AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para tratar o prevenir una
enfermedad de las plantas, composiciones de control bioldgico y al uso de
bacterias como agente de control biolégico. En particular, la presente invencion
se refiere al uso de bacterias de la especie Sphingobium xenophagum como
agente de control bioldégico para controlar una poblacion de plagas, mas
especificamente para tratar o prevenir una enfermedad en una planta o semilla

gue lo necesite.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la agronomia moderna, las principales especies de plagas se han
controlado principalmente con agentes quimicos, es decir, pesticidas. Hoy en
dia, muchos de los nuevos pesticidas disponibles en el mercado son mas
selectivos y menos peligrosos que los compuestos mas antiguos. Sin embargo,
incluso los pesticidas mas nuevos presentan varios problemas importantes.
Estos incluyen: el desarrollo de resistencia en especies de plagas objetivo, la
disminucién del suministro de pesticidas sintéticos registrados y Utiles, la
deposicion de residuos indeseables, el efecto perjudicial sobre especies no
objetivo que resulta en brotes de plagas secundarias, las reacciones fitotoxicas
inducidas en las plantas tratadas. Por lo tanto, cada vez es mas claro que
confiar Unicamente en el control quimico no sera la solucion al problema del
manejo de plagas agricolas. Por esta razén, muchos agricultores estan
explorando y adoptando métodos para reducir el uso de pesticidas.

Una alternativa al uso de agentes quimicos es el control bioldgico. El control
biologico es la manipulacion intencional de poblaciones de organismos
benéficos vivos (enemigos naturales) con el fin de limitar las poblaciones de
plagas. De hecho, practicamente todas las plagas tienen enemigos naturales y
el manejo adecuado de dichos enemigos naturales puede controlar

eficazmente muchas plagas. El objetivo del control biolégico no es erradicar las



plagas, sino mantenerlas en niveles tolerables en los que no causen dafos
apreciables. Como tal, los agentes de control biolégico pueden ser efectivos,

econdmicos y seguros.

Desde hace muchos afos, los agentes de control biolégico se han utilizado
para controlar plagas en cultivos. La mayoria de estos agentes se aislaron del
suelo y se utilizan comercialmente para el control de plagas en el suelo (ver,
por ejemplo, Postma et al. (2008) Soilless culture: Theory and practice, Tercera
Edicién Elsevier, p. 425-457; Vallance et al. (2010) Agron Sustain. Dev. 31,
191-203; Montagne et al. (2017) Environ Chem Lett. 15, 537-545). Sin
embargo, hasta ahora, no se ha desarrollado ningin agente de control
biolégico especificamente para controlar las enfermedades de las raices de las
plantas en cultivos sin suelo. Desafortunadamente, los agentes de control
biol6gico aislados del suelo a menudo carecen de eficacia para proteger a las
plantas contra las enfermedades en cultivos sin suelo. La consecuencia es, por
lo tanto, una mala adaptacion de los agentes de control biolégico comerciales a
las condiciones sin suelo, en particular a las condiciones acudticas, y a los
parametros que se encuentran en los sistemas sin suelo, como las estructuras

de invernadero.

Ademas, los patdégenos asociados con las condiciones particulares de los
cultivos sin suelo pueden diferir ampliamente de los que se encuentran
tipicamente en los sistemas agricolas clasicos basados en el suelo. De hecho,
algunos patégenos de la raiz particularmente adaptados al agua pueden
propagar rapidamente enfermedades en cultivos sin suelo. Esto es
particularmente cierto para los patdgenos Oomiceto que producen esporas
flageladas, como Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. Este patégeno
causa la enfermedad de podredumbre de la raiz en la lechuga (Sutton et al.
(2006) Summa Phytopathol. 32, 3017-321). Este problema puede ocurrir en
hidroponia y acuaponia. En el sistema acuaponico, los pesticidas quimicos no
son aconsejables debido a la presencia de peces en el mismo circuito de agua
gue las plantas (Stouvenakers et al. (2019) Aquaponics Food Production
Systems. Springer, Cham. 353-378).



Por lo tanto, existe un creciente interés por la identificacion de nuevos agentes
de control biolégico para controlar las plagas en los cultivos, pero también
adaptados a entornos de cultivo sin suelo, en particular hidroponia y
acuaponia, que sean eficientes, pero también seguros para las plantas a tratar,

para los operadores humanos, asi como para el medio ambiente.

Identificar nuevos microorganismos para su uso como agente de control
bioldgico, que sean al mismo tiempo eficientes y seguros, sigue siendo un
desafio. Hasta ahora, las campafas de aislamiento destinadas a identificar
microorganismos beneficiosos adaptados a cultivos sin suelo no lograron pasar
a la comercializacion, por ejemplo, porque no pudieron reducir la incidencia y
los sintomas de la enfermedad, tuvieron un impacto negativo en la planta
tratada o no fueron faciles de usar (perjudiciales para los humanos o el medio

ambiente).

En vista de lo anterior, existe una necesidad continua de obtener agentes de
control bioldgico eficaces para tratar o prevenir enfermedades de las plantas,
en particular en cultivos sin suelo, pero también en cultivos, para
composiciones que los comprendan adaptados a usos comerciales y para un

mejor control de plagas, en particular en cultivos sin suelo.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los inventores han descubierto sorprendentemente que el uso de bacterias de
la especie Sphingobium xenophagum como agente de control biolégico para

controlar una poblacién de plagas supera los problemas de la técnica anterior.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona el uso de Sphingobium

xenophagum como agente de control biolégico.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona ademas un método
para tratar o prevenir una enfermedad de las plantas, que comprende

suministrar a una planta o una semilla que lo necesite una cantidad eficaz de



Sphingobium xenophagum, y una composicion de control biolégico que
comprende Sphingobium xenophagum, en donde la composicion se selecciona
del grupo que consiste en una composicién de sustrato, una composicion de

nutrientes y una composicion de control de plantas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones, los
términos “que comprende” y “que incluye” son inclusivos y abiertos y no
excluyen elementos adicionales no mencionados, componentes de la
composicion o etapas de método. Por consiguiente, los términos “que
comprende” y “que incluye” abarcan los términos mas restrictivos “que consiste

esencialmente en” y “que consiste en”.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, la presente
invencion se refiere al uso de Sphingobium xenophagum como agente de

control biologico.

Por el término “agente de control biolégico”, se entiende, en el sentido de la
presente invencion, un organismo para controlar una poblacion de plagas, es
decir, un organismo que es eficaz para controlar una poblacién de plagas. Se
aprecia que, al hacerlo, el agente de control biolégico es ambientalmente
seguro, es decir, es perjudicial para la poblacién de plagas objetivo, pero no
dafa a otras especies de una manera no especifica. En otras palabras, por el
término “agente de control biologico”, se entiende, en el sentido de la presente
invencién, un enemigo natural, antagonista o competidor, u otro organismo,
utilizado para el control de plagas (ver la definicion en el Glosario de términos
fitosanitarios; ISPM 3, 1995; el ISPM 3 revisado, 2005; Convencion

Internacional de Proteccién Fitosanitaria (CIPF)).

En el contexto de la presente invencion, los términos “plaga” y “patdgeno”
pueden utilizarse indistintamente para referirse a un organismo que puede

invadir o colonizar una planta huésped y reducir la salud, el crecimiento, el



vigor y/o el rendimiento de la planta. A continuacion, se proporcionan varios
ejemplos de dichas plagas. M&s concretamente, por el término “plaga”, se
entiende, en el sentido de la presente invencion, cualquier especie, cepa 0
biotipo de planta, animal o agente patdégeno nocivo para las plantas o
productos vegetales (ver la definicion en el Glosario de términos fitosanitarios;
FAO, 1990; ISPM 2 revisado, 1995; IPPC, 1997; CPM, 2012; Convencién
Internacional de Proteccion Fitosanitaria (IPPC)).

Los términos “controlar” y “proteger” en relaciébn con una plaga se refieren a
uno o mas de reducir el crecimiento, la germinacion, la reproduccién y/o la
proliferacion de una plaga de interés, asi como matar, eliminar, destruir o

disminuir de otro modo la aparicion y/o actividad de una plaga de interés.

La especie Sphingobium xenophagum tiene una amplia distribucion y se puede
aislar facilmente de la naturaleza para su uso en la presente invencion. Esta
especie también se conoce como Sphingomonas xenophaga o Sphingobium

hydrophobicum.

Las cepas preferidas son Sphingobium xenophagum con nimero de acceso
LMG No. P-32737, LMG No. P-33173 y LMG No. P-33175, descritas en este
documento y depositadas de conformidad con el Tratado de Budapest el 30 de
junio de 2022 en las Colecciones Coordinadas Belgas de Microorganismos
(BCCM, K.L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent, Bélgica) con el numero LMG
No. P-32737, LMG No. P-33173 y LMG No. P-33175.

Otras cepas preferidas son la cepa SKN (DSM 14677; accesible al publico -
Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares del Instituto Leibniz
DSMZ) y la cepa BN6 (DSM 6383; accesible al publico - Coleccion alemana de

microorganismos y cultivos celulares del Instituto Leibniz DSMZ).

Estas cepas pueden cultivarse, por ejemplo, en el conocido medio Reasoner
2A (R2A) o en un medio rico en liquido (medio R) que contiene por cada litro de

agua destilada: 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de extracto



de malta, 5 g de bacto-casaminoacidos, 2 g de extracto de carne, 2 g de
glicerol y 1 g de MgSO,4, como se describi6 anteriormente (Hamana et al.
(2015) Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51, 1405-1417). Las cepas de Sphingobium
xenophagum con numero de acceso LMG No. P-32737, LMG No. P-33173 y
LMG No. P-33175, pero también la cepa SKN (DSM 14677) y la cepa BN6
(DSM 6383) se pueden incubar a 28° C con agitacion a 100 rpm durante 3 dias
en medio R. Los pellets bacterianos se pueden recuperar mediante
centrifugacion del medio de cultivo a 4000G durante 10 minutod. Los pellets se
pueden enjuagar con tampon de fosfato de potasio 0.05 M mas 0.05 % de
Tween 80 (KPBT), centrifugar de nuevo y luego resuspender en KPBT. La
concentracion de las suspensiones se puede determinar mediante
espectrofotometro ajustado a 600 nm y a 1x10° ufc/ml en KPBT. Las cepas
pueden almacenarse a -80° C en agua estéril con NaCl al 0.85 % mas glicerol
al 25 %.

