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DESCRIPCION

Microorganismo capaz de controlar enfermedades de las plantas y agente controlador de enfermedades de las
plantas que utiliza el microorganismo

Campo Técnico

La presente invencién se refiere a un microorganismo que tiene capacidad de control contra enfermedades de las
plantas, un agente controlador de enfermedades de las plantas que comprende una célula bacteriana del
microorganismo, y un método para controlar enfermedades de las plantas que utiliza el microorganismo.

Técnica Anterior

La presente solicitud reivindica prioridad basada en la Solicitud Japonesa No. 2006-302263 presentada el 8 de
noviembre de 2006.

Convencionalmente, se utilizan contra enfermedades de las plantas agentes de cobre inorganicos u organicos, y
antibidticos tales como kasugamicina, estreptomicina y oxitetraciclina en diversas cosechas agricolas y horticolas.
Adicionalmente, el acido oxolinico fue registrado en 1989 como un agente sintético antibacteriano, y ha contribuido
en gran parte al aumento de la produccion de las cosechas. Sin embargo, los agentes de cobre inorganicos y
organicos tienden a causar dafios a las cosechas agricolas y horticolas, por lo que las cosechas de temporizacion y
cosechas diana se ven restringidas en el uso de los agentes inorganicos y organicos. Adicionalmente, los
antibidticos tienen inconvenientes en el sentido de que, como resultado de la utilizacion continua de un antibiético, el
patégeno bacteriano adquiere resistencia al antibidtico. Asimismo, con respecto al acido oxalinico, han aparecido
recientemente bacterias resistentes, y su uso se ve restringido.

Por consiguiente, con objeto de resolver los problemas de dafos en las cosechas y bacterias resistentes, se ha
registrado un interés creciente en pesticidas biolégicos como medio de sustitucién de los fungicidas sintéticos
convencionales o como medio a utilizar en combinacién con los fungicidas sintéticos convencionales. Los pesticidas
bioldgicos son ventajosos en el sentido de que causan muy poca contaminacion ambiental, armonizan con el
ecosistema, y son superiores en el efecto controlador en comparacion con los fungicidas sintéticos convencionales.
Los conocidos como agente agroquimico microbiano utilizado para control de enfermedades bacterianas en
cosechas agricolas y horticolas incluyen, por ejemplo, Erwinia carotovora no patdgena, utilizada particularmente
para control de la pudricién blanda bacteriana de los vegetales de hoja y raiz; y Pseudomonas sp. CAB-02 o
Trichoderma atroviride utilizada particularmente para control de la pudricion bacteriana de los granos y el tizén
bacteriano de las plantas jévenes, que son enfermedades bacterianas contagiosas en las semillas del arroz.
Composiciones bactericidas para agricultura y horticultura que contienen tales microorganismos han sido
desarrolladas y comercializadas. Adicionalmente, el documento de Patente 1 describe la cepa G7090 de
Pseudomonas fluorescens, que tiene efecto controlador contra Pseudomonas cichorii que es una bacteria causante
de las manchas bacterianas de la lechuga.

Validov et al. (Journal of Applied Microbiology, vol. 102, 2007, p. 461-470) describe que la cepa especifica de
Pseudomonas rhodesiae PCL1761 exhibe un biocontrol significativo de la pudriciéon del pié y la raiz del tomate
(TFFR), causada por Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (For1).

Los productos agroquimicos microbianos, sin embargo, estan direccionados generalmente sélo a un numero
restringido de enfermedades de las plantas y a menudo no ejercen efecto satisfactorio contra otras enfermedades de
las plantas. Por ejemplo, Erwinia carotovora no patégena esta direccionada solo contra la pudricion blanda
bacteriana de los vegetales de hoja y raiz. Pseudomonas sp. CAB-02 o Trichoderma atroviride estan direccionadas
unicamente contra enfermedades del arroz, y Pseudomonas fluorescens esta direccionada unicamente contra las
manchas bacterianas de la lechuga. Como tales, las enfermedades diana estan restringidas y practicamente no
puede esperarse efecto alguno para otras enfermedades bacterianas. Adicionalmente, dado que Erwinia carotovora
patégena esta controlada por bacteriocina, que es una proteina antibacteriana producida por Erwinia carotovora no
patégena, preocupa el hecho de que Erwinia carotovora no patégena pueda adquirir resistencia a la bacteriocina
(v.g., referencia no de patente 1).

Referencia de Patente 1: Solicitud de Patente Japonesa Expuesta al Publico No. 2001-247423

Referencia no de Patente 1: Control Bioldgico de Enfermedades de las Cosechas por microorganismos
antagonistas, Ill-5, Control de la pudricion blanda bacteriana de los vegetales por Erwinia carotovora no patégena,
Kumiai Chemical Industry Co. Ltd., 65-76: 2003

Exposicién de la Invencion

Objeto a Resolver por la Invencion
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La presente invencién se hizo teniendo en cuenta la situacion arriba mencionada. El objeto de la presente invencion
es, por tanto, proporcionar un microorganismo que tiene una capacidad de control excelente contra diversas
enfermedades de las plantas (en particular, la pudricion blanda bacteriana o las manchas bacterianas de los
vegetales de hoja y raiz, el cancro de los citricos, y el “shot hole” bacteriano de los melocotones), en tanto que
producen menos carga en el ambiente y una posibilidad extremadamente baja de la aparicién de una bacteria
patégena resistente; un agente controlador de enfermedades de las plantas que comprende una célula bacteriana
del microorganismo; y un método para controlar enfermedades de las plantas que comprende aplicar el agente
controlador de enfermedades de las plantas a una planta y/o al suelo de cultivo de la misma.

Medios para Resolver el Objeto

A fin de resolver el objeto, los autores de la presente invencidon enfocaron su atencién en microorganismos
residentes de la lechuga y buscaron microorganismos que posean capacidad controladora contra las enfermedades
de las plantas. Como resultado, los autores de la presente invencidon encontraron un microorganismo que tiene un
efecto controlador excelente contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga. Se analizaron las propiedades
micoldgicas y la secuencia de bases del gen 16SrDNA del microorganismo y se supuso que el microorganismo era
una nueva cepa de Pseudomonas rhodesiae. La presente invencion se realizé basados en el descubrimiento arriba
indicado.

La presente invencion se refiere a (1) Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 que posee actividad controladora
contra una enfermedad de las plantas; (2) una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, en la que la
variante posee actividad controladora contra una enfermedad de las plantas; (3) Pseudomonas rhodesiae FERM BP-
10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acuerdo con uno cualquiera de (1) o (2), en
donde la enfermedad de las plantas es una o mas enfermedades seleccionadas de cancro, “shot hole” bacteriano,
pudricion blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas bacterianas negras, marchitamiento bacteriano,
manchas necroéticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricion bacteriana de los granos, tizén bacteriano de
las plantas jovenes, tizon bacteriano de las hojas, manchas bacterianas, y pudricion negra; y (4) Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912 o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acuerdo con uno
cualquiera de (1) o (2), en donde la enfermedad de las plantas es una enfermedad en una planta causada por una o
mas bacterias patdégenas seleccionadas del género Xanthomonas, el género Erwinia, el género Pseudomonas, el
género Ralstonia , y el género Burkholderia de acuerdo con uno cualquiera de (1) o (2).

La presente invencion se refiere adicionalmente a (6) un agente controlador de enfermedades de las plantas que
contiene una célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae seleccionada del grupo constituido por una célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acuerdo con (2), y una célula bacteriana de una variante
de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acuerdo con (3); y (8) el agente controlador de enfermedades de
las plantas de acuerdo con (6), en donde la enfermedad de las plantas es una o mas enfermedades de las plantas
seleccionadas de cancro, “shot hole” bacteriano, pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas
negras bacterianas, marchitamiento bacteriano, manchas necroéticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricién
bacteriana de los granos, tizon bacteriano de las plantas jovenes, tizén bacteriano de las hojas, manchas
bacterianas, y pudricion negra.

La presente invencion se refiere adicionalmente a (9) un método para controlar una enfermedad de las plantas, en
donde Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de
acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3) se aplica a una planta y/o al suelo de cultivo de la planta.

Efecto de la Invencion

Un agente controlador de enfermedades de las plantas y un método para controlar enfermedades de las plantas de
la presente invencion imponen una carga leve sobre el ambiente y exhiben una posibilidad extremadamente baja de
que broten bacterias patdgenas resistentes, asi como retencion de una actividad controladora excelente contra
diversas enfermedades de las plantas durante un periodo de tiempo mas largo. Adicionalmente, un agente
controlador de enfermedades de las plantas de la presente invencidn es notablemente ventajoso comparado con los
productos agroquimicos microbianos convencionales en el sentido de que ejerce un efecto excelente particularmente
contra la pudricion blanda bacteriana, las manchas bacterianas o la pudricién negra de los vegetales de hoja y raiz,
el cancro de los citricos, y el “shot hole” bacteriano de los melocotones, entre las enfermedades de las plantas.

Breve Explicacion de los Dibujos
[Figura 1]

La Figura 1 muestra un dendrograma de la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae (Pseudomonas rhodesiae,
FERM BP-10912) de la presente invencion, que se prepard basados en la secuencia de nucleétidos del gen
16SrDNA.
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Modo 6ptimo de Realizacion de la Invenciéon

“Que tiene capacidad controladora contra una enfermedad de las plantas” significa en esta memoria que exhibe una
accion antagonista contra la bacteria patégena de cualquiera de las enfermedades de las plantas. Un
microorganismo de la presente invencion previene o cura una enfermedad de las plantas causada por la bacteria
patégena de la enfermedad de las plantas por ejercer una accion antagonista contra dicha bacteria patégena. Un
microorganismo de la presente invencion, sin embargo, es particularmente eficaz en la prevencién de una
enfermedad de las plantas.

