almacenaron a -70 °C. E| hongo también

se almacené a 4 °C mediante un método similar, usando agua destilada en lugar de

Y
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glicerol. Sin embargo, uno de los métodos preferidos de almacenamiento fue en semillas

de cebada estériles infectadas a -80 "C.

Bacillus sp., Microbacterium sp. y Variovorax sp.: Las bacterias aisladas se almacenaron
como un cultivo puro. Se transfiri6 una colonia bacteriana a un recipiente que contenia
medio liquido de caldo R2A (Tecknova) y se dejo cultivar a 30 °C con agitacion a 250 rpm
durante dos dias. Luego, el cultivo se transfiiio a recipientes que contenian 15 % de

glicerol y se almacenaron a -80 °C.

EJEMPLO 7: Produccién de esporas vy tratamientos de recubrimiento de semillas

Produccion de esporas: En un tipico procedimiento de produccion de esporas, se inoculd

un litro de medio de cultivo 2x YT (16 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L
de NaCl) con 5 mL de cultivo de inicio o raspado de placa de petri y se incubd durante la
noche a 30 °C en un agitador giratorio que se configur6 a 225 rpm. Las células
bacterianas se sedimentaron mediante centrifugacion, y se lavaron 1x con amortiguador
de PBS (8 g/L de NaCl; 0,2 g/L de KCI; 1,44 g/L de Na:HPOQq4; 0,24g de KH.PO4; pH 7,4).
Las células se volvieron a suspender en medio de CDSM (Hageman et &l., J. Bacteriol.,
438-441,1984), y se cultivaron durante cuatro noches adicionales a 30 °C en el agitador
giratorio. La esporulacion en el cultivo bacteriano se controlé a diario usando microscopio
de contraste de fase hasta que todo el cultivo estuvo practicamente compuesto de
esporas que flotan libremente. En general, el tiempo de incubacién llevé menos de cuatro
dias 0 mas de seis dias dependiendo de la especie. En el microscopio de contraste de
fase, se detectaron endoesporas dentro de las células como esferoides oblatos blancos
brillantes. Las esporas bacterianas se sedimentaron mediante centrifugacion a 10.000 X g
durante 15 minutos, se lavaron dos veces con dH20 estéril y, si fuera necesario, se
concentraron hasta 50 mL y se podrian usar inmediatamente o se podrian refrigerar para
uso posterior. La concentracion de esporas se midi6 a ODgyo En general, este

procedimiento produjo al menos 2000 OD de esporas de bacterias.

En particular, varias cepas bacterianas de la presente invencién, por ejemplo, Bacillus sp.
SGI-015-F03, podriarn producir convenientemente grandes cantidades de esporas luego
de 4 dias de incubacion con una inoculacion simple de un gran cultivo inicial durante la
noche (~15 mL) en 1 litro de medio de cultivo 2x SG, seguido de incubacién durante 4

dias a la temperatura apropiada en un agitador giratorio configurado a 225 rpm. La receta
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del medio de cultivo 2x SG fue la siguiente: 16 g/L de caldo nutriente; 0,25 g/L de MgSOys;
2,0 g/L de KCI; 0,15 g/L de CaCl2.2H.0; 0,025 g/L de MnCl..2H,0; 0,28 mg/L de
FeS04-7H20; 1,0 g/L de Dextrosa.

Tratamiento de recubrimiento de semillas de trigo y maiz: Los experimentos de

tratamiento de semillas a pequefia escala se realizaron de acuerdo con un procedimiento
descrito en Sudisha €t 4/., 2009 con pequefias modificaciones. En general, se elaboré una
solucion madre de biopolimero agregando 6 gramos de polvo de goma arabiga (MP
Biomedical) a 36 mL de agua en un tubo Falcon de 50 mL, que se mezcld posteriormente
hasta que se volvi6 homogénea usando un mezclador de rueda. Se us6 una placa de

agitacion para mezclar cuando se requirieron mayores cantidades de semillas recubiertas.

Cuando se usaron células vegetativas, se lavaron cultivos turbios de células microbianas
que crecen activamente con PBS y se ajustaron hasta un ODgyp de ~5,0. De manera
alternativa, las suspensiones de esporas microbianas se prepararon como se describe
anteriormente. Las esporas bacterianas y/o células vegetativas se volvieron a suspender
por completo en una solucién madre de biopolimero de goma arabiga de ~32 mL
preparada como se describe anteriormente, y la suspensién resultante se mezclé por
completo en una botella de 1 L. Se agregaron aproximadamente 400 g de semillas (trigo o
maiz) a la botella y se agitaron vigorosamente o sometieron a vértice para garantizar una
distribucion uniforme de la suspension de goma/célula. Luego, las semillas recubiertas se
diseminaron en recipientes para pesaje de plastico estéril para secarlas en una campana
de flujo laminar hasta que dejan de ser pegajosas, generalmente 3-6 horas con mezcla
periddica. En algunos casos, las semillas recubiertas con esporas podrian secarse
durante la noche. Sin embargo, en general, las semillas recubiertas con cultivos
vegetativos se almacenan antes de disecarse por completo. La prueba de viabilidad
realizada periédicamente en los microbios usados en la formulacion de recubrimiento de
semillas mostré que los microbios seguian siendo viables durante al menos tres meses.
Se determiné que el indice de germinacién de las semillas recubiertas fue basicamente

idéntico al de las semillas no recubiertas de control.

EJEMPLO 8: Efecto de tratamientos de semillas microbianas en el desarrollo de fusariosis

de Fusarium.
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Las semillas de una variedad cultivada de trigo susceptible a FHB (RBO7) se recubrieron
con cada uno de los microorganismos SGI-014-C06; SGI-015-F03 y SGI-015-HO06, de
acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 8. Las semillas recubiertas se
sembraron posteriormente en recipientes de un litro que contenian medio de tierra
pasteurizada [(Metromix-Mix 200; Scotts-Sierra Horticultural Products, Marysville, OH; y 3
gramos de fertilizante 14-14-14 (N-P-K)]. Los recipientes se sembraron a 7-8 plantas por
recipiente y se redujeron a 5 plantas por recipiente en la etapa de 3 hojas. Los recipientes
se dispusieron en bloques aleatorios con 5 recigientes por tratamiento. Luego, las semillas
recubiertas se dejaron germinar en condiciones de invernadero en luz fluorescente con un
periodo de luz de 16 horas. Al inicio de la floracion del trigo (antesis), las espigas de trigo
se expusieron mediante la aspersion con esporas del macroconidio de F. graminearum
NRRL 5883 a una concentracion de 100.000 esporas/mL. Luego de rociar esporas, las
plantas de trigo se transfirieron a una camara de rocio con 100 % de humedad durante

tres dias para permitir la infeccion. Los tratamientos fueron:

1. No tratado: sin tratamiento con fungicida microbiano o quimico + exposicion a
Fusarium.

2. SGI-014-C06: tratamiento con semillas bacterianas + exposicion a Fusarium.

3. SGI-015-F03: tratamiento con semillas bacterianas + exposicién a Fusarium.

4, SGI-015-H06: tratamiento con semillas bacterianas + exposicion a Fusarium.

La gravedad de la fusariosis se evalué visualmente a los diez dias y veintiiin dias luego de
la infeccion. Se determiné la gravedad de la enfermedad para cada espiga que muestra
sintomas de fusariosis, y se calculé como el porcentaje de espiguillas sintomaticas, es
decir, la cantidad de espiguillas que muestran sintomas de FHB dividida por la cantidad
total de espiguillas. Los resultados (TABLA 5) revelaron que las semillas de trigo
recubiertas con cada.uno de los tres antagonistas microbianos analizados, SGI-014-C06;
SGI-015-FO3 y SGI-015-H06, tenian una gravedad considerablemente mas baja de
infeccion de Fusarium graminearum cuando se comparan con el control "no tratado" que

crece en las mismas condiciones (P<0,05).
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Tabla 5: Desarrollo de sintomas de fusariosis en trigo luego de los tratamientos con

92

semillas con microorganismos antagonistas

Tratamiento Gravedad de la infeccién (%)
10 dias luego de 21 dias luego de
la infeccién la infeccién
Control no tratado | 49,31 66,10
SGI-014-C06 2,08 T el
SGI-015-F03 23:;12 31,53
SGI-015-H06 9,42 19,81

EJEMPLO 9: Biocontrol de la fusariosis del trigo en ensayos en invernaderos

Cada uno de los microorganismos SGI-014-C06; SGI-015-F03 y SGI-015-H06 se
analizaron adicionalmente en ensayos en invernadero a mayor escala. Los ensayos se
realizaron en una "sala de contenciéon de crecimiento vegetal" (PGCR) ubicado en
Synthetic Genomics, Inc., e inclufa los siguientes tratamientos de control: control
infectado, control no infectado, asi como cuatro referencias de fungicidas comerciales. Los
fungicidas quimicos de referencia fueron Banner MAXX® (Syngenta) a una concentracion
de 2 ml/L y Prosaro® (Bayer CropScience) a una concentraciéon de 3 ml/L, cada uno se
aplica como rocio foliar, segun la recomendacion del fabricante. Los fungicidas biolégicos
de referencia fueron Actinovate® (Natural Industries) y RhizoVital® (ABITEP GmbH), cada

uno se aplica empapando la tierra segun los manuales de instrucciéon recomendados por
los fabricantes.

Los tratamientos microbianos se prepararon y aplicaron empapando la tierra o
recubriendo semillas. Cuando se aplicaron tratamientos microbianos empapando la tierra,
las suspensiones celulares de cada uno de los microorganismos se aplicaron
individualmente a las semillas antes de cubrir las semillas con mas medio de cultivo. Con
este propoésito, los cultivos preparados recientemente se sedimentaron para retirar el
medio de cultivo y sn volvieron a suspender en 10 mM de amortiguador de sulfato de
magnesio (MgSOQOy). Luego, las suspensiones celulares se agregaron aplicando mediante
pipeta y distribuyendo 20 mililitros uniformemente en las semillas en una cantidad total de
celulas de ~10° células por recipiente. Cuando los tratamientos microbianos se aplicaron
como recubrimiento de semillas, las células/esporas de microorganismos se prepararon
basicamente como se describe anteriormente en el Ejemplo 8. Las semillas recubiertas se

produjeron mediante la incorporacion de suspensiones celulares con una solucion de
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goma arabiga para formar una mezcla de recubrimiento pegajosa que se aplicd
posteriormente a las semillas. Luego, el recubrimiento de semillas microbianas se dejo
secar para formar un biopolimero duro pero soluble en agua que atrapa las
celulas/esporas de microorganismos. El objetivo fue alcanzar una titulacion de células en
el intervalo de al menos 106 - 107 células/semillas viables. En este experimento de ensayo
en invernadero, los recubrimientos de semillas se prepararon el dia antes de la siembra
de las semillas.

Cada tratamiento presento6 cuatro reiteraciones que se ubicaron en un disefio de bloque
completo aleatorio (RCBD) en tres soportes nivelados dispuestos en dos filas a lo largo de
los lados de una sala de crecimiento. Los soportes se equiparon con luces fluorescentes
(Agrosun, 5850K) que generaron, en promedio, 800 pumol de intensidad de luz, segun las
mediciones en la superficie del recipiente. Cada reiteracién consistia en cuatro recipientes
de 1 litro contenidos en medio plano. Los recipientes se llenaron con un medio de cultivo
sintético que consistia en una relacion 3:1 (v/v) de medio de cultivo Arabidopsis AIS
(semillas de Lehle) a arena (lavado grueso). En cada recipiente, se dispersaron dos
gramos de semillas de trigo (Hank, WestBred) sobre la superficie del medio de cultivo. Los
recipientes se regaron en la parte inferior dejando ~2 cm de agua en su base y se

observaron durante la germinacion y el crecimiento.