Los inventores observaron sorprendentemente que el uso de Sphingobium
xenophagum como agente de control biolégico de acuerdo con la invencién
muestra mejores resultados en términos de eficacia, en particular en cultivos
sin suelo, pero también en cultivos en suelo. Se observé que las bacterias de la
especie Sphingobium xenophagum, en particular Sphingobium xenophagum
con numero de acceso LMG No. P-32737, LMG No. P-33173 y LMG No. P-
33175, pero también la cepa SKN (DSM 14677) y la cepa BN6 (DSM 6383),
son mas eficientes para proteger las plantas contra plagas al reducir la
incidencia y los sintomas de la enfermedad en comparacion con los agentes de
control bioldgico utilizados convencionalmente, asi como en comparaciéon con

los fungicidas quimicos.

Es necesario destacar que, aunque numerosos grupos de investigacion han
demostrado la inhibicion del crecimiento de plagas de plantas por varios
aislados de la rizosfera in vitro, estos resultados no son predictivos de la
actividad de control biologico real in vivo, es decir, para tratar o prevenir una
enfermedad causada por la plaga en una planta. Entre los métodos de cribado

in vitro que se utilizan habitualmente para cribar la actividad antagonista de un



aislado candidato frente a un patégeno, se puede citar el sistema de cultivo en
placa dual (Raymaekers et al. (2020) Biol Control. 144, 104240) o el ensayo de
COVs de doble sujecién, TCVA (Cernava et al. (2015) Front Microbiol. 6, 398).
Se utilizan habitualmente porque permiten el cribado de muchos aislados al
mismo tiempo con un espacio minimo necesario. Sin embargo, el experto sabe
gue estos resultados no predicen la complejidad de una actividad de control
biolégico in vivo para tratar o prevenir una enfermedad causada por la plaga en
una planta. De hecho, hay muchos factores que pueden influir en la actividad
de control biolégico de un agente microbiano in planta, incluyendo el entorno
circundante, la propia planta (su microbioma o su genoma, por ejemplo), la
variabilidad de la agresividad de la plaga a lo largo del tiempo, el momento y
las condiciones del tratamiento. Por ejemplo, la temperatura y la humedad a las
gue se realiza un ensayo antagonico in vitro pueden ser drasticamente
diferentes de aquellas a las que una planta determinada puede crecer 0 una
semilla puede germinar. Estas diferencias por si solas explicarian por qué el
antagonismo positivo in vitro no puede predecir como tal la actividad

antagonica en sistemas mas complejos, incluyendo las plantas huésped.

Ademas, Sphingomonas, y en particular Sphingobium xenophagum, estan
presentes en la microbiota de la raiz de varias especies de cultivos, en
particular la microbiota de la raiz de la lechuga. Dada su presencia natural en la
microbiota de la raiz, Sphingobium xenophagum espectrofotometro ajustado a
600 nm y a 1 x1 09 ufc/ml en KPBT. Las cepas pueden almacenarse a -80°C
en agua estéril con NacCl al 0,85% mas glicerol al 25%.

Ademas, Sphingomonas, y en particular Sphingobium xenophagum, estan
presentes en la microbiota de la raiz de varias especies de cultivos, en
particular la microbiota de la raiz de la lechuga. Dada su presencia natural en la
microbiota de la raiz, Sphingobium xenophagum se puede utilizar de forma
segura sin el riesgo de introducir especies invasoras no nativas. Ademas, a
diferencia de varias especies de bacterias que se han utilizado en la técnica
anterior para prevenir enfermedades de las plantas, Sphingobium xenophagum

no plantea un riesgo potencial para el medio ambiente y los usuarios finales.



Por lo tanto, el agente de control biologico de la invencion también proporciona
una solucién mas segura para el tratamiento o la prevencion de enfermedades

en plantas o semillas.

En una modalidad preferida de la invencion, el Sphingobium xenophagum
utilizado como agente de control biolégico es un Sphingobium xenophagum con
numero de acceso LMG No. P-32737.

En otra modalidad preferida de la invencion, el Sphingobium xenophagum
utilizado como agente de control biolégico es un Sphingobium xenophagum con
namero de acceso LMG No. P-33173.

En otra modalidad preferida de la invencion, el Sphingobium xenophagum
utilizado como agente de control biolégico es un Sphingobium xenophagum con
namero de acceso LMG No. P-33175.

En otra modalidad preferida de la invencion, el Sphingobium xenophagum
utilizado como agente de control bioldgico es un Sphingobium xenophagum con
numero de acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM 14677.

En otra modalidad preferida de la invencion, el Sphingobium xenophagum
utilizado como agente de control biolégico es un Sphingobium xenophagum con
ndmero de acceso (numero de coleccibn de cultivo) DSM 6383.
Ventajosamente, de acuerdo con la presente invencion, el Sphingobium
xenophagum se elige en el grupo que consiste en Sphingobium xenophagum
con numero de acceso LMG No. P-32737, Sphingobium xenophagum con
nuimero de acceso LMG No. P-33173, Sphingobium xenophagum con ndamero
de acceso LMG No. P-33175, Sphingobium xenophagum con nuamero de
acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM 14677, Sphingobium
xenophagum con namero de acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM

6383, y mezclas de los mismos.



Preferentemente, el Sphingobium xenophagum de acuerdo con la invencién no
causa una enfermedad en la planta. El experto en la materia sabe bien como
seleccionar bacterias Sphingobium xenophagum que no causen una
enfermedad en la planta. Ademas, el hecho de no causar alguna enfermedad
en la planta significativa se determina facilmente, por ejemplo, incubando una
planta con el Sphingobium xenophagum elegido y determinando si surge una
enfermedad después de unos dias.

Ventajosamente, el Sphingobium xenophagum de acuerdo con la invencién se
utiliza como agente de control biolégico para tratar o prevenir una enfermedad

en una planta o semilla que lo necesite.

El término “planta”, en el sentido de la presente invencién, debe entenderse
que incluye plantas de tipo silvestre y plantas que han sido modificadas por
medio de reproduccién convencional, mutagénesis, ingenieria genética o por
una combinacion de las mismas. También se entiende que, dentro del contexto
de la presente invencion, el término “planta” incluye tanto la planta entera como
una parte de la planta. Ejemplos no limitantes de partes de la planta incluyen
raices, hojas, tallos y frutos.

El término “semilla”, en el sentido de la presente invencion, debe entenderse
qgue incluye semillas y propagulos de plantas de todo tipo. Ejemplos no
limitantes incluyen semillas verdaderas, trozos de semillas, retofios, cormos,

bulbos, tubérculos, granos, esquejes y similares.

El término “planta o semilla que lo necesite”, en el sentido de la presente
invencion, debe entenderse como cualquier planta o semilla que esté sana o
gue haya sido diagnosticada con una enfermedad o sintomas de la misma, o
gue sea susceptible a una enfermedad, o que pueda estar expuesta a una

enfermedad o mediador de la misma.

Una observaciéon importante es que la accion de control biol6gico de

Sphingobium xenophagum puede observarse en diferentes etapas de
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desarrollo de la planta, a saber, durante la germinacién de la semilla y durante
el crecimiento de la planta. Esta ventaja es beneficiosa para el cultivo de
plantas en rotacion, donde plantas de varias etapas de desarrollo pueden estar

presentes en el mismo entorno de cultivo.

Ventajosamente, la enfermedad de la planta que se va a tratar o prevenir es
una enfermedad de la raiz. Se observo que el efecto protector de Sphingobium
xenophagum contra las enfermedades de la raiz no solo podia reducir la
mortalidad de la planta, sino también reducir los sintomas de la enfermedad de
la raiz a diferentes niveles, es decir, disminuir los sintomas de podredumbre de

la raiz, asi como limitar la disminucion de la masa fresca foliar.

La enfermedad que se va a tratar o prevenir de acuerdo con la invencién puede
estar mediada por cualquier tipo de plaga. Preferentemente, la plaga se
selecciona del grupo que consiste en hongos, oomicetos, bacterias, virus,
viroides, organismos similares a virus, protistas, protozoos, nematodos,
insectos y plantas parasitas. En una modalidad preferida, dicha plaga se
selecciona del grupo que consiste en oomicetos, ascomicetos, basidiomicetos,
mixomicetos, zigomicetos y bacterias. En una modalidad adicional, dicha plaga
se selecciona de:

- Oomicetos, tales como:

) Mildia velloso, como los del género Phytophthora, por ejemplo,
Phytophthora infestans, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora
fragariae, del género Peronospora, por ejemplo, Peronospora
parasitica, Peronospora pisi, Peronospora belbahrii, del género
Pseudoperonospora, por ejempl, Pseudoperonospora cubensis, del
género Bremia, por ejemplo, Bremia lactuae, o del género
Plasmopara, por ejemplo, Plasmopara viticola;

i) del género Pythium, por ejemplo, Pythium aphanidermatum,
Pythium ultimum, Pythium oligandrum, Pythium irregulare, Pythium
dissotocum, Pythium graminicola, Pythium spinosum;

- Ascomicetos, tales como:
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mildit polvoroso como el del género Podosphaera, por ejemplo,
Podosphaera xanthii, Podosphaera fusca, Podosphaera macularis,
del género Blumeria, por ejemplo, Blumeria graminis, del género
Erysiphe;