“Previene una enfermedad de las plantas” se refiere en esta memoria a aquello que cuando una planta o suelo de la
misma que no ha sido infectado con una bacteria patégena de una enfermedad de las plantas o no ha presentado
sintoma alguno de ello se cultiva, sea en las condiciones preferidas mas tratamiento con un microorganismo de la
presente invencion o soélo en las condiciones preferidas, la planta tratada con un microorganismo de la presente
invencion exhibe un grado mas leve de enfermedad comparada con la planta sin tratar con un microorganismo de la
presente invencién. Adicionalmente, “cura una enfermedad de las plantas”, como se ha mencionado arriba, hace
referencia al caso de que cuando una planta que ha sido infectada con la bacteria patégena de una enfermedad de
las plantas y exhibe los sintomas de la misma se cultiva en las condiciones preferidas excepto que la planta se trata
0 no se trata con un microorganismo de la presente invencion, una planta tratada con un microorganismo de la
presente invencion exhibe un grado mas leve de enfermedad comparada con una planta sin tratar con un
microorganismo de la presente invencion.

“Exhibe un grado mas leve de enfermedad” significa, por ejemplo, que la severidad (o tasa de aparicion) de la
enfermedad es baja y el valor preventivo es mayor que 0. Cuanto mayor es el valor preventivo, tanto mas preferido
es el mismo. Por tanto, en este caso, el valor preventivo de 30 o mas es muy bueno, 50 o mas es mejor, y 60 6 70 o
mas es particularmente mejor.

Un microorganismo de la presente invencién se ilustra por la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae, y sus
variantes debido a sus mejores propiedades como agente controlador de las enfermedades de las plantas. La cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae fue depositada a nivel nacional por la solicitante de la presente solicitud en
fecha 12 de septiembre de 2006 en la Depositaria Internacional de Organismos de Patente (IPOD), National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology (AIST) (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japon)
bajo el nimero de acceso FERM P-21025, seguido por el Depdsito Internacional en fecha 25 de septiembre de 2007
bajo el nimero de acceso internacional FERM BP10912. La cepa JCM11940 de Pseudomonas rhodesiae fue
depositada en RIKEN, Ibaraki Institute, BioResource Center (3-1-1 Koyadai, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japén) como
JCM11940.

“Una variante de una determinada cepa X” en la presente memoria descriptiva abarca cualquier variante inducida
por la cepa X, con tal que dicha variante tenga las mismas propiedades micolégicas que las de una cierta cepa X y
tenga capacidad de control contra las enfermedades de las plantas. La variacién incluye una variacion artificial
causada por tal como un agente de variante quimica o ultravioleta, asi como una variacion existente naturalmente.
Una variante de cierta cepa X se ilustra preferiblemente por aquellas variantes que tienen las mismas propiedades
micolégicas que las de una cierta cepa X con respecto a las propiedades descritas en la Tabla 1 més adelante y que
tienen capacidad de control contra enfermedades de plantas.

La cepa de Pseudomonas rhodesiae 05057219 (FERM BP-10912) que se prefiere entre los microorganismos de la
presente invencion tiene las propiedades micolégicas siguientes.

La cepa Pseudomonas rhodesiae 05057219 es una bacteria Gram-negativa en forma de bastoncillos que no forma
esporas. La longitud total de su célula es 2,0 — 2,5 ym, la anchura total es 0,7 — 0,8 uym, y se observa motilidad.
Forma una colonia circular lisa en un medio de agar de caldo y produce un pigmento fluorescente sobre un medio
King B. Su crecimiento no se observa a 41°C. Es positiva respecto a actividad de catalasa, se oxida en el test OF, es
negativa para la reduccién de sales nitrato, negativa para produccién de indol, negativa para actividad de ureasa,
positiva para degradacion de la gelatina, negativa para actividad de (-galactosidasa, y negativa para actividad de 8-
glucosidasa. Adicionalmente, en el test LOPAT es positiva para produccién de levano, negativa para la pudricion del
tubérculo de la patata, negativa para la respuesta hipersensible al tabaco, positiva para la actividad de oxidasa, y
positiva para la degradacién de la arginina. Es negativa para la asimilacién de almidon. En cuanto a la asimilacién de
compuestos de carbono tales como azucares y aminoacidos, es positiva para D-glucosa, positiva para L-arabinosa,
positiva para D-manosa, positiva para D-manitol, positiva para N-acetil-D-glucosamina, negativa para maltosa,
positiva para gluconato de potasio, positiva para acido n-céprico, negativa para acido adipico, positiva para acido dL-
malico, positiva para citrato de sodio, negativa para acetato de fenilo, positiva para sacarosa, positiva para trehalosa,
negativa para adonita, positiva para sorbitol, positiva para acido butirico, positiva para acido propionico, y positiva
para propilenglicol. EI método de determinacién y analogos para cada detalle son como se describe mas adelante en
los ejemplos.

Un microorganismo de la presente invencion sera suficiente si el mismo tiene capacidad de control contra al menos
una enfermedad de las plantas, pero se prefiere que el mismo tenga actividad de control contra al menos una o mas,
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preferiblemente 2 o mas, y mas preferiblemente contra todas las enfermedades de las plantas seleccionadas de
cancro, “shot hole” bacteriano, pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas negras bacterianas,
marchitamiento bacteriano, manchas necréticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricién bacteriana de los
granos, tizén bacteriano de las plantas jévenes, tizéon bacteriano de las hojas, manchas bacterianas, y pudricion
negra. Adicionalmente, se prefiere que un microorganismo de la presente invencion, tenga especialmente capacidad
de control contra una o mas enfermedades de las plantas, preferiblemente dos o mas, y mas preferiblemente la
totalidad de las enfermedades de las plantas de entre pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas, pudricién
negra, canco y “shot hole” bacteriano.

Ejemplos de la bacteria patdgena de estas enfermedades de las plantas incluyen tales como uno o mas bacterias
patdégenas pertenecientes al género Xanthomonas, género Erwinia, género Pseudomonas, género Ralstonia, y
género Burkholderia. Si bien se muestran detalles adicionales en la Tabla 1, las bacterias patolégicas relacionadas
con la presente invencion no estan limitadas a éstas.

[Tabla 1]

Enfermedad de las plantas

Bacteria patogena

Ejemplos de plantas diana

Cancro

Xanthomonas campestris pv. Citri

Citricos

“Shot hole” bacteriano

Xanthomonas campestris pv. pruni

Melocotén, etc.

Pudriciéon blanda bacteriana

Erwinia carotovora subsp. carotovora

Hortalizas hojosas tales como
lechuga y col china; hortalizas de
raiz tales como rabano japonés y
patatas; flores tales como girasol,
orquidea y ciclamen

Manchas bacterianas

Pseudomonas marginalis pv. marginalis

Xanthomonas campestris pv. raphani

Pepino, etc.

rabano japonés

Manchas bacterianas de las hojas

Manchas bacterianas negras

Pseudomonas syringae pv. maculicola

Pseudomonas viridiflava

Rabano japonés, col china

Tomate

Marchitamiento bacteriano

Ralstonia solanacearum

Tomate, berenjena, pimiento, etc.

Manchas necréticas de las hojas

Xanthomonas campestris pv. cucurbitae

Pepino, etc.

Necrosis del endocarpio

Pseudomonas corrugata

Pseudomonas fluorescens

Tomate, berenjena, etc.

Pudricion bacteriana de los granos | Burkholderia glumae Arroz
Tizon bacteriano de las plantas Burkholderia plantarii Arroz
jévenes

Tizén bacteriano de las hojas Xanthomonas oryzae pv. oyzaer Arroz

Manchas bacterianas

Pseudomonas cichorii

Pseudomonas marginalis pv. marginalis

Lechuga, col china,

col, etc.

Pudricién negra

Xanthomonas campestris pv. campestris

Col, etc.

Una planta aplicable para un microorganismo de la presente invencién no esté limitada particularmente con tal que el
microorganismo de la presente invencion pueda ejercer capacidad controladora para dicha planta. Ejemplo de las
plantas aplicables incluyen una planta perteneciente a Brasicaceas, Solanaceas, Cucurbitdceas, Liliaceas,
Fabaceas, Compuestas, Quenopodiaceas, Poaceas, Rosaceas, Cariofilaceas, Primulaceas, Rutaceas, Vitaceas,
Actinidiaceas, Ebenaceas, Actinidiaceas, Convolvulaceas, o Araceas. Como ejemplos preferibles entre éstas
pueden citarse una planta perteneciente a las Brasicaceas, tal como la col china, una planta perteneciente a las
Compuestas tal como la lechuga, una planta perteneciente a las Solanaceas tal como la patata, una planta
perteneciente a las Rutdceas tal como limén y naranja navel, y una planta perteneciente a las Rosaceas tal como el
melocotdn.

<2> Agentes controladores de enfermedades de las plantas de la presente invencion
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Un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion no esta limitado particularmente
con tal que contenga la célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae de la presente invencion. Una cepa de
Pseudomonas rhodesiae de la presente invencidn que esta contenida en un agente controlador de las enfermedades
de las plantas de la presente invencién puede ser de un tipo o de dos o mas tipos.

Un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencién previene o cura una enfermedad
de las plantas causada por una bacteria patégena de una enfermedad de las plantas por el proceso de que la célula
bacteriana de Pseudomonas rhodesiae de la presente invencidon contenida en el agente controlador ejerce una
accion antagonista contra la bacteria patégena. Un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la
presente invencion puede utilizarse como un agente preventivo de las enfermedades de las plantas o como un
agente terapéutico de las enfermedades de las plantas, donde el mismo es especialmente eficaz como agente
preventivo de las enfermedades de las plantas.

Pseudomonas rhodesiae adquiere principalmente una forma de trofocito, pero la célula bacteriana de Pseudomonas
rhodesiae de la presente invencion puede adquirir cualquier forma celular (v.g., célula durmiente) que pueda adoptar
la bacteria viable de Pseudomonas rhodesiae tal como trofocito de Pseudomonas rhodesiae. Adicionalmente, una
forma de la célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae a utilizar para un agente controlador de las enfermedades
de las plantas de la presente invencién puede ser de un solo tipo o de mas de dos tipos.

La célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae utilizada por un agente controlador de las enfermedades de las
plantas de la presente invencion se obtiene, por ejemplo, por cultivo de Pseudomonas rhodesiae de la presente
invencién que ha sido aislada y obtenida utilizando como indice la secuencia del gen 16SrDNA de la cepa 05057219
de Pseudomonas rhodesiae (FERM BP10912) (véase SEQ ID NO. 1) y/o las propiedades micolégicas arriba
mencionadas de la cepa. Un método para cultivar Pseudomonas rhodesiae de la presente invencion no esta limitado
particularmente, con indiferencia del tipo de medio o las condiciones de cultivo, con tal que el mismo sea un método
en el cual pueda proliferar la célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae. Cuando se emplea un cultivo sélido, se
ilustra un método en el cual el cultivo estacionario se lleva a cabo a 20-35°C utilizando un método de agar estandar,
agar nutriente, medio de agar patata-dextrosa, etc., y cuando se emplea un cultivo liquido, se ilustra un método en el
cual se lleva a cabo cultivo con agitaciéon mediante sacudidas/removido a 20-35°C utilizando diversos medios
liquidos, etc. en los cuales el agar se ha separado de los medios de agar arriba mencionados.

En cuanto a la célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae, puede utilizarse cualquier forma de célula tal como la
célula bacteriana per se de Pseudomonas rhodesiae, una suspensién que contenga la célula bacteriana, una
solucién de cultivo que contenga la célula bacteriana, y un concentrado, pasta, sustancia seca o dilucion de éstas (a
las que puede hacerse referencia en lo sucesivo como “célula bacteriana y analogas de Pseudomonas rhodesiae”)
para un agente controlador de enfermedades de las plantas de la presente invencion.

La concentracion de una célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae contenida en un agente controlador de las
enfermedades de las plantas de la presente invencion no esta limitada particularmente con tal que el efecto de la
presente invencién no se vea afectado. Cuando un agente controlador de las enfermedades de las plantas se diluye
hasta 1000-200 veces, se ilustra preferiblemente una concentracién comprendida en un intervalo de 1 x 10%1 x 10"
cfu/ml, preferiblemente 1 x 10*1 x 10° cfu/ml, en términos de concentracion de células bacterianas.

Un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion puede contener componentes
opcionales distintos de la célula bacteriana de Pseudomonas rhodesiae de la presente invencién, con tal que el
efecto de la presente invencién no se vea afectado. No existe limitacién particular alguna para el componente
opcional con tal que el efecto de la presente invencion no se vea afectado, y ejemplos de ellos incluyen un portador,
agente tensioactivo, dispersante y suplemento. Adicionalmente, pueden afadirse un antioxidante, colorante,
lubricante, absorbedor ultravioleta, agente antiestatico y agente antiséptico de acuerdo con las necesidades.

Ejemplos del portador incluyen sales inorganicas tales como carbonato de calcio, cloruro de potasio, sulfato de
sodio, sulfato de calcio, sulfato de amonio; acidos organicos tales como acido citrico, acido malico y acido estearico,
y sales de los mismos; azucares tales como glucosa, lactosa y sacarosa; y un portador sélido tal como polvo de
alumina, gel de silice, zeolita, hidroxiapatito, fosfato de circonio, fosfato de titanio, 6xido de titanio, éxido de cinc,
hidrotalcita, caolinita, montmorillonita, talco, arcilla, diatomita, bentonita, carbono blanco, caolin y vermiculita.

Adicionalmente, el agente tensioactivo (que puede utilizarse también como dispersante) no esta limitado
particularmente con tal que el mismo pueda utilizarse para formulaciones agricolas y horticolas ordinarias , y los
ejemplos especificos incluyen un agente tensioactivo no iénico, agente tensioactivo anionico, agente tensioactivo
catidnico y agente tensioactivo anfolitico, como se describe mas adelante.

Ejemplos del agente tensioactivo no iénico incluyen un agente tensioactivo de éster de azucar, tal como un éster de
acido graso de sorbitan (C12.18), POE-éster de acido graso de sorbitan (C12.18), y éster de acido graso de sacarosa;
un agente tensioactivo de éster de acido graso tal como POE-éster de acido graso (Ci2.18), POE-éster de acido
resinico, POE-diéster de acido graso (C12-18); un agente tensioactivo de alcohol tal como POE-alquiléter (C12-18); un
agente tensioactivo de alquilfenol tal como POE-alquil (Cg-12)-feniléter; POE-dialquil (Cg.12)-feniléter y condensado
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POE-alquil (Cs-12)-feniléter-formalina; polimero de bloques polioxietileno-polioxipropileno; un agente tensioactivo de
polimero de bloques polioxietileno-polioxipropileno tal como éter de polimero de bloques alquil (Ci2.18)
polioxietileno-polioxipropileno; un agente tensioactivo de alquilamina tal como POE-alquilamina (C12-1s) y POE-amida
de acido graso (Ci2-18); un agente tensioactivo de bisfenol tal como POE-acido graso-bisfeniléter; un agente
tensioactivo de anillo multi-aromatico tal como POA-bencilfenil (o fenilfenil)-éter y POA-estirilfenil (o fenilfenil)-éter; un
agente tensioactivo de silicio o fluor tal como agentes tensioactivos de POE-éter y POE-éster-silicio y agente
tensioactivo de fluor; un agente tensioactivo de aceite vegetal tal como POE-aceite de ricino y POE-aceite de ricino
hidrogenado.

Ejemplos del agente tensioactivo anionico incluyen un agente tensioactivo de tipo sulfato tal como alquilsulfato (C2-
18, Na, NHg, alcanolamina), POE-alquiletersulfato (C12.1s, Na, NH4, alcanolamina), POE-alquilfeniletersulfato (C12-1s,
NHa, alcanolamina), POE-bencil (o estiril)-fenil (o fenilfenil)-etersulfato (Na, NH4, alcanolamina), polimero de bloques
polioxietileno-polioxipropileno-sulfato (Na, NH4, alcanolamina); un agente tensioactivo de sulfonato tal como parafina
(alcano)sulfonato (C12-22, Na, Ca, alcanolamina), AOS (C14.16, Na, alcanolamina), dialquil-sulfosuccinato (Cs.12, Na,
Ca, Mg), alquilbenceno-sulfonato (C+2, Na, Ca, Mg, NH,, alquilamina, alcanol, amina, ciclohexilamina), mono- o di-
alquil (Cs.s)naftaleno-sulfonato (Na, NH4, alcanolamina, Ca, Mg), condensado de naftaleno-sulfonato-formalina (Na,
NH,), alquil (Cs.12) difenileter-disulfonato (Na, NHj), ligninsulfonato (Na, Ca), POE-alquil(Cs.12) fenileter-sulfonato
(Na), y semiéster POE-alquil ((C12-18) éter-acido sulfosuccinico (Na); un agente tensioactivo de fosfato tal como POE-
alquil (C+2.18) eterfosfato (Na, alcanolamina) que incluye una sal acido carboxilico-acido graso (Ciz2.1s, Na, K, NHy,
alcanolamina), sarcosinato N-metil-acido graso (Ci2-1s, Na) y sal de acido resinico (Na, K), POE-mono- o di-alquil
(Cs.12) fenileterfosfato (Na, alcanolamina), POE-fenil (o fenilfenil)eterfosfato bencilado (o estirilado) (Na,
alcanolamina), polimero de bloques polioxietileno-polioxipropileno (Na, alcanolamina),
fosfatidilcolina-fosfatidiletanolamina (lecitina), y alquil (Cs.12) fosfato.

Ejemplos del agente tensioactivo catiénico incluyen un agente tensioactivo de amonio tal como cloruro de
alquiltrimetilamonio (C12.18), cloruro de metil-polioxietileno-alquilamonio (C12.1g), bromuro de alquil-N-metilpiridio (C12.
18), cloruro de mono- o di-alquil (C12.18) amonio metilado, y dicloruro de alquil (C+2.18) pentametilpropilenodiamina; y
un agente tensioactivo de benzalconio tal como cloruro de alquildimetilbenzalconio (C12-18), y cloruro de bencetonio
(cloruro de octilfenoxietoxi-etildimetilbencilamonio).

Ejemplos de agente tensioactivo anfolitico incluyen un agente tensioactivo de betaina tal como dialquil (Cs-12)
diaminoetilbetaina y alquil (C12.18) dimetilbencilbetaina; un agente tensioactivo de glicina tal como dialquil (Cs.12)
diaminoetilglicina y alquil (C12-18) dimetilbencilglicina.

Un agente tensioactivo y/o un dispersante puede utilizarse solo o en combinaciéon de dos o mas clases de los
mismos.

El suplemento puede ilustrarse por carboximetilcelulosa, polietilenglicol, goma arabiga, y almidoén.

La forma de un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion no esta limitada
particularmente, y el mismo puede presentar cualquier forma que pueda adquirir un agente agricola y horticola
comun. El agente controlador puede adquirir, por ejemplo, una forma de formulacion de polvo, polvo humectable,
emulsion, formulacidn capaz de fluir, y formulacién granular.

Una enfermedad de las plantas a la cual puede aplicarse un agente controlador de las plantas de la presente
invencién no esta limitada particularmente con tal que la enfermedad esté causada por infeccion de una planta se
infecta con una bacteria patdogena para la cual Pseudomonas rhodesiae de la presente invencion ejerce su
capacidad de control. Ejemplos de la enfermedad de las plantas aplicable incluyen cancro, “shot hole” bacteriano,
pudricion blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas negras bacterianas, marchitamiento bacteriano,
manchas necréticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricion bacteriana de los granos, tizén bacteriano de
las plantas jovenes, tizon bacteriano de las hojas, manchas bacterianas, y pudricién negra.

Adicionalmente, ejemplos de la enfermedad de las plantas a la cual puede aplicarse un agente controlador de las
plantas de la presente invencién incluyen una o mas enfermedades de las plantas, preferiblemente dos o mas
enfermedades de las plantas, y mas preferiblemente la totalidad de las enfermedades de las plantas seleccionadas
de cancro, “shot hole” bacteriano, pudricion blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas negras bacterianas,
marchitamiento bacteriano, manchas necréticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricion bacteriana de los
granos, tizén bacteriano de las plantas jovenes, tizon bacteriano de las hojas, manchas bacterianas, y pudricion
negra. Se ilustran particularmente al menos una o mas enfermedades de las plantas, preferiblemente dos o mas
enfermedades de las plantas, y mas preferiblemente la totalidad de las enfermedades de las plantas seleccionadas
de pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas, pudriciéon negra, cancro y “shot hole” bacteriano.

