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DESCRIPCION
Formulacién de biofertilizante

PRIORIDAD: Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos numero 60/925,444
presentada el 21 de abril de 2007.

Campo de lainvencion

La presente invencién se relaciona con biofertilizantes. Mas especificamente, la presente invencién se relaciona con los
biofertilizantes que contienen microorganismos.

Descripcion de la materia relacionada

El fésforo es uno de los principales macronutrientes necesarios en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Esta presente
en el suelo a niveles de 400 a 1200 mg kg 1. Su ciclo en la biosfera se puede describir como sedimentario ya que no hay
intercambio con la atmosfera. Los microorganismos juegan un papel central en el ciclo del fésforo. Este ciclo se lleva a cabo
mediante la oxidacion y una reduccion ciclica en compuestos fosforados donde las reacciones de transferencia de
electrones se producen entre los estados de oxidacion de fosfinas (-3) a fosfatos (+5). La concentracion de fésforo soluble
en el suelo es normalmente muy baja, a niveles de 1 ppm o menos. Las células aceptan varias formas de fosforo pero la
mayoria se absorbe en forma de HPO4? 0 HaPO4.

El mecanismo principal para la solubilizacion de fosfato mineral es la accién de &cidos organicos sintetizados por
microorganismos en el suelo. Esto causa la acidificacion de la célula microbiana y, sus alrededores. De esta manera, el
fosfato inorganico se puede liberar a partir del fosfato mineral por la sustitucion de Ca**.

Un numero considerable de especies de bacterias, la mayoria asociadas con la rizosfera vegetal, son capaces de tener
algun impacto beneficioso en el crecimiento vegetal. Por lo tanto, su uso como biofertilizantes, como agentes de control de
otros organismos y en la mejora de la agricultura, ha sido objetivo de investigacion por varios afios. Sin embargo, la mayoria
sino todos estos trabajos se concentran en la investigacion de estos organismos en ambientes templados y/o tropicales y en
gran parte en suelos alcalinos.

Se conoce que las bajas temperaturas afectan la captacion de nutrientes y frecuentemente la deficiencia de fésforo es un
resultado del estrés por bajas temperaturas. Las temperaturas frescas del suelo durante la temporada de crecimiento
temprano son un factor que causa la deficiencia de fésforo en plantas de cultivo. El fésforo es un elemento esencial para el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Las plantas necesitan fésforo para sintetizar ATP, azlcares y acidos nucleicos. Las
plantas que padecen de deficiencia de fésforo parecen ser débiles y desarrollan tarde.La deficiencia de fésforo ademas
causa que las plantas sean propensas a diversos estreses bioticos.

El grupo se concentré en la investigacién de plantas tolerantes a bajas temperaturas, especialmente de Deschampsia
antarchtica Desv. (Poacea). La Deschampsia es una planta altamente tolerante a las fuertes condiciones de congelacion y
es una de las dos especies de plantas vasculares que colonizaron naturalmente la Peninsula Antartica Maritima. La
fisiologia y la genética de esta planta tolerante a la baja temperatura se caracterizaron en las solicitudes de patentes de los
Estados Unidos US 11/120,351 y 11/639,474.

Nos interesamos en entender como esta planta tolerante a la baja temperatura es capaz de captar nutrientes para su
crecimiento y desarrollo en temperaturas extremadamente bajas. La presente descripcion se relaciona a las bacterias
aisladas de la rizosfera de Deschampsia antarctica. Las bacterias de la rizosfera de Deschampsia antractica son
extremofilas, es decir organismos que requieren condiciones extremas para crecer y reproducirse. Estas bacterias son
capaces de crecer y reproducirse en temperaturas alrededor de 0°C, por lo cual pueden definirse como bacterias
psicrofilicas.

Sumario del invento

La invencion de acuerdo con esta descripcion resuelve un problema fundamental en la produccion de plantas, que es su
captacion de agua y nutrientes (principalmente fésforo) cuando las plantas se estresan por las bajas temperaturas. La
invencién comprende formulaciones que contienen uno o mas microorganismos capaces de solubilizar fésforo a bajas
temperaturas, especificamente que comienzan a partir de 0°C. Estos microorganismos hacen posible que el fosforo
presente en la roca fésforo, que normalmente no es usable por las plantas, esté biodisponible para su nutriciéon. Estas
bacterias ademas contribuyen con compuestos quimicos vitales para la planta, tales como agua y acido indolacético, que es
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una hormona reguladora del crecimiento de la planta. Ya que estas bacterias excretan compuestos sideréforos, estas
protegen ademas las plantas contra el ataque de organismos fitopatogénicos.

Breve descripciéon de las figuras

Fig.1. Cultivo de la cepa bacteriana DaBac2H aislada a partir de rizosfera de Deschampsia antarctica en una caja Petri.

Fig. 2. Cultivo de la cepa bacteriana DaBac MII-9 aislada a partir de rizosfera deDeschampsia antarctica en una caja Petri.
Fig. 3. Cultivo de la cepa bacteriana DaBacTI-8 aislada a partir de rizosfera de Deschampsia antarctica en una caja Petri.
Fig. 4. llustra la comparacion del gen de ARNr 16S de la cepa DaBac TI-8 con el gen de ARNr 16S parcial de Pseudomonas
sp. Nj-55.

Fig. 5. llustra la comparacion del gen de ARNr 16S de la cepa DaBac 2H con el gen de ARNr 16S parcial de la
cepaPseudomonas trivialis BIHB 749.

Fig. 6. llustra la comparacién del gen de ARNr 16S de la cepa DaBac MII-9 con el gen de ARNr 16S parcial deArthrobacter
sp ON 14.

Fig.7. Plantas de tomate inoculadas con A) biofertilizador bacteriano psicrofilico, B) biofertilizador comercial. C) Representa
una planta control que se cultiva sin fertilizante. Las plantas se cultivan por 60 dias en macetas bajo condiciones de
invernadero.

Fig. 8. llustra el efecto de la formulacion bacteriana psicrofilica liquida en el desarrollo de las raices y brotes de las plantas
de tomate. Las plantas se recogieron del suelo 60 dias después de plantadas. (A) La planta se cultiva con formulacion
bacteriana psicrofilica liquida. (B) La planta se cultiva con producto comercial. (C) La planta control se cultiva sin fertilizante.
Fig. 9. Semilla de tomate germinada tratada con 10° CFU de formulacién bacteriana psicrofilica que muestra una regién de
la raiz altamente desarrollada.

Fig. 10 Ensayo de germinaciéon de semillas de Triticum aestivum var Kumpa previamente desinfectadas con fungicidas
comerciales e inoculada con biofertilizante bacteriano psicrofilico.

Descripcion detallada de la invencion

Se cred una coleccién de 70 cepas bacterianas a partir del suelo rizosférico de Descampsia antarcica durante los afios 200-
2005. Las cepas se mantienen a una temperatura de -80°C. Una evaluacion de la coleccién mostré que el 70% de las
bacterias eran psicrofilicas o tenian una temperatura de crecimiento 6ptima alrededor de 15°C. Ademas, todas ellas eran
capaces de crecer a 4°C.