Mohos tales como del género Botrytis, por ejemplo, Botrytis
cinerea, del género Penicilium, por ejemplo, Penicilium expansum,
Penicilium italicum, Penicilium digitatum, Penicilium citrinum, del
género Aspergillus, por ejemplo, Aspergillus falvus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillusoryzae, del género Cladosporium, por
ejemplo, Cladosporium cucmerinum, Cladosporium elegans;

del género Septoria, por ejemplo, Septoria apiicola, Septoria tritici,
Septoria lycopersici;

del género Alternaria, por ejemplo, Alternaria brassicicola,
Alternaria solani, Alternaria alternata;

del género Colletotrichum, por ejemplo, Colletotrichum
gloeosporioides, Colletotrichum capsici, Colletotrichum graminicola,
Colletotrichum coccodes, Colletotrichum musae, Colletotrichum
fragariae;

del género Sclerotinia, por ejemplo, Sclerotinia sclerotiorium,
Sclerotinia minor, Sclerotinia major;

del género Fusarium, por ejemplo, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium graminearum;

del género Verticillium, por ejemplo, Verticillium dahlia;

del género Rhizoctonia, por ejemplo, Rhizoctonia solani,
Rhizoctonia cerealis;

del género Thielaviopsis, por ejemplo, Thielaviopsis basicola;

del género Cercospora, por ejemplo, Cercospora beticola,
Cercospora arachidicola;

del género Didymella, por ejemplo, Didymella lycopersici;

del género Venturia, por ejemplo, Venturia inaequalis, Venturia
pyrina,;

del género Phoma, por ejemplo, Phoma lingam;

del género Pleospora, por ejemplo, Pleospora betae;
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- Basidiomicetos, tales como:

i)  Tizén, como del género Uromyces, por ejemplo, Uromyces beticola,
Uromyces phaseoli, del género Puccinia, por ejemplo, Puccinia
recondite, Puccinia striiformis, Puccinia porri, Puccinia alli o del
género Tranzschelia, por ejemplo, Tranzschelia pruni, Tranzschelia
discolor;

- Mixomicetos, tales como:
i) del género Plasmodiophora, por ejemplo, Plasmodiophora
brassicae;
- Zigomicetos, tales como:
i) del género Mucor, por ejemplo, Mucor circinelloides;
i) del género Rhizopus, por ejemplo, Rhizopus stolonifera;
- Bacterias, tales como:

) del género Ralstonia, por ejemplo, Ralstonia solanacearum;

i)  del género Xanthomonas, por ejemplo, Xanthomonas campestris,
Xanthomonas citri, Xanthomonas oryzae;

iii)  del género Clavibacter, por ejemplo, Clavibacter michiganensis;

iv)  del género Erwinia, por ejemplo, Erwinia amylovora;

v) del género Pseudomonas, por ejemplo, Pseudomonas syringae;

vi) del género Xylella, por ejemplo, Xylella fastidiosa.

En una modalidad preferida, la plaga pertenece a los Oomycetos. En una
modalidad particular, la plaga se selecciona de los géneros Pythium,
Phytophthora, Peronospora, Pseudoperonospora, Bremia y Plasmopara; mas
en particular, la plaga se selecciona del grupo formado por Pythium
aphanidermatum, Pythium ultimum, Pythium oligandrum, Pythium irregulare,
Pythium dissotocum, Pythium graminicola, Pythium spinosum, Phytophthora
infestans, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora fragariae, Peronospora
parasitica, Peronospora pisi, Peronospora belbahrii, Pseudoperonospora
cubensis, Bremia lactuae y Plasmopara viticola. En una modalidad mas

particular, la plaga es Pythium aphanidermatum.
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El Sphingobium xenophagum de acuerdo con la invencion puede utilizarse
como agente de control biolégico para tratar o prevenir una enfermedad en una
planta que puede ser una planta ornamental o en una planta de cultivo.
Ventajosamente, dicha planta es una planta de cultivo. Preferentemente, la
planta de cultivo se selecciona entre las Solanaceae, por ejemplo, tomate,
papa, berenjena o pimiento, las Asteraceae, por ejemplo, lechuga, achicoria o
girasol, las Brassicaceae, por ejemplo, colza o repollo, las Chenopodiaceae,
por ejemplo, remolacha o espinaca, las Apiaceae, por ejemplo, zanahoria,
hinojo, perejil, apio o cilantro, las Rosaceae, por ejemplo, fresa, manzana, las
Poaceae, por ejemplo, trigo, cebada o maiz, las Cucurbitaceae, por ejemplo,
pepino, calabacin, calabaza o melén, las Fabaceae, por ejemplo, frijoles o
guisantes, las Alliaceae, por ejemplo, cebolla, puerro o ajo o las Lamiaceae, por
ejemplo, menta o albahaca. En una modalidad preferida, la planta de cultivo

pertenece a las Asteraceae. Mas en particular, la planta de cultivo es lechuga.

Las propiedades antes mencionadas de Sphingobium xenophagum hacen de
este microorganismo una excelente opcion como agente de control biolégico en
una amplia gama de sistemas de cultivo, incluyendo los sistemas de cultivo

basados en suelo y los sistemas de cultivo sin suelo.

Los inventores han observado sorprendentemente que Sphingobium
xenophagum es particularmente adecuado para su uso como agente de control
biolégico no sélo en cultivos sino también en un sistema de cultivo sin suelo,
como la hidroponia o la acuaponia, en contraste con los agentes de control
biolégico disponibles comercialmente que han sido aislados del suelo y
muestran una adaptacion y eficacia deficientes a las condiciones acuaticas

especificas de los sistemas de cultivo sin suelo.

Por el término “cultivo sin suelo”, se entiende en el sentido de la presente
invencién, un método de cultivo de plantas en cualquier medio distinto del suelo

gue sea adecuado para el crecimiento de plantas.
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Por el término “sistema de cultivo sin suelo”, se entiende en el sentido de la
presente invencién, cualquier medio artificial para proporcionar a las plantas
agua y nutrientes. Los sistemas de cultivo sin suelo pueden comprender
ademas un sustrato para proporcionar soporte fisico a las plantas. Ejemplos de
sistemas de cultivo sin suelo incluyen la hidroponia y la acuaponia. Mientras
gue la hidroponia generalmente se refiere a sistemas para cultivar plantas
mediante el uso de soluciones de nutrientes minerales a base de agua, la
acuaponia se refiere a un sistema integrado que combina acuicultura
(produccion de peces) y produccion de plantas hidroponicas en el mismo

circuito de agua recirculada.

De manera ventajosa, como se explicO anteriormente, en el contexto de la
invencion, Sphingobium xenophagum se utiliza como agente de control
biol6gico en un sistema de cultivo sin suelo, preferentemente en hidroponia o
acuaponia. Se ha descubierto que Sphingobium xenophagum es
particularmente adecuado para proteger a las plantas cultivadas en sistemas
de cultivo sin suelo contra plagas, incluso mas potente que el agente de control
biolégico registrado por la EPA Pseudomonas chlororaphis Tx-1. De hecho, se
ha identificado Sphingobium xenophagum en la zona de la raiz de plantas

cultivadas en sistemas de cultivo sin suelo.

Aunque no se desea limitarse a la teoria, parece que Sphingobium
xenophagum es capaz de proteger a las plantas contra enfermedades de la
raiz en sistemas sin suelo por otros medios que a través de la emision de
compuestos organicos volatiles (COVs). De hecho, mientras que los VOCs son
de gran importancia por su capacidad de actuar como supresores de plagas de
plantas en la filosfera o en sistemas agricolas basados en el suelo, estos
compuestos son generalmente poco solubles en agua y no pueden difundirse
de manera eficiente en sistemas de cultivo sin suelo basados en agua, como la
hidroponia o la acuaponia. Esto puede hacer que Sphingobium xenophagum
sea particularmente adecuado para su uso como agente de control biolégico
para tratar o prevenir enfermedades de las raices en sistemas de cultivo sin

suelo.
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Se cree que Sphingobium xenophagum confiere proteccién a las plantas a
través de una variedad de mecanismos, incluyendo el parasitismo de
patégenos de plantas, antibiosis, elicitacion de defensas de las plantas y a

través de la exclusion competitiva de patdogenos.

En una modalidad particular de la invencién, Sphingobium xenophagum se
suministra directamente a una planta o semilla que lo necesita, lo que significa
que Sphingobium xenophagum se aplica directamente a una semilla, una

planta entera o una parte de la planta, tipicamente el follaje, el tallo o las raices.

En otra modalidad particular, Sphingobium xenophagum se suministra
indirectamente a la planta o semilla que lo necesita, o que significa que
Sphingobium xenophagum se aplica al lugar en el que la planta o semilla esta
creciendo o puede crecer de modo que las bacterias suministradas puedan
entrar en contacto preferentemente con dicha planta o semilla. Los ejemplos no
limitantes de dicho lugar incluyen el suelo, el sustrato que rodea la planta o
semilla y la solucion nutritiva. Preferentemente, Sphingobium xenophagum se
aplica a la composicion de sustrato sin suelo que rodea la planta o semilla 0 a
la composicién de sustrato sin suelo en la que se cultivara la planta o semilla.
Los ejemplos no limitantes de composiciones de sustrato sin suelo incluyen

lana de roca, perlita y cocos.

En otra modalidad preferida, Sphingobium xenophagum se suministra a la
solucion nutritiva, preferentemente la solucion nutritiva hidropdnica o

acuaponica en la que se cultivan o se cultivaran las plantas.

Entre las maneras adecuadas para suministrar Sphingobium xenophagum a la
planta o semilla, se pueden mencionar en particular la pulverizaciéon (como la
pulverizacion aérea o la pulverizacidon terrestre), atomizacién, vaporizacion,
empapado, riego, chorro, vertido, fumigacion, inyeccion, pintura, tratamiento de
semillas, recubrimiento, inmersion, remojo y similares mediante equipos
convencionales tales como una bomba manual, un pulverizador de mochila, un

pulverizador de pluma, y similares.
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En el contexto de la presente invencion, Sphingobium xenophagum puede

suministrarse en forma sdlida o en forma liquida.

En una modalidad particular, Sphingobium xenophagum se suministra en forma
sélida. Ejemplos no limitantes de formas sélidas adecuadas incluyen: polvos,
polvos finos, tabletas, pellets o formas granulares tales como granulos,
micromigas y migas regulares o mezclas de los mismos. Las formas solidas

deseadas incluyen formas granulares.

De acuerdo con una modalidad preferida de la presente invencion,
Sphingobium xenophagum se suministra en forma liquida. Ejemplos no
limitantes de formas liquidas incluyen: soluciones, dispersiones tales como

emulsiones y suspensiones, y espumas.