En la etapa de floracién (Feekes 10.5.1), las espigas de trigo se infectaron rociandolas
con una suspension de esporas del conidio de Fusarium graminearum. Para este
experimento de ensayo en invernadero, se prepararon las esporas fingicas colocando en
placas los micelios homogeneizados de la cepa F. graminearum NRRL 5883 sobre
grandes placas de PDA, seguido de incubacién durante cinco dias en luz constante a
temperatura ambiente. Luego, las esporas fungicas se cosecharon mediante inundacion
de las placas con amortiguador de sulfato de magnesio (10 mM de MgSOs; 0,01 % Tween
20) y raspando levemente la superficie de agar con una espatula estéril. La concentracion
de esporas se ajustd y aproximadamente 50.000 esporas del conidio se aplicaron por
espiga con un rociador manual presurizado. Aumenté la humedad relativa de la sala de
cultivo un 90 % durante tres dias, permitiendo la infeccién antes de normalizarse otra vez.
Luego del asentamiento de las semillas de trigo, se detuvo el riego y se dejaron secar las
espigas de trigo por completo. Se cosecharon y recogieron espigas de trigo individuales.
Se determiné la gravedad de la enfermedad para cada espiga que presenta sintomas de

fusariosis. La gravedad de la enfermedad se calculé como la cantidad de espiguillas
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afectadas dividida por la cantidad total de espiguillas por espiga. Los resultados (TABLA
6) revelaron que el trigo tratado con cada uno de los tres antagonistas microbianos
analizados, SGI-014-C06; SGI-015-F03 y SGI-015-H08, tenian una gravedad e incidencia
de infeccion de Fusarium graminearum considerablemente mas baja cuando se comparan

con el control "no tratado" que crece en las mismas condiciones (P<0,05).

TABLA 6. Eficacia de los antagonistas microbianos en la reduccién de la incidencia de

fusariosis en el trigo.

Tratamiento,

Gravedad de la % proteccidén de

enfermedad (%) la infeccidn
No infectado 2;1 2,9 no indicado
Infectado 37,2 £ 9,8 05010
Prosario® 4,6 +2,8 83,00
Banner-MAXX® 12,5 5,38 70,00
Actinovate® 38;9 £ 12,1 =9400
RhizoVital® 28,0 £5,4 26,00
SGI-014-CO06 18,4 19,1 30,00
SGI-015-F03 25,4 + 6,9 54,00
SGI-015-H06 26,6 * 7,4 34,00

Para determinar el rendimiento de la semilla, las espigas de trigo se desgranaron
manualmente de forma individual, las semillas se recogieron y se retiraron las cascaras y
otros detritos, se contaron y pesaron. Se determind el rendimiento total de las semillas

como la masa de semillas total producida por 16 recipientes de cada uno de los
tratamientos.

Como se registra en la TABLA 7, se demostrd que cada uno de los tres antagonistas
microbianos protegieron considerablemente el rendimiento de la semilla, es decir, se

redujo considerablemente la pérdida de rendimiento causada por la infeccion de
fusariosis.

6l
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TABLA 7. Eficacia de los antagonistas microbianos para conservar el rendimiento de la

semilla en plantas de trigo con fusariosis.

Tratamiento Rendimiento total | Proteccién del
de la semilla (g) | rendimiento (%)
No infectado 14,36 no indicado
No tratado 11,05 0,00
Prosario® 13,44 72,00
Banner-MAXX® 14,41 102,00
Actinovate® 11,99 28,00
RhizoVital® 12,65 48,00
SGI-014-C06 14,70 110;00
SGI-015-F03 15, 03 120,00
SGI-015-HO06 14,14 93,00

Por lo tanto, los tratamientos de plantas de trigo con cada uno de los microorganismos
analizados conservaron considerablemente las plantas de trigo contra la pérdida de
rendimiento causada por la infeccion de Fusarium. En particular, las plantas de trigo
tratadas con SGI-014-C06 o SGI-015-FO3 mostraron una mejora considerable en el
rendimiento total de las semillas, es decir, 110 % y 120 % respectivamente, cuando se
comparan con el control no infectado. Por el contrario, los fungicidas de referencia
Actinovate®, RhizoVital® y Prosario® no parecieron proteger considerablemente las
plantas de trigo tratadas de la pérdida de rendimiento causada por la infeccion de

fusariosis por Fusarium.

EJEMPLO 10: Biocontrol de fusariosis de triqo en condiciones de campo.

Antagonistas del microorganismo que se descubrié que tenia actividad supresora contra el
patégeno F. graminearum y la fusariosis en ensayos de antagonismo in vitro y estudios en
invernaderos, como se describe en los Ejemplos 4-9, se evallian adicionalmente en una
serie de experimentos de campo en distintas ubicaciones geograficas en los Estados
Unidos. Algunos experimentos se llevan a cabo en areas agricolas que se utilizan para el
control microbiolégico de la fusariosis de trigo, donde ocurre la infeccion de la enfermedad
natural. La variedad de trigo utilizada en el andlisis es una variedad susceptible de F.
graminearum. En general, las plantas d= trigo con cada tratamiento se sembraron en
parcelas de 12 filas, de alrededor de 3 metros de longitud. El espacio entre las filas es de
alrededor de 20 cm. Las parcelas tratadas en cada experimento se disponen en un disefio

de bloque aleatorio. También se evaltan la eficacia de varias composiciones en polvo

6L
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humedecible que contienen los antagonistas microbianos de la presente invencién para
reducir la gravedad de la fusariosis y la incidencia. En estos experimentos, los

antagonistas microbianos se evaltian de forma individual o combinada.

En estos analisis, se evalian los antagonistas de microorganismos en varios tratamientos
de recubrimiento de semillas y/o analisis de campo donde las suspensiones microbianas
se aplican directamente sobre las espigas de trigo florecientes. En cada uno de los
experimentos, los microorganismos son evaluados en parceladas replicadas. En estos
experimentos se pueden usar los métodos de produccion de plantas, patégenos vy

antagonistas que se describen en los Ejemplos 4 - 9.

Tratamiento de recubrimiento de semillas - Ademas del método de recubrimiento de
semillas descrito en el Ejemplo 7 anteriormente, se pueden utilizar varias técnicas y
formulaciones de recubrimiento de semillas conocidas en la técnica para el tratamiento de
las semillas de trigo con antagonistas microbianos, como las descritas anteriormente por
Fernando et 4l., 2002; Bello et /., 2002; y Kim et 4l., 1997. En general, las semillas de
trigo se pre-humedecen y almacenan a temperatura ambiente para promover la
germinacién. Luego, las semillas germinadas se pueden sumergir en las suspensiones
microbianas antes de la siembra. Las esporas de patégeno se pueden inocular antes o
después de la inoculacion bacteriana. Para estos tratamientos de semillas se pueden usar
los métodos de produccién de plantas, patdgenos y antagonistas que se describen en los

Ejemplos 4 y 5.

Gravedad de la enfermedad y evaluacion del rendimiento - Los antagonistas se someten a
evaluacion adicional en invernadero y a evaluacion de campo para determinar su actividad
supresora contra la fusariosis en trigo y cebada en las etapas de floracion, utilizando una
variedad de métodos y procedimientos, generalmente los que se describen, por ejemplo,
en Schisler, Plant Disease, tomo 86(12), 1350-1356, 2002; Schisler et 4l. Biological
Control, 39:497-506,2006; y Khan y Doohan, Biological Control, 48:42-47,2009. En uno de
dichos experimentos, los indculos de G. zeae se preparan en maiz dentado amarillo
esteéril, como lo describe Khan et &l. (Biological Control, 29:245-255, 2004). Los cultivos de
lipidos completameni"e colonizados (cultivo de 48 horas) de las cepas microbianas se
diluyen hasta un cuarto de la potencia con amortiguador de fosfato. Los conteos de CFU
por mL finales para los tratamientos con antagonistas son de entre 1 X 10° CFU/mL y6 X

10° CFU/mL. Luego, las suspensiones de tratamiento se aplican a las espigas de trigo
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florecientes utilizando un rociador tipo mochila de CO.. En general, los tratamientos se
aplican luego del atardecer para minimizar la degradacion de UV potencial de las células
de antagonistas. Ha‘}’ 5 replicados por tratamiento que se disponen en un disefio de
bloque aleatorio. El tratamiento de control primario consiste en plantas tratadas con una
solucion amortiguadora. Un segundo control consiste en plantas no tratadas. Las
evaluaciones de campo de la fusariosis y la incidencia se realizan evaluando 60 espigas
por replicado (es decir, 300 espigas/tratamiento) cuando el desarrollo de las plantas
alcanza un desarrollo. entre etapa lechosa media y etapa pastosa. Las espigas de trigo se
cosechan manualmente y se desgranan usando un desgranador de espiga y planta Gnica
de Almaco (Almaco, iA) cuando los granos alcanzan el desarrollo total. Las muestras de
granos obtenidas de cada fila de replicado se evaltan para determinar el peso de 100
granos. Se analizan los datos de gravedad de la enfermedad, incidencia y peso de 100

granos usando un analisis de varianza de una via (ANOVA).

Se descubrié que las composiciones que contienen los antagonistas microbianos de la
invencién, individualmente o de forma combinada disminuyen considerablemente la
incidencia de la enfermedad. Estos resultados muestran que las medidas de control
biolégico usando estos agentes microbianos activos pueden cumplir una funcion
importante en el manejo de la fusariosis en las plantas gramineas, tales como plantas de

trigo.

EJEMPLO 11: Desarrollo de variedades cultivadas de origen no natural v programa de

1 cultivo

Los microorganismos endofiticos de la presente invencién se introducen en plantas de
cultivo, incluyendo cereales, de diversos genotipos y origen geografico, que carecen de
dichos microorganismos endofiticos, para crear combinaciones de plantas y endofitos con
mejores caracteristicas agronomicas, utilizando los procedimientos analogos a los
conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en la solicitud de patente
estadounidense N° 20030195117A1; solicitud de patente estadounidense N°
20010032343A1; y patente estadounidense N° 7,084,331, entre otras. Por lo tanto, se
pueden crear combinaciones sintéticas de plantas y endofitos determinadas y se pueden
seleccionar en un prdgrama de desarrollo de cultivo/variedad cultivada en funcion de su
capacidad para formar y mantener una combinacion mutualista que da como resultado un

beneficio agronémico. La clasificacién de las caracteristicas agronémicas de la
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combinacion también se puede utilizar en dicho programa de cultivo. Estas caracteristicas
pueden incluir, de modo no taxativo, tolerancia a la sequia, acumulacion a la biomasa,
resistencia a la infeécién de los insectos, palatabilidad para el ganado (por ejemplo,
herbivoros), facilidad de reproduccién y rendimiento de las semillas, entre otros. Dichas
combinaciones pueden diferir en los niveles de acumulacion de los metabolitos
microbianos que son téxicos para las plagas y malezas, incluyendo niveles de alcaloide
del ergot, niveles de lolina, niveles de peramina o niveles de lolitrem, a la vez que
presentan caracteristicas agronémicas deseadas de las plantas de cultivo, incluyendo la
resistencia a la alimentaciéon o infeccién con insectos, resistencia al estrés abiotico,
palatabilidad del ganado, acumulacién de biomasa, facilidad de reproduccion 'y

rendimiento de las semillas, entre otras caracteristicas.

Se han descrito varias modalidades de la invencion. Sin embargo, se comprendera que
los elementos de las modalidades descritas en la presente se pueden combinar para
realizar modalidades adicionales y que se pueden realizar varias modificaciones sin
apartarse del espiritu y alcance de la invencion. Por consiguiente, otras modalidades,
alternativas y equival'fentes se encuentran dentro del alcance de la invencion, tal como se

describe y reivindica en la presente.

Los titulos dentro de'la solicitud solamente se presentan a efectos de la comodidad del

lector y no limitan de modo alguno el alcance de la invencién o sus modalidades.