Con el fin de cultivar las cepas de la coleccion las cepas se sembraron en tubos falcon con una capacidad de 15 ml que
contenian el medio Luria Bertani (LB). Las cepas se mantuvieron en agitacion a 250 rpm y se incubaron a temperatura
ambiente por 24 horas. Basados en las determinaciones de diversas caracteristicas de las cepas de la coleccion se
seleccionaron tres de las cepas para estudios adicionales: Pseudomonas antarctica DaBact Tl 8, designacién de depésito
en la ATCC PTA 8990; Pseudomonas trivialis DaBact2H, designacion de depdsito en la ATCC PTA 8988 y Arthrobacteria
sp. MIl, designacién de depdsito en la ATCC PTA 8989. Las colonias de estas cepas bacterianas en cultivos en caja Petri
se muestran en las Figuras 1, 2 y 3. Las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de las tres cepas se describen mas abajo.

Caracterizacién de las tres cepas bacterianas:

Se estudiaron los caracteres morfologicos y fisiolégicos de las tres cepas. La Tabla 1 muestra las caracteristicas
morfolégicas de las tres cepas seleccionadas aisladas a partir de la rizosfera de Deschampsia antarctica.

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de las tres cepas bacterianas diferentes aisladas a partir de la rizosfera deD. antartica.

Cepas Morfologig ge la Textura Color Morfolf)giaade la Tincién de | Crecimiento® ’

colonia célula Gram 4°C | 37°C |

Pseudomonas Circular Mucoide Blanco Varillas cortas - + - ‘

antarctica delgadas

DaBact TI-8 |

Pseudomonas trivialis Circular Seco Humedo Varillas cortas - + - ’

DaBact 2H ’
Arthrobacter spp. Circular Amarillo | Amarillo Varillas cortas + + -

DaBact claro ‘

MII-9 |
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Cepas

Morfologia de la

Textura

Color Morfologia de la

colonia®

célula®

Tincién de | Crecimiento®

Gram

4°C | 37°C

@ Patron de crecimiento en agar LB sélido. Tincién de Gram: neg, negativa; pos, positiva
® Todos los aislamientos fueron capaces de crecer a 10 y 25°C.

Las cepas de la coleccién se evaluaron con respecto a su resistencia a antibiéticos. Los antibidticos que se usaron para la
evaluacién fueron ampicilina, actinomicina D, estreptomicina, gentamicina, canamicina, tetraciclina. La Tabla 2 muestra los
resultados de resistencia a antibidticos de la cepa de Pseudomonas antarctica DaBact TI-8,la cepa de Pseudomonas rivialis
DaBact 2H, y la cepa de Arthrobacter ssp. DaBact MII-9.

Tabla 2. Resistencia a diferentes antibiéticos que se encontré para las diferentes bacterias aisladas a partir del suero
rizosférico de D. antartica.

Cepas Ampicilina Actinomicina D Estreptomicina Gentamicina Canamicina Tetraciclina
(100 ug mi™) (10 ug mr'™") (10 ug mr") (20 pg m™" (50 pg m™" (10 ug mi™"
Pseudomonas + + + + + +
antarctica
DaBact TI-8
Pseudomonas + + + + -
trivialis
DaBact 2H
Arthrobacter spp. - - - + + -
DaBact MII-9

Para caracterizar adicionalmente las cepas de bacterias, las cepas se cultivaron en medio LB sélido con diferentes
concentraciones de metales pesados. La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos con las tres cepas bacterianas.

Tabla 3. Crecimiento bacteriano en medio LB sélido con diferentes concentraciones de metales pesados. Los numeros
representan las concentraciones mas altas en las que las bacterias crecieron bien.

Metal Pesado Pseudomona antarctica Pseudomona trivialis DaBact Arthrobacter spp.
DaBact TI-8 2H DaBact DaBact MII-9
Cadmio (mM) - 1 1
t (mM) 1 10 10
Zinc (mM) 5 5 5
Mercurio (mM) 0.2 0.4 0.4

Con el fin de determinar qué cepas de la coleccion tienen la capacidad de solubilizar fosfato, se us6 un cultivo PVK
modificado (Pikoyskava, 1948). Se usé fosfato de potasio (K;HPO4) al 10% (p/v) como fuente de fosfato inorganico que
precipita y se convierte en fosfato tricalcico (insoluble) cuando reacciona con cloruro de calcio.

La capacidad de solubilizar fosfato se evalué en otras dos fuentes inorganicas, a saber fosfato de calcio monobasico
(Ca(HOP4)2 x H20) y piedra de fésforo. El cultivo PVK original se us6 para hacer esto (Pikoyskava, 1948). El azul de
bromofenol se usé en la preparaciéon del medio con roca fésforo. Este es un reactivo que mejora la visibilidad del halo
generado por la solubilizacién.

La siembra se hizo superficialmente por medio del uso de una alicuota (5ul) de cada suspension bacteriana. La formacion
de un halo (precipitacién) alrededor de la colonia en el 5to dia después de la incubaciéon a temperatura ambiente se
establecié como el estandar para la solubilizacién del fosfato (Das, 1989; Singal y otros, 1991). Las cepas solubilizaron el
fosfato en PKV al quinto dia después de la incubacion, y se midié el diametro real del halo formado por estas bacterias. Se
midié el diametro total, con la deduccion del didametro de la colonia bacteriana lo que permitié asi una comparacion de la
habilidad para solubilizar el fosfato entre las cepas estudiadas. Todos estos ensayos se realizaron a 4°C y los resultados se
muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Diametro del halo y concentracion de fésforo solubilizado por las cepas bacteriana de Deschampsia antarctica que
se cultivaron en medio PVK, a 4°C, que contenia diferentes sustratos de fésforo inorganico.

Identificacion de la cepa Caj3(P04)2 halo (mm)® Ca(HPO4)2*H20 Roca fosférica (Gafsa)
Pseudomona antarctica
DaBact TI-8 3.34/-0.6 53+/-0.6 3.34/-0.6
Pseudomona Trivialis
DaBact 2H 53+/-1.2 3.0+/-0.0 3.3+/-0.6
Arthrobacter spp.
DaBact MII-9 ND ND ND

@ el valor del halo corresponde a la media de tres repeticiones.
® ND: no determinado

[0019] Las cepas que formaron un halo en las tres fuentes de fosfato se seleccionaron a partir de las cajas Petri con el fin
de cuantificar la capacidad real de las bacterias tomadas a partir del suelo rizéférico de Deschampsia antartica para
solubilizar fosfato. De las tres cepas caracterizadas en esta descripcidon Arthrobacter spp. DaBact MII-9 no formé un halo
medible, pero se llevo al experimento siguiente. Cada una de las cepas se inoculd en tubos falcon de 50 ml que contenian
25 ml de cultivo nutritivo PVK liquido. Anterior a la inoculacion, se afiadieron a cada tubo 400 mg P /1 de fosfato inorganico.
Alternativamente 3.2 g de roca fésforo se afiadieron a los tubos. Todos los tubos se esterilizaron a 120°C por 30 minutos. El
pH en los cultivos se ajustd a 6.5 por medio del uso de una solucion de NaOH. Cada tubo se inoculd con cepas extraidas a
partir de las placas. Después los tubos se incubaron por 5 dias, con agitacion constante a 4°C. Las muestras se
centrifugaron después a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se tomd una alicuota de 1 ml a partir del sobrenadante y se usé
para determinar el contenido de fésforo soluble por medio del uso del método de sulfomolibdeno - acido ascérbico (Método
de Murphy y Riley, 1962). Las lecturas se compararon a aquellas obtenidas para el intervalo de concentraciones conocidas
que varian de 0.1 a 0.8 ppm de fésforo. La Tabla 5 proporciona la cuantificacién de fésforo solubilizado por las cepas
seleccionadas y el cambio del pH en el medio debido al fésforo solubilizado.