Las concentraciones, volumenes y duraciones del suministro de Sphingobium
xenophagum pueden variar dependiendo del tipo de planta o semilla y pueden
ser determinados por un experto en la técnica. Sin embargo, preferentemente,
Sphingobium xenophagum, como se detalla anteriormente, se suministra por lo
menos en una concentracion de entre 102 y 10*? UFC, preferentemente entre

106 y 1010 UFC por planta o semilla.

En otra modalidad particular de la invencion, el Sphingobium xenophagum se
suministra a una planta o semilla que lo necesita en combinaciéon con por lo
menos un agente de control bioldgico adicional. En una modalidad particular, el
por lo menos un agente de control biologico adicional es una bacteria o un

hongo.

Se entiende que Sphingobium xenophagum, como se describe en el presente
documento, se puede suministrar a una planta o semilla que lo necesita como
una exposicidbn de dosis Unica o0 en exposiciones de dosis mdultiples en

diferentes momentos.
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En una modalidad particular, Sphingobium xenophagum, como se describe en
el presente documento, se suministra a una planta o semilla que lo necesita
una o mas veces durante el ciclo de crecimiento de la planta objetivo. Por
ejemplo, en una modalidad, Sphingobium xenophagum se suministra a una
planta o semilla en la primavera al comienzo de la temporada de crecimiento
y/o en el otofio al final de las temporadas de crecimiento. En una modalidad,
Sphingobium xenophagum se suministra a una planta antes de la cosecha de
partes de la planta, como 1 semana, 2 semanas, 3 semanas 0 4 semanas
antes de la cosecha de la parte de la planta. En otra modalidad mas,
Sphingobium xenophagum se suministra a una planta o semilla después de la

cosecha.

La presente invencion se refiere ademas a un método para tratar o prevenir
una enfermedad de las plantas, en el que dicho método comprende suministrar
a una planta o semilla que lo necesite una cantidad eficaz de Sphingobium
xenophagum, preferentemente Sphingobium xenophagum con ndamero de
acceso LMG No. P-32737 o con numero de acceso LMG No. P-33173 o con
namero de acceso LMG No. P-33175 o con numero de acceso (numero de
coleccion de cultivo) DSM 14677 o con numero de acceso (ndumero de

coleccién de cultivo) DSM 6383, o mezclas de los mismos.

Ventajosamente, de acuerdo con el método de la presente invencion,
Sphingobium xenophagum se elige en el grupo que consiste en Sphingobium
xenophagum con numero de acceso LMG No. P-32737, Sphingobium
xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33173, Sphingobium
xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33175, Sphingobium
xenophagum con numero de acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM
14677, Sphingobium xenophagum con numero de acceso (numero de

coleccién de cultivo) DSM 6383, y mezclas de los mismos.

En general, todos los aspectos de la presente invencidén discutidos en el
presente documento en el contexto del uso de Sphingobium xenophagum como

agente de control biologico se aplican mutatis mutandis a un método para tratar
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o prevenir enfermedades de plantas, como se defini6 anteriormente, que
comprende suministrar a una planta o semilla que lo necesite una cantidad

efectiva de Sphingobium xenophagum, como se definié anteriormente.

La presente invencidén también proporciona composiciones de control biol6gico
que comprenden Sphingobium xenophagum que son adecuadas para
suministrar una cantidad efectiva de la bacteria de acuerdo con la invencion a

una planta o semilla que lo necesite.

Se entiende gque todas las definiciones y preferencias, como se describid
anteriormente, se aplican igualmente a todas las modalidades adicionales,

como se describe a continuacion.

Los inventores han descubierto que las composiciones de control biolégico que
comprenden Sphingobium xenophagum, como se detall6 anteriormente, son
particularmente adecuadas para tratar o prevenir una enfermedad en una

planta o semilla que lo necesite.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas a una composicion de
sustrato, una composicion de nutrientes y una composicion de control de
plantas que comprende Sphingobium xenophagum, preferentemente
Sphingobium xenophagum con nimero de acceso LMG No. P-32737 o con
ndimero de acceso LMG No. P-33173 o con numero de acceso LMG No. P-
33175 o con numero de acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM 14677 o
con numero de acceso (numero de coleccion de cultivo) DSM 6383, o mezclas

de los mismos.

Ventajosamente, para una composicion de control biologico de acuerdo con la
presente invencion, Sphingobium xenophagum se elige del grupo que consiste
en Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-32737,
Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33173,
Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33175,

Sphingobium xenophagum con nuimero de acceso (humero de coleccion de
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cultivo) DSM 14677, Sphingobium xenophagum con numero de acceso

(numero de coleccién de cultivo) DSM 6383, y mezclas de los mismos.

En una modalidad particular, la composicion de control biolégico es una
composicién de sustrato sin suelo. Ejemplos no limitantes de composiciones de
sustrato sin suelo incluyen lana de roca, perlita, turba, cocos o una

combinacién de los mismos.

En otra modalidad particular, la composicibn de control biolégico es una
composiciéon de nutrientes hidroponicos o una composicibn de nutrientes

acuaponicos.

En otra modalidad particular, la composicibn de control biolégico es una
composicién de control de plantas que comprende un portador botanicamente
aceptable, preferentemente un portador liquido acuoso como el agua. La
composicion de control de plantas se puede formular como un concentrado
emulsionable, concentrado en suspension, emulsién diluida, solucién
directamente pulverizable o diluible, pasta recubrible, emulsién diluida, polvo
humectable, polvo dispersable, polvo, granulo o cépsula. Preferentemente, la
composicion de control de plantas se selecciona de una formulacion en polvo y

una formulacién acuosa.

Ventajosamente, la composicion de control de plantas puede comprender
ademas por lo menos un ingrediente adicional para mejorar la apariencia, el
almacenamiento, el transporte, la manipulacién y/o el rendimiento de la
composicién de control de plantas. Preferentemente, el ingrediente adicional es

un ingrediente que no se produce de forma natural.

En algunas modalidades, la composicién de control de plantas comprende uno
o0 mas de un agente estabilizador, un agente absorbente de humedad, un

agente de atraccion, un portador y/o un agente antiaglomerante.
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En una modalidad particular, la composicion de control de plantas comprende
un agente estabilizador. El agente estabilizador sirve para prevenir o minimizar
la descomposicion, la degradacion o la activacion de las bacterias antes de su
suministro a la planta o semilla. Los ejemplos de agentes estabilizadores

incluyen silicato de calcio particulado.

En otra modalidad particular, la composicién de control de plantas comprende
un agente de absorcion de humedad. El agente de absorcion de humedad sirve
para absorber la humedad de la formulacién con el fin de mantener la
formulacién relativamente seca y evitar la formacibn de grumos o
apelmazamientos en la formulacion. Los ejemplos de agentes humectantes
incluyen desecantes, tales como particulas o perlas de gel de silice, y
polimeros superabsorbentes, tales como poliacrilato de sodio. Otros ejemplos
de agentes de absorcién de humedad incluyen virutas de madera y bolitas de

arcilla.

En otra modalidad particular, la composicion de control de plantas comprende
un agente de atraccion. El agente de atraccion puede ayudar a atraer la
formulacion a las plantas y/o semillas. Por ejemplo, el agente de atraccion
puede tener una carga electrostatica neta positiva, de modo que sea atraido
electrostaticamente a las plantas y/o semillas, que tienen una carga
electrostatica neta negativa. En algunos ejemplos, el agente de atraccién
puede incluir un mineral o una mezcla de minerales. En un ejemplo particular,
el agente de atraccion puede incluir una mezcla de minerales que incluye uno o
mas de los siguientes minerales: diéxido de silicio, 6xido de aluminio, calcio,
hierro, magnesio, potasio, sodio, fdosforo, titanio, manganeso, estroncio,
circonio, litio, rubidio, boro, zinc, vanadio, cromo, cobre, itrio, niquel, cobalto,
galio, cesio, escandio, estafio y molibdeno. En otro ejemplo, el agente de

atraccion puede comprender piedra caliza célcica.

En otra modalidad particular, la composicion de control de plantas comprende
un portador. El portador puede ser un almidon o harina adecuados. El portador

puede seleccionarse de manera que no absorba cantidades significativas de
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humedad, de modo que el portador no se aglomere. Los ejemplos de
portadores que pueden ser adecuados incluyen harina de maiz y harinas de
cereales como centeno, trigo, harina de arroz y harina de espelta. En ejemplos
alternativos, el portador puede ser caolin. En otros ejemplos, el portador puede

comprender leche en polvo o talco.

En otra modalidad particular, la composicién de control de plantas comprende
un agente antiaglomerante. Un ejemplo particular de un agente
antiaglomerante es el 6xido de magnesio. También se pueden emplear otros
agentes antiaglomerantes conocidos por los expertos en la técnica en las

formulaciones descritas en el presente documento.

En otra modalidad particular, la composicion de control biolégico puede
comprender ademas un ingrediente activo adicional, como compuestos
inductores de defensa de las plantas, agentes de control biolégico, elementos
nutricionales, fertilizantes, pesticidas y similares. Preferentemente, la
composicién de control biolégico comprende un agente de control biolégico
adicional, siendo mas preferentemente dicho agente de control biolégico una

bacteria o un hongo.

El experto en la materia apreciara que la concentracion de Sphingobium
xenophagum de acuerdo con la invencidon en la composicion de control
biolégico puede variar dependiendo de las condiciones en las que se vaya a
utilizar la composicion (por ejemplo, clima, planta objetivo, entorno, método de

suministro de la composicion a la planta o semilla, etc.).

Los métodos para fabricar la composicion de control de plantas también son un
aspecto de la presente invencion. Se entiende ademas que todas las
definiciones y preferencias, como se describieron anteriormente, se aplican
igualmente a todas las modalidades adicionales, como se describe a

continuacion.
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La composicion de control de plantas de la presente invencién se puede

preparar mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica.

En una modalidad de la presente invencion, el método para la fabricacion de la
composicién de control de plantas, como se detalla anteriormente, comprende
la mezcla intima de Sphingobium xenophagum como se describid
anteriormente y uno o mas de un agente estabilizador, un agente absorbente
de humedad, un agente de atraccidbn, un portador y/o un agente

antiaglomerante, como se detalla anteriormente, en una mezcla homogénea.