Todas las publicaciories y solicitudes de patente mencionadas en la presente memoria
descriptiva se incorporan a la presente mediante esta referencia en la misma medida en
que si cada publicacion o solicitud de patente individual se indicara como especifica e

individualmente incorporada mediante esta referencia.
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REIVINDICACIONES SOLICITUD DIVISIONAL DE LA SOLICITUD NO. 14 036105
PRESENTADO COMO COMPLEMENTO A LA RESPUESTA DEL OFICIO 10857 DEL 2
DE SEPTIEMBRE DE 2014

1. Una cepa aislada que se selecciona del grupo que consiste en una cepa
Microbacterium sp., una cepa Bacillus sp., una cepa Mycosphaerella sp. y una cepa
Variovorax sp., donde dicha cepa microbiana tiene actividad supresora contra la

fusariosis.

2. Una cepa microbiana aislada de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha cepa
microbiana se selecciona del grupo que consiste en la cepa Mycosphaerella sp. SGI-010-
H11 (depositada como NRRL 50471), la cepa Microbacterium sp. SGI-014-C06
(depositada como NRRL B-50470), la cepa Variovorax sp. SGI-014-GO1 (depositada
como NRRL B-50469), la cepa Bacillus sp. SGI-015-F03 (depositada como NRRL B-
50760), la cepa Bacillus sp. SGI-015-H06 (depositada como NRRL B-50761), y variantes

activas como pesticidas de cualquiera de estas.
3. Una cepa microbiana aislada de acuerdo con la reivindicacion 2, donde dicha cepa
microbiana comprende una secuencia de ADN que exhibe el menos 85 % de identidad de

secuencia a cualquiera de las secuencias de nucle6tidos en el Listado de secuencias.

4. Un cultivo biolégicamente puro de una cepa microbiana de acuerdo con la
reivindicacion 1.

P Un cultivo enriquecido de una cepa microbiana de acuerdo con la reivindicacion 1.

6. Una composicion que comprende una cepa microbiana o cultivo de esta de

cualquiera de las reivindicaciones 1-5, y un portador.

i, Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, donde dicho portador es una
semilla de planta.

8. Una semilla que tiene un recubrimiento que comprende una composicion de

acuerdo con la reivindicaciéon 6.

bl
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9. Un método para evitar, inhibir o tratar el desarrollo de la fusariosis de una planta,
donde dicho método comprende aplicarle a la planta, o a los alrededores de la planta, una
cantidad eficaz de una cepa microbiana o cultivo de esta de cualquiera de las

reivindicaciones 1-5.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, donde dicha cepa microbiana o
cultivo de esta se aplica al suelo, una semilla, una raiz, una flor, una hoja, una parte de la
planta o a toda la planta.

1 Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, donde dicha planta es una planta de

trigo, una planta de maiz, una planta de cebada o una planta de avena.

12. Una planta de origen no natural que es una planta infectada artificialmente con una

cepa microbiana o cultivo de esta de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

13. Semilla, tejido reproductor, tejido vegetativo, partes de la planta o progenie de una

planta de origen no natural de la reivindicacion 12.

6
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RESUMEN

En la presente se proporcionan composiciones que comprenden cepas Yy cultivos
microbiolégicos y métodos de uso de estas. Determinadas cepas, cultivos vy
5  composiciones de estos son Utiles para el control de fusariosis, por ejemplo, de varias
plantas de cultivo. También se proporcionan composiciones de control bioldgico, y
métodos de uso de estas para prevenir, inhibir o tratar el desarrollo de enfermedad o

patégenos vegetales y para conservar el rendimiento de la planta.

6%



LISTADO DE SECUENCIAS

SYNTHETIC GENOMICS, INC.

GRANDLIC, CHRISTOPHER J.

acatgcaagt

gtaacacgtg

tggatatgtg

cgcggectat

ctgagagggt

cagtggggaa

cggeccecttegg

<110>
GREEN, WAYNE A.
KEROVUO, JANNE S.
MCCANN, RYAN T.
<120>
<130> SGI1520-1WO
<150> US 61/511,467
<151> 2011-07=25
<160> 18
<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1
<211> 1430
<212> ADN y
<213> Microbacterium sp.
<220> '
<221> misc feature:
<223>
<220>
<221> misc feature
<2235
<400> 1 l
acgctggcgg cgtgcttaac
60 {
gatcagtggc gaacgggtga
120
ctggaaacgg cgtctaatac
180
atttcggttg gggatggget
240
ggcgtcgacyg ggtagecgge
300
cagactccta cgggaggcag
360
caacgccgcg tgagggacga
420

Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

codifica un ARN ribosémico de 16S

cgaacggtga

agcaacctgce

acgtgaccgc

gagcttgttyg

gaccggccac

tattgcacaa

gttgtaaacc

acacggagct

cectgactct

atggtctgceg

gtgaggtaat

actgggactg

tgggcgcaag

tcttttagca

COMPOSICIONES Y METODOS PARA CONTROLAR LA FUSARIOSIS

tgctctgtgg

gggataagcg

tctggaaaga

ggctcaccaa

agacacggcc

cctgatgcecag

gggaagaagc

69



gaaagtgacg
480

acgtagggcg
540

gcgtctgetg
600

agtgcggtag
660

aacaccgatg
720

ggagcaaaca
780

gggteecatte
840

cggccgcaag
900

ggattaattc
960

agaaatggtc
1020

gtcgtgagat
1080

cgtaatggtg
1140

gtcaaatcat
1200

gggctgcaat
1260

tctgcaactce
1320

tgaatacgtt
1380

gaagccggtg
1430

<210> 2
<211> 217972

gtacctgcég
caagcgttat
tgaaatccgg
gggagattgg
gcgaaggcég
ggcttagata
cacggattcc
gctaaaactc
gatgcaacgc
aactctttgg
gttgggttaa
ggaactcatg
catgccccft
accgcgaggt
gacctcatga
ccogaggtett

gcctaaccet

aaaaagcgcc

ccggaattat

aggctcaacc

aattectggt

atctetggge

ccctggtagt

gtgacgcagc

aaaggaattg

gaagaacctt

acactcgtaa

gtcccgcaac

ggatactgcc

atgtcttggg

ggagcgaatc

agtcggagtc

gtacacaccg

tgtggaggga

ggctaactac

tgggcgtaaa

tccggectge

gtagcggtgg

cgtaactgac

ccaccccgta

taacgcatta

acggggaccc

accaaggctt

acaggtggtg

gagcgcaacc

ggggtcaact

cttcacgcat

cCaaaaagcc

gctagtaatc

cccgtcaagt

gccgtcgaag

gtgccagcag

gagctcgtag

agtgggtacg

aatgcgcaga

gctgaggagc

aacgttggga

agttccccge

gcacaagcgg

gacatatacg

catggttgtc

ctegttctat

cggaggaagg

gctacaatgg

ggtcccagtt

gcagatcagc

catgaaagtc

gtgggatcgg

ccgcggtaat

gcggtttgte

ggcagactag

tatcaggagg

gaaagggtgg

actagttgtg

ctggggagta

cggagcatgc

agaacgggcc

gtcagctcgt

gttgccagca

tggggatgac

ccggtacaaa

cggattgagg

aacgctgcgg

ggtaacacct

X0



<212> ADN
<2135

<220>
<221>
<223>

220>
L2205
L2235

<220>
<2215
<223>

<400> 2

nisc_ feature
Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

misc feature
Identificador génico SGI SGIMICG850682

misc feature
codifica la secuencia de péptidos en

Microbacterium sp.