Tabla 5. Concentracion de fésforo solubilizado por la cepas bacterianas Deschampsia antarctica que se cultivan a 4°C,
contenido de fésforo inorganico y valores de pH del medio.

Identificacion de la cepa Roca fosférica (Gafsa) mg P L-' pH* final
Pseudomonas antarctica 34.3 4.2
DaBact TI-8
Pseudomonas Trivialis 255 4.4
DaBact 2H
Arthrobacter spp. DaBact 0 ND
MiII-9

* El pH inicial del medio PVK con P inorganico fue de 6.5.

Los microorganismos tienen varios procesos por los cuales el P se puede movilizar en el ecosistema suelo-planta. Estos
procesos se agrupan juntos en reacciones de solubilizacién de P en el suelo. Durante la solubilizacién del fosfato, se
forman quelatos de calcio-, hierro- y aluminio- con diferentes acidos organicos producidos por el metabolismo microbiano.
Estos acidos se conoce que solubilizan formas solubles de fosfato a una forma usable, tal como ortofosfato, lo que aumenta
su disponibilidad potencial para las plantas. Una alicuota del caldo de cultivo de los microorganismos se us6 para analizar el
tipo de acido organico excretado por las cepas de bacterias psicrofilicas de esta descripcion, y se analizé por medio del uso
de HPLC. Se encontré que el P se solubiliza basicamente debido a la excrecién de acidos oxalicos (resultados no
mostrados).

Las cepas bacterianas se caracterizaron adicionalmente por la medicién de la actividad enzimatica con el método semi
cuantitativo API ZYM. Los resultados se muestran mas abajo en la Tabla 6.
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Tabla 6. Actividad enzimatica de las cepas de bacterias aisladas determinada por medio del uso del método semi
cuantitativo API ZYM. + significa que se observé actividad, - significa no actividad medible.

Enzima ensayada Pseudomonas antarctica DaBact | Pseudomons trivialis DaBact | Arthrobacter spp. DaBact ‘
TI-8 2H MIl-9

Fosfatasa alcalina + + + ’
Fosfatasa acida + + + |
Naftol-AS-BI- ‘
fosfohidrolasa + + +
Esterasa (C4) + + + |
Esterasa Lipasa (C8) + + + ’
Lipasa (C14) - - + |
Leucina arilamidasa + + + |
Valina arilamidasa + + + |
Cistina arilamidasa - - + |
a-galactosidasa - - + |
B-galactosidasa - - + |
a-glucosidasa - - + |
N-acetil-B-
glucosaminidasa - - +
a-manosidasa - - + I

Caracterizacion genética de las cepas:

El ADNr 16S se amplificé selectivamente a partir del ADN gendmico por PCR con oligonucledtidos cebadores disefiados
para hibridar a posiciones conservadas en las regiones 3'y 5' de los genes de ARNr 16S.

Extraccién de ADN genémico: La amplificaciéon de los genes de ARNr 16S se llevé a cabo directamente en células lisadas
por tratamiento a 80 °C por 10 min, seguido por 3 min a 100 °C.

Amplificaciéon del gen del ARNr 16S: El ARNr 16S se amplifico selectivamente a partir del ADN genédmico por PCR con
oligonucleétidos cebadores disefiados para hibridar a posiciones conservadas en las regiones 3'y 5' de los genes de ARNr
16S. Se usaron cebadores bacterianos universales y para todos los aislados probados el cebador directo 8f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (sec. con num. de ident.: 4) y 1492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (sec. con nim.
de ident.: 5) permitié la amplificacion de 1,502 bp del gen del ARNr 16S. La amplificacion por PCR se llevé a cabo en un
ciclador térmico Peltier, PTC-200 (M J Research, Estados Unidos) en 50 pl de reaccién que contenian 2.5 pul de
amortiguador de reaccién 10x; 2.5 pyl de MgCl, 25 mM; 2.5 pl de cada deoxiribonucleétido 2.5 mM; 2.5 pl de cada primero 10
puM, y 1 U de Tag ADN polimerasa (recombinante, Fermentas).

La temperatura y condiciones de ciclado fueron como sigue: Primero, precalentamiento a 94 °C por 2 min; después 30 ciclos
a 94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; y 72 °C por 1.5 min; y una incubacién final a 72 °C por 10 min. La presencia de
productos de PCR y sus concentraciones se comprobaron por electroforesis de 5 pl de productos en un gel de agarosa al
1%, tefido con bromuro de etidio. Se incluyé un marcador de peso molecular (escalera de ADN de 1kb, Fermentas). Para
generar clones de ARNr 16S casi de longitud completa, el producto de PCR se ligé en un vector pPGEM-Teasy (Promega,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos) y la reaccién de ligazon se usé para transformar la cepa de Escherichia coli
competente DH5a.

Las colonias recombinantes se seleccionaron en placas de agar Luria-Bertani que contenian 20 ug ml™ X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido), y 0.5 mM IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido), y 100 ug ml”’ ampicilina. Las
placas se incubaron durante la noche a 37 °C. La presencia de insertos se determin6 por PCR directo en una muestra a
partir de colonias bacterianas blancas (positivas), por medio del uso de cebadores que flanquean los sitios de clonacién del
vector.
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La secuenciacion se llevo a cabo con un kit de secuenciacion Dye Terminator Cycle y un secuenciador de ADN ABI 3730XL
(Applied Biosystems) por Macrogen (Corea). Las secuencias de nucledtidos de ARNr 16S se identificaron por
WWW/BLASTN 2.1.1 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast) (Altschul y otros, 1990, 1997) por medio del uso de las bases de
datos de nucleétidos DDBJ/EMBL/GenBank. Las secuencias de ARNr 16S determinadas en este estudio se depositaron en
las bases de datos de secuencias GenBank/ EMBL.

Las secuencias obtenidas se compararon con otras secuencias bacterianas disponibles en un GeneBank publico:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (Altschul y otros, 1990, 1997)). Los resultados obtenidos se resumen aqui.

1. La cepa bacteriana DaBac TI-8 mostré 99% de identidad con el gen del ARNr 16s parcial dePseudomonas sp.
Nj-55, cepa Nj-55, que tienen la secuencia identificada como AM409368. La comparacién de las secuencias se
muestra en la Fig. 4.

2. La cepa bacteriana DaBac 2H mostré 99% de identidad con el gen del ARN ribosomal 16S de la cepa
Pseudomonas trivialis BIHB 749, secuencia parcial, que tienen la secuencia identificada como DQ885949. La
comparacion de las secuencias se muestra en la Fig. 5.

3. La cepa de bacteria DaBac MII-9 mostré 99% de identidad con el gen del ARNr 16s parcial de Arthrobacter sp.
ON14 , aislado ON 14, que tiene la secuencia identificada como AJ810894. La comparacién de las secuencias se
muestra en la Fig. 6.

La invencion se describe ahora por medio de ejemplos. Los ejemplos no se supone que limiten el alcance de la invencién
pero se proporcionan como modalidades ilustrativas de la invencién. Una persona con experiencia en la técnica aprecia que
diversas modificaciones de los ejemplos que aqui se presentan se pueden hacer sin apartarse del espiritu de esta invencion.