<3> Método para controlar enfermedades de las plantas de acuerdo con la presente invencién

Un método para controlar las enfermedades de las plantas de acuerdo con la presente invencién no esta limitado
particularmente con tal que el mismo sea un método que comprende tratar una planta y/o el suelo de cultivo de la
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misma con un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion, y puede
seleccionarse adecuadamente dependiendo de factores tales como el tipo de la enfermedad de las plantas y el tipo
de la planta aplicable de manera similar a cuando se utilizan pesticidas quimicos ordinarios. Por ejemplo, una planta
puede tratarse con un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invenciéon por
aplicacion directa o pulverizaciéon con un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente
invencién. Alternativamente, el suelo en el que se cultiva la planta (suelo de cultivo de la planta) puede tratarse con
un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion, por ejemplo por mezcladura,
pulverizacién o riego con un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion. En
esta memoria, cuando un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion se trata
en el suelo de cultivo de una planta, la planta puede plantarse después que el suelo se ha tratado con un agente
controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencién, o el suelo puede tratarse con un agente
controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencién después que la planta ha sido plantada en
el suelo. Adicionalmente, como se describe en la Solicitud de Patente Japonesa Expuesta al Publico No. 2001-
302407, un agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencién puede situarse en la
proximidad de la abertura de soplado de una soplante para soplar aire en el lugar apropiado y el agente agroquimico
se dispersa junto con el aire soplado desde la abertura de soplado.

Cuando se trata una planta y/o el suelo de cultivo de la misma con un agente controlador de las enfermedades de
las plantas de la presente invencion, el agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente
invencion puede utilizarse por diluciéon del mismo con una cantidad apropiada de agua y analogos. La cantidad de
agente controlador de las enfermedades de las plantas de la presente invencion a tratar para una planta y/o el suelo
de cultivo de la misma no puede definirse generalmente, dado que la cantidad difiere dependiendo del tipo de
enfermedad de la planta, el tipo de la planta aplicable, etc. Cuando el agente controlador se pulveriza en el suelo, la
cantidad puede definirse usualmente de modo que esté comprendida en un intervalo de 1 x 10%1 x 10" cfu/ml,
preferiblemente 1 x 10*-1 x 10° cfu/ml, en términos de la concentracion de células bacterianas de Pseudomonas
rhodesiae.

El nimero de tratamientos de pulverizacion puede seleccionarse adecuadamente de acuerdo con el tipo de
enfermedad de la planta, el tipo de la planta aplicable, y la severidad de la enfermedad.

La presente invencion se ilustra con mayor detalle en lo que sigue; sin embargo, el alcance técnico de la presente
invencién no debe considerarse limitado a estos ejemplos.

EJEMPLOS
[Ejemplo 1]

Identificacion de las bacterias y preparacién de una composicion de polvo humectable controlador de las
enfermedades de las plantas

1. Seleccion de una cepa que tiene capacidad de control contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga

Hojas de lechuga recogidas en el campo de una granja se homogeneizaron en una pequefa cantidad de agua
esterilizada. La suspension asi obtenida se aplicd en forma de capa sobre un agar de método estandar (0,5% (p/v)
caseina-peptona, 0,25% (x/v) extracto de levadura, 0,1% (w/v) glucosa, 1,5% (p/v) agar, pH 6,9-7,1 después de la
esterilizacion) (NISSUI PHARMACEUTICAL CO. LTD.) y se cultivé durante 2 dias a 25°C. Se recogieron colonias de
los microorganismos que crecieron, las cuales se separaron ulteriormente y se obtuvieron como una sola colonia.
Las cepas plurales de los microorganismos asi obtenidos se sometieron a un test para evaluacién del efecto
controlador contra la pudriciéon blanda bacteriana de la lechuga (test de interior), como se describe en los Ejemplos
que siguen, para seleccion de cepas de microorganismos que tienen efecto controlador contra una cepa patégena
de la pudricién blanda bacteriana de la lechuga (Erwinia carotovora). Las cepas asi seleccionadas se sometieron
ulteriormente a un test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricién blanda bacteriana de la lechuga
(ensayo en campo) de manera similar al test Gltimamente mencionado para evaluacion del efecto controlador contra
la pudricién blanda bacteriana en la col china (ensayo en campo). Como resultado, se seleccioné la cepa 05057219
que ejercia un efecto controlador contra la pudricién blanda bacteriana de la lechuga también en el test de campo.

2. Andlisis del gen 16SrDNA

Con objeto de analizar la secuencia de nucleétidos del gen 16SrDNA en la cepa 05057219, se intenté aislar
16SrDNA de la cepa 05057219. Especificamente, se aisl6 el DNA gendmico de la cepa 05057219 de acuerdo con un
protocolo comun. Utilizando el DNA gendmico asi obtenido como molde, se llevd a cabo una amplificacion PCR
utilizando el cebador 27F (SEQ ID NO. 2) y el cebador 1544R (SEQ ID NO. 3) que son cebadores utilizados
comunmente para aislar 16SrDNA. Después que se hubo confirmado la presencia o ausencia de los productos PCR
por electroforesis utilizando gel de agarosa, se secuenciaron cada uno de los productos PCR con inclusion de tipos
plurales de polinucledtidos, y se determinaron los tipos plurales de secuencias de nucleétido. Se llevo a cabo un
ensamblaje basado en la informaciéon de tipos plurales de secuencias de nucleétidos asi obtenidos a fin de
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determinar la secuencia de nucledtidos de longitud total de 16SrDNA. La secuencia de nucleétidos del gen 16SrDNA
de la cepa 05057219 se muestra mas adelante como SEQ ID NO. 1.

Se realiz6é una investigacion de homologia BLAST basada en la secuencia de nucledtidos del gen 16SrDNA de la
cepa 05057219. Adicionalmente, la secuencia de nucleétidos del gen 16SrDNA de la cepa 05057219 se analizd con
ClustalW, y los resultados del anadlisis asi obtenidos se procesaron utilizando Tree View para producir un
dendrograma de la cepa 05057219 (Figura 1). El dendrograma demostré la posicién taxondmica de la cepa
05057219. Como resultado, se sugirié fuertemente que la cepa 05057219 es muy probablemente Pseudomonas
rhodesiae.

3. Analisis de las propiedades bacterianas.

Los resultados del andlisis de secuencia para el gen 16SrDNA en el punto “2.” anterior sugirieron que la cepa
05057219 es con gran probabilidad un microorganismo perteneciente al género Pseudomonas, siendo especialmente
Pseudomonas rhodesiae o Pseudomonas fluorescens. Con objeto de determinar la especie de la cepa 05057219, se
examinaron sus propiedades micoldgicas por el método dado que se describe mas adelante. Las propiedades
bacterianas de la cepa 05057219 son las siguientes. Se trata de una bacteria Gram-negativa, en forma de
bastoncillos, que no forma esporas. Su longitud de célula entera es 2,5-2,5 ym, la anchura total es 0,7-0,8 ym, y se
observa motilidad. La misma forma una colonia circular lisa en un medio de agar de caldo y produce pigmento
fluorescente en un medio King B. Su crecimiento no se observa a 41°C. Es positiva respecto a actividad de catalasa,
se oxida en el test OF, negativa para reduccion de las sales nitrato, negativa para produccion de indol, negativa para
actividad de ureasa, positiva para degradacion de gelatina, negativa para actividad @fle -galatosidasa, y negativa
para actividad de B-glucosidasa. Adicionalmente, en el test LOPAT, la misma es positiva para la produccién de
levano, negativa para la pudricion del tubérculo de patata, negativa para la respuesta hipersensible al tabaco,
positiva para actividad de oxidasa, y positiva para la degradacién de arginina. La misma es negativa para asimilacion
de almidén. En cuanto a la asimilacion de compuestos de carbono tales como azucares y acidos organicos, la
misma es positiva para D-glucosa, positiva para L-arabinosa, positiva para D-manosa, positiva para D-manitol,
positiva para N-acetil-D-glucosamina, negativa para maltosa, positiva para gluconato de potasio, positiva para acido
n-caprico, negativa para acido adipico, positiva para acido dL-malico, positiva para citrato de sodio, negativa para
acetato de fenilo, positiva para sacarosa, positiva para trehalosa, negativa para adonita, positiva para sorbitol,
positiva para acido butirico, positiva para acido propidnico, y positiva para propilenglicol. Estos resultados se
resumen en la tabla siguiente.

[Tabla 2]
Cepa 05057219 Pseudomonas rhodesiae Pseudomonas
(cepa JCM11940) fluorescens (cepa
FERM BP-10912 NRRC14160)
Forma de la célula Bastoncillo Bastoncillo Bastoncillo
Forma de la colonia Circular lisa Circular lisa Circular lisa
Tincién Gram - - -
Formacién de esporas - - -
Motilidad + + +
Crecimiento a 41°C -
Actividad de catalasa + e |
Test OF Oxidacion Oxidacion Oxidacion
Test en medio King B +
Reduccién de la sal nitrato - + -
Produccion de indol - - -
Actividad de ureasa - - -
Degradacioén de gelatina + + -
Actividad de 3-galactosidasa
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Actividad de B-glucosidasa - - -

Actividad de levano + + +

Pudricion del tubérculo de patata - s e |

Respuesta hipersensible al tabaco -

Actividad de oxidasa + + +

Degradacion de arginina + + -

(Asimilacion)

Almidon - - -
D-glucosa + + ¥
L-arabinosa + + +
D-manosa + + T
D-manitol +

N-acetil-D-glucosamina + + +
Maltosa - - -
Gluconato de potasio + + +
Acido n-céprico + + ¥
Acido adipico - - _
Acido dL-malico + + +
Citrato de sodio + + T

Acetato de fenilo - - R

Sacarosa + + -
Trehalosa + + +
Adonita - - +
Sorbitol + + +
Acido butirico + + -
Acido propiénico + + -

Entre los detalles de la Tabla 2 anterior, se utilizd6 API20NE (BioMerieux Japan Ltd.) y el test se realizé de acuerdo
con el protocolo adjunto para reduccion de la sal nitrato, produccién de indol, test OF, degradacion de arginina,
actividad de ureasa, degradacién de gelatina, actividad d§ -galactosidasa, actividad de B-glucosidasa, asimilaciéon
de D-glucosa, asimilacion de L-arabinosa, asimilacion de D-manosa, asimilacion de D-manitol, asimilacion de N-
acetil-D-glucosamina, asimilacion de maltosa, asimilacion de gluconato de potasio, asimilacién de acido n-caprico,
asimilacién de acido adipico, asimilacion de acido dL-malico, asimilacion de citrato de sodio, y asimilaciéon de acetato
de fenilo. La actividad de oxidasa se test6 utilizando el Reactivo Oxidasa (BioMerieux Japan Ltd.) y la actividad de
catalasa se testo utilizando ID color Catalase (BioMerieux Japan Ltd.). Adicionalmente, un medio King B utilizado en
el test del medio King B era de EIKEN CHEMICAL CO., LTD. La tincion Gram se realiz6 utilizando Color Gram 2
(BioMerieux Japan Ltd.). En el test de produccién de levano, la cepa se transformé por aplicacion en bandas sobre la
placa plana de agar nutriente complementada con 5% de sacarosa, y se cultivd durante 3 dias a 25°C. Aquéllas que
formaban una colonia blanca y viscosa que se elevaba en forma de domo grande se definieron como positivas.