Se entiende que la persona experta en la técnica llevara a cabo dicha mezcla
intima de acuerdo con la practica general, como, en particular, utilizando

tiempos, velocidades, pesos, volimenes y cantidades de lote 6ptimos.

Se entiende ademas que Sphingobium xenophagum puede introducirse en
forma de suspension, concentrado, emulsion o pasta, sin embargo, también
puede estar presente en forma sélida, como polvos, pellets o granulos para

fabricar la composicion de control de plantas.

La presente invencion se refiere ademas a un método para tratar o prevenir
una enfermedad de las plantas, en el que dicho método comprende suministrar
la composicién de control biolégico que comprende Sphingobium xenophagum
como se describe en el presente documento a una planta o semilla que lo
necesite. Por ejemplo, la composicién de control biologico de la invencion se
puede utilizar como un agente profilactico para prevenir una enfermedad en
una planta o semilla, en particular una enfermedad mediada por una plaga del

género Pythium.

La presente invencion proporciona ademas un método para tratar o prevenir
una enfermedad en una planta o semilla que lo necesite, comprendiendo el
método tratar un lote de semillas con la composicién de control de plantas
descrita en el presente documento y luego cultivar las semillas tratadas en

plantas.
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Estas y otras modalidades de la invencion se indican en las reivindicaciones
gue se adjuntan. A continuacién, se describird la invencién con mas detalle con
referencia a los siguientes ejemplos, que muestran modalidades no limitantes

de diferentes aspectos de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento de cepas, medios y condiciones de crecimiento

Se aislaron cepas bacterianas del rizoplano de lechuga acuapodnica. Las
plantas de lechuga para el aislamiento del rizoplano fresco se cultivaron en el
sistema acuapoénico de caja PAFF de Gembloux Agro-Bio Tech, Universidad de
Lieja (Bélgica) como se describié anteriormente (Stouvenakers et al. (2020)
Microorganisms 8, 1-25). El agua del rizoplano se recolecté mediante
sonicacion de la raiz durante 10 minutos en un tampén de fosfato de potasio
0.05 M mas 0.05 % de Tween 80 (KPBT). Las salas de crecimiento se
ajustaron a un fotoperiodo dia/noche de 18/6 h a 23 °C o0 28 °C para todos los

protocolos de aislamiento y periodos de incubacion.

Las cepas de Sphingobium xenophagum recientemente identificadas de
acuerdo con la invencion se han depositado en las Colecciones Coordinadas
Belgas de Microorganismos (BCCM, K.L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent,
Bélgica) con los numeros LMG No. P-32737, LMG No. P-33173 y LMG No. P-
33175.

La identidad de cada cepa se confirmé mediante secuenciacién de ADNr 16S
amplificado por PCR. Las extracciones de ADN se llevaron a cabo a partir de
células bacterianas resuspendidas en agua Milli-Q estéril. Para empezar, se
utilizé el kit FastDNA Spin con solucién de lisis de células TC (MP Biomedicals,
lllkirch-Graffenstaden, Francia), a partir de 200 pl de suspension. Como se
describe en Stouvenakers et al. (Primer caso de estudio de agentes de
biocontrol microbiano aislados de acuaponia mediante la extraccion de datos

de secuenciacion de alto rendimiento para controlar Pythium aphanidermatum
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en lechuga. Microbial ecology, 5 de noviembre de 2022), el ADNr 16S se
amplificé utilizando el cebador directo 16S A 1 y el cebador inverso 16S B 1.
Las mezclas de PCR se prepararon utilizando el manual del kit MangoTaq™
DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido). Los termocicladores se
hicieron funcionar con un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2
minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 50 °C durante 1
minuto, 70 °C durante 2 minutos y una etapa de extension final a 72 °C durante
10 minutos. Los productos de PCR se purificaron con el kit de purificacion de
PCR QIAquick (QIAGEN Benelux B.V., Amberes, Bélgica) antes de la
secuenciacion Sanger con los mismos cebadores en Macrogen Europe B.V.
(Amsterdam, Los Paises Bajos). Las secuencias se ensamblaron utilizando el
programa CAP3 (Huang y Madan (1999) Genome Res. 9, 868-877) y se
ajustaron por calidad utilizando el software Chromas
(http:/technelysium.eom.au/wp/chromas). Las secuencias editadas se anotaron
mediante andlisis BLASTN en comparacion con la base de datos rRNA/ITS
utilizando el sitio web de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para lograr la

identificacibn mas cercana con un minimo de identidad del 97 %.

Ejemplo 2: Efecto de diferentes cepas de Sphingobium xenophagum en el
control del marchitamiento de la lechuga mediado por P. aphanidermatum

utilizando diferentes métodos de tratamiento de semillas.

Cribado in vivo

Para identificar aislados capaces de controlar el marchitamiento de la lechuga
mediado por Pythium aphanidermatum, se desarrollé6 un ensayo de cribado in
vivo. Se probaron dos métodos diferentes de tratamiento de semillas en un

disefio experimental con microplacas de 96 pocillos.

Se utilizaron semillas organicas granuladas de lechuga (Lactuca sativa) var.
Lucrecia RZ (Rijk Zwaan, Merksem, Bélgica) en microplacas de 96 pocillos
(Greiner Bio-One B.V.B.A., Vilvoorde, Bélgica) a una densidad de una semilla

por pocillo. Una columna de microplaca (8 pocillos) correspondia a una réplica.
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Se probaron dos métodos para tratar las semillas en relacion con la inoculacion
de P. aphanidermatum: preinoculacion y biocebado (es decir, semillas
preinoculadas cuya germinacion se estabilizd con el tiempo). Cualquiera que
fuera el método, las semillas se trataron con 10 pl de suspension de aislado por
semilla el dia 0 (ver la siguiente seccién para la preparacién de suspensiones

de aislado).

Para los tratamientos de preinoculacion y bioimprimacién, las oosporas del
patdgeno se afadieron 3 dias después. Después del tratamiento de
preinoculacion, las microplacas se sellaron directamente con una pelicula
autoadhesiva. Para la bioimprimacion, los pellets de semillas se dejaron secar
bajo una campana de flujo laminar durante 30 minutos antes del sellado.
Cualquiera que sea el método, las microplacas se sellaron después de la
inoculacion de P. aphanidermatum con una pelicula autoadhesiva que se
perforé con una aguja sobre cada pocillo para permitir el intercambio de aire.
Las microplacas se incubaron a 23°C. Se establecieron condiciones de
oscuridad antes de la inoculacion del patégeno (es decir, solo para los
tratamientos de preinoculaciéon y bioimprimacién) y luego se establecié un
fotoperiodo dia/noche de 18/6 horas. Siete dias después de la inoculacién de
P. aphanidermatum, el marchitamiento de las semillas se puntué de forma
binaria. Las semillas muertas se puntuaron con 0, mientras que las semillas
sanas con cotiledones emergidos se puntuaron 1. Al final del ensayo de
seleccion, una cepa se consideré eficaz cuando se alcanz6 un umbral de tasa
de germinacion del 37.5 % o 12.5 % en la preinoculacion o bioimprimacion,

respectivamente.

Diferentes cepas de Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG
No. P-32737 (referencia de identificacion: PB-30), LMG No. P-33173
(referencia de identificacion: PB-31) y LMG No. P-33175 (referencia de
identificacién: PB-33), fueron probadas junto con cuatro controles en cada
microplaca en una configuracion de 1 columna (8 semillas) por control. Las
semillas de control negativo (C-) fueron tratadas con tampén KPBT e

inoculadas con la solucion de sacarosa + Tween utilizada para la suspension
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de oosporas. Las semillas de control positivo (C+) fueron tratadas con tampén
KPBT e inoculadas con oosporas. Las semillas de control fungicida (Cf) fueron
tratadas con Proplant® (722 g/l de propamocarbo) a una concentracion de 0.1
% en tampon KPBT e inoculadas con oosporas. Las semillas de control
biofungicida (Cpc) se trataron como los aislados probados con suspension de
Pseudomonas chlororaphis Tx-1 (ATCC 55670 de la Coleccibn Americana de
Cultivos Tipo) e inoculadas con oosporas.

Produccioén de in6culo de P. aphanidermatum

Matraces Erlenmeyer estériles de 150 ml que contenian 25 ml de caldo V8
CaCQjs clarificado (800 ml de agua destilada, 200 ml de jugo V8, 3 g CaCQ3) se
inocularon con tapones de cultivo de PDA de 5 mm de P. aphanidermatum
(CBS 132490) cultivados a 23° C con 18 h/6 h de iluminacion durante 3 dias.
Los matraces se cerraron con una bolita de algodén y se incubaron a 23° C con
18 h/6 h de iluminacién durante 9 dias. Cada masa micelial se recuperd y se
enjuagdé mediante agitacion vorticial en un tubo de centrifugado de 50 ml lleno
con 15 ml de agua destilada estéril. La operacion se repitié por lo menos dos
veces hasta la pérdida de color V8. Cada masa micelial se corté en 2 trozos y
cada mitad se incub6 a 28 °C con iluminacion durante 24 horas en un tubo de
centrifugado de 50 ml lleno con 30 ml de agua destilada estéril. Los trozos de
micelio se recuperaron y se mezclaron durante 3 s 8 veces con una batidora de
mano (Braun Minipimer Control Plus, 300w) en una solucion estéril que
contenia 10 mM de sacarosa y 0.05 % de Tween 20 en agua destilada. Se
utilizé una proporcién de por lo menos un trozo de micelio por cada 12.5 ml de
solucion con un volumen minimo de 100 ml. La suspension de propagulos
resultante se filtré a través de una gasa estéril para recolectar las oosporas,
que se contaron en un hemocitdmetro. La concentracion se fij6 en 1x10*

oosporas/ml.