EJEMPLO 1. Formulacion liquida de fertilizante de bacterias psicrofilicas para revestimiento de semillas

Este ejemplo proporciona una formulacion liquida de fertilizante de bacterias psicrofilicas, donde la formulacion consiste de
dos soluciones separadas que se combinan antes de usarse como revestimiento de semillas.

Para la primera solucion, la bacteria que crece a 25°C, en el matraz de 1| que usaba un medio adecuado, se concentrd por
centrifugacion con el fin de separar el sélido. Este sélido con un aspecto de jalea se suspendié en una cantidad minima de
medio. Un producto protector solar, tal como el rojo Congo o el colorante verde se afiadio a los medios al 1% (p/v).

De acuerdo con una modalidad preferible las tres cepas bacterianas se usan para la primera solucién en concentraciones
iniciales similares. En este caso se us6 la mezcla de tres cepas bacterianas que tenia una concentracion inicial de 10"2 CFU
de cada una. Sin embargo, la formulacion de biofertilizante se puede preparar a partir de cualquiera de las tres cepas de
bacterias solas, 0 se puede usar también una mezcla de dos o tres de las cepas.

Para la segunda solucién, se prepard una solucion 1% (p/v) de un polisacarido, tal como la goma de guar, goma gelana,
pectina, carboximetil celulosa, agar agar, goma xantana (u otros hidrocoloides de alimentos) para usarse como adhesivo.
Adicionalmente, quitosana, un conocido polimero fungicida e inductor de la reaccion de defensa de la planta se puede
afiadir a 0.5 -1% (p/v). Se debe tomar cuidado con el grado de acetilacion de quitosana, debe ser menor que 85%, ya que
podria actuar como bactericida ademas.

Las dos soluciones después se mezclan para tratar las semillas de plantas como un revestimiento. Las semillas se deben
secar antes de la plantacion y no se deben sembrar antes de plantar al menos 2h a partir del momento de la aplicacion.

EJEMPLO 2. Formulacion de estado sélido de las bacterias psicrofilicas

Este ejemplo proporciona una formulacion liquida de fertilizante de bacterias psicrofilicas donde las bacterias se encapsulan
y el fertilizante esta en forma sélida. Las perlas de alginato se prepararon de la siguiente manera:

Se afiadié 1ml de glicerol 30% a la solucién de alginato sodico 1, 1.5 0 2%, segun las propiedades del alginato (relacion
M/G) para obtener un volumen final de 25 ml. Después, 250 ml de cultivo bacteriano (obtenido a partir de una de las tres
cepas o a partir de una combinacion de dos o mas cepas) se centrifugo, el sedimento de células se lavo con solucion salina
(NaCl 0.85%, p/v) y se suspendi6 en 25 ml de la mezcla de alginato y se mezclé completamente. Esta suspension se afiadio
gota a gota en una solucién acuosa de CaCl, 1.5 0 2 % (p/v) estéril pre-enfriada con agitacion suave para obtener las perlas
de alginato - bacterianas. Estas perlas se dejaron endurecer durante 2-4 horas a temperatura ambiente. Las perlas se
recogieron mediante el tamizado y se lavaron varias veces con agua estéril y se almacenaron a 4 °C. Con el fin de preservar
la formulacién, las perlas himedas frescas se congelaron a -80°C antes de la liofilizacion a -45 °C durante 15 h. Las perlas
secas liofilizadas se almacenaron en botellas de vidrio estériles.
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Recuento de células bacterianas en las perlas

Para estimar los recuentos viables, los bacterias encapsuladas se liberaron de las perlas por resuspension de 100 mg de
perlas en solucion salina regulada con fosfato (pH 7.0) durante 30 min seguido de homogenizacion. El numero total de
bacterias liberadas se determiné por el método de recuento de placa estandar después de la incubacién a 30°C durante 48
h. A intervalos de un mes las densidades de células en las perlas se contaron por medio del uso del método similar como
para estudiar la pérdida de células durante el almacenamiento. La concentracion al comienzo del experimento era 10" CFU.
Después de 5 meses, la concentracion era todavia 10" CFU.

EJEMPLO 3. Efecto del biofertilizante sobre la germinacion de semillas

Una modalidad preferida de la presente invencién es una formulacién que comprende dos soluciones que se preparan por
separado y se combinan en el momento de la aplicacion como se describe en el Ejemplo 1 anterior. La solucién combinada
después se usa para el revestimiento de semillas. Se conoce que varios compuestos pueden inhibir la germinacién de
semillas por ser fitotéxicos. Con el fin de evaluar un posible efecto negativo del revestimiento de semillas por el
biofertilizante, se probd el efecto del biofertilizante sobre la germinacién de semillas de tomate y trigo. Los ensayos de
germinacion (que siguen las normas ISTA) demostraron que la inoculacién del biofertilizante psicrofilico no previno o inhibid
la germinacién de semillas, sino por el contrario promovio la germinacion.

Se probd el efecto de la formulacion sobre semillas de tomate (Lycopersicon esculentum var. Don José) y semillas de trigo
(Triticum aestivum var. Kumpa). Las semillas se desinfectaron con un fungicida comercial antes del revestimiento con el
biofertilizante preparado como se describe en el Ejemplo 1. Después de dejar caer las semillas en la formulacion bacteriana
liguida se dejaron secar durante una hora y después se colocaron en cajas Petri para germinar en una camara de
crecimiento a 25° C. Los resultados de estos ensayos se presentan en las Tablas 7 a 9 y la Figura 9 y 10.

Tabla 7. Ensayo de germinacién de acuerdo con las normas ISTA en semillas de tomate (variedad Don José) inoculadas
con diferentes cantidades (CFU) del biofertilizante bacteriano psicrofilico (las tres cepas se usaron en concentraciones
iguales para producir la CFU final que se muestra en la primera columna)

) Dia

Tratamiento

5 14
Control(H20) 50 93
10° CFU 82 92
10° CFU 79 98
10" CFU 73 93
Biofertilizante comercial 37 93

Tabla 8. Resultados del ensayo de germinacién de las semillas Triticum aestivum var Kumpa inoculadas con dos
biofertilizantes.

Tratamiento Dia

4 8
Control 84 88
Biofertilizante bacteriano psicrofilico 81 90
Biofertilizante comercial 60 73

Tabla 9. Resultados del ensayo de germinacion de las semillas Lycopersicum esculentum var Don José inoculadas con dos
biofertilizantes.

Tratamiento Dia

5 14
Control 48 93
Biofertilizante bacteriano psicrofilico 49 98
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Tratamiento Dia
5 14
Biofertilizante comercial 51 98

Como se puede observar en la Tabla 7, las semillas de tomate revestidas con el biofertilizante psicrofilico de acuerdo con
esta descripcidon germinaron evidentemente mas rapido que las semillas tratadas con agua o con un biofertilizante
comercial. De manera similar, los resultados de la Tabla 8 muestran que las semillas de trigo germinaron mas rapido cuando
se revistieron con el biofertilizante psicrofilico de acuerdo con esta descripcién en comparacion con las semillas tratadas con
agua o el biofertilizante comercial. Ademas, las semillas de trigo poseian un porcentaje de germinacion mas alto cuando se
revistieron con el biofertilizante de esta descripcion.

El aumento en la germinacién y el desarrollo de las raices podria ser debido a la produccion y excrecion del acido
indolacético IAA) por las cepas de bacterias que se emplearon aqui. La Tabla 10 muestra las cantidades de |AA en el cultivo
liquido bacteriano. Claramente, la cepa MII9 excret6 las cantidades mas altas de IAA.