El test de la pudricién del tubérculo de patata se realizé como sigue.
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Patatas peladas y cortadas en rodajas con un espesor de 7-8 mm se lavaron con agua y se impregnaron en alcohol,
sometiéndose luego rapidamente a esterilizacién a la llama, después de lo cual se pusieron en capsulas Petri y se
mantuvieron en condiciones de exceso de humedad. Las secciones de patata cortadas en rodajas redondas se
recubrieron con una solucién bacteriana espesa y se cultivaron durante 2 dias a 25°C. Aquellas secciones de patata
en las cuales se habian podrido la mayor parte de las secciones inoculadas con bacterias se definieron como
positivas, y aquellas secciones de patata en las cuales se habia podrido s6lo una pequefia parte del area inoculada
se definieron como negativas. Este test se realiz6 utilizando la variedad “Tokachi-kogane” como patatas de test.

Un test de respuesta hipersensible para tabaco se realizé6 como sigue.

Se inyectd una solucion bacteriana en el mesofilo del tabaco (White Burley o Bright Yellow) con una jeringuilla. Se
utilizaron dos clases de soluciones bacterianas, a saber, soluciones bacterianas con la concentracion de bacterias
de 1 x 10® células/ml y1x 10° células/ml), respectivamente. Los tabacos inyectados con la solucién bacteriana
respectiva se cultivaron durante 5 dias. Aquellos tabacos en los cuales la parte infilirada con solucién bacteriana
habia sufrido deshidratacion y se habia vuelto de color pardo o verde oscuro se definieron como positivas. Aquellos
tabacos que no exhibian cambio alguno o que simplemente se volvian amarillentos se definieron como negativos.

El test de asimilacién de almidén se realizé como sigue.

En primer lugar, se transfirié6 una cepa por aplicacion en bandas sobre agar nutriente (que contenia 35 g de agar y
10 g de almidén soluble en 1 litro de agua), y se cultivaron durante 2 a 3 dias a 30°C. Después del cultivo, se vertid
solucion de yodo Lugol (que contenia 0,1 g de yodo y 0,2 g de yoduro de potasio en 30 ml de gua) sobre el medio de
agar arriba mencionado, y se defini6 como positivo cuando se observé una parte transparente alrededor de la
colonia de bacterias.

La asimilacion de compuestos de carbono tales como azlcares y acidos organicos se testd como sigue. Se
afadieron 5 ml de un medio basal cuya composiciéon es como se describe a continuacién con 0,1% en peso de o
0,2% en peso de un compuesto de carbono (uno cualquiera de D-glucosa, sacarosa, trehalosa, adonita, sorbitol,
acido butirico, acido propidnico y propilenglicol; 0,2% en peso para D-glucosa, sacarosa, trehalosa, adonita y
sorbitol, y 0,1% en peso para acido butirico, acido propionico y propilenglicol), a fin de preparar el medio. La célula
bacteriana se inoculd sobre el medio asi preparado y se cultivd durante 2 a 3 dias (5 dias para acido butirico) a
30°C. Después del cultivo, se definié el mismo como positivo cuando se observé el crecimiento bacteriano.

Composicion del medio basal (1 litro)

Tampoén de NapHPO4 1M y KHoPO4 1M (pH6,8) 40 ml

(NH4)2S04 1,09
Solucioén de sales inorganicas de Hunter 20 ml
Agua destilada El resto

Composicion de la solucion de sales inorganicas de Hunter (1 litro)

Acido nitrilotriacético 10g
MgSOy4-7H20 14,45 g
CaCly-2H20 3,335¢g
(NH4)sM07024°4H,0 9,25 mg
FeSQO4-7H20 99 mg
Solucion stock de sales (Metales "44") 50 ml

El &cido nitrilotriacético se disolvié en agua destilada y se neutralizdé con hidréxido de potasio, después de lo cual se
anadieron a ello las otras sales.

Solucion stock de sales (composicién para 100 ml)

EDTA 250 mg
ZnS04 7H,0 1,095 mg
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FeSO4:7H0 500 mg
MnSQO4-H20 154 mg
CuS04-5H20 39,2 mg
Co(NO3)2:6H20 24,8 mg
NapsB407:10H20 17,7 mg

Con objeto de demostrar si la cepa 05057219 es Pseudomonas rhodesiae o Pseudomonas fluorescens, se testaron
cepas conocidas, la cepa JCM 11940 de Pseudomonas rhodesiae y la cepa NBRC14160 de Pseudomonas
fluorescens en cuanto a los detalles incluidos en la Tabla 2 anterior de manera similar a lo que antecede. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Es sabido que Pseudomonas fluorescens es patégena para los tomates y causa necrosis del endocarpio del tomate.
Asi pues, con objeto de examinar si la cepa 05057219 exhibe dicha patogenicidad para los tomates o no, se realizé
el test siguiente.

Se cultivd la cepa 05057219 en un medio liquido hasta que Asgo (absorbancia a la longitud de onda de 600 nm)
alcanzé 1,0, y la solucién de cultivo se inoculd por pulverizaciéon sobre la estipe principal y la parte del peciolo de la
hoja que se centraba en la base del peciolo de las plantas jovenes de tomate. Después de haberse cultivado durante
7 dias, se observaron las plantas jévenes y no habia traza alguna de sintoma de necrosis en el endocarpio del
tomate. Las plantas jovenes se observaron también después de haber sido cultivadas respectivamente durante 14
dias y 21 dias, y no se apreciaba tampoco traza alguna de sintoma de necrosis del endocarpio del tomate.
Adicionalmente, la soluciéon de cultivo arriba mencionada de la cepa 05057219 se inoculd en plantas jovenes de
tomate en la parte que se habia raspado y se realizd un test similar, pero tampoco se observé sintoma alguno de
necrosis del endocarpio del tomate. Adicionalmente, se inoculé la solucién de cultivo arriba mencionada de la cepa
05057219 por inyeccion en las plantas jévenes de tomate utilizando una jeringuilla y se llevd a cabo un test similar.
Analogamente, no se observé sintoma alguno de necrosis del endocarpio del tomate.

Los resultados de la Tabla 2 revelaban que la cepa 05057219 diferia de la cepa NBRC14160 de Pseudomonas
fluorescens con respecto a presencia o ausencia de degradacion de la gelatina, degradacién del acido de arginina,
asimilaciéon de sacarosa, asimilaciéon de adonita, asimilacién de acido propionico, y asimilacion de propilenglicol. Por
otra parte, la cepa 05057219 diferia de la cepa JCM11940 de Pseudomonas rhodesiae con respecto a la presencia o
ausencia de capacidad de reduccién para la sal nitrato.

Ademas, se observaron las formas de la célula bacteriana y se reveld que la cepa 05057219 (longitud total de la
célula: 2,0-2,5 uym, anchura de la célula: 0,7-0,8 um) y la cepa JCM11940 de Pseudomonas rhodesiae (longitud total
de la célula: 2,0-2,5 pm, anchura de la @lula: 0,7 -0,8 ym) eran practicamente del mismo tamafio, pero que la cepa
NBRC14160 de Pseudomonas fluorescens (longitud total de la célula: 2,2-2,7 ym, anchura de la @lula: 0,8 -1,0 ym)
era ligeramente mayor que la cepa 05057219 tanto en longitud como en anchura.

Ademas, al contrario que Pseudomonas fluorescens, la cepa 05057219 no causaba necrosis del endocarpio del
tomate.

Partiendo de una revision exhaustiva de los resultados anteriores, se consideré que la cepa 05057219 era mucho
mas homodloga a Pseudomonas rhodesiae que a Pseudomonas fluorescens. Por ello, se identificoé la cepa 05057219
como Pseudomonas rhodesiae. Los autores de la presente invencion designaron la cepa 05057219 como cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae. Pseudomonas rhodesiae es un microorganismo de Nivel de Bio-Seguridad 1.

Los resultados del analisis para la cepa 05057219 utilizando API20NE se investigaron en cuanto a la base de datos
del National Institute for Agro-Environmental Sciences. Dado que el resultado de la investigacion indicaba la
posibilidad de que la cepa 05057219 fuese Pseudomonas marginalis pv. marginalis aun con una probabilidad
considerablemente baja de 9%, se realizé el test siguiente para comprobar esta posibilidad examinando si la cepa
05057219 es patdgena o no para la col china y la lechuga, para las cuales se sabe que Pseudomonas marginalis pv.
marginalis son patdgenas.