gtgtctgcgg ccggagagcg gctgtcgaga

60

tcecgeccecatce
120

tacatcgggt
180

tctgtcgacg
240

ggcagcgtcg
300

ggtctcaccg
360

ggctcgtacg
420

tcecgagegece
480

cgcggtgagce
540

ccgttcgagg
6C0O

acccgggtgce
660

tcggagcectceg
720

gtcaaggacg
780

atctcécaggt

cgaacggctc

aggcggtgge

aggtgcacya

gtgtcgaggt

cggcatccgg

tcgacgtcga

ccggcatcett

agaacagcga

gctactgggc

agacccgcgce

cacgggcggc

gcttgagggg

gcegggccte

aggcaacggc

ccgcggtege

cgtctacacc

tggactgcac

ggtcgaccgce

cacggactcc

gctgcgegtce

cgaccggcag

acgccagacg

cggtcaggtc

atagactcgg

ctcgaagctg

atgcactgcc

acgaagatcg

ggcatccctg

aagctgcacg

ggtgtcggeg

gggggcaaga

ggcgagaagce

atcggcaagg

atettcaeda

gcgttccteg

atccccgtcec

la SEQ ID NO 3

agattgtgaa

tcecgecaageg

tttgggagat

acatcatcct

tcgacgtcga

ccggaggaaa

ceteccgtcgt

cctacgcgat

ggccggacgc

cgccgegtgg

aggatgcggce

ttececggtet

cggactccga

tgccgagtat

cccgggceatg

catcgacaac

gcactccgac

gccgcgcacce

gttcggegge

gaacgcgcte

gtcgttccat

cccgttcacg

cgtgaccggce

gtteccagctce

cgagatcgtc

cggcgagacg



acegecegteg
840

gagtacctcg
900

ttcaaggaga
960

cgtgtgtgceg
1020

tccttegtga
1080

gagctcctga
1140

aacgacaagc
1200

gtgccggage
1260

cagatcgtgg
1320

gacgacaaga
1380

gtctecggege
1440

ctgccgacca
1500

gtggagggcyg
1560

ctgctccega
1620

tcgaacaccg
1680

gacatcgatg
1740

gcgcacatcc
1800

cacgggcegtg
1860

ggaccgatga

ccatcgacce

ccgtgceccegt

ccgtcgacat

acatcatcgc

aggtgctgcg

tggagaagga

cgcagttcga

cgcaggtgat

accaggccac

gcgcccacaa

agctcgtcga

acteggeotct

tccgagggaa

agtgcgcgtc

cggcgcgcta

dgtacecctget

tgttcgecge

gacctcgtac

tcecegtgace

cctgcaggca

cgcgctgegce

gacgcccaag

ctcccaggtce

cgacgtecete

gggccagacc

ccgtaaggat

acagctgctc

ggagacgcag

ctgccgcacg

cggcaccgcc

gatcctcaac

gatcatccag

cggcaaggtg

gctcacgctg

ggtgccgeeg

ctctacgagg

gacacctggc

gacggccaca

tgggggaccyg

ggcggaaccce

gagcagaacg

gccggcctca

aaggaagtgc

c¢tggcgeage

gacaagatcg

cgccgcaaga

aacgaggtcg

aagaacgcgc

gtgcagaagg

gtgatcggeg

atcctgatga

ttiettecget

ttgcaccggg

gcggcatctc

gtatccaggg

tggtcgccac

gctacgacac

accagcaggg

ceecgecgtct

cecgecgtget

tcggecaceece

gcttcagctce

tctccgagat

acgcgctgga

agcgcagcga

gcaacagcga

cctctgtegg

ccggatccgg

gcgacgccga

acatgcgacc

tgatcgtgat

cgagttcgtc

cgagggcatg

cgaggtggag

ccgtgtgege

cttcgagcag

gaaggtcggc

cacggtcaac

cgcggtgegg

gaccaagcgc

gaaggcccgt

gtcgtcgacg

gectcetteate

gttccaggcg

cgacatgctg

acgecacettec

tgtcgacggc

gctgatcgag

gaacccgggg

¥



ctacacctac

gcgctggcecac

cgcgaacacc

cgaggccgcec

gttcatcatc

tccaagccga acgagacgat
1920

aagctccgca aggccggcaa
1980

gagatggacg cggaacagct
2040

cgtgtgcgca tggaagacgce
2100

gaggtcgcge cgcgeccgcega
2160

atcgacgcct ga

2172

<210> 3

<2115 723

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.
<220

<221> misc feature
<223>

<220>

<221> misc feature
K228

<220>

<221> nmisc feature
<223> subunidad B de girasa
<400> 3

Met Ser Ala
1

Asn Ala Glu

Ala Val Arg
35

Gly Leu Met
50

Ala Gly Glu Arg Leu

=

Tyr Ser. Ala His His

20

Lys Arg Pro Gly Met

40

His Cys Leu Trp Glu

55

agcgagcagg

gagccgatcce

accatggacc

ggtcgcgtgt

gactcctccg

Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

agatgcacgc gctgctggeg

agcgctacaa gggtctcggt

gctccggeeg tctgectgege

tcgagctgct gatgggcaac

accggttgtc gecgecgagtce

Identificader peptidico SGI SGIMICT850682

Ser Arg Ile Asp Ser Glu Ile Val

10

Tyr

1.5

Gln Val Leu Glu Gly Leu Glu

30

Ile Gly Ser Asn Gly Ser Pro

Ile Ile Asp Asn Ser Val Asp Glu

60

33



Ala
65

Gly

Glu

His

Asp

145

Arg

Ala

Lys

Arg

The

225

Val

Val

Ser

B¥®

Ala

His
130

Pro

Ala

Gln

210

Arg

Lys

Gly

Ala

Val

Arg

Gly

115

Gly

Glu

Glu

Phe

Pro

195

Ile

Ala

Asp

Glu

Gly

Glu

Thr

100

Gly

Val

Val

Pro

ThHE

180

Arg

Phe

Arg

Ala

Tht
260

Asn

Gly

Lys

Gly

Asp

Gly

165

PEO

Gly

Thr

Gln

Arg

245

Thx

Gly
70

His

Leu

Phe

Ala

Arg

150

Ile

Phe

Val

Lys

Thar

230

Ala

Val

The

Asp

Thr

Gly

Ser

135

Gly

Phe

Glu

THY

Asp

215

Ala

Ala

Val

Lys

Arg

Gly

Gly

120

Val

Gly

Thr

Glu

Gly

200

Ala

Phe

Gly

Gly

Ile

Val

105

Val

Lys

Asp

Asn

185

Thr

Ala

Leu

Gln

Thr
265

Asp

Arg
90

Glu

Asn

Thr

Ser

170

Ser

Arg

Phe

Val

Val

250

Asp

Gly

Val

Tyr

Ala

Tye

155

Gly

Glu

Val

Gln

Pro

235

Ile

Glu

Ile

Ile

Ala

Leu

140

Ala

Glu

Leu

Arg

Leu

220

Gly

Pro

Thr

Leu

P¥D

T

Ala

125

Met

Lys

Arg

Tyr

205

Leu

Val

Ser

His

Val

Thr

110

Glu

Ser

Arg

Val

190

IEp

Glu

Glu

Pro

By
270

Ser

Asp
95

Lys 1

Gly

Arg L

Phe

Pro

175

Ile

Ala

Leu

Ile

w'o

(G2N0)]

Leu

Asp

Val

Gly

His

160

Asp

Gly

Asp

Glu

Val

240

Ser

Tyr

74



Glu
Val
Val
305

Arg
. Thr
The
Gln
Glu

385

Val
. Pro
Gln
Leu
Ala

465

Leu

Gly

Thr

290

Pro

Val

Arg

His

Val

370

Lys

Pro

Ala

Arg

Leu

450

His

Pro

Asp

Val

Val

Gln

355

Glu

Asp

Glu

Val

Phe

435

Asp

Lys

ThiE

Ile

Thr

Leu

Ala

Arg

340

Gln

Gln

Asp

Pro

Arg

420

Ser

Lys

Glu

Lys

Ser

Trp

Gln

Val

325

Ser

Gly

Asn

Val

Gln

405

Gln

Ser

Ile

Thr

Leu

Glu

Arg

Ala

310

Asp

Phe

Phe

Ala

Leu

390

Phe

Ile

Thy

Val

Gln

470

Val

Phe

Ile

295

Asp

Ile

Val

Glu

Arg

375

Ala

Glu

Val

Lys

Ser

455

Arg

Asp

Val

280

Gln

Gly

Ala

Asn

Gln

360

Arg

Gly

Gly

Ala

Arg

440

Glu

Arg

Cys

Glu

His

Leu

Ile

345

Glu

Leu

Leu

Gln

Gln

425

Asp

Met

Lys

Arg

Tyr

Glu

Met

Arg

330

Ile

Leu

Lys

Th¥

Thr

410

Val

Asp

Lys

Asn

Thr

Leu

Gly

Val

315

Trp

Ala

Leu

Val

Ala

395

Lys

Ile

Lys

Ala

Ala

475

Asn

Ala
Met

300

Ala

Thr

Lys

Gly

380

Val

Glu

Arg

Asn

Arg

460

Leu

Glu

Ile

285

Phe

Thr

Thr

Pro

Val

365

Asn

Leu

Val

Lys

Gln

445

Val

Glu

Val

Asp

Lys

Glu

Gly

Lys

350

Leu

Asp

Thr

Leu

Asp

430

Ala

Ser

Glu

Pro

Glu

Val

Tyr

835

Gly

Arg

Lys

Val

Gly

415

Thr

Ala

Arg

Pro

Thr

Glu

320

Asp

Gly

Leu

Asn

400

Thr

Ala

Gln

Arg

The

480

Ser

N




Glu

Ala

Leu

Asp

Arg

PYo

Glu

625

Lys

Lys

Asp

Leu

Arg

Asn

530

Ala

Ile

Val

Tyx

Pro

610

Thr

Leu

Gly

Arg

Ala

Phe

Asn
815

Val

Ser

Asp

Asp

Met

595

Leu

Ile

Arg

Leu

Ser

675

Gly

Ile
500

Ser

Gln

Ile

Ala

Gly

580

Arg

His

Tyr

Lys

Gly

660

Gly

Arg

485

Val

Glu

Lys

Ile

Ala

5165

Ala

Pro

Arg

Thr

Ala

645

Glu

Arg

Val

Glu

Phe

Ala

Gln

550

Arg

His

Leu

Val

Tyr

630

Gly

Met

Leu

Phe

Gly

Gln

Ser

535

Val

Tyr

Ile

Ile

Ile

615

Ser

Lys

Asp

Leu

Glu

Asp

Ala
520

Val

Ile

Arg

Glu

600

Val

Glu

Arg

Ala

Arg

680

Leu

Ser
505

Leu

Gly

Gly

Lys

Thr

585

His

Met

Gln

Trp

Glu

665

Arg

Leu

490

Ala

Leu

Asp

Ala G1

Val

570

Leu

Gly

Asn

Glu

His

650

Gln

Val

Met

Leu

Pro

Met

Ile

Leu

Arg

Pro

Met

635

Glu

Leu

Arg

Gly

Gly

Ile

Leu

540

Ser

Leu

Leu

Val

Gly

620

His

Pro

Ala

Met

Asn

Thr

Ser

Gly

Met

Th

Phe

605

Ser

Ala

Ile

Asn

Glu

685

Glu

Ala
510

Gly

Asn

Arg

Lys

Leu

Gln

Thr

670

Asp

Val

495

Lys

Lys

Thr

Thr

Asp

575

Phe

Ala

Pro

Leu

il g

Ala

Ala

Asn

Ile

Glu

Phe

560

Ala

Phe

Val

Asn

Ala

640

Tyr

Met

Glu

Pro

26



690

695

700

Arg Arg Glu Phe Ile Ile Asp Ser Ser Asp Arg Leu Ser Arg Glu Ser
710

705

Ile Asp Ala

<210> 4

<211> 3504

<212> ADN
<2135

<220>
<2 l>
<223>

<220>
<221>
<223>

<220>
221>
<223>

<400> 4
ttggctgctg
60

cgtetttegt
120

accgaatcct
180

aagaagcagg
240

atetcteega
300

gagccggaga
360

ctgtacgtcg
420

ttcatgggceg
480

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

nmisc feature
Identificader génico SGI SGIMICG850290

misc feature
codifica la secuencia de péptidos en

ctcgcaacgce

tcgccaagat

tcggttgget

ggcgcaccga

tcgaggacct

agtactccat

aggccgagct

acttoceget

Microbacterium sp.