Tabla 10. Determinacién de la concentracion de IAA en el cultivo liquido bacteriano de acuerdo con Send y Leopold (1954)

Cepa IAA* (ug ml™
TI8 0.62 + 0.028
MII9 5.88 £ 0.238
2H 0.98 £ 0.026

EJEMPLO 4. Compatibilidad del biofertilizante psicrofilico con fungicidas comerciales

Debido a que se us6 un fungicida comercial antes del revestimiento de las semillas en el Ejemplo 3, ademas se quiso hacer
un ensayo de compatibilidad de los fungicidas comerciales. En este ensayo las semillas se desinfectaron con diversos
fungicidas comerciales antes del revestimiento con el biofertilizante bacteriano psicrofilico. Los resultados muestran que el
biofertilizante es compatible con al menos los siguientes productos fungicidas: Dividend (Syngenta), Real (BASF) y Raxil
(Bayer). La Tabla 11 muestra que el pre-tratamiento con un fungicida comercial no condujo a la disminuciéon de la
concentracion del biofertilizante (CFU/semilla) sobre las semillas. Los resultados en la Tabla 12 muestran altas tasas de
germinacion en semillas pre-tratadas con un fungicida antes del tratamiento del biofertilizante bacteriano psicrofilico.

Tabla 11. Recuento bacteriano en semillas de Triticum aestivum var Kumpa desinfectadas previamente e inoculadas con
biofertilizante bacteriano psicrofilico.

Tratamientos CFU / semilla
Dividend (Syngenta) 54 x 10°
Indar-Flo (Anasac, Dow) 53x10°
Baytan (Bayer) 5,3x 10°
Real (BASF) 1,9 x 10
Raxil (Bayer) 3,4 x10°
Control (inoculado sin fungicida) 5,4 x 10°

Tabla 12. Resultados del ensayo de germinacion en el 8vo dia de semillas de Triticum aestivum var Kumpa desinfectadas
previamente con fungicidas comerciales e inoculadas con el biofertilizante antartico.

Tratamientos Germinacion (%)
Dividend (Syngenta) 94
Indar-Flo (Anasac, Dow) 83
Baytan (Bayer) 79
Real (BASF) 92
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Tratamientos
Raxil (Bayer) 95 |

Germinacion (%) ’

Control (inoculado sin fungicida) 90 |

EJEMPLO 5. Efecto del biofertilizante psicrofilico sobre el crecimiento y desarrollo de plantas

El biofertilizante psicrofilico de acuerdo con esta descripcién ademas ayuda en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Esto se debe al hecho de que estas bacterias excretan sideréforos (compuestos quelantes de hierro). La presencia de estos
compuestos se determind cualitativamente en cepas aisladas (resultados no mostrados). Se conoce que los sideréforos son
responsables de proteger las plantas contra algunos patéogenos. Ademas, estas bacterias ademas excretan acido
indolacético (Tabla 10), que es una hormona reguladora del crecimiento.

Se probd el efecto del biofertilizante sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate. Las normas ISTA para la
germinacién de semillas se usaron para evaluar la eficacia de la formulacién bacteriana sobre el crecimiento del tomate bajo
condiciones controladas. Las semillas se revistieron con el biofertilizante psicrofilico como se describe en el Ejemplo 3
anterior. Las plantulas de tomate se cultivaron durante 30 dias y después se trasplantaron a bolsas de plastico (capacidad
de 1), llenas con suelo esterilizado, bajo condiciones de invernadero. Las Figuras 7 y 8 muestran plantulas después de 60
dias a partir de la plantacion en el suelo. La actividad promotora del crecimiento del pie y el brote del biofertilizante se puede
ver claramente.

Se analizaron las plantas de tomate después de 60 dias a partir de la plantacién de las plantas en suelo. Los resultados se
recogen en la Tabla 13. Se puede ver que la altura de la planta, el peso fresco, asi como los pesos secos de los brotes y
raices son claramente mas altos que los de las plantas no tratadas con ningun biofertilizante. Aun si la altura de las plantas
tratadas con un biofertilizante comercialmente disponible fue aproximadamente la misma que la de las plantas tratadas con
el biofertilizante de esta invencion, los pesos frescos y secos fueron claramente menores que los de las plantas tratadas con
el biofertilizante de acuerdo con esta invencién. La relacion de brote-a-raiz de las plantas tratadas con el biofertilizante de la
presente descripcion fue menor que la de las plantas tratadas con agua o con un biofertilizante comercial. Esto se debio
fundamentalmente al desarrollo pronunciado de las raices. El desarrollo de la raiz se puede ver en la Fig. 8.

Tabla 13. Analisis de las plantas de tomate inoculadas con dos biofertilizantes 60 dias después de la plantacion en maceta y
crecimiento bajo condiciones de invernaderos (n = 10).

Tratamiento Altura de la planta | Peso fresco Peso fresco del Peso fresco de la |Brote/Raiz
(cm) (9) brote (g) raiz (9)

Bic.>ferti’li.zante bacteriano 217 171 1,11 0.19 584

psicrofilico

Biofertilizante comercial 21,5 13,9 0,88 0,12 7.3

Control 19,0 12,4 0,72 0,11 6.54

Para analizar aun mas los efectos del biofertilizante, se realizé un andlisis quimico foliar para cada tratamiento con el fin de
establecer cuales fueron mas eficientes en la captacion de nutrientes de las plantas; los resultados se presentan en la Tabla
14. Como es evidente a partir de los resultados, el biofertilizante de acuerdo con esta descripcion aumenté claramente los
contenidos de nitrégeno, fésforo, potasio, y calcio en las hojas en comparacion con las plantas de control no revestidas.
Ademas el contenido de hierro en las hojas aumentdé. Ademas, el tratamiento con un biofertilizante disponible
comercialmente parecié dar resultados similares al tratamiento con el biofertilizante de esta invencién. Notablemente, sin
embargo, la concentracién de calcio del material de las hojas fue claramente mas alta después del tratamiento con el
biofertilizante de la presente invencién en comparacion al tratamiento con el biofertilizante comercial.

Tabla 14. Resultados del analisis quimico foliar de plantas de tomate cultivadas en invernaderos.

Muestra Biofertilizante antartico Biofertilizante comercial Control

Materia seca 93,54 94,92 92,53
2,52 2,67 1,82

P (%) 0,52 0,50 0,14

K (%) 4,20. 4,89 3,35
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Muestra Biofertilizante antartico Biofertilizante comercial Control
Ca (%) 2,21 1,65 1,06
Mg (%) 1,14 1,02 1,08
Na (%) 0,20 0,16 0,21
S (%) 0,44 0,49 0,36
A1 (ppm) 155 163 147
Zn (ppm) 68 63 74
Cu (ppm) 25 24 27
Fe (ppm) 153 138 123
Mn (ppm) 75 54 90
B (ppm) 39 38 38

Es evidente a partir de las Figuras 7 y 8 y las Tablas 13 y 14, que la aplicacion del nuevo biofertilizante de esta descripciéon
mejora la fertilizacion de plantas, principalmente el uso del P del suelo, junto con la mejora de la salud y el desarrollo de la
planta. El uso de este biofertilizante sera vital para los cultivos que tienen una gran necesidad de fertilizantes fosforados,
tales como el trigo, que ademas tiene una etapa cuando la planta crece durante el periodo de invierno. Puesto que estas
bacterias son capaces de solubilizar fésforo a muy baja temperatura (0°C), las plantas podran sobrevivir al estrés causado
por la temperatura a través de la contribucion de nutrientes en su etapa mas critica. Por lo anterior, los biofertilizantes de
acuerdo con esta invencion mejoran el rendimiento en los cultivos y evitan considerablemente los fertilizantes fosforados.