Cultivo y suspensién de cepas
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Las bacterias se cultivaron en medio sélido R2A a 28° C durante 3 dias. Los
cultivos se recolectaron en tampon KPBT mediante raspado de superficie. Las
suspensiones de bacterias se diluyeron hasta alcanzar una absorbancia de
0.825 + 0.025 a 600 nm. Una absorbancia de 0.800 equivalié a 5.10” UFC/ml
de P. chlororaphis Tx-1. Cuando los cultivos no estaban lo suficientemente
concentrados, se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos y se ajustaron a
la concentracion correcta después de descartar el sobrenadante. Ademas de
un primer cribado a una concentracion de 0.825 + 0.025 unidades de
absorbancia, se probaron diferentes cepas de Sphingobium xenophagum con
namero de acceso LMG No. P-32737 (PB-30), LMG No. P-33173 (PB-31) y
LMG No. P-33175 (PB-33). La cepa Sphingobium xenophagum con nimero de
acceso LMG No. P-32737 (PB-30) asi como el control biofungicida (Cpc) se
probaron a una concentracion 10 veces (PB-30 10x y Cpc 10x

respectivamente).

Resultados

Se encontr6 que las diferentes cepas de Sphingobium xenophagum eran

eficaces para controlar el marchitamiento de las semillas, tanto después de la

preinoculacion como después de la bioimprimacion como se muestra en la

Tabla 1 a continuacion. El sufijo “10x” se utiliz6 para indicar tratamientos

concentrados de 10x. C-, C+, Cf y Cpc/Cpcl0 x fueron los controles negativo,

positivo, fungicida y biofungicida, respectivamente. Los diferentes aislados

bacterianos / cepas bacterianas de Sphingobium xenophagum de acuerdo con

la invencion fueron los siguientes:

e Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-32737 (PB-
30/PB-30 1 Ox);

e Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33173 (PB-
31);y

e Sphingobium xenophagum con numero de acceso LMG No. P-33175 (PB-
33).
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Tabla 1. Tasa de germinacion media de semillas tratadas con diferentes
cepas de S. xenophagum para controlar el marchitamiento de P.
aphanidermatum en funcion del método de preinoculacion o

bioimprimacion.

Tasa de germinacién media (%)
Tratamiento

Preinoculacion | Bioimprimacion
C- 60.0 93.5
C+ 29.1 0.0
Cf 25.2 6.4
Cpc 12.0 7.0
Cpc 10x 15.6 28.1
PB-30 51.0 18.8
PB-30 10x 50.0 37.5
PB-31 53.6 27.7
PB-33 53.1 16.7

Después de la preinoculacion, las diferentes cepas de S. xenophagum
resultaron eficaces para controlar el marchitamiento de las semillas, mientras
que Cf y Cpc/Cpcl0x no fueron eficaces (umbral de tasa de germinacién del
37.5 %). A una concentracién estandar (OD =0.825 + 0.025), las diferentes
cepas de Sphingobium xenophagum permitieron una tasa de germinacion

media de mas del 50 %.

Después de la bioimprimacién, las diferentes cepas de S. xenophagum también
demostraron ser eficaces con una tasa de germinacion media superior al
umbral del 12.5 % a la concentracion estandar. Cuando se utilizd una
suspension de 10x para la cepa PB-30, la tasa de germinacién media aumenté
hasta el 37.5 % después del tratamiento. Una vez mas, Cf y Cpc/Cpcl0x no

fueron eficaces contra el marchitamiento de las semillas.
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Ejemplo_3: Uso eficaz de Sphingobium xenophagum como agente de
control biolégico

Tratamiento y controles

Se probd Sphingobium xenophagum con nimero de acceso LMG No. P-32737
(PB-30) contra la enfermedad de pudricion de la raiz mediada por P.
aphanidermatum en plantulas de lechuga junto con cuatro controles. Los
controles utilizados fueron un control sano negativo sin el patégeno (C-), un
control positivo (C+), un control biopesticida (Cpc) y un control fungicida (Cf).
C+ y C- fueron tratados con KPBT. Para Cf, se utilizé el fungicida Proplant®
(722 g/L propamocarbo) al 0.1 % en tampon KPBT. Finalmente, se utilizé una
suspension de P. chlororaphis Tx-1 (ATCC 55670, un agente de biocontrol
registrado por la EPA) para Cpc.

Para validar la reproducibilidad del cribado in vivo, se realizaron dos ensayos
diferentes con bacterias cultivadas en diferentes medios e inoculadas a
diferentes densidades. Estos se denominan “Ejemplo 32" y “Ejemplo 3B” en
adelante.

Cultivo de cepas y suspension para el Ejemplo 3A

Las bacterias se cultivaron en medio solido R2A a 28° C durante 3 dias. Los
cultivos se recogieron en tampon KPBT mediante raspado de la superficie. Se
midieron las suspensiones bacterianas para alcanzar una absorbancia de 0.825
+ 0.025 a 600 nm y luego se concentraron 10 veces para la inoculacién de
lechuga. Una concentracién 10 veces mayor de P. chlororaphis Tx-1 equivalié a
5.108 UFC/mI. Cuando los cultivos no estaban lo suficientemente concentrados,
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos y se ajustaron a la

concentracion correcta después de descartar el sobrenadante.

Cultivo de cepas y suspension para el Ejemplo 3B
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Las bacterias se produjeron en un medio rico en liquido (medio R) que contenia
en 1| de agua destilada: 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de
extracto de malta, 5 g de bactocasaminoéacidos, 2 g de extracto de carne, 2 g
de glicerol y 1 g de MgSOQO,. Las bacterias se incubaron a 28° C con agitacion a
100 rpm durante 3 dias. Los pellets de bacterias se recuperaron por
centrifugacion del medio de cultivo a 4000 G durante 10 minutos. Los pellets se
enjuagaron con tampoén de fosfato de potasio 0.05 M mas 0.05 % de Tween 80
(KPBT), se centrifugaron nuevamente y luego se resuspendieron en KPBT. La
concentracion de las suspensiones se determind mediante un

espectrofotometro ajustado a 600 nm y ajustado a 1x10° ufc/ml en KPBT.

Preparacion del in6culo del patégeno

Como se describié anteriormente para los ensayos de marchitamiento de
semillas (Ejemplo 2), el cultivo micelial madre de Pythium aphanidermatum
(CBS 132490) se reactivo primero en PDA durante 3 dias a 23° C con un
fotoperiodo dia/noche de 18 h/6 h. Luego, los tapones miceliares del hongo en
crecimiento activo se cultivaron en matraces Erlenmeyer que contenian 25 ml
de caldo V8 CaCOa3 clarificado (800 ml de agua destilada, 200 ml de jugo V8 y
3 g de CaCO3). Después de 9 en las mismas condiciones, se recupero la masa
micelial y se enjuagé varias veces en agua destilada estéril. A continuacion, la
masa micelial se incub6 durante 24 horas a 28° C con iluminacién en agua
destilada estéril para iniciar la formaciéon y maduracién de las oosporas. A
continuacion, la masa micelial se mezcl6 con una batidora de mano (Braun
Minipimer Control Plus, 300w) en una solucién estéril que contenia 10 mM de
sacarosa y 0.05 % de Tween 20 en agua destilada. A continuacion, las
oosporas en suspension se separaron de otros propagulos mediante filtracion
estéril con gasa. A continuacion, las oosporas encontradas en el filtrado se
fijaron en una concentracién de 1x10* oosporas/ml después de la observacion

con hemocitbmetro.

Configuracion experimental de control biolégico
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Las semillas de lechuga organica se sembraron en tapones de lana de roca de
25 x 25 x 40 mm (Grodan B.V., Roermond, Holanda) y se colocaron
aleatoriamente en un fitotrén, con un fotoperiodo dia/noche de 16 h/8 h, 22°
C/18° C (dia/noche) y una humedad relativa del 65 % durante los primeros 10
dias de germinacién como se describié anteriormente (Stouvenakers et al.
(2020) Microorganisms 8, 1-25). Los tapones se colocaron en bandejas de
plantas cuadradas de 14 cm de lado y las bandejas luego se colocaron
aleatoriamente en un fitotrén ajustado a un fotoperiodo de 16 h/8 h (dia/noche),
una temperatura de 22° C/18° C (dia/noche) y una humedad relativa del 65 %.
Durante la primera semana de germinacion se utilizé agua del grifo y luego se
utilizé solucion hidropdnica en su lugar segun las instrucciones del fabricante
(Hy-Pro A y B, Hy-Pro Fertilizers, Bladel, Holanda). Diez dias después de la
siembra, las temperaturas y la humedad se aumentaron a 35/25° C (dia/noche)
y 92 %, respectivamente. Los tratamientos se aplicaron a una tasa de 1 ml por
tapon en los dias 0 y 7. Para cada tratamiento, se utilizaron 2 bandejas de
plantas que contenian, cada una, 9 tapones de lana de roca. El dia 10 después
de la siembra, los tapones se inocularon con 1 ml de la suspensién del
patdgeno, excepto para C- donde se utilizé soluciéon de sacarosa + tween. La
mortalidad de lechuga (LM), los sintomas de podredumbre radicular (RRR:
clasificacion de la pudricion de la raiz) y la masa fresca foliar (FFM) se
registraron el dia 31 como se describié anteriormente (Stouvenakers et al.
(2020) Microorganisms 8, 1-25).

Resultados

Se encontré que Sphingobium xenophagum redujo eficazmente la mortalidad
de lechuga (ver Tabla 2), pero también disminuyé los sintomas de
podredumbre de la raiz y limitdé la disminucion de la masa fresca foliar en

comparacion con los controles C+y Cpc (Tabla 3).

Tabla 2. Mortalidad de lechuga (LM) de los tratamientos aplicados para

controlar la enfermedad de P. aphanidermatum en plantulas de lechuga.
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Mortalidad de la lechuga
Tratamiento LM (%)
Ejemplo 3A Ejemplo 3B
C- 0.0 0.0
C+ 33.3 11.1
Cf 0.0 0.0
Cpc 0.0 33.3
PB-30 0.0 0.0

Tabla 3. indice de pudricion de la raiz (RRR) y masa fresca foliar (FFM) de
los tratamientos aplicados para controlar la enfermedad de P.

aphanidermatum en plantulas de lechuga.