Una soluciéon de cultivo obtenida sometiendo la cepa 05057219 a un cultivo liquido se centrifugd y se recupero la
célula bacteriana. La célula bacteriana recogida se suspendié en agua, y se afiadi6 ulteriormente agua a la misma a
fin de ajustar Aeoo de la suspension de células bacterianas a 1,0. Las secciones del nervio central de la col china se
sumergieron en la suspension de células bacterianas. Las secciones se retiraron de la suspensiéon de células
bacterianas y se incubaron durante 4 dias a 28°C. Se observaron luego las secciones de col china, pero no habia
traza alguna de sintoma (aparicion de manchas sumergidas de color verde-pardo) de manchas bacterianas de la col
china, que es una enfermedad cuya bacteria patégena es Pseudomonas marginalis pv. marginalis.
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Se realizé un test similar utilizando lechuga en lugar de col china pero, una vez mas, no se apreciaba traza alguna
de sintoma (aparicion de lesion sumergida asi como pardeo y expansion de la vena de la hoja) de las manchas
bacterianas de la lechuga, que es una enfermedad cuya bacteria patégena es Pseudomonas marginalis pv.
marginalis. Adicionalmente, como se muestra en la Tabla 2 anterior, la cepa 05057219 no causaba pudricién del
tubérculo en las patatas. Por estos hechos se confirmd que la cepa 05057219 no es Pseudomonas marginalis pv.
marginalis.

4. Preparacion de la suspension de células bacterianas

En un matraz cénico de 300 ml de capacidad se pusieron 150 ml de un caldo de método estandar (0,25% extracto
de levadura, 0,5% peptona, 0,1% glucosa, pH 7,0) y se esterilizaron por calentamiento. Se inoculé en ello 0,1 ml del
precultivo de la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae (FERM BP-10912) y se cultivd durante 3 dias a 100 rpm
a 30°C en una maquina de sacudidas alternativa. La solucién de cultivo asi obtenida se centrifugd para eliminar el
sobrenadante. El precipitado se lavé con agua, para lo cual se realizé centrifugacién una vez mas, después de lo
cual se separo el sobrenadante y se lavo el precipitado con agua. De este modo se obtuvo la suspension de células
bacterianas de la cepa 050572I9 de Pseudomonas rhodesiae.

5. Preparacion de una composicion de polvo humectable controlador de enfermedades de las plantas

La suspension de células bacterianas preparada en “4.” arriba se liofiliz6. El recuento de bacterias viables del
material secado era 1,0 x 10" cfu/g. se mezclaron uniformemente 10 partes en peso de la célula bacteriana secada,
9 partes en peso del condensado de naftalenosulfonato (de sodio)-formaldehido y 81 partes en peso de sulfato de
calcio y un hidrato del mismo para obtener una composicion de polvo humectable. La composicion de polvo
humectable es un agente farmacéutico que tiene la cepa Pseudomonas rhodesiae 05057219 como ingrediente
activo.

[Ejemplo de Test 1]
Test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga (test de interior)

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluy6 con agua para preparar
una solucion de tratamiento (Asoo = 0,1). La soluciéon de tratamiento se pulverizd sobre el extremo cortado de una
hoja cortada del nervio central de la lechuga. Como ejemplo comparativo, se pulveriz6 de manera similar una
dilucion de 1000 veces de polvo humectable Biokeeper (marca comercial) (CENTRAL GLASS Co. Ltd.). Cada
lechuga que se sometid al tratamiento de pulverizacién se incub6é durante 5 horas a 28°C en condiciones
humidificadas. Una suspension acuosa (Asoo = 0,5) de bacteria patégena de la pudricion blanda bacteriana de la
lechuga (Erwinia carotovora) se inoculd en el extremo cortado de cada lechuga, seguido por incubacion durante 4
dias a 28°C. Subsiguientemente, se investigo el grado de aparicion de la enfermedad de acuerdo con los estdndares
siguientes, y se calcularon la severidad de la enfermedad y el vapor preventivo basados en las férmulas 1y 2
siguientes.

Estandar 0: No se observa patologia alguna
Estandar 1: Se observa patologia en menos del 10% del nervio central
Estandar 2: Se observa patologia en el 10 al 50% del nervio central
Estandar 3: Se observa patologia en el 50 al 75% del nervio central

Estandar 4: La patologia excede del 75% del nervio central

[Formula 1]

(1xn1+2xn2,+3xn3+4xn4)
Severidad de la enfermedad = x 100
4 x (Numero total de hojas investigadas)

n1 a n4 representan el numero de hojas correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 4.
[Férmula 2]

Valor preventivo = (1-(Severidad de la enfermedad en el area afectada)/(Severidad de la enfermedad en el area sin
tratar)) x 100

Los resultados del test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga
(test de interior) se muestran en la Tabla 3.
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[Tabla 3]
Estudio de severidad de la enfermedad para
la pudricion blanda bacteriana
Severidad de la Valor
enfermedad preventivo
Pseudomonas rhodesiae, 20,0 72,4
cepa 05057219
Polvo humectable Biokeeper 25,0 65,5
Sin tratar 72,5 -

Como resulta evidente por la Tabla 3, se confirmé que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demuestra un
valor preventivo de 72,4 y tiene un efecto controlador excelente contra la pudriciéon blanda bacteriana de la lechuga.
Ademas, la cepa 050572I9 de Pseudomonas rhodesiae exhibia un valor preventivo mayor que el del polvo
humectable Biokeeper (marca comercial) que utiliza Erwinia carotovora no patégena.

[Ejemplo de Test 2]
Test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricién blanda bacteriana en la col china (test de campo)

La suspension de células bacterianas obtenida en el método “4.” arriba mencionado se diluyd con agua para
preparar una solucion de tratamiento (Asoo = 0,1). La solucién de tratamiento se pulverizd sobre col china plantada
fijamente en el campo. Como ejemplo comparativo, una dilucion de 1000 veces de polvo humectable Biokeeper
(marca comercial) (CENTRAL GLASS Co. Ltd.) o una dilucién de 1000 veces de polvo humectable Coppersin
(marca comercial) (Meiji Seika Kaisha, Ltd.) se pulverizdé de manera similar. El tratamiento de pulverizacion se llevo a
cabo dos veces con el intervalo de una semana. El dia del primer tratamiento de pulverizacion, se inoculé una
suspensiéon acuosa (Aspo = 0,1) de bacterias patégenas de la pudricién blanda bacteriana en la col china (Erwinia
carotovora) por pulverizacion. Una semana después del segundo tratamiento de pulverizacion, se investigd el grado
de aparicién de la enfermedad de acuerdo con los estandares siguientes, y la severidad de la enfermedad, la tasa de
aparicion de la cepa y el valor preventivo se calcularon basados en las formulas 3, 4 y 5 siguientes.

Estandar 0: No se observa aparicién de la enfermedad
Estandar 1: Se observa apariciéon de la enfermedad en parte de la hoja exterior
Estandar 2: Se observa aparicién de la enfermedad en parte de la hoja exterior y la cabezuela
Estandar 3: Se observa aparicién de la enfermedad en la mayor parte de la cabezuela
[Férmula 3]

(1xn1+2xn2+3xn3)
Severidad de la enfermedad: x 100
3 x (Numero total de cepas investigadas)

n1 a n3 representan el nUmero de cepas correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 3.
[Férmula 4]
Tasa de aparicion de la cepa = (NUmero de cepas enfermas/Numero total de cepas investigadas) x 100

[Férmula 5]
Severidad de la enfermedad (o tasa de aparicion de la cepa) en el area tratada
Valor preventivo = 1- x 100
Severidad de la enfermedad (o tasa de aparicion de la cepa) en el area sin tratar
Los resultados del test para evaluacion del efecto controlador contra la pudriciéon blanda bacteriana en la col china
(ensayo de campo) se muestran en la Tabla 4.

[Tabla 4]
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Estudio de severidad de la enfermedad para la pudricién
blanda bacteriana
Severidad Valor Tasa de | Nivel de
preventiva preventivo | aparicion control
de la cepa
Pseudomonas rhodesiae, cepa 05057219 3,7 72,2 11,1 72,3
Polvo humectable Biokeeper 10,0 25,0 30,0 25,0
Polvo humectable Coppersin 3,3 75,0 10,0 75,0
Sin tratar 13,3 - 40,0 -

Como es evidente por la Tabla 4, la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae tiene un valor preventivo de 72,2
con relacién a la severidad de la enfermedad y un valor preventivo de 72,3 con relacion a la tasa de aparicion de la
cepa. De acuerdo con ello, se confirmé que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae tiene un efecto
controlador excelente contra la pudriciéon blanda bacteriana en la col china. Ademas, el valor preventivo de la cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae era igual al del polvo humectable Coppersin (marca comercial), un agente
controlador quimico que tiene cloruro de cobre basico como componente principal, y era mucho mayor que el del
polvo humectable Biokeeper (marca comercial) que utiliza Erwinia carotovora no patégena.

[Ejemplo de Test 3]
Test para evaluacion del efecto controlador contra el cancro de los citricos (ensayo de interior)

La suspension de células bacterianas obtenidas en el punto “4.” arriba mencionado se diluy6é con agua para preparar
una solucién de tratamiento (Asoo = 0,1). La solucion de tratamiento se pulverizé sobre hojas de citricos (limén) que
se habian raspado con un cuchillo quirdrgico. Como ejemplo comparativo, se pulverizé de manera similar una
dilucién de 1000 veces de polvo humectable Agrept (marca comercial) (Meiji Seika Kaisha, Ltd.), y las hojas se
incubaron durante 5 horas a 28°C en condicion humidificada. Se inoculd una suspension acuosa (Aspo = 0,5) de
bacteria patdgena del cancro de los citricos (Xanthomonas campestris pv. citri) en el sitio cortado, seguido por
incubacién durante 7 dias a 28°C. Subsiguientemente, se investigé el grado de apariciéon de la enfermedad de
acuerdo con los estandares siguientes, y se calcularon la severidad de la enfermedad y el valor preventivo basados
en las formulas 6 y 7 siguientes.

Estandar 0: No se observa lesién alguna
Estandar 1: Se observa apenas la lesion
Estandar 2: Se observa la lesion
Estandar 3: Se observa acusadamente la lesion
[Férmula 6]

(1xn1+2xn2+3xn3)

Severidad de la enfermedad = x 100

3 x (Numero total investigado)
n1 a n3 representan el numero de lesiones correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 3.

[Férmula 7]

Valor preventivo = (1-(Severidad de la enfermedad en el area tratada/Severidad de la enfermedad en el area sin
tratar)) x 100

Los resultados del test para evaluacion del efecto controlador contra el cancro de los citricos (ensayo de interiores)
se muestran en la Tabla 5.