Una de las caracteristicas bioquimicas del biofertilizante de acuerdo con esta invencién es su produccién de compuestos
reguladores del crecimiento, tales como el acido indolacético (IAA). El IAA se conoce que mejora el desarrollo de las raices
de las plantas por la mejora de la absorcién de agua y nutrientes. El fertilizante de acuerdo con esta invencién ademas
produce sustancias que actian como antibiéticos naturales y de ese modo ayudan al control del crecimiento de
fitopatdbgenos en las raices de las plantas.

EJEMPLO 6. Efectos del biofertilizante psicrofilico sobre el crecimiento del campo de trigo

El efecto del biofertilizante psicrofilico se probd en condiciones de campo sobre cultivos de trigo en la ciudad de Victoria,
Temuco, Chile. Las semillas de trigo se desinfectaron y se revistieron con el biofertilizante bacteriano psicrofilico de la
presente invencion como se describe en el Ejemplo 3. Las semillas de control se desinfectaron y se trataron con agua.

Un campo de una hectarea se sembré directamente con las semillas por medio del uso de un disefio experimental de bloque
aleatorio con cuatro repeticiones por tratamientos. Mas aun, se midi6 el rendimiento total después de la cosecha y se calculo
el rendimiento por unidad de area del campo de cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 15. Como se puede ver a
partir de los resultados, el rendimiento de las plantas desarrolladas a partir de las semillas revestidas de biofertilizante fue
mas alto que el de las plantas de control y de la misma magnitud que las plantas de control cultivadas con fertilizacién de
fésforo. Notablemente, la fertilizacion de fosforo no mejoré el rendimiento de las plantas desarrolladas a partir de semillas
tratadas con biofertilizante.

Tabla 15. Parametros de la cosecha de semillas de trigo revestidas con biofertilizante

'Tratamientos Rendimiento (ton/ha) Peso 1000 granos (g)
‘Control 4802 32+3
150 Kg P,Os /ha 48+05 33+3
1100Kg P,Os/ha 51+0.3 37:3
1150 Kg P2Os /ha 50104 35:3
'Biofertilizante 59102 40+ 2
|50 Kg P20s /ha + Biofertilizante 56+04 382
1100 Kg P,0s /ha + Biofertilizante 56103 3812
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ITratamientos Rendimiento (ton/ha) Peso 1000 granos (g)
I 150 Kg P20Os/ha + Biofertilizante 53+0.2 38+3

La invencion de acuerdo con esta solicitud no se limita al uso con cualquier cultivo especifico o cualquier area geografica
especifica. La invencion se puede usar como un biofertilizante para cualquier planta que incluye pero sin limitarse a plantas
del bosque, para plantas de verduras asi como para los cultivos. Ademas, el biofertilizante de acuerdo con esta invencion
seria beneficioso en cualquier area donde las bajas temperaturas ocurren durante la temporada de crecimiento. El
fertilizante de acuerdo con esta descripcion se puede usar como sustancia de revestimiento de semillas, pero se puede usar
también por aplicacion directa en el suelo o cualquier otro método conveniente.

El frijol de soya es una de las plantas de cultivo mas extensamente cultivadas que en muchas areas padecen los problemas
inducidos por las bajas temperaturas con disponibilidad de agua y fosforo. El uso del biofertilizante bacteriano psicrofilico de
acuerdo con esta descripcion en cultivos de frijol de soya tiene las siguientes ventajas:

1. La dosis del fertilizante fosforado en cultivos se reduce y asi el costo de produccion caera.

2. El rendimiento del cultivo aumenta debido a una mejor absorcion de nutrientes y una mejor salud de las plantas .
3. El fertilizante se puede usar en temperaturas extremas con el fin de mejorar la produccién.

4. El fertilizante se puede usar en suelos acidos donde el fésforo se inmoviliza en el suelo.

El biofertilizante se debe aplicar mediante el uso de maquinas para el tratamiento de semillas para garantizar la
homogeneidad de la aplicacién y la uniformidad de la cubierta de las semillas. Toda la inoculaciéon se debe llevar a cabo
preferentemente en un lugar donde no haya radiacién solar directa. Las semillas tratadas generalmente se deben dejar
airear durante 30 minutos antes de plantarlas si se desea plantarlas inmediatamente después de que se aplique el producto.
La aplicacién del producto puede causar cambios en la superficie de las semillas. Por esa razén, las semillas tratadas se
desplazaran mas lentamente en el procesamiento por lotes de las sembradoras de semillas que las semillas no tratadas.
Esto significa que la maquina se debe recalibrar antes de aplicar la semilla.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion biofertilizante que comprende las cepas bacterianas psicrofilicas aisladas a partir de la rizosfera
de Deschampsia antartica, en donde la composicidon contiene una o mas cepas bacterianas seleccionadas del grupo que
consiste de Pseudomonas antarctica DaBact TI-9 (designacién de la ATCC, PTA8990), Pseudomonas trivialis DaBact 2H
(designacién de la ATCC, PTA8988) y Arthrobacter ssp. DaBact MII-9 (designacion de la ATCC, 8989).

2. La composicion biofertilizante de la reivindicacion 1, en donde la composicién contiene cepas de Pseudomonas
antarctica DaBact T1-9, Pseudomonas trivialis DaBact 2H y Arthrobacter ssp. DaBAct MII-9 en concentraciones iguales.

3. La composicién biofertilizante de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 2, en donde el fertilizante se prepara antes
de usar combinando una solucion de la suspension bacteriana y un producto protector solar con una solucion de
polisacarido.

4. Una composicion biofertilizante que se prepara antes de usar combinando una suspensién bacteriana y una
solucion de polisacarido, en donde dicha suspensién bacteriana consiste de las cepas Pseudomonas antarctica DaBact TI-9,
Pseudomonas trivialis DaBact 2H y Arthrobacter ssp. DaBact MII-9 cada una a la concentracion de 10" CFU y 1% (p/v) del
producto protector solar, y dicha solucién de polisacarido que es la solucion de goma de guar 1% (p/v), goma gelana,
pectina, carboximetil celulosa, agar, o goma xantana.

5. La composicion biofertilizante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la composicién de
biofertilizante es para el revestimiento de semillas.

6. La composicién biofertilizante de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la composicién mejora la germinacién
de las semillas.

7. La composicion biofertilizante de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 6, en donde la composiciéon es compatible
con cualquier fungicida comercial.

8. La composicion biofertilizante de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, en donde las cepas bacterianas estan
encapsuladas en perlas de alginato.

9. La composicion biofertilizante de acuerdo con las reivindicaciones 8 a 9, en donde el biofertilizante es aplicable a
las plantas de cultivo y del bosque.

10. La composicion biofertilizante de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde las plantas de cultivo son plantas
dicotiledéneas.

11. La composicion biofertilizante de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la planta de cultivo es tomate o frijol de
soya.
12. La composicidn biofertilizante de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde las plantas de cultivo son plantas

monocotileddneas.