Tratamiento indice de pudricion de la raiz Masa fresca foliar
RRR (0-7) FMM (mg)
Ejemplo 3A Ejemplo 3B Ejemplo 3A Ejemplo 3B

C- 0.22 0.56 1328.8 1844.9

C+ 6.28 6.06 677.2 1100.4

Cf 4.50 2.17 1083.6 1726,2

Cpc 3.72 6.06 1033.7 788.2
PB-30 2.17 4.67 1536.1 1341.0

Al utilizar las condiciones de cultivo y suspension del Ejemplo 3A o 3B, se
encontré que Sphingobium xenophagum reducia los sintomas de pudricion de
la raiz y limitaba la disminucion de la masa fresca foliar en comparacion con los

controles C+y Cpc (Tabla 3).

En las condiciones del Ejemplo 3B, aunque se observé una baja mortalidad de
lechuga (LM) para C+, la enfermedad estuvo presente con un indice de
pudricion de la raiz (RRR) de 6.06 y una masa fresca foliar (FFM) de 1100.4
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mg para este control positivo. En comparacion, RRR y FFM o C- fueron 0.56 y
1844.9 mg, respectivamente. El control Cf fue eficaz para reducir RRR (2.17) y
no se observo una disminucion sustancial de FFM en comparaciéon con C-. Sin
embargo, Cpc, el control con biopesticidas no cue capaz de controlar la
enfermedad, con un RRR de 6.06 y una media de FFM de 788.2 mg.

Por otro lado, se descubrié que Sphingobium xenophagum (PB-30) reducia
eficazmente la mortalidad de la lechuga, pero también disminuia los sintomas
de pudricién de la raiz (RRR = 4.67) asi como la disminucién de la masa fresca

foliar (FMM = 1341.0 mg) en comparacién con C+y Cpc.

Los resultados fueron incluso mas positivos en las condiciones del Ejemplo 3A.
De hecho, se descubri6 que Sphingobium xenophagum (PB-30) reducia
eficazmente la mortalidad de la lechuga, pero también disminuia los sintomas
de pudricion de la raiz (RRR = 2.17) y limitaba la disminucion de la masa fresca
foliar (1536.1 mg) en mayor medida que el control Cf, demostrando asi que

esta especie de bacteria es un agente de control biolégico robusto y potente.

Ejemplo 4: Uso de Sphingobium xenophagum a diferentes
concentraciones para controlar el marchitamiento de las semillas de

lechuga causado por Pythium aphanidermatum en suelo

Preparacién de microorganismos

En este experimento se probaron dos concentraciones diferentes de
Sphingobium xenophagum cepa PB30 (LMG No. P-32737) para controlar el
marchitamiento de las semillas de lechuga causado por el patégeno Pythium
aphanidermatum. A partir de una suspension madre conservada a -80° C en
glicerol al 25 %, las células bacterianas se reactivaron primero cultivandolas en
medio R2A durante 4 dias a 23° C con un fotoperiodo dia/noche de 18h/6h.
Luego, se utilizaron colonias individuales para inocular nuevas placas Petri
R2A. Después de un dia de incubacion a 30° C en la oscuridad, los cultivos se

cosecharon raspandolos superficialmente en un tampon de fosfato de potasio
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0.05 M mas 0.05 % de Tween 80 (KPBT). Las suspensiones bacterianas se
midieron a 600 nm en un espectrofotdmetro y se ajustaron para alcanzar 5.107
0 5.108 UFC/m.

El cultivo micelial madre de P. aphanidermatum (CBS 132490) conservado en
aceite de parafina se reactivé primero en PDA durante 3 dias a 23° C con un
fotoperiodo dia/noche de 18h/6h. Luego, se realizaron segundos cultivos a
partir del primero y se incubaron durante 5 dias en las mismas condiciones.
Luego, los tapones miceliares se utilizaron como fuente de inéculo en este

experimento.

Configuracién experimental, tratamientos e inoculacion de patégenos

Se sembraron semillas orgénicas granuladas de lechuga (Lactuca sativa) var.
Lucrecia RZ (Rijk Zwaan, Merksem, Bélgica) (una semilla por celda) en
bandejas de tapon de 28 x 50 cm con 160 celdas (P6ppelmann, Lohne,
Alemania) que contenian caldo de cultivo (La Plaine Chassart, Fleurus,
Bélgica). Las bandejas de tapones se cortaron en bandejas cuadradas mas
pequefas de 5 por 4 celdas y se colocaron en bandejas cuadradas de plastico
de 14 cm. Cada celda se tratd por separado con 2 ml de tratamiento. Los
tratamientos fueron una suspension de la cepa S. xenophagum PB30 a 5.107 o
5.108 UFC/ml. Para los controles positivos (C+, es decir, con el patégeno) y
negativos (C-, es decir, sin el patdgeno), se utiliz6 KPBT como tratamiento. Se
trataron cuarenta celdas para cada tratamiento. Luego, las celdas C+ y las
celdas tratadas con PB30 se inocularon por la parte superior con tapones de
micelio circulares de 4 mm @ recogidos con un barrenador de corcho en
cultivos en crecimiento activo del patégeno del marchitamiento P.
aphanidermatum (ver preparacion de microorganismos). Las bandejas de
plantas se colocaron en un fitotron a una temperatura de 23° C, una humedad
relativa del 88 % y un fotoperiodo dia/noche de 16 h/8 h durante 6 dias hasta
gue emergieron completamente los cotiledones de lechuga. Luego, se midio la
tasa de germinacion de las semillas por linea de 5 celdas.
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Resultados

En ambas concentraciones, las lechugas sembradas en celdas tratadas con la
cepa PB30 de S. xenophagum fueron menos impactadas por el marchitamiento
causado por P. aphanidermatum que el control positivo (Tabla 4). Cuando las
celdas fueron tratadas con la cepa PB30 a 5.10’ UFC/ml, la tasa de
germinacion se increment6 del 40 % (C+) al 77.5 %. A 5.108 UFC/ml, la tasa de
germinacién aumenté del 40 % (C+) al 55.0 %. Por lo tanto, corresponde a una
tasa de germinaciéon adicional del 37.5 y 15 % para los tratamientos PB30 a
5.107 8 y 5.108 UFC/ml, respectivamente.

Tabla 4. Tasas de germinacion media de semillas de lechuga en funcién
del tratamiento aplicado para controlar el marchitamiento de P.

aphanidermatum.

Tratamiento Tasa de germinacion media (%)
C- 97.5
C+ 40.0
PB30 a 5.107 CFU/ml 77.5
PB30 a 5.108 CFU/m 55.0

Ejemplo 5: Comparacion de la eficacia de biocontrol de Sphingobium
xenophagum para controlar el marchitamiento de las semillas de lechuga
causado por Pythium aphanidermatum en el suelo con un fungicida

quimico y un biofungicida microbiano

Preparacién de microorganismos

El patdogeno del marchitamiento Pythium aphanidermatum (CBS 132490) y la
bacteria Sphingobium xenophagum cepa PB30 (LMG No. P-32737) se
reactivaron, cultivaron y prepararon de acuerdo con el experimento anterior. Sin
embargo, solo se prepar6 una suspensién a una concentracion de 5.107
UFC/ml de la cepa S. xenophagum PB30.
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Configuracién experimental, tratamientos e inoculacion de patégenos

Semillas peletizadas organicas de lechuga (Lactuca sativa) var. Lucrecia RZ
(Rijk Zwaan, Merksem, Bélgica) se sembr6 en bandejas de tapones llenas de
caldo de cultivo como se describié anteriormente. Cada celda en bandejas de
tapones cuadradas (preparadas y exhibidas como se describidé anteriormente)
se tratd por separado con 2 ml de tratamiento. Los tratamientos fueron,
respectivamente, una suspension de la cepa S. xenophagum PB30 a 5.107
UFC/ml (es decir, tratamiento PB30), fungicida Proplant® (722 g/l de
propamocarbo) a una concentracion de 0.1 % en agua (tratamiento Proplant®)
y biofungicida microbiano Trianum-P® (1.10° UFC/g Trichoderma harzianum T-
22) a una concentracion de 0.5 g/l en agua (tratamiento Trianum-P®). En los
controles positivos (C+, es decir, con el patégeno) y negativos (C-, es decir, sin
el patdgeno), se utilizdo KPBT como tratamiento. Se trataron ochenta celdas
para cada tratamiento. Luego, las celdas tratadas y C+ se inocularon por la
parte superior con tapones de micelio circulares de 4 mm @ recolectados con
un barrenador de corcho en cultivos en crecimiento activo del patégeno del
marchitamiento P. aphanidermatum (ver preparacién de microorganismos). Las
bandejas de plantas se colocaron en un fitotrén ajustado en las mismas
condiciones que antes durante 6 dias hasta que emergieron completamente los
cotiledones de lechuga. Luego, se midi6 la tasa de germinacion de las semillas

por linea de 5 celdas.

Resultados

La lechuga sembrada en celdas tratadas con la cepa PB30 de S. xenophagum
se vio menos afectada por el marchitamiento fangico causado por P.
aphanidermatum que el control positivo (Tabla 5). En comparaciéon con C+, la
tasa de germinacion de las celdas tratadas con la cepa PB30 aumento6 del 63.7
% al 75.0 %, respectivamente. El tratamiento con Trianum-P® no redujo el
marchitamiento. La tasa de germinaciéon de los tratamientos C+ y Trianum-P®
fue de 63.7 % y 61.2 %, respectivamente. El tratamiento Proplant® dio los
mejores resultados con una tasa de germinacién de 88.7 % y luego una

disminucién de la tasa de marchitamiento de 25.0 %, contra 11.2 % para PB30.
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Tabla 5. Tasas de germinacion media de semillas de lechuga en funcién
del tratamiento aplicado para controlar el marchitamiento de P.

aphanidermatum.