atccacatcc

ctccgacacg

ggtcggcaac

cgtcaacgag

cggcgagacg

cgaggagtgc

catgaaccac

gcagaccgac

718

accaccacca

ctgacggtcc

gacgcctgga

aacagcggtc

atgcagctgt

aaggagcgtg

ctcacgggtg

aagggaacgt

120

la SEQ ID NO 5

agaacggacg

ctgaccttct

aggcgcgcegt

tgggcgagat

cgttcacgaa

gcaagaccta

agatcaagac

tcatcatcaa

cggagettee

cgccctgcag

ggccgaggcec

cttcgaggag

EEcctacecte

cgcegectecy

ccagacggtc

cggctccgag

¥



cgcgtcgtceg
540

aagacgtccg
600

gagttcgaga
660

tcggtcacgg
720

gccggctaca
780

gcgctcecgeg
840

cgcgcegcetcece
900

cgctacaaga
960

gtcgaagaca
1020

accttcacgg
1080

gacaacttcg
1140

accggtctct
1200

gcgatcacgce
1260

ttcggaacgt
1320

aacaagcgtc
1380

gaggtccgtg
1440

ggcccgaaca
1500

ttcatcgaga
1560

tetcgecaget

acaaggacat

tcgacaageg

tcttcecctcaa

cctcgatcga

acatctaccg

tggacaactt

tcaaccacaa

tecgtggecac

gcatccgegg

gcaaccgtcg

cccgcatgga

cgcagacecet

cgcagctgte

gtetgtectyge

Acgreceacee

tcggtctgat

cceccgtaccg

ggtgcgttcg

cgtctcggca

cgaccaggtc

ggcgcetggge

ggagacgctc

caagctccgt

ctacttcaac

gctgggcctg

gatcaagtac

tggtaagaag

catccgcgceg

gcgcgtcegtce

gatcaacgtg

gcagttcatg

gcticggeeee

ctcgeactac

cggtgetete

caaggtcgtc

cccggtgtcet

cgegtéatce

ggcgtgegeg

atgaccagcg

gcgaaggaca

ccgggegage

Cccgaagcgct

gaccagccgce

ctggtgcgtc

gecgagatce

gtcggcgagce

cgcgagcgca

cgccecegteg

gaccagaaca

ggtggtctet

ggccgcatgt

ge€gacctteg

gacggtgtcg

acttcgacaa

cgagccgtgg

tcgaccgcaa

aggagatcct

cgatcgtcac

dggrégecge

acgacctggce

tgaactcgtc

tgcacgeccgg

gtctcgcgac

tgatccagaa

tgaccacgca

tcgcecgegat

acccgetcge

cgcgagaccyg

gcccgatcga

cgcgcatcaa

tgaccgacca

gacccccgac

tgecctggetc

gcgcaagcag

cgecgagtte

gaaggaagat

cgaggccgec

caaggtcggt

ggtcctgacc

caccgaggaqg

cgacgacatc

ccaggtccgce

ggacatcgag

caaggagttc

gggtctgacg

eggeecggegtic

gactccggaa

ctcgttcgga

gatcgactac

RE



Ctgacggctt
1620

aagggtcgct
1680

gacctgttcg
1740

gteégegaect
1800

gccaacatgc
1860

ggtatggagg
1920

gtcgtctcecg
1980

gagtaccacc
2040

gtcgtcaccg
2100

gagaacggcg
2160

tacaacttcg
2220

tcgatccaca
2280

atcacgcgtg
2340

atcatccgca
2400

aagggtgaga
2460

agccgcgaag
2520

gccgtcaagg
2580

cgcgtegtgg
2640

ccgaagaggt

tccgcecgagag

tcceecgagga

egetegtgeoc

agcgtcaggce

gctacacggc

aggtctccyc

tgcgcaagtt

ccggtgageg

agctggccct

aggacgcgat

tcgaggagta

acctccccaa

tcggtgcecga

ccgagctgtc

tcecgtgacac

agttcaacgce

tctacatcge

cgacttcaac

ccacgtectg

gatcggctac

ctticctegag

tgtgccgetg

catcgacgcc

agaccgcgtc

cgaccgctcc

cgtcgaggtc

cggaaagaac

catcctgagce

cgaggtcgat

cgtcagcccg

ggtcecgcoet

ggccgaggag

ctcgctgaag

tgaggacgge

ccagaagcgce

atcgcgcagg

gcccgeccca

atcgacgtct

cacgacgacg

ctgcgcagceg

ggtgacgtge

gtcgtcatgce

aaccagggca

ggagaggtca

ctcetegtey

caggacctgg

gctcgcgaca

gagctgctga

ggcgacatcc

cgcetgctee

gtgcecceacyg

gacgacgagc

aagatcaccg

ccaacgccce

agggtggcag

ccccgcegceca

cacagcgcgce

actcgccgcet

tcaccgeccga

tcgacgaggg

cgtcgtacaa

tcgeecgatgg

cgttcatgac

tgaaggacga

ccaagctcgg

aggacctcga

tcgtcggceaa

gcgcgatctt

gtgagcaggg

tcggcteecgg

agggtgacaa

gctegatgee

cggcgaggtc

gatggtgtcg

cctcatgggt

cgtcggaacc

gaaggccggt

cggaacgcag

ccagaaggtc

ccccgccacc

gtgggagggce

cacecetotce

caaggaggag

cgagcgcggce

ggtcacgccg

caacgagaag

cacgatecate

cgtcaaccgc

gctegecgge

39



cgtcacggca
2700

tcggacggta
2760

ttcggtcagg
2820

ggcaacccygg
2880
aaggtcgcca
2940
gcgaccaccc
3000
ttcgacggtc
3060
ctgaagctgc
3120
atgatcaccc
3180
atggaggtgt
3240
atcaagtccg
3300
aacatccagg
3360
ctctgcctga
3420
gacgacgagg
3480
gccgcectega
3504

<210> 5
<211> 1167
<212> PRT
K2435
<220>
<221>

acaagggtygt

cceceggtega

tcctggagac

agtgggctgt

ccceggtgtt

cgacccgtga

gttcgggtga

accacctggt

agcagccgct

gggccctcga

acgacatcct

agcccggeat

acgtcgaggt

cgttccgege

tcgacgagat

Microbacterium

misc feature

catcgcgaag

categtgety

ccacctcggg

gaagctcccg

cgacggtgcg

cggcgtecege

gcegtteccg

cgacgacaag

cggtggtaag

ggcctacggce

cggcecgegtce

ccccgagteg

cctecteoggee

cgcggaagag

ctaa

atcctcccga

aacccgeteg

tggatcgcga

aaggagcat

agcgaggagg

ctgatcgact

gcgccgatct

atccacgcac

gcgcagttcg

gccgcatacg

aaggtgtacg

ttcaaggtgce

gacggcacgce

ctcggtatca

tcgaggacat

gtatcccecgg

agcagggcetg

tcgaggceege

agatcgctgg

cgagcggcaa

ccgtgggcta

gttccacggg

gtggacagcg

cgctccagga

aggcgatcagt

tcatgaagga

tggtcaacct

acatctccag

geegttectt

tcgaatgaac

gaaggtcgag

ccececggcacyg

teteectegac

gacgcagctg

catgtacatc

tcecgtactceg

cttcggtgag

gctectcacy

caagggcgag

gatgcagtcg

ccgcgacacc

ccgcecttcegag



<223> Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

<220>
<221> misc feature
<223> Identificader peptidico SGI SGIMICT850290

<220>

<221> misc_feature

<223> subunidad B de ARN polimerasa
<400> 5

Met Ala Ala Ala Arg Asn Ala Ser Thr Ser Thr Thr Thr Lys Asn Gly
1 5 10 15

Arg Gly Ala Ser Arg Leu Ser Phe Ala Lys Ile Ser Asp Thr Leu Thr
20 25 30

Val Pro Asp Leu Leu Ala Leu Gln Thr Glu Ser Phe Gly Trp Leu Val
35 40 45

Gly Asn Asp Ala Trp Lys Ala Arg Val Ala Glu Ala Lys Lys Gln Gly
50 55 60

Arg Thr Asp Val Asn Glu Asn Ser Gly Leu Gly Glu Ile Phe Glu Glu
65 70 15 80

Ile Ser Pro Ile Glu Asp Leu Gly Glu Thr Met Gln Leu Ser Phe Thr
85 90 95

Asn Pro Tyr Leu Glu Pro Glu Lys Tyr Ser Ile Glu Glu Cys Lys Glu
100 105 110

Arg Gly Lys Thr Tyr Ala Ala Pro Leu Tyr Val Glu Ala Glu Phe Met
15 120 1,25

Asn His Leu Thr Gly Glu Ile Lys Thr Gln Thr Val Phe Met Gly Asp
130 1.35 140

Phe Pro Leu Gln Thr Asp Lys Gly Thr Phe Ile Ile Asn Gly Ser Glu
145 150 155 160

Arg Val Val val Ser Gin Leu Val Arg Ser Pro Gly Val Tyr Phe Asp
165 170 175



Leu

200

Arg

Thr

Glu

Asp

Ala

280

Leu

Gln

Ile

Gly

Ile

360

Gln

Lys

185

Glu

Lys

Ser

Thr

Ile

265

Arg

Ala

Pro

Lys

Asn

Asp

Phe

Arg

Glu

Leu
250

Tyr

Ala

Lys

Leu

Tyr

330

Arg

Asn

Gln

Ile

Glu

Lys

Glu

235

Ala

Arg

Leu

Val

Asn

315

Leu

Gly

Phe

Val

Val

Ile

Gln

220

Ile

Lys

Lys

Leu

Gly

300

Ser

Val

Gly

Gly

Arg
380

Ser

Asp

205

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

285

Arg

Ser

Arg

Lys

Asn

365

Thr

Ala

190

Lys

Val

Ala

Thr

Arg
270
Asn

Tyr

Val

Gly

Arg

Arg

Thr

Glu

255

Pxo

Phe

Lys

His
335
Ala

Arg

Leu

Val

Asp

Val

Phe
240

Gly

157

Ile

Thr

320

Ala

Glu

Ile

Ser

B2



Arg

385

Ala

Ile

Asn

Gly

Val

465

Gly

Asn

Val

Phe

Arg

545

Asp

Gln

Met

Ile

Lys

Asn

Pro

450

His

Bro

Ser

Val T

Asn

530

Glu

Leu

Met

Glu

Thi

Glu

P¥o

435

Gly

Pro

Asn

Phe

Ile

Ser

Phe

Val

Arg

Pro

Phe

420

Leu

Gly

Ser

Ile

Gly
500

- Asp

Ala

His

Val

Ser
580

Val

Gln.

405

Phe

Ala

Leu

His

Gly

485

Phe

Gln

Gln

Val

Pro

516:5

Val

Val

390

Thr

Gly

Gly

Ser

Tyr

470

Leu

Ile

Ile

Ala

Leu

550

Glu

Ala

Arg

Leu

Thr

Leu

Arg

455

Gly

Ile

Glu

Asp

Asn

535

Ala

Glu

Thr

Glu

Ile

Ser

Thr

440

Asp

Arg

Gly

Thr

Tyr

520

Ala

Arg

Ile

Ser

Arg

Asn

Gln

425

Asn

Arg

Met

Ala

B1o

505

Leu

Pro

Pxo

Gly

Leu
585

Met

Val

410

Leu

Lys

Ala

Cys

Leu

490

Tyr

Thr

Leu

Thir

395

Arg

Ser

Arg

Gly

Pro

475

Ala

Ala

Asp

Lys G1

Tyr
5 70

Val

Ile

Pro

Thr

Pro

Gln

Arg

Val

460

Ile

Thr

Lys

Ser

Ala

540

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Phe

Glu

Glu

Phe

Val

Ser

Val

Leu

Asp

Val

Met

430

Ser

Val

Thr

Ala

Val

510

Glu

Gly

Gly

Glu
590

Ile

Ala

415

Asp

Ala

Arg

Pro

Arg

495

Asp

Val

Arg

Glu

His

Glu

400

Ala

Gln

Leu

Asp

Glu

480

Ile

Gly

Asp

Phe

Val

560

Arg

Asp

gD



Asp

Pro

1y

625

Val

Gly

Gly

Glu

Leu

705

Tyr

Asp

Asp

Gly
785

Ala Gln

Leu

610

Thi

Val

Gly

Thr

Val

690

Ala

Asn

Thr

Thr

> Pro

770

Ala

Leu

Ala

-

Ser

Thi

Ser
675

Gly

Leu

Phe

Leu

Lys

755

Glu

Arg

Arg

Ile

Glu

Gln

660

Tyr

Glu

Gly

Glu

Ser

740

Leu

Val

Ala

Ser

Asp

Val

645

Glu

Asn

Val

Lys

Asp

725

Ser

Gly

Leu

Arg

Leu

Ala

630

Ser

Tyr

Gln

Ile

Asn

710

Ala

Ile

Lys

Lys

Pro
790

Met

Ser

65

Ala

His

Lys

Ala
695

Leu

Ile

His

Glu

Asp

775

Gly

Gly

600

Pro

Asp

Asp

Leu

Val
680

Asp

Leu

Ile

Ile

Glu

760

Leu

Asp

Ala

Leu

Val

Arg

Arg

665

Val

Val

Leu

Glu

745

Ile

Asp

Ile

Asn

Val

Leu

Val

650

Lys

Val

PEO

Ala

Ser

130

Glu

Thr

Glu

Leu

Met

Gly

The

635

Val

Phe

Thr

Ala

Phe

715

Gln

Tyr

Arg

Arg

Val
795

Gln

Thr

620

Ala

Val

Asp

Ala

Thr
700

Met

Asp

Glu

Asp

Gly

780

Gly

Arg

605

Gly

Glu

Met

Arg

Gly
685

Glu

THE

Leu

Val

Leu

765

Ile

Lys

Gln

Met

Lys

Leu

Ser

670

Glu

Asn

TR

Val L

Asp

.50

Pro

Ile

Val

Ala

Glu

Ala

Asn

Arg

Gly

Glu

Ala

Asn

Arg

Thi

Val

Gly

Gly

640

Glu

Gln

Val

Glu

Gly

720

Asp

Arg

Val

Ile

Pro
800

%4



Lys Gly Glu Thr Glu Leu Ser Ala Glu Glu Arg Leu Leu Arg Ala Ile
805 810 815

Phe Asn Glu Lys Ser Arg Glu Val Arg Asp Thr Ser Leu Lys Val Pro
820 825 830

His Gly Glu Gln Gly Thr Ile Ile Ala Val Lys Glu Phe Asn Ala Glu
835 840 845

Asp Gly Asp Asp Glu Leu G
8

ly Ser Gly Val Asn Arg Arg Val Val Val
850 5

860

Tyr Ile Ala Gln Lys Arg Lys Ile Thr Glu Gly Asp Lys Leu Ala Gly
865 870 875 880

Arg His Gly Asn Lys Gly Val Ile Ala Lys Ile Leu Pro Ile Glu Asp
885 890 895

Met Pro Phe Leu Ser Asp Gly Thr Pro Val Asp Ile Val Leu Asn Pro
900 905 910

Leu Gly Ile Pro Gly Arg Met Asn Phe Gly Gln Val Leu Glu Thr His
915 920 925

Leu Gly Trp Ile Ala Lys Gln Gly Trp Lys Val Glu Gly Asn Pro Glu
930 935 940

Trp Ala Val Lys Leu Pro Lys Asp Ala Phe Glu Ala Ala Pro Gly Thr
945 950 9 960

w
(&3]