13. La composicion biofertilizante de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la planta de cultivo es trigo.

14. Una composicién biofertilizante para usar a bajas temperaturas, dicha composicién de biofertilizante comprende las
cepas bacterianas Psuedomonas antarctica DaBact TI-9 (designacién de ATCC, PTA8990), Pseudomonas trivialis DaBact
2H (designacion de ATCC, PTA8988) y Arthrobacter ssp. Dabact MII-9 (designacion de ATCC, PTA8989).

15. Un método para mejorar la solubilizacion de fésforo en el suelo, la captacion de agua y minerales, o el crecimiento

a bajas temperaturas por la aplicacion de una composicion biofertilizante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1a14.
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Fig. 2.
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AR T T A A TS T T TG TGAGCCATTACCCCROCRACTAGC TAA TCCCACCT

Cuery 361

BT AT O TR T RGOS AR GG OO ARG T C TR T I TC TC OO TAGRACGTATGLG

BOORTTRRE R E Rt b e ar e et e tdnrerererrn

Zojer 1279

FOCCTCATCTCR T RGOS AN GO Do G ARGE T CT O TITC I COOGTRGGADGTATCLL

Tuery 3&1

CTATTAGCG TG T T T CERRC G T TR T CCCCAC TADC ARG CAGA T TCC TAGGERTTROT

IR AR AN AR R R R AR AN AN AR NN N NE RN AR RN AO A

Sbjck 1339

CTATTRGLGTOCG T T T oG ARC G TTATC OO CCAC TR MGG CAGAT TCC TAGGLATTACT

Fig. 4.
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ES 2427595 T3

Query 421
CROCCGTCCGOOSCTC T AMGAGARGCARGE TIC PO TC TACCGC TCGACT TECATCTGCTT 480
PECRRIRART T e s e et
Spjck 1399

CROCCG IO LG T CTCARGAGRRGC ARG TTC TCTCTACCGC TCGACTTGCATGTGTT 1456

duery 481  AGCOCTGOOGUCAGOGTTCRATCTGAGCCASGATCAARCTCT 522

TORETREELET LRI TR rrrinrrpnenenngnertrne
Shjct 1459 RECOCTGCCGOCASCSTICARATCTCAGOCAGGATCRARCTCT 1500

Fig. 4 cont.
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Sen de ARN ribosomal 165 ge Psaudomonas trivialis cepa BIHE 745,  secuenca
I oarcial
Longitud=1£93

Funtuscion= 1027 bits |345), Expact=0.0
Igentidaces=321/322 [35%], Bredha= 0 /322 |0%],
Heora=has Mas

Query *#
RGAGTTTGATCC TG TCAGA T TERAC GUTRGE GHUNGIC T TARCACA TEORAG TOGRGT

FUETRRTE TR e e e e e e el
Sbjet 1L
ARG TTTRATCCTGEC TCRGAT T GAAC B T RGO RGO ARICC TARCACA TOCRAG TORAGT

Tunry &2
GETAGAGAGRAGCT TGCT T CTCT T AGRGC R ADEGGTGAGTAATGCCTAGGRATCT

PLRREIRRT R B i i i e enerreinn
dkjer 61
G TAGRG AN GETTGET T T TORGRGOGRC G LA GG TGAGTAA TCCCTARGRATCT

Query 122
G DL T A TL GGG A T AL CL T T L AR DA GO TAA TROC LA TROLTOC TACGGLA

PIRETIRE R TR R e L EE R e rnenil
Sbjer L2}
GECTGSTAGTGEGEGN TRACG TT CORARACGRAC RETAATACCGCATRCG TOCTRCGGEM

quary 182
R R G G T TG 0T TGOS TATCAG A TER DT ARET DG T TAGCTAGTT

L RN R N R R R RN AR RN E AR AR NN RN RN Ry
Shjct 181

GRARGCAVGGGEACC T TOGGEOCT TROGC TRATCAGATSAGCC TAGGTCGGATTAGLTAGTT

Quepy 242

oA ET AR oo T R ARG G C TROGA TS T ARG TGETCTERGAGGAT GATCAGTLA
(RN R RN AN R NN

BRELDLETIORRTRNNETRpi R ngidenniin

Sbjct 24t

GOTOAGGTAR TR T R CARGEC GRCGAT OO TARC TEET CTERGAGCAT GATCAGTIR

Quary 307
CACTEEAC TEAGACNC GG TOC NG T CT AL GG BROGEAGCAETG RO GRATAT TG

RO E TR IO RN R RN e b i it rgnLnkl
Shjct 31
AT CGRARC TRACACAC GG TCC A GAC T C T AL GG RG G RG A C TG G GAA TAT TRRATA

Query 362 )
AT GARA OCTEATCCAGCC A TGO G TG TETGARGAAGESTCTTCOGATTGTAARG

BEETETRE IR R e e st e etk retnnnn
Sbjct 36T
ATGIECRANA OO TRRTCOAGE CATGCDCCGT G T OO ARGRAGCTCTTCGEAT TG TARRG

Fig §
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ES 2427595 T3

Ouery 422
CACTTTAAGT TOGGALGARGHGCRGTTRCCTARTACGTGRTTGTTTIGROGTTACOGACR 481

ELUARTRENRBI RO RRRR R npninngangeninganrenrentannerun
shick 421

CRC T T ARG T PG e AGEAR GG A TTRCC TARTACGTGRTTGTTTTGRCGTTRACCGACRE 400
Query 482 GRATARAGCRCCGGCTARCTCTGTGCCAGCRGCOGOGLTAATA 523

PEURETORTET PR PR e g e priennenl
Skjct 4Bl  GRATAAGCRCCGGCTARCTCTGTGCCAGCAGCOGOGGTAATE  hid

Fig 5¢cont
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., Gen de ARNr 165 parcisl de Arthobacter sp. ON 14, sislamisnto ON14
Lo mitu =145

PuRtUACiGn= 257 bits [1452), Expect=000
ide ntidades=1494/1502 |95%), Bracha= 4 /1502 |0%)],

Habra=ilas Meras

ety 1

T TACCT T T T ROGRCT TAGT O CAATC GO CRG T OO CACCT TOGACRGETOOCTCLOS
PULYRRTUEEEI ARttt et r e e e etennr e rnrreenunl
Sojet 1543

TG T TACCTTC T TACGARE T TAGTOCCRATCOCCAGTCCCACCTTCGRERGE TOCCTODOE
Query Bl

AR G e T TAG L A GG T TG LG TG TTROCARCT TTOGTRAC TTGACG G GO RETG
(IR RN NN N RN NN N NN AR ARRRR RN
Sbjer 1483

ACAAEGGGE T TR CAC G TTOGGE TG T FACCARC T TTOG TG T TOALGRRORE TG
Query 121

IO A RAG G D L A R T AT T A OGO AR T TCC TEA T TEOGATTACTAGOGRITE
POV TR g e e e rneErrnnng
Sbyce 1423