Tratamiento Tasa de germinacién media (%)
C- 100.0
C+ 63.7
PB30 75.0
Proplant® 88.7
Trianum-P® 61.2

Ejemplo 6: Uso de diferentes cepas de Sphingobium xenophagum para
controlar el marchitamiento de las semillas de lechuga causado por

Pythium aphanidermatum en el suelo

Preparacién de microorganismos

En este experimento se probaron tres cepas diferentes de la bacteria
Sphingobium xenophagum para controlar el marchitamiento de las semillas de
lechuga causado por Pythium aphanidermatum. Se trata de la cepa PB30 (LMG
No. P-32737), la cepa SKN (DSM 14677) y la cepa BN6 (DSM 6383). El
patogeno del marchitamiento P. aphanidermatum (CBS 132490) y las 3 cepas
de S. xenophagum se reactivaron, cultivaron y prepararon de acuerdo con el
experimento anterior. La concentracién de las suspensiones bacterianas se fijé

en 5.10” UFC/ml para las tres cepas.

Configuracién experimental, tratamientos e inoculacion de patégenos

Se sembraron semillas organicas granuladas de lechuga var. Lucrecia en
bandejas de tapones llenas de caldo de cultivo como se indicé anteriormente.
Cada celda en bandejas cuadradas (preparadas y exhibidas como se indicé
anteriormente) se traté por separado con 2 ml de tratamiento. Los tratamientos

fueron PB30, SKN y BN6 para las 3 cepas de S. xenophagum aplicadas a 5.107
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UFC/ml, respectivamente. Para controles positivo (C+, es decir, con el
patégeno) y negativo (C-, es decir, sin el patégeno), se utilizé KPBT como
tratamiento. Se trataron ochenta celdas por cada tratamiento. Luego, las celdas
tratadas y C+ se inocularon por la parte superior con tapones de micelio
circulares de 4 mm @ cosechados con un barrenador de corcho en cultivos en
crecimiento activo del patogeno de marchitamiento P. aphanidermatum (ver
preparacion de microorganismos). Las bandejas de plantas se colocaron en un
fitotrén ajustado en las mismas condiciones que antes durante 6 dias hasta que
emergieron completamente los cotiledones de lechuga. Luego, se midi6 la tasa

de germinacién de las semillas por linea de 5 celdas.

Resultados

Entre las tres cepas de S. xenophagum utilizadas para controlar el
marchitamiento de las semillas de lechuga causado por P. aphanidermatum,
BN6 fue la mejor cepa, seguida de SNK y PB30 (Tabla 6). Las tasas de
germinacién media de estos tratamientos fueron 92.5 %, 86.2 % y 67.5 %,
respectivamente, contra 60.0% en el control positivo. Este experimento mostro
gue todas las cepas ordenadas podian reducir la incidencia de la enfermedad
de marchitamiento y que la actividad de biocontrol esta relacionada con la

especie bacteriana S. xenophagum y no con una cepa especifica.

Tabla 6. Tasas de germinacion media de semillas de lechuga en funcién
del tratamiento aplicado para controlar el marchitamiento de P.

aphanidermatum.

Tratamiento Tasa de germinacién media (%)
C- 98.7
C+ 60.0
PB30 67.5
SNK 86.2
BN6 92.5
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Ejemplo _7: Uso de la cepa PB30 de Sphingobium xenophagum para
controlar Phytophthora infestans en un ensayo de hojas desprendidas de

tomate

Preparacién de microorganismos

En este experimento se probd la cepa PB30 de Sphingobium xenophagum
(LMG No. P-32737) para controlar las manchas foliares del tomate producidas
por el patdégeno del tizén tardio Phytophthora infestans. La cepa PB30 de S.
xenophagum se reactivd, se cultivd y se prepar6 de acuerdo con el
experimento anterior. La concentracién de la suspension bacteriana se fijé en
1.10%° UFC/ml.

Se prepararon placas de agar centeno B (RA) para el crecimiento del hongo.
Para 1 L de RA, se hirvieron 60 g de harina de centeno en 1 L de agua y se
filtraron con una gasa. Luego se afadieron 20 g de sacarosa, 15 g de agar y
0.05 g de beta-sitosterol. El volumen del caldo se llevé hasta 1 L con agua
destilada y luego se esterilizé en autoclave. El cultivo micelial madre de la cepa
22-015 de P. infestans (recibido de la coleccibn CRA-W) se reactivd primero en
placas de RA y se incub6 a 18° C en la oscuridad. Luego, se realizaron
segundos cultivos en RA a partir del primero y se incubaron durante por lo
menos 15 dias en las mismas condiciones. Los esporangios de P. infestans se
recolectaron en tampon KPBT raspando la superficie, se filtraron con una gasa
y luego se contaron en un hemocitometro. Luego se prepard una suspension a

1.10° esporangios/ml para la inoculacién del huésped.

Configuracion experimental, tratamientos e inoculacion del patégeno

Se utilizaron plantas de tomate var. Money Maker (Henrion, Huy, Bélgica)
cultivadas en un invernadero durante 6 semanas como material vegetal para el
biocontrol de P. infestans en el ensayo de hojas desprendidas. Se tomaron
muestras de las hojas del cuarto par de hojas en las plantas de tomate. Las

muestras de hojas se colocaron boca abajo en cajas humedas. Luego, los
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lados abaxiales se trataron por separado rociando 2 ml de la suspension PB30
(tratamiento PB30) o el tampdn KPBT para el control positivo (C+). La prueba
comprendié dos cajas por tratamiento, cada una con 4 muestras de hojas. Las
cajas se incubaron ligeramente abiertas a 23° C sin iluminacion. Después de 24
horas, los lados abaxiales de las hojas se inocularon con 10 pl de suspension
de esporangios. Las cajas fueron selladas e incubadas durante siete dias a 18°
C sin iluminacién. Después de la incubacion, las muestras de hojas fueron
sumergidas en una mezcla de etanol/metanol en volumen 50/50 durante 24
horas para extraer clorofila. Se midieron el radio de ancho (rl1) y el radio de
largo (r2) de la mancha foliar dejada por el patégeno. Las areas de lesiones

causadas por P. infestans fueron calculadas con la formula  x rl x r2.

Resultados

El control positivo (C+) mostré una incidencia de enfermedad por P. infestans
del 87.5 % (Tabla 7). En promedio, las areas de lesion desarrolladas en las
muestras de hojas de tomate de C+ fueron 125.8 mmZ2. Mientras que la
incidencia de la enfermedad en el tratamiento PB30 fue nula. De hecho, no se
observaron sintomas en las muestras de hojas tratadas con PB30 de S.
xenophagum. Este resultado demostré que el tratamiento foliar con S.

xenophagum puede controlar la infeccion por tizén tardio en plantas de tomate.

Tabla 7. Incidencia de la enfermedad y areas medias de las lesiones
producidas por la inoculacion de P. infestans en muestras de hojas de

tomate en un ensayo de hojas desprendidas.

Tratamiento Areas medias de lesiones | Incidencia de la
(mm?) enfermedad (%)
C+ 125.8 87.5

PB30 0.0 0.0
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Ejemplo 8. Uso de la cepa PB30 de Sphingobium xenophagum para
controlar Alternaria solani en el ensayo de hojas desprendidas de tomate

Preparacién de microorganismos

En este experimento se probo la cepa PB30 de Sphingobium xenophagum
(LMG No. P-32737) para controlar las manchas foliares del tomate producidas
por el patdgeno del tizon temprano Alternaria solani. Se reactivo, cultivo y
preparé6 S. xenophagum PB30 de acuerdo con el experimento anterior. La

concentracion de la suspensién bacteriana se establecio en 1.101° UFC/m.

Primero se reactivé el cultivo micelial madre de la cepa 12341 de A solani
(DSM 62028) en placas de PDA y se incubé a 23° C con un fotoperiodo
dia/noche de 18h/6h. Luego, se realizaron segundos cultivos en PDA a partir
del primero y se incubaron durante por lo menos 14 dias en las mismas
condiciones. Los tapones de micelio se utilizaron como fuente de in6culo en

este experimento.

Configuracion experimental, tratamientos e inoculacién de patégenos

Las plantas de tomate var. Money Maker (Henrion, Huy, Bélgica) cultivadas en
un invernadero durante 6 semanas se utilizaron como material vegetal para el
biocontrol de A solani en el ensayo de hojas desprendidas. Se tomaron
muestras de hojas de las cuartas hojas de las plantas de tomate. Las muestras
de hojas se colocaron boca abajo en cajas humedas. Luego, los lados
abaxiales se trataron por separado rociando 2 ml de la suspensién PB30
(tratamiento PB30) o el tampdn KPBT para el control positivo (C+). La prueba
comprendié una caja que contenia 5 muestras de hojas por tratamiento. Las
cajas se incubaron ligeramente abiertas a 23° C con iluminacién indirecta.
Después de 24 horas, los lados abaxiales de las muestras de hojas se
inocularon con un tapén de micelio de A solani de 1 mm @ cosechado con un
barrenador de corcho. Las cajas se sellaron y se incubaron durante siete dias a

23° C con iluminacion indirecta. Después de la incubacién, se midieron el radio
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de ancho (rl) y el radio de largo (r2) de las células necroéticas y las manchas
cloréticas producidas por el patégeno. Luego se calcularon las areas de las

lesiones causadas por A. solani con la formula 1 x rl x r2.

Resultados

El tratamiento foliar con suspension de PB30 redujo los sintomas de tizén
temprano en plantas de tomate. De hecho, las areas de las lesiones necroticas
y cloréticas en el tratamiento PB30 se redujeron en un 78.1 % y un 59.5 %,
respectivamente. En promedio, las areas de lesiones necréticas y cloréticas
desarrolladas en las muestras de hojas de tomate de C+ fueron 212.8 y 616.7
mm?, respectivamente (Tabla 8). Mientras que el area de las lesiones
necréticas y cloréticas en el tratamiento PB30 fue 46.5 y 249.1 mm2.
respectivamente. Estos resultados mostraron que el tratamiento foliar con S.
xenophagum puede disminuir la infeccion y colonizacién del tizén temprano en

plantas de tomate.

Tabla 8. Areas medias de lesiones necréticas y cloroticas producidas por
la inoculacion de A. solani en hojas de muestra de tomate en el ensayo de

hojas desprendidas.

Tratamiento Areas medias de lesiones Areas medias de
necroticas y cloréticas lesiones cloroticas
(mm?) (mm?)
C+ 212.8 616.7
PB30 46.5 249.1