Lys Val Ala Thr Pro Val Phe Asp Gly Ala Ser Glu Glu Glu Ile Ala
965 970 978

Gly Leu Leu Asp Ala Thr Thr Pro Thr Arg Asp Gly Val Arg Leu Ile
980 985 990

Asp Ser Ser Gly Lys Thr Gln Leu Phe Asp Gly Arg Ser Gly Glu Pro
995 1000 1005

Phe Pro Ala Pro Ile Ser Val Gly Tyr Met Tyr Ile Leu Lys Leu
1010 1015 1020



Tyr

Gly

Tyr

Asp

Gly

Leu

Ser

Ala

Phe

His
1025

Ser
1040

Gly
1055

Met
1115

Ala
1130

Phe
1145

Glu
1160

<210> &6

<211>
<212>
213>

<220>

221>
<223>

K220

Leu

Met

Gln

Ala

Ile

Asn

LyS

Asp

Arg

Ala

1188
ADN
Microbacterium sp.

Val

Ile

Arg

Ala

Leu

Ile

Glu

Gly

Ala

Ala

Asp

ThEe

Phe

Tyr

Gly

Gln

Met

ThHE

Ala

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

Asp

Gln

Gly

Ala

Arg

Glu

Gln

Leu

Glu

Ile

Lys
1030

Gln
1045

Glu
1060

Leu
1075

Val
1090

Pro

1105

Ser

1120

Val
1135

Glu
1150

Asp
1165

Ile

Pro

Met

Gln

Lys

Gly

Leu

Asn

Leu

Glu

His

Leu

Glu

Glu

Val

Ile

Cys

Leu

Gly

Ile

Ala

Val

Leu

Ty

Pro

Leu

Arg

Ile

Arg

Gly

TEP

Leu

Glu

Glu

Asn

Asp

Asn

Ser
1035

Lys
1050

Ala
1065

Thr
1080

Ala
1095

Ser

1110

Val

1125

Thr
1140

Ile
1155

Thr

Ala

Leu

Ile

Ile

Glu

Asp

Ser

Gly

Gln

Glu

Lys

Val

> Lys

Val

Asp

Ser

Pro

Phe

Ala

Ser

Lys

Val

Leu

Glu

Arg



<2215

<223>
<220>
<221>
<223>
<400> 6
ttgccgactce
60
ccttgtcgga
120
gcgcagaagg
180
ctcgcccaga
240
cgcgcececeeyg
300
ggaggactcc
360
acgetcacee
420
gacgccgagc
480
cteectggtct
540
cgcteceggtyg
600
gagatcgagg
660
gcgctgcgaa
720
cagctccgeyg
780
gcgctcaagt
840

ggtactgacg
900

misc feature
Identificador génico SGI SGIMICG851004

misc feature
codifica la secuencia de péptidos en

gatgtcggtg

gagttgctece

agcacatcat

tcgaccgcca

tggccgtcat

cgcgtggteg

tgcacgcgat

acgecgctcga

cgcagcccga

cgatcgacct

gcgagatggg

agctcaccgg

agaagatcgg

tctacgecte

ctgtcggtaa

gccteteecta

caaccgggag

gccatcaccc

gttcggaaag

CEEcaceyyge

catcgtcgag

cgcgaacgca

ccccgactac

cacgggtgag

catcgtcatc

tgactcgcac

tggtctgaac

tgtcttcttc

ggtccgcatg

ccgcaccagg

cggtggaaaa

cgccgcgaca

gccgaccgeg

ggctcggtca

teceategcecece

atctacggac

cagcgtgccg

gccgccaage

caggcgctecg

gactccgtcg

gtcggtctge

cagacgaaca

ggttcgcecgg

gacatccgtc

gtcaaggtcg

la SEQ ID NO 7

caagccgaag

gcctacaggce

agaagtccct

tgcggetggg

tcgacgtcgce

cggagtecte

gtggcatcgce

tcggcgtcega

agatcgccga

cggccctegt

aggctegect

ccacgatgat

agaccactgc

gtatcgagac

tcaagaacaa

agccattacg

ggcaccacgc

cgagaccgcc

cagcgatgag

ecctcggecgte

cggtaagacg

ggcgttcatc

catcgatgcg

catgctcgtg

gccgcgcegcec

catgtcgcag

cttcatcaac

cggcggtaag

gctcaaggac

gatggctccg

It



cettteaage
960
ctgatcgact
1020
gacggtgacc
1080
gacatcgcgce
1140
gcggcgectg
1188

<210> 7
<211> 395
<212> PRT

<213> Micr

<220>
<221> misc

aggccgagtt

tcggtgtcga

agctgggtca

tggcgatcga

ctgcggcaga

obacterium

~feature

cgacatecte

gcatgcgatc

gggcaaggag

gacgcagatc

cgageteget

sp.

tacggcgtcg

gtcaagaagt

aacgcgcgga

aagcagaagc

gagegtegte

<223> Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

<220>
<221> misc

feature

geatctegeyg

ccggttecty

cgttcetget

ccdgcatagy

cggcctga

<223> Identificador peptidico SGI SGIMICT851004

<220>

<221> misc
<223> reco
<400> 7
Met Pro Thr
1

Arg Ala Ile

Asp Ser Leu

35

Ser Pro Ala

Asp Arg Gln

_feature

mbinasa A

Arg Cys Ar

I

g Trp Pro

Thr Pro Cys Arg Arg

20

Gln Ala Al

Asp Arg Gl

a Pro Arg
40

u Lys Ser

Phe Gly Lys Gly Ser

70

Leu Leu Arg

10

Val Ala Pro

Ala Gln Lys

Leu Glu Thr

Val Met Arg

Trp Lys Thr

Asn Arg Glu
30

Glu His Ile
45

Ala Leu Ala
60

Leu Gly Ser

cgagggaagc

gtatacgtac

caacaaccce

egdgteecgee

Ser Arg

Arg Arg

Met Pro

Gln Ile

Asp Glu
80

S €



Arg

Ala

Gly

Asn

Ala

145

Leu

Asp

Val

Ser

Leu

225

Gln

Ala

Ala

Leu

Pro

Leu

Met

Ala

His

210

Thr

Leu

Gly

Arg

Pro

Glu
115

Gln

Val

Leu

Ala

195

Gly

Arg

Gly

Ile
275

Val

Val

100

Ser

Arg

Pro

Ser

Val

180

Leu

Gly

Gly

Glu

Lys
260

Glu

Ala

85

Gly

Ser

Ala

Asp

Gln

165

Arg

Val

Leu

Leu

LyS

245

Ala

Thr

Val

Gly

Gly

Gly

Tyr

150

Proé

Ser

PY:o

Gln

Asn

230

Ile

Leu

Leu

Ile

Leu

Lys

Gly

1.35

Ala

Arg

Ala

215

Gln

Gly

Lys

Lys

Pro

Pro

Thr

120

Ile

Ala

Thr

Ala

Ala

200

Arg

Thr

Val

Phe

Asp
280

Thr

Arg

1,05

Thr

Ala

Lys

Gly

Ile

185

Glu

Leu

Asn

Phe

Tyr
265

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

Leu

Glu

170

Asp

Ile

Met

T

Phe

250

Ala

Thr

Ser

Arg

Thr

Phe

Gly

155

Gln

Leu

Glu

Ser

Thr

285

Gly

Ser

Asp

Ile

Ile

Leu

Ile

140

Val

Ala

Ile

Gln

220

Met

Ser

Val

Ala

Ala

Val

His

125

Asp

Asp

Leu

Val

Glu

205

Ala

Ile

Pro

Arg

Val
285

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Ile

Glu I

Ile

190

Met

Leu

Phe

Met
270

Gly

Ile

Ile

Glu

(0]

=
~J
w

Asp

Gly

Arg

Ile

Thr

285

Asp

Val

Tyr

Ala

His

Ala

160

Ala

Ser

Asp

Lys

Asn

240

Thr

Ile

Arg



Thr Arg Val Lys Val Val Lys Asn Lys Met Ala

290

Ala Glu
305

Leu Ile

LEp "Tye

Q Arg Thr

Gln Ile
370

Ala Ala
385

<210>
<211>
Z212:>
<213>

<220>
<2215
<223>

. <220>

<221>
<223>

<220>
<221>
<2235

<400>
atgtacc
60

gacttcg
120

295

Phe Asp Ile Leu Tyr Gly Val Gly Ile
310 CHIG

Asp Phe Gly Val Glu His Ala Ile Val
325 330

Thr Tyr Asp Gly Asp Gln Leu Gly Gln
340 345

Phe Leu Leu Asn Asn Pro Asp Ile Ala
355 360

Lys Gln Lys Leu Gly Ile Gly Gly Pro
375

Asp Glu Leu Ala Glu Arg Arg Pro Ala
390 395

8

2175

ADN
Microbacterium sp.

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-014-C06

misc feature
Identificador génico SGI SGIMICG849768

misc feature
codifica la secuencia de péptidos en la SEQ ID NO 9

8
cca tgatcgatce cgcactcgec gacgeccggec tcggtgacge cgaagacgac

acg ccatcgagtc tcccgactce cagctceccgg accaccgeta cctggatcgce




gagctgagct
180

cccgaactceg
240

atggtgcgcg
300

atcggccgcet
360

ctgcgtcacg
420

gagatcacgg
480

cagctccagg
540

tacatctccg
600

caggagttcg
660

ggcggcgaga
720

ctgttccceg
780

gtggagatcg
840

cgccgtcgat
900

atggacctgce
960

ccgctcgacce
1020

ccgceccgcecacce
1080

gacatcttca
1140

acgaccagcg
1200

ggctcgcecctt

agcgggcgaa

tcgeccggect

cececeegtega

ccgaggcectg

actggtccga

tettcecggt

gectgteget

cgcgcctcaa

tcaagcgcett

gcatggaggt

aggaagacga

teggeocegee

tegtecgega

tgcgecggact

tgcccaccac

aagcgatccg

tgcaggcgtt

caaccagcgc

cttectggcyg

caagcgccgce

cgcgctcgec

gacctegete

gctgaccgac

gctgatgccg

gaacctcgcg

ggtgecgeée

cctgecgectg

gctcgaccac

gagcgagaac

gatccgccte

gctcgacatc

gttcgatctg

ggcecgtggece

caagtcggat

cctcgaacag

gtaatggagc

atctticgeeca

atcatgaccg

gacateéteee

gtgcgccecceg

gacgagcgct

ctegeggteg

abccgeatoe

atgetecece

gaggaactga

cacgcgttcc

ctcatccagg

gagatcacgg

accgacctgg

tccegeateg

ttccagceey

gtgctcgtgce

gccgeecgeg

tcgccgagga

gcaacctcga

gcctggeegt

gcgaagcgca

ccctggecga

ccggattgtc

acccggcgca

gcaatgcccg

gcttcgtgga

tcgcgaacca

gectcacceg

cgctcgaggce

acgacatgga

aggtctaccg

accgtcccga

caggatcgag

accacccgta

acecgeacgt

tcecgtcecactg

cgagttctte

gccgacgaac

cgccctgecag

ctccggceatc

cgagtacttc

tecegttecce

caccgggcge

ggtgccggge

cctcggcgac

caacgaagac

cgagctgctg

cgaggtcacg

ccteeeecggt

cctgecgctac

caaccgcgcce

cgagtcgttc

gctcgccatc

Tl



aagcagaccc
1260

gccgaagcecg
1320

aacaacatcg
1380

gtcggactca
1440

cgccactact
1500

gacttecggte
1560

gagctcagcg
1620

ctgcgcaagg
1680

cccgcegcaca
1740
taccgcgcga

1800

cgcaccgacc
1860

ctcgagcact
1920

agcgccgaca
1980

gacgccgacc
2040

tegtcegtgge
2100

aagccgctga
2160

cgggcggttce
2178

<210> 9

tgtaccgcac
gcaagcaggt
tctgggcacg
agacccactg
cgcacgtcgg
tgttcaccge
gctacgcgat
gcctcatccg

tccgecatcaa

gcgcggecgg
tcgacggcat
cccgecatctt
tgatgcaccg
acctcaagga
atctcggcge
tcgacctg;a

gatga

ctcgggcgac

gctggececte

caagctcgag

caagctcgcc

caccggcaac

agacgcgcag

cgagaagaag

ccagatcgac

ggtgaactcg

ggtgaaggtc

cagtgacaac

cgcgttcgag

caacctcgac

actgcaggcg

cggcggegte

ggataagacc

agcccggteg

gtcgaggtga

aaggccggcg

cteogtieatce

tacaacccca

gtcggcaaag

ttcaagcgcc

gccgagcgca

atggtcgatg

gacgtgtggg

atcacggtgce

aacgccggcg

cgtcgtgtgg

ttcttcgacc

tgggagcgcc

atggggttga

tgcaggcgct

aggccegttt

tgcacgtggt

gcgaggaaga

agaccagccg

acctgacacg

tgctggtege

ggaacgccga

aggagatcat

tgcgcggcecat

gcagcatcct

acccgcaggt

aggcgctggt

tcgecgatgga

acgccgtgaa

tccagcggcg

gatcgacgcg

cgacgaggcc

ctacggtctc

ggggatgctg

catctacgag

cctgttcaac

cccgetgeac

ggcggggatc

cgacgcgctc

ctgcagcctg

cggcegctac

gtacatcggc

gcgcgtcacc

cgacggaacc

cgccgacggce

ccgecegegeg

Hie



<211> 724
<212> PRT
<213> Microbacterium sp.