TGTRCAA GG DOGEGARCETAT TCACC GLACC T TGO TGATC TRIGA T TRCTRGOGRCTC

Query 181
COACTTCATGOEE TOGAGTIGCAGACCOCARTCOEARC TEAGRCCEGET TTTRGECATTA

LR RN N R R N N R RN RN N N R RR RN TR
Sbict 1361

G T T AT RS T O G T T A A O LA AT OO AR S T LA CECE TTTTICGGAT TA

Query 41 -

BT CA T ACAG TAT G AR C AT TET A S GG O T TCTRGCA TGO TERAG COT AR

SRR E LT PR R b b ER e e ek ienernnees

Sojer 1303

GUTCCACCTCACAG TATC G AR CCCAT TGT ACCOGOCA T TETAGCATGOGTERAGCO O AN

Cuary 301 -

GRCRTARGECGCATERTGRT TTGACGT LGTCC T AL T TOC TCCGAG TORRCTCCGRORG
TRPRLEI R e b e e enrrrenntnl

NI RARARE

Sbjet 124l

GRCATARGGGGCA TGATGAT TTGACGT OO TCC T A TTOC T CGAG T TGRODCCGGORAG

Query 361
TCTCC PA T AG T OO RO A T T ALG T TG ECARCATAGRACSAGEE T TG CEL TCRT TG

PELERETE TRt et e e rg e et rennett
Epjor 1183

T TR TG A G T OO DA CA T TACG T GO TG G LA ATAGRACEAGEE T TGCCCTOG T TGD

Fig. 6 (1i4)
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ES 2427595 T3

Query 421
GEGRCT TAACCOARCRTCTCACG ACACGAGE TOACGACAMCATGCACCADC TGTARRDC 460

PELRRLRTR TR R n R e gt ey e enrrrernen
Sbjoct 1133
CRGACTTAACCCARCAT CTCACGACACGAGE TEACCACALCCATGCRCCADC TETRARDE 1064

guery 48]

GACCGCRAGGLG LA TR T I TOCAGETATTACOGETTCATETCARGOC TTRGTAREST 540
FAREIRT R inniitanyy

TEEEREETRTr et

Shjer 1043

GG R GCGE L A C TG T T IO CAGET AT TTCCAGTTCATE TCARGOC TTGRTARGET 1004

guery 541

T T GCE T TG AT GAA T TR T LG CATGC PO GE O T TG COGEEONDDORTCAATT 00

POLIR PRI R PR R N ran e regnt et

Sbyct 1003

TCTTCEOET TECATCERA T TAR TOCGCAT GETCIGC OGO T TGO GLEDODDDGTCRATT 944

Query GO0

OO GG T T I T T TE OGO G TAC TCCOCAGE OO ACT TRATGOG TTAGCTAC 6l

BETARTEERRERT TR P iR NN En i rennrrr i

Sbict 043

CCTTTGRGT T TTRGEC T TRCGHOCGTAC TCCDCRGGEOGGEGEACT TRATGOOTTAGITAC  AE4

Quecy 661

GG AR TR TS IO O ACACC T ARG TOOCCARCET TTRCGECA TG AT TR 720

BETAN ettt ke e bRt reunrerrernernnl

Shjct BE3

G AR RO TRRATGTCOCCCACRCCTRGTROC ARG T TTACGGCATOGRETAL Bl

Query T2L

CRGEETATCTARTC TG TOCGC Mo CCCAT GO T TTOGCTCCTCAGO G TOAGTTARTGODCR  YED
TRTETTH TR RRERUEEE

CEERET PR R R r e rrnnrann

Sbjer 823

CACGCTRATCTARTCCTG TTCCCTCCCCATGETITICGCTCLTCRCCGTCASTTARTGOOC, 764

Uuecy  TH1

AR T P OC LA TOCC TG T TOC TCCTGATATCTGOCCAT T TONO OGO TACKDCAG  HAD

TRIORT TR R T P e kg rnnpineanrgronniterrnnnrnl

Sbyct  TED

GAGROCTGCCT POGCLA TOGG TR T TOCTCC TRATATCTGOGCATT TCADCRO TRCADCAG. 04

Quecy 841

GAATTOCACTC T OO TACATCAL TCTAGTC TG COTROCCACC GEREATOOSGAGETTS 900
ferbirrennnngminnanrreapirdnimwegantpirrererrpErrreen

RN

Skyct 703

GAATTOCAGTCTOCCCT ACATOACTC TAGTC RGO OO GTAOCCADOGOAGA TOORGAGTTE 44

Fig. 6(24)
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Query 901
KOG AT T e GG AGACGOGAL ARRC LGOC TACGAGC TC TTTACGCCCRATAAT

RELRETRE TR i et e e e el
Sbjct 43
RO GRS TT T ACEGEAGRCGOGACRRRC DR TACGAGE TET TTALGCCCARTART

Query 96l
ORI AACOC T TRIGCO TACG TAT TALCGoEECTGC TGO AL TAG T TAGLCEOCET

EUIRCER R R LR R e TR ER LR R el
Sbjet 503
TCCGGATARCG T T GCGOCCTACG TAT TACEGEEG TG PEEC ALG TAGTTAGCOGRCGE

Query 101
TTCTTC PG CAA G FACCC TCARCCARC AR TEOTEGCCTTGT TOLLTRLTEGRARCAGET

LA RN RN R N NN I NN RN RN AR RN R R R

Bnjct 523
PTCTTC TG ARG TACCC TCARCC AR CARAAA TECTGGCCTTOT PO TACTGRARGAGET

Query 1081
T TACRA OO G AN GG O G T AT L C C T A DRI GL O e TOGC TRC AT CRGGE TTTC GO AT TE,

RN AR RN R R NN R A RR RN RAR RN RN R

Enjct 463
TTACRALCCGAMGG B TOATE CETE A B ECETEGC T SCAT CAGEC TTTCGLOCATTG

Duery 1141
PR TCC A CT GO TELCT COCE TACGAG TC T GG EOCET GTC TCAGTCCCAGTRTG

PEURREREL R RE R R e iR Rt bR e i nninirnntl
Sajct 40
T RR TR T T LA TG TR i TO O G TRGG ARG T TG GO T G TCTCRGTCCCAGTRTG

Query 1201
GG T oA T T A G G e T A oG TO L T LR T LG TG A AT TR C TAC TR

SEORTNR TR Rt et i e n e i rnngrrnnnl
Snjer 343
GRS TR T T A GO G TACC DG TCG TR TPEETG RGO CATTRCC AL CRR

Query 1261

CRAGC TGATAG GO SCGAGTOC A TC CAARAC CAA TARATCT T TEARCCARKCCDCATGOG
TORRETNR T T ERR R nr et renrrivrenednni

ELIRTTIRTRIRN

Spier 283

CARGETER TAG GOCEGAGTCCATC CARAAC CAA TRAATC TTTCAR AR DOATGRG

Dusry 1331
ARG TRAAG T AR TA T G TATTAGAC O G TT T R AGGC TTATC OO RGRG T TRAGGED

FEURLLERERRVE L IRV L DR R R R R el
Shict 223
AGGTRARGTCAATATCCAGTAT T AGALCCOG TP TCCAAGGC TTATCOCACRG TTAAGEEE

Fig. 6 (314)
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Quecy 1381

ACGETTACTCACGTG T TACTCACCCOTTCACCACTRATCCCOGACGEAMGCGECAGTTEAT 1440
FUREURRRE R I R R R RN R IR E R RNy THenniel

LI

Sbjet 163  AGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTICGCCACTAATCCEE - —CHohAGEG=-

GOGTTCART 10E

Query 1441
CGTTCGACTTGCA TG TG TTARGCACGCCGCCAGOGT TCATCC TGRECCAGGATCARACTE 1500
N R A R R R A R R R RN N R RN AR IR

sbjet 107

LT TR T TR TG TG T TRAG RO O ARG DG TTCATOC TR RCCATC ARRCTC 48
Query 1%01 TR 1502

#;joce 47 A 16

Fig. 6 (4/4)
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Fig. 8
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Fig. 9
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Indar-Flg

Fig. 10.
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