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DESCRIPCIoN 

Nuevo microorganismo y agente de control de enfermedades de las plantas usando dicho microorganismo. 

Campo tecnico 

La presente invenciOn versa sobre una nueva especie de Bacillus subtilis y sobre un agente de control de 

5 enfermedades de las plantas que usa la celula bacteriana y el cultivo de este microorganismo. 

Tecnica antecedente 

Recientemente ha habido un mayor interes en tecnicas biologicas de control que usan un pesticida biolOgico, lo que 

tiene una menor carga ambiental y un mayor nivel de seguridad para seres humanos y animales en comparacion 

con los pesticidas quinnicos. Sin embargo, un pesticida biolOgico tiene un efecto menos instantaneo y un efecto 
10 menos terapeutico en comparaci6n con los pesticidas quimicos y puede controlar Onicamente una gama limitada de 

hongos pat6genos, y tambien pierde la eficacia del propio pesticida biologic° cuando se usa en combinacion con un 

pesticida quimico. Por lo tanto, la cuota de mercado de los pesticidas quimicos permanece en la actualidad en solo 

el 0,4% del mercado total de pesticidas. 

La tecnica que usa un pesticida biolOgico utiliza un organismo que sea un enemigo natural de los nnicroorganismos y 
15 plagas fitopatOgenos que causan las enfermedades de las plantas. Convencionalmente se ha usado el Bacillus 

subtilis como pesticida biologic° contra los hongos que causan la podredumbre gris en berenjenas, tomateras o 

vides, dado que tiene acciones antag6nicas tales como inhibici6n del crecimiento y una acci6n fungicida sobre los 

hongos fitopat6genos. 

Por ejemplo, un procedimiento para controlar enfermedades de las plantas que incluye una fraccion de esporas 

20 preparada a partir de un cultivo de bacterias Bacillus, tales como Bacillus subtilis, de modo que contenga el 50% o 

mas en peso de esporas con respecto al peso seco, conocida convencionalmente como pesticida biologic° que usa 

el Bacillus subtilis (vease la Bibliografia de patentes 1). Adernas, para controlar las enfermedades de las plantas 

causadas por Phytophthora, se conoce un agente de control que incluye la celula bacteriana o el cultivo de bacterias 

Bacillus tales como Bacillus licheniformis , y, adernas, acidos y sales organicos del mismo producidos por las 

25 bacterias como ingrediente activo (vease la Bibliografia de patentes 2). 

Adernas, se conoce un agente de control de enfermedades de las plantas que incluye la celula bacteriana o el cultivo 

de Bacillus sphaericus (vease la Bibliografia de patentes 3), y tambien se conoce un agente de control de 

enfermedades de las plantas que usa cepas especificas de Bacillus subtilis como ingrediente activo (veanse la 

Bibliografia de patentes 4 y 5). 

30 Sin embargo, en el caso de la aplicacion a una vid, los efectos de los agentes convencionales recien mencionados 

de control de enfermedades de las plantas, son arbitrados por acciones antagOnicas por parte de bacterias Bacillus 

que ocupan la zona de nutrici6n o viva de los tejidos de la vid. Por lo tanto, aunque se produce cierto efecto 

preventivo pulverizando antes del brote de enfernnedades, los agentes no tienen ningun efecto terapeutico tal como 

una accion bactericida y, asi, no han podido ser usados despues del brote de enfermedades. 

35 Ademas, los agentes convencionales recien mencionados de control de enfermedades de las plantas son efectivos 

Onicamente para los hongos que causan la podredumbre gris de la vid entre los hongos patogenos de las tres 

enfermedades mas comunes de la vid: la podredumbre gris, el mildiu y la podredumbre blanca de la vid. Asi, no 

cabe esperar que tengan un elect° de control sobre los hongos que causan el mildiu y la podredumbre blanca;  

unicamente para la podredumbre gris de la vid u otros hongos pat6genos de la vid. 

40 Adernas, aunque los agentes convencionales recien mencionados de control de enfermedades de las plantas se 

asientan en las hojas de la vid, el nivel de asentamiento en los pericarpios fue bajo. Tambien fue dificil usar un 

pesticida quimico por razones de seguridad, dado que los pericarpios de la uva tambien se ponen en la boca, y el 

control de enfermedades tales como la podredumbre gris y la podredumbre blanca, que tambien se dan en los 

frutos, ha resultado dificil. 
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Sumario de la invencion 

Problemas que han de ser resueltos por la invenciOn 

15 Por lo tanto, el problema que ha de ser resuelto por la invenciOn es proporcionar un microorganismo del que cabe 

esperar que tenga tanto un efecto preventivo como un efecto terapeutico y que pueda ser aplicado a diversos 

hongos fitopat6genos, y cuyos efectos no se reducen ni siquiera cuando se use en combinacion con un pesticida 

quimico, y un agente de control de enfermedades de plantas que use el microorganismo. 

Medios para resolver los problemas 

20 Para resolver el problema anteriormente mencionado, el microorganismo segim la presente invencion se caracteriza 

por ser la cepa KS1 (NITE BP-569) de Bacillus subtilis . 

Ademas, el agente de control de enfermedades de las plantas segun la presente invencion se caracteriza por incluir 

el cultivo y/o la celula bacteriana de microorganismo de la cepa KS1 recien mencionada de Bacillus subtilis como 

ingrediente activo. 

10 

25 Adernas, el agente de control de enfermedades de las plantas de la presente invencion actira eficientemente sobre 

los hongos pat6genos que aparecen en las hojas o en los frutos de las vides. A titulo de ejemplo, el agente de la 

invenciOn de control de enfermedades de las plantas es efectivo contra los hongos que causan la podredumbre gris, 

los hongos que causan el nnildiu, los hongos que causan la podredumbre blanca y similares. 

Adernas, dado que el agente de control de enfermedades de las plantas segun la presente invencion tiene 

30 resistencia contra los pesticidas quimicos, puede ser usado en combinacion con un pesticida quimico. 

Efectos de la invencion 

Cabe esperar que la cepa KS1 de Bacillus subtilis segun la presente invencion y el agente de control de 

enfermedades de las plantas que incluye el cultivo o la celula bacteriana de microorganism° de la cepa KS1 de 

Bacillus subtilis como ingrediente activo tengan un efecto preventivo y un efecto terapeutico en una amplia gama de 

35 hongos fitopat6genos tales como los hongos que causan el mildiu, los hongos que causan la podredumbre gris y los 

hongos que causan la podredumbre blanca. 

Breve descripciOn de los dibujos 

[Fig. 1] fotomicrografia que muestra las puntas de hifas de los hongos que causan la podredumbre gris de la vid 

cuando los hongos se cultivaron en un cultivo dual con la cepa KS1 de Bacillus subtilis de la presente invencion. 

40 

[Fig. 2] fotomicrografia que muestra las puntas de hifas de los hongos que causan la podredumbre blanca de la vid 

cuando los hongos se cultivaron en un cultivo dual con la cepa KS1 de Bacillus sub tilis de la presente invenci6n. 