[Tabla 5]

15




10

15

20

25

30

35

ES 2430558 T3

Estudio de severidad de la enfermedad para el cancro
de los citricos
Severidad de la enfermedad Valor preventivo
Pseudomonas rhodesiae, 16,7 81,8
Polvo humectable Agrept 542 40,9
Sin tratar 91,7 -

Como resulta evidente por la Tabla 5, se confirmé que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demuestra un
valor preventivo de 81,8 y tiene un efecto controlador excelente contra el cancro de los citricos. Ademas, la cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae exhibia un valor preventivo notablemente mayor que el del polvo humectable
Agrept (marca comercial), que es un agente controlador quimico que comprende sulfato de estreptomicina como
componente principal.

[Ejemplo de Test 4]
Test para evaluacion del efecto controlador contra el cancro de los citricos (ensayo de campo)

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluydé con agua para preparar
una solucién de tratamiento (Asoo = 0,05). La solucion de tratamiento se pulverizé por todas partes sobre un arbol de
naranjas navel. Como ejemplo comparativo, se pulverizé de manera similar una dilucién de 1000 veces de polvo
humectable Coppersin (marca comercial) (Meiji Seika Kaisha, Ltd.). El tratamiento de pulverizacion se realizé de
nuevo 10 dias después del desprendimiento de las flores, y una sola vez 2 a 3 semanas después, es decir, 3
tratamientos de pulverizacion en total. Siete dias después del tratamiento de pulverizacion final, se investigé el grado
de aparicidn de la enfermedad de las hojas y los frutos del naranjo de acuerdo con los estandares siguientes, y se
calcularon la severidad de la enfermedad, la tasa de aparicién en las hojas, la tasa de aparicion en los frutos jovenes
y el valor preventivo basados en las féormulas 8, 9, 10 y 11 siguientes.

Estandar 0: No se observa lesion alguna
Estandar 1: El niumero de lesiones es 1 a 3
Estandar 2: El nimero de lesiones es 4 a 10
Estandar 3: El numero de lesiones es 11 a 20
Estandar 4: El nimero de lesiones es 21 o0 més
[Férmula 8]

(1xn1+2xn2+3xn3+4xn4)
Severidad de la enfermedad: x 100
4 x (Numero total de hojas y frutos jovenes investigados)
n1 a n4 representan el numero de hojas y frutos jovenes correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 4.

[Férmula 9]
Tasa de aparicion en las hojas: (Nimero de hojas enfermas/Numero total de hojas investigadas) x 100
[Férmula 10]

Tasa de aparicion en los frutos jovenes: (Numero de frutos jovenes enfermos/Numero total de frutos jovenes
investigados) x 100

[Férmula 11]

Severidad de la enfermedad (o tasa de aparicion de la cepa) en el area tratada
Valor preventivo 1- x 100

Grado de la enfermedad (o tasa de aparicion de la cepa) en el area sin tratar
Los valores preventivos con relacion a la tasa de aparicion en las hojas y la tasa de aparicion en los frutos jovenes
se calcularon de manera similar.
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Los resultados del test para evaluacion del efecto controlador contra el cancro de los citricos (ensayo de campo) se
muestran en la Tabla 6 (hoja de citrico) y la Tabla 7 (fruto joven de citrico).

[Tabla 6]

Hoja de citrico
Tasa de
aparicion en

Severidad de | Valor preventivo las hojas Valor preventivo

la enfermedad
Pseudomonas rhodesiae,
cepa 05057219 41 72,5 12,5 67,5
Sin tratar 15,0 - 38,6 -

[Tabla 7]
Fruto citrico joven
Severidad Valor Fruto Valor
de la preventivo joven preventivo
enfermedad
Pseudomonas rhodesiae, cepa 05057219 13,3 77,5 32,1 60,7
Sin tratar 59,2 - 81,8 -

Como resulta evidente por las Tablas 6 y 7, se confiirmd que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae
demuestra un alto valor preventivo, en donde el valor preventivo con relacién a la severidad de la enfermedad en las
hojas era 72,5, y el valor preventivo con relacion a la tasa de aparicion en las hojas era 67,5. Adicionalmente, se
confirmé que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demuestra un alto valor preventivo, en donde el valor
preventivo con relacion a la severidad de la enfermedad en los frutos jovenes era 77,5, y el valor preventivo con
relacion a la tasa de aparicién en los frutos jovenes era 60,7.

[Ejemplo de Test 5]
Test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricién blanda bacteriana en la lechuga (ensayo de interior).

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluyé con agua para preparar
una solucién de tratamiento (Asgo = 0,05). Adicionalmente, se prepard una suspension de células bacterianas
cultivando la cepa JCM1940 de Pseudomonas rhodesiae de manera similar al punto “4.” arriba mencionado. A partir
de esta suspension de células bacterianas, se formuld un polvo humectable y se preparé de manera similar al punto
“5.” arriba mencionado. Este polvo humectable se diluyé con agua para preparar una solucién de tratamiento (Aeoo =
0,05). Ulteriormente, se prepard una suspension de células bacterianas por cultivo de la cepa NBRC14160 de
Pseudomonas fluorescens de manera similar al punto “4.” arriba mencionado, suspension de células bacterianas
que se diluyo con agua para preparar una solucion de tratamiento (Aesoo = 0,05).

La solucion de tratamiento en la cual la suspension de células bacterianas obtenida en “4.” se habia diluido se
pulverizé sobre el extremo cortado de una hoja cortada del nervio central de la lechuga. Ulteriormente, la solucion de
tratamiento en la cual se habia diluido una suspension de células bacterianas que contenia la cepa JCM11940 de
Pseudomonas rhodesiae se pulverizé de manera similar sobre el extremo cortado de una hoja cortada del nervio
central de la lechuga. Ademas, como ejemplo comparativo, la solucion de tratamiento en la cual se habia diluido una
suspensién de células bacterianas que contenia la cepa NBRC14160 de Pseudomonas fluorescens se pulveriz6 de
manera similar sobre el extremo cortado de una hoja cortada del nervio central de la lechuga.

Cada una de las lechugas tratadas con la pulverizacion se incub6 durante 5 horas a 25°C en condiciéon humidificada.
Se inoculd luego una suspension acuosa (Asoo = 0,5) de bacterias patégenas de la pudricion blanda bacteriana de la
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lechuga (Erwinia carotovora) en el sitio cortado, seguido por incubacion durante 5 dias a 25°C. Subsiguientemente,
se investigd el grado de aparicion de la enfermedad de acuerdo con los estandares siguientes, y se calcularon la
severidad de la enfermedad y el valor preventivo basados en las formulas 12 y 13 siguientes.

Estandar 0: No se observa patologia alguna
Estandar 1: Se observa patologia en menos de 10% del nervio central
Estandar 2: Se observa patologia en 10 - 50% del nervio central
Estandar 3: Se observa patologia en 50-75% del nervio central
Estandar 4: La patologia excede de 75% del nervio central

[Formula 12]

(1xn1+2xn2+3xn3+4xn4)
Severidad de la enfermedad = x 100
4 x (Numero total de hojas investigadas)

n1 a n4 representan el numero de hojas correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 4.
[Férmula 13]

Valor preventivo = (1- (Severidad de la enfermedad en el area tratada/Severidad de la enfermedad en el area sin
tratar)) x 100

Los resultados del test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga
(test de interior) se muestran en la Tabla 8.

[Tabla 8]

Estudio de severidad de la enfermedad para la
pudricion blanda bacteriana
Severidad de la Valor preventivo
enfermedad
Pseudomonas rhodesiae,
cepa 05057219 15,0 82,9
Pseudomonas rhodesiae,
cepa JCM11940 37.5 57.1
Pseudomonas fluorescens,
cepa NBRC14160 95,0 0,0
Sin tratar 87,5 -

Como resulta evidente por la Tabla 8, se confirmé que la cepa JCM11940 de Pseudomonas rhodesiae demuestra un
valor preventivo de 57,1 y tiene un efecto controlador contra la pudricion blanda bacteriana de la lechuga, aunque el
efecto es inferior al de la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae. Por el contrario, Pseudomonas fluorescens,
que es una especie afin de Pseudomonas rhodesiae, demostré un valor preventivo de 0,0 y se confirmdé que no
posee efecto controlador alguno contra la pudricidon blanda bacteriana de la lechuga.

[Ejemplo de Test 6]
Test para evaluacion del efecto controlador contra las manchas bacterianas de la lechuga (test de interior)

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluyé con agua para preparar
una solucion de tratamiento (Aspo = 0,05). En esta solucion de tratamiento, se sumergié durante 10 minutos una hoja
cortada que estaba centrada en el nervio central de la lechuga. Como ejemplo comparativo, se realizé un tratamiento
de inmersién similar utilizando una dilucién de 1000 veces del polvo humectable Vegikeeper (marca comercial)
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(CENTRAL GLASS Co., Ltd.). Cada hoja de lechuga tratada quimicamente se incub6 durante 5 horas a 25°C en
condicion humidificada. Se inoculé una suspension acuosa (Asoo = 0,01) de la bacteria patégena de las manchas
bacterianas de la lechuga (Pseudomonas cichorii PCL2001) en ambos lados de la seccidn transversal de la seccion
de la hoja con 20 pl en cada lado, seguido por incubacn durante 5 dias a 25°C. Subsiguientemente, se investigé la
severidad de la enfermedad de acuerdo con los estandares siguientes.

Estandar 0: No se observa patologia alguna
Estandar 1: Se observan sintomas en menos de 10% del nervio central
Estandar 2: Se observan sintomas en 10 - 50% del nervio central
Estandar 3: Se observan sintomas en 50 - 75% del nervio central
Estandar 4: Los sintomas exceden de 75% del nervio central

[Férmula 14]

(1xn1+2xn2+3xn3+4xn4)
Severidad de la enfermedad = x 100
4 x (Numero total de hojas investigadas)

n1 a n4 representan el numero de hojas correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 4.
[Férmula 15]

Valor preventivo = (1- (Severidad de la enfermedad en el area tratada/Severidad de la enfermedad en el area sin
tratar)) x 100

[Tabla 9]
Estudio de severidad de la enfermedad
para las manchas bacterianas
Severidad de la Valor
enfermedad
preventivo
Pseudomonas rhodesiae, 2,5 87,5
cepa 05057219
Polvo humectable Vegikeeper
BN ZE 0N
Sin tratar 200 -

Como resulta evidente por la Tabla 9, se reconocié que la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demuestra un
valor preventivo de 87,5 y tiene un efecto controlador fuerte contra las manchas bacterianas de la lechuga.
Adicionalmente, la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demostraba un valor preventivo mayor que el del
polvo humectable Vegikeeper (marca comercial).