<220>
<2215 misc feature
<223> Aislado bactsriano SGI SGI-014-C06

<220>
<221> misc_ feature
<223> 1Identificader peptidico SGI SGIMICT849768

<220>

<221> nmisc feature

<223> polifosfato cinasa

<400> 9

Met Tyr Pro Met Ile Asp Pro Ala Leu Ala Asp Ala Gly Leu Gly Asp
1 5 10 15

Ala Glu Asp Asp Asp Phe Asp Ala Ile Glu Ser Pro Asp Ser Gln Leu
20 25 30

Pro Asp His Arg Tyr Leu Asp Arg Glu Leu Ser Trp Leu Ala Phe Asn
35 40 45

Gln Arg Val Met Glu Leu Ala Glu Asp Pro Ser Leu Pro Glu Leu Glu

Arg Ala Asn Phe Leu Ala Ile Phe Ala Ser Asn Leu Asp Glu Phe Phe
65 70 75 80

Met Val Arg Val Ala Gly Leu Lys Arg Arg Ile Met Thr Gly Leu Ala
85 90 95

Val Pro Thr Asn Ile Gly Arg Ser Pro Val Asp Ala Leu Ala Asp Ile
100 105 110

Ser Arg Glu Ala His Ala Leu Gln Leu Arg His Ala Glu Ala Trp Thr
115 120 125

Ser Leu Val Arg Pro Ala Leu Ala Asp Ser Gly Ile Glu Ile Thr Asp
130 135 140

i




Trp
145
His
Ile
Pro
Lys
225
Leu

Arg

Gln

" Arg

Val
305

Pro

Asp

Ser

Leu

Pro

Arg

Pro

210

Arg

Phe

Asn

Ala

Leu
290

Arg

Leu

Glu

Gln

Phe

Asn

195

Met

Phe

Pro

Glu

Leu
275

Glu

Glu

Arg

Leu

Val

Pro

180

Ala

Leu

Leu

Gly

Asp

260

Glu

Ile

Leu

Leu

Tyr
340

The

Phe

165

Tyr

Arg

Pro

Arg

Met

245

Val

Ala

Thr

Asp

Arg

325

Pro

Asp

150

Pro

Ile

The

Arg

Leu

230

Glu

Glu

Glu

Asp

Ile

S0

Gly

Pro

Asp

Val

Ser

Gly

Phe

215

Glu

Val

Ile

Leu

Asp

295

The

Leu

His

Glu

Leu

Gly

Arg

200

Val

Glu

Leu

Glu

Leu
280

Met

Asp

Phe

Leu

Arg

Met

Leu

185

Gln

Glu

Leu

Asp

Glu

265

Arg

Asp

Leu

Asp

Pro
3415

Ser

Pre

170

Ser

Glu

Val

Ile

His

250

Asp

Arg

Glu

Glu

Leu

330

Thr

Gly

155

Leu

Leu

Phe

Pro

Ala

235

His

Glu

Arg

Val

Val

315

Ser

Thr

Leu

Ala

Asn

Ala

Gly

220

Asn

Ala

n
)
=

Phe

Thr
300

Tyr

Arg

Ala

Ser

Val

Leu

Arg

205

Gly

His

Phe

Glu

Gly
285

Met

Arg

Ile

Val

Glu

Tye

Asp Pro

Ala

190

Leu

Gly

Leu

Arg

Asn L

270

Pro

Asp

Leu

Asp

Ala
350

Ile

Lys

Glu

Gly

Leu

255

Pro

Leu

Pro

Arg

335

Phe

Phe

160

Ala

Arg

Val

Ile

The

Ile

Ile

Leu

Gly

320

BYo

Gln

74



Pro

Ser

Gln

385

Lys

Leu

Val

Leu

Thr

465

Arg

Arg

Lys

LyS

Pro

Ala

Asp

370

Ala

Gln

Ile

Lys

Glu

450

His

Ile

Asp

LyS
530

Ala

(G20 o
&

Val

Phe

The

Asp

Ala

435

Lys

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Arg

His

Ser

Leu

Leu

Leu

Ala

420

Arg

Ala

Lys

Ser

Glu

500

Th#

Lys

Gln

Ile

Ser

Val

Glu

TVE

405

Ala

Phe

Gly

Leu

His

485

Asp

Arg

Arg

Ile As

Asn

His

Gln

390

Arg

Glu

Asp

Val

Ala

470

Val

Phe

Leu

Ile

Arg

His

375

Ala

Thr

Ala

Glu

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu

535

Ala

Lys

Ala

360

Pro

Ala

Ser

Gly

Ala

440

Val

Val

Th

Leu

Asn

520

Val

Glu

Val

Asp

Tyr

Arg

Gly

Lys

425

Asn

Val

Ile

Gly

Glu

Ala

Arg

Ile

Glu

Asp

Asp

410

Gln

Asn

Tyr

Arg

Asn

490

Thr

Leu

Pro

Arg

Ser
570

Phe

Ser

Pro

395

Ser

Val

Ile

Gly

Glu

475

Tyr

Ala

Ser

Leu

Met

Lys

Phe

380

His

Pro

Leu

Val

Leu

460

Glu

Asn Pro Lys Thr Ser
495

Asp Ala Gln Val Gly
510

Gly Tyr Ala Ile Glu
His Leu Arg Lys Gly
540

Ala Glu Ala Gly Ile

Val Asp Glu Glu Ile
[~
D



Ile
TED
Asp

Arg
625

® -

Val
Asp
Gly

Asp
705

o Arg

Asp

Val

Asn

610

Ile

~ Ala

Arg

Leu

Val
690

Leu

Ala

<210>
<2 11>
<212>
£213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221:>
£223>

Ala

Ile

Phe

Asp

Val

Ala

675

Trp

Gln

Val

10

1390
ADN

Leu

580

Gly

ThHE

Ala

Met

Thr

660

Met

Glu

Asp

Arg

Tyr

Ile

Val

Phe

Met

645

Asp

Asp

Arg

Lys

Arg

Cys

Arg

His

Ala

Asp

His

T
710

Ala

Ser

Ser

615

Asn

Arg

Asp

Gly

Ala

695

Met

Microbacterium sp.

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-005-G08

misc feature

codifica un ARN ribosémico de 168

Ser

Leu

600

Ile

Ala

Asn

His

Thr

680

Val

Gly

Gly

Leu

Leu

665

Ser

Asn

Leu

Ala

Thr

Gly

Asp

Asp

650

Lys

Ala

Ile

Gly

Asp

Arg

Pro

635

Arg

Glu

Trp

Asp

Gln
715

Val

Leu

Tyr

620

Gln

Arg

Gly
700

Arg

Lys

Asp

605

Leu

Val

Val

Gln

Leu

685

Lys

Arg

Val

590

Gly

Glu

Tyx

Glu

Ala

670

Gly

Pro

Arg

Asp

Ile

His

Phe

Ala

Arg

Val

n
0]
a]

> Gly

640

Leu

Phe

Gly

Ile

Ala
720

96



<220>

<£221>
<222> (29)
<223>
<220>
<221>
<222> (38)
€223>
<400> 10
aacggtgaac
60
caacectgece
120
gcgatcgcat
180
agcttgttgg
240
accggccaca
300
attgcacaat
360
ttgtaaacct
420
gctaactacg
480
gggcgtaaag
540
cgggcctgca
600
tagcggtgga
660
gtaactgacg
720
caccccgtaa
780
aacgcattaa
840

misc feature

. (36)

noes dy S Gy

misc feature

. (41)

n es a, € gy

acggagctﬁg
ctgactctgg
ggtcagctac
tgaggtaatg
ctgggactga
gggcggaagc
cttttagcag
tgccagcagce
agctcgtagg
gtgggtacgg
atgcgcagat
ctgaggageg
acgttgggaa

gttccocgece

€, U otro

En W otxo

ctctgtggnn

gataagcgct

tggaaagatt

gctcaccaag

gacacggeccc

ctgatgcagc

ggaagaagcg

cgcggtaata

cggtttgtcg

gcagactaga

atcaggagga

aaagggtggg

ctagttgtgg

tggggagtac

nnnnnngnnn

ggaaacggcg

ttttggttgg

gcgtcgacgg

agactcctac

aacgccgegt

aaagtgacgg

cgtagggcgce

cgtctgctgt

gtgcggtagg

acaccgatgg

gagcaaacag

ggteecattce

ggccgcaagy

ncgggtgagt

tctaatactg

ggatgggctc

gtagccggcec

gggaggcagc

gagggatgac

tacctgcaga

aagcgttatce

gaaatcccga

ggagattgga

cgaaggcaga

gcttagatac

acggattccg

ctaaaactca

aacacgtgag

gatacgagta

gcggcctatc

tgagagggtg

agtggggaat

ggcetteggy

aaaagcgccg

cggaattatt

ggctcaacct

attcctggtg

tctetgggece

cectggtagte

tgacgcagcect

aaggaattga



cggggacccey
900

ccaaggcttg
960

caggtggtgc
1020

agcgcaaccc
1080

gggtcaactc
1140

ttcacgcatg
1200

caaaaagccg
1260

ctagtaatcg
1320

ccgtcaagtce
1380

ccgtcgaagg
1390

<210> 11

<211> 532
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
223>

<220>
<221 >
223>

<220>
<221>
L222>
<223>

<220>
<221>
222>
€2235>

cacaagcggc

acatatacga

atggttgtecg

tcgttctatg

ggaggaaggt

ctacaatggce

gtceeagtte

cagatcagca

atgaaagtczg

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-010-H11

misc feature
ADN ribosémico 1_5.8S espaciador transcripto interno

misc feature
(43) . (43)
nes ay €; gy

nisc_feature
(526)..(526)
nesa, c g,

ggagcatgcg

gaacgggcca

tcagctcgtg

ttgccagcac

ggggatgacg

cggtacaaag

ggattgaggt

acgetgeggt

gtaacacctg

Mycosphaerella sp.