[Ejemplo de Test 7]
Test para evaluacion del efecto controlador contra la pudricion negra en la col (test de interior)

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluy6 con agua para preparar
una solucién de tratamiento (Asoo = 0,05). En esta solucion de tratamiento, se sumergié durante 10 min una seccion
de hoja cortada de la hoja de col que estaba centrada en la vena de la hoja. Como ejemplo comparativo, se realizé
un tratamiento de inmersioén similar utilizando una dilucion de 1000 veces del polvo humectable Vegikeeper (marca
comercial) (CENTRAL GLASS Co., Ltd.). Cada hoja de col tratada quimicamente se incubé durante 5 horas a 25°C
en condiciones humidificadas. Una suspension acuosa (Asoo = 1,0) de la bacteria patdégena de la pudricidon negra de
la col (Xanthomonas campestris pv. campestris CAX303) se inocul6é por ambos lados de la seccién transversal de la
seccion de hoja con 2@l en cada lado, seguido por incubdgi durante 8 dia s a 25°C. Subsiguientemente, se
investigd el grado de severidad de la enfermedad de acuerdo con los estandares siguientes.

Estandar 0: No se observa patologia alguna
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Estandar 1: Los sintomas se aprecian soélo en una parte de la hoja cortada

Estandar 2: Los sintomas aparecen hasta en una parte de la vena de la hoja

Estandar 3: Los sintomas aparecen en toda la vena de la hoja

Estandar 4: Los sintomas aparecen en toda la vena de la hoja y hasta en la superficie de la hoja
[Férmula 16]

(1xn1+2xn2+3xn3+4xn4)
Severidad de la enfermedad = x 100
4 x (Numero total de hojas investigadas)

n1 a n4 representan el numero de hojas correspondientes respectivamente a los estandares 1 a 4.
[Férmula 17]

Valor preventivo = (1- (Severidad de la enfermedad en el area tratada/Severidad de la enfermedad en el area sin
tratar)) x 100

[Tabla 10]

Polvo humectable en ensayo Estudio de severidad de la enfermedad para la pudricion
negra la enfermedad para la pudriciéon negra
Severidad de la Valor preventivo

enfermedad

Pseudomonas rhodesiae, cepa 05057219 25,0 60,0

Polvo humectable Vegikeeper 45,0 28,0

Sin tratar 62,5 -

Como resulta evidente por la Tabla 10, la cepa 050572I9 de Pseudomonas rhodesiae demostraba un valor
preventivo de 60,0 y tenia un fuerte efecto controlador contra la pudricién negra en la col. Adicionalmente, la cepa
05057219 de Pseudomonas rhodesiae demostraba un valor preventivo mayor que el del polvo humectable
Vegikeeper (marca comercial).

[Ejemplo de Test 8]
Test para evaluacion del efecto controlador contra el “shot hole” bacteriano del melocotdn (ensayo de campo)

La suspension de células bacterianas obtenida en el punto “4.” arriba mencionado se diluyé con agua para preparar
una solucién de tratamiento (Asgo = 0,1). La solucién de tratamiento se pulverizd sobre la totalidad de un
melocotonero. El primer tratamiento de pulverizacion se realizé inmediatamente después del desprendimiento de las
flores, y los tratamientos de pulverizacion se condujeron subsiguientemente al cabo de 7 dias, 22 dias, 34 dias y 49
dias después del primer tratamiento, lo cual da como resultado 5 tratamientos de pulverizacion en total. 15 dias
después del segundo tratamiento de pulverizacién, 6 dias después del cuarto tratamiento de pulverizacion, y 8 dias
después del ultimo tratamiento de pulverizacion, se investigaron nuevos brotes alrededor de GL-1 del arbol respecto
a los numeros de hojas sanes y hojas enfermas, y se calculé el valor preventivo.

[Tabla 11]
Primer estudio Segundo estudio Tercer estudio
Tasa de Valor Tasa de Valor Tasa de Valor
aparicion preventivo aparicion preventivo aparicion preventivo
de hojas de hojas de hojas
(%) (%) (%)
Pseudomonas rhodesiae, 13,3 64,9 27,4 55.3 15,3 50,4
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Primer estudio Segundo estudio Tercer estudio
Tasa de Valor Tasa de Valor Tasa de Valor
aparicion preventivo aparicion preventivo aparicion preventivo
de hojas de hojas de hojas
(%) (%) (%)
cepa 05057219
Sin tratar 38,0 - 61,2 - 30,8 -

Como resulta evidente por la Tabla 11, la cepa 05057219 de Pseudomonas rhodesiae demostraba un valor
preventivo de aproximadamente 50-65 y tenia un efecto controlador fuerte para los melocotones en la estacion de
crecimiento contra el “shot hole” bacteriano del melocoton.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Nippon Soda Co., Ltd.

<120> Microorganismo capaz de controlar enfermedades de las plantas y agente controlador de enfermedades de

las plantas que utiliza el microorganismo.
<130> Caso 775

<150> JP 2006-302263
<151> 8-11-2006

<160> 3
<170> PatentIn versién 3.4

<210> 1

<211> 1422

<212> DNA

<213> Pseudomonas rhodesiae

<4:;:=1ta,aca¢ atgcaagteg ageggtagag agaagettge ttetettgag ageggeggac
gegtgagtaa tgectaggaa tetgectggt agtgggegat aacgttegga aacggacget
aatacegeat acgtectacg gEagaaagea geggacetie gepectipeg ctatcapate
agectapggte ggattageta gttggtggeg taatggetea ceaaggegac gatcegtaac
tggtetgapga geatgateag teacactgga actgagacace getecagact cotacgeeag

geagcagtgg ggaatattgg acaatgggeg aaagectgat ccagecatge cgegtgtgte

aagaaggtct teggattgta aageacttta agltgggage aagggecatt acctaatacg
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tzatggtttt gacgttaceg acagaataag caccggetaa ctetgtgeea geageegegy 480

taatacagag getgeangeg ttaateggaa ttactgggeg taaagegege gtagptggtt 540
tgttaagtty gatgtgaaat ceecgggete aacctgggaa ctgeattcaa aactgactga 600
ctagagtatg gtapaggete gtggaatttc ctgtgtageg gtgaaatgeg tagatatagg 660
aaggaacace agtggcgaayg gegaccacet ggactgatac tgacactgag ptgegaaage 720
Elggggagea aacaggatia gataccetgg tagtecacge cgtaaacgat gteaactage T8O
cgttpggage cttgagetet tagiggepea getaacgeat taagttgace pectgggeag 840
tacggecgea aggttaaaac teaaatgaat tgacggggge cogeacaage getggageat 900
gtggt.tt..aat. tcgaageaac gegaagaace ttaccaggee ttgacatcea atgaactite 960
tagagataga tiggtgectt cgggaacatt gagacagpte ctgeatgget gtegteaget 1020
cgtgtegiga gatgtigget taagtecegt aacgagegea acccttgtee ttagttacca 1080
geacgttatg gtgggeacte taaggagact geeggtgaca aaccggagga agetggggat 1140
gacgteaagt cateatggee cttacggeet gggetacaca cgtgetacaa tggteggtac 1200
aaagggttge caagecgega ggtggageta atcecataaa accgategta gteeggateg 1260
cagtctgeaa ctegactgep tgaagicgea ategetagta ategegaate agaatgtege 1320
getgaatacg ttcecgggec tigtacacac cgecegteac accatgpgag tegettgcac 1380
1422

cagaagtage tagtctaace tteggeggga cegttaceac gg

<210> 2
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> cebador 16S 27F
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agagtttgat cctggctcag

<210> 3
<211> 20
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador 16S 1544R

<400> 3
agaaaggagg tgatccagcc
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REIVINDICACIONES

1. Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 que tiene una capacidad de control contra una enfermedad de las
plantas.
2. Una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, en donde la variante tiene las mismas

propiedades micoldgicas y capacidad de control contra una enfermedad de las plantas que las de Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912.

3. Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde la enfermedad de las plantas es una o mas
enfermedades seleccionadas de cancro, “shot hole” bacteriano, pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas,
manchas bacterianas negras, marchitamiento bacteriano, manchas necréticas de las hojas, necrosis del endocarpio,
pudricion bacteriana de los granos, tizén bacteriano de las plantas jovenes, tizon bacteriano de las hojas, manchas
bacterianas, y pudricién negra.

4. Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde la enfermedad de las plantas es una enfermedad
en una planta causada por una o mas bacterias patdogenas seleccionadas del género Xanthomonas, el género
Erwinia, el género Pseudomonas, el género Ralstonia , y el género Burkholderia.

5. Un agente controlador de enfermedades de las plantas que contiene una célula bacteriana de Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 que tiene las mismas
propiedades micoldgicas y capacidad de control contra una enfermedad de las plantas que las de Pseudomonas
rhodesiae FERM BP-10912.

6. El agente controlador de enfermedades de las plantas de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la
enfermedad de las plantas es una o mas enfermedades de las plantas seleccionadas de cancro, “shot hole”
bacteriano, pudricién blanda bacteriana, manchas bacterianas, manchas bacterianas negras, marchitamiento
bacteriano, manchas necréticas de las hojas, necrosis del endocarpio, pudricion bacteriana de los granos, tizon
bacteriano de las plantas jovenes, tizon bacteriano de las hojas, manchas bacterianas, y pudricion negra.

7. Un método para controlar una enfermedad de las plantas, en donde Pseudomonas rhodesiae FERM BP-
10912, o una variante de Pseudomonas rhodesiae FERM BP-10912 de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 2 se aplica a una planta y/o al suelo de cultivo de la planta.
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(Fig. 1]
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- 05057219
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