o ‘t

t

gattaattcg

gaaatggtca

tcgtgagatg

gtaatggtgg

tcaaatcatc

ggctgcaata

ctgcaactcg

gaatacgttc

aagccggtgg

atgcaacgcg

actctttgga

ttgggttaag

gaactcatgg

atgcccctta

ccgtgaggtg

acctcatgaa

cegggtettyg

cctaaccett

aagaacctta

cactcgtaaa

tcecegcecaacg

gatactgccg

tgtcttgggce

gagcgaatcc

gtcggagtcg

tacacaccgc

gtggagggag

98



<400> 11

gagggggcca

cetgeegty

aaaaagttaa

acgcagcgaa

aacgcacatt

ctcaagcctc

gttcgatteg

ccgttaaatc

tatcaataag

aacggcagcg

tacatcggaa cgtgcccaat

acgatctacg gatgaaagca

agattagota gttggtgagg

cggagggatc attaatgagt
60

catgttgctt cgggggcgac
120

ctgcattctt acgtcggagt
180

ggttctggca tcgatgaaga
240

agtgaatcat cgaatctttg
300

gttcgagcgt catttcacca
360

gcgcctcaaa gtctcecgget
420

tggagtacga gtcgtggcegg
480

atacccgctg aacttaagca
532

<210> 12

<211> 1431

<212> ADN

<213> Variovorax sp.
<220>

<221> misc_feature
<223>

<220>

<221> misc feature
<223>

<400> 12

tgccttacac atgcaagtcg
60

gggtgagtaa

120

aataccgcat

180

ggccgatgge

240

ccecececaacet

geggeattee

tttaataaaa

atgcgataag

gcgccccetg

gcttggtatt

tetcéeécageqg

tttcaaaggt

cggaggaggt

Aislado bacteriano SGI SGI-014-GO1

codifica un ARN ribosémico de 16S

cgggagcaat

cgtgggggat

ggggatcgca

taaaggctca

ccnacccettt

ccccggaggt

ctttcaacaa

taatgtgaat

gtattccggg

gggcgtcgeg

ttgtggcaac

tgacctcgga

catagntgtt

cctggeggeg

aacgcagcga

agaccttgcg

ccaagoctte

gtgaacgcat

catcaaaaca

cggatctett

tgcagaattc

gggcatgcct

agtctetecge

tatttcgcag

tcaggtaggg

te

agtggcgaac

aagctgtgct

cgaatggagc

gatctgtagc

X



'

tggtctgaga
300

gcagcagtgg
360

atgaaggcct
420

gagggctaat
480

taatacgtag
540

atgtaagaca
600

ctagagtacg
660

gaggaacacc
720

gtggggagca
780

tgttgggtct
840

acggccgcaa
900

tggtttaatt
960

agagatggct
1020

tcgtgtcgtyg
1080

acattcagtt
1140

cgtcaagtcc
1200

agggttgcca
1260

gtctgcaact
1320

ggacgaccag

ggaattttgg

tcgggttgta

gacggtaccg

ggtgcaagcg

gttgtgaaat

gtagaggagg

gatggcgaag

aacaggatta

tcactgactc

ggttgaaact

cgatgcaacg

tagtgctcga

agatgttggg

gggcactcta

tcatggeccct

acccgcgagg

cgactgcegtg

Cecacactgygyg

acaatgggcg

aactgctttt

taagaataag

ttaatcggaa

ccccocgggcete

atggaattcc

gcaatcceet

gataccctgg

agtaacgaag

caaaggaatt

Cgaaaaacct

aagagaaccg

ttaagtcccg

atgagactgc

tataggtggg

gggagctaat

aagtcggaat

actgagacac

aaagcctgat

gtacggaacg

caccggctaa

ttactgggcg

aacctgggaa

gcgtgtagca

ggacctgtac

tagtceacgc

ctaacgcgtg

gacggggacc

taceceacctt

taacacaggt

caacgagcgc

cggtgacaaa

gctacacacg

cccataaaac

cgctagtaat

ggcccagact

ccagccatgc

aaacggcctt

ctacgtgcca

taaagcgtgce

ctgcatctgt

gtgaaatgcg

tgacgctcat

cctaaacgat

aagttgaccg

cgcacaagcg

tgacatgtac

gctgcatggce

aacccttgte

ccggaggaag

tcatacaatg

cagtcgtagt

cgtggatcag

cctacgggag

cgcgtgcagg

ttctaataaa

gcagccgegg

gcaggcggtt

gactgcatag

tagatatgcg

gcacgaaagc

gtcaactggt

cctggggagt

gtggatgatg

ggaattcgcc

tgtcgtcage

attagttgcect

gtggggatga

gctggtacaa

ccggatcgca

aatgtcacgg

100



tgaatacgtt cccgggtctt gtacacaccg cccgtcacac catgggagcg ggttctgcca

1380

gaagtagtta gcttaaccgc aaggagggcg attaccacgg cagggttcgt g

1431

<210>
<2113
<212>
<2133

13

ADN

<220>
<221>
<2233

<220>
<221>
€223>

<400> 13

ctggcggcgt
60

tagcggcgga
120

gaaaccgggg
180

ttcggctacce
240

accaaggcga
300

cggcccagac
360

cggagcaacg
420

gaacaagtgc
480

aactacgtgce
540

cgtaaagggce
600

agggtcattg
660

1424

misc feature
Aislado bactariano SGI SGI-015-F03

misc feature
codifica un ARN ribosémico de 16S

gcctaataca

cgggtgagta

ctaataccgg

acttacagat

cgatgcgtag

tcctacggga

ccgcgtgagt

cgttcaaata

cagcagccgc

tcgecaggegg

gaaactgggg

Bacillus amyloliquefaciens

tgcaagtcga

acacgtgggt

atggttgtct

ggacccgegg

ccgacctgag

ggcagcagta

gatgaaggtt

gggcggcacc

ggtaatacgt

tttettaagt

aacttgagtg

gcggacagat

aacctgcctg

gaaccgcatg

cgcattagct

agggtgatcg

gggaatcttc

ttcggatcgt

ttgacggtac

aggtggcaag

ctgatgtgaa

cagaagagga

gggagcttge

taagactggg

gttcagacat

agttggtgag

gccacactgg

cgcaatggac

aaagctctgt

ctaaccagaa

cgttgtcegg

agccccegge

gagtggaatt

tcecctgatgt

ataactccgg

aaaaggtggc

gtaacggctc

gactgagaca

gaaagtctga

tgttagggaa

agccacggct

aattattggg

tcaaccgggg

ccacgtgtag



cggtgaaatg
720

actgacgctg
780

gccgtaaacg
840

cattaagcac
900

ggcccgcaca
960

gtcttgacat
1020

gtggtgcatg
1080

gcaacccttg
1140

aaaccggagg
1200

acgtgctéca
1260

atetgttctie
1320

aatcgcggat
1380

caccacgaga
1424

<210> 14

<211> 1425

<212> ADN
L2135

<220>
221>
<223>

<220>
<221>
<223>

cgtagagatg
aggagcgaaa
atgagtgéta
tecgectggyg
agcggtggag
cctctgacaa
gttgtcgtca
atcttagttg
aaggtgggga
atggacagaa
agttcggatc
cagcatgccg

gtttgtaaca

misc feature
Aislado bacteriano SGI SGI-015-H06

misc feature
codifica un ARN ribosdémico de 168

tggaggaaca

gcgtggggag

agtgttaggg

gagtacggtc

catgtggttt

tcctagagat

getcgtgteg

ccagcattca

tgacgtcaaa

caaagggcag

gcagtctgca

cggtgaatac

cccgaagtceg

Bacillus subtilis

ccagtggcga

cgaacaggat

ggtttecgece

gcaagactga

aattcgaagc

aggacgtccc

tgagatgttg

gttgggcact

tcatcatgce

cgaaaccgcg

actcgactgc

gttcccggge

gtgaggtaac

aggcgactct

tagataccct

ccttagtgct

aactcaaagg

aacgcgaaga

cttcggggge

ggttaagtcc

ctaaggtgac

cettatgace

aggttaagcc

gtgaagctgg

cttgtacaca

cttt

ctggtctgta

ggtagtccac

gcagctaacg

aattgacggg

accttaccag

agagtgacag

cgcaacgagc

tgccggtgac

tgggctacac

aatcccacaa

aatcgctagt

ccgceecgtea

(02



<400> 14

gctggcggeg
60

ttagcggcgg
120

ggaaaccggg
180

cttcggctac
240

caccaaggca
300

acggcccaga
360

acggagcaac
420

agaacaagtg
480

taactacgtg
540

gcgtaaaggg
600

gagggtcatt
660

gcggtgaaat
720

aactgacgct
780

cgccgtaaac
840

gcattaagca
900

gggcccgcac
960

ggtcttgaca
1020

ggtggtgcat
1080

tgcctaatac
acgggtgagt
gctaataccg
cacttacaga
acgatgcgta
ctcctacggg
gccgcegtgag
ccgttcaaat
ccagcagccg
ctcgcaggcg
ggaaactggg
gcgtagagat
gaggagcgaa
gatgagtgct
ctccgcctég
aagcggtgga
tcctctgaca

ggttgtcgtc

atgcaagtcg

aacacgtggg

gatggttgtt

tggacccgeg

gccgacctga

aggcagcagt

tgatgaaggt

agggcggcac

cggtaatacg

gtttcttaag

gaacttgagt

gtggaggaac

agcgtgggga

aagtgttagg

ggagtacggt

gcatgtggtt

atcctagaga

agctcgtgtc

agcggacaga

taacectgcet

tgaaccgcat

gcgcattagc

gagggtgatc

agggaatctt

tttcggatcg

cttgacggta

taggtggcaa

tctgatgtga

gcagaagagg

accagtggcg

gcgaacagga

gggtttccgce

cgcaagactg

taattcgaag

taggacgtcc

gtgagatgtt

tgggagcttg

gtaagactgg

ggttcagaca

tagttggtga

ggccacactg

ccgcaatgga

taaagctctg

cctaaccaga

gcgttgtccg

aagccccegg

agagtggaat

aaggcgactc

ttagataccc

ccocttagtgce

aaactcaaag

caacgcgaag

ccttcggggg

gggttaagtc

ctccctgatg

gataactccg

taaaaggtgg

ggtaacggct

ggactgagac

cgaaagtctg

ttgttaggga

aagccacggc

gaattattgg

ctcaaccggg

tccacgtgta

cctggtetgt

tggtagtcca

tgcagctaac

gaattgacgg

aaccttacca

cagagtgaca

ccgcaacgag

(02



cgcaaccctt
1140

caaaccggag
1200

cacgtgctac
1260

aatetgtbct
1320

taatcgcgga
1380

acaccacgag
1425

gatcttagtt

gaaggtgggg

aatggacaga

cagttcggat

tcagcatgcc

agtttgtaac

gecagcatite

atgacgtcaa

acaaagggca

cgcagtctgce

gcggtgaata

acccgaagtc

Secuencia artificial

Cebador de PCR M13-ITS1

agttgggcac

atcatcatgc

gcgaaaccgce

aactcgactg

cgtteeceggyg

ggtgaggtaa

tgtaaaacga cggccagttt cgtaggtgaa cctgegg

Secuencia artificial

Cebador de PCR ITS4-M13

caggaaacag ctatgacctc ctccgecttat tgatatge

<210> 15
<21l> 37
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 15
37

<210> 16
<211> 38
<212> ADN
<2.13>
<220>
228>
<400> 16
38

<210> 17
<211> 39
<212> ADN
<213>
<220>
223>

Cebador de

Secuencia artificial

PCR M13-27F Bac

tctaaggtga

ccettatgac

gaggttaagc

cgtgaagctg

cettgtacac

cettt

ctgcecggtga

ctgggctaca

caatcccaca

gaatcgctag

accgcccgte



<400>

39

<210>
<21>
<2075
<21.3>

220>
223>

<400>

37

17

tgtaaaacga cggccagtta gagtttgatc ctggctcag

18

37

ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR 1492R-M13 Bac

18

caggaaacag ctatgaccgg ttaccttgtt acgactt

(0S
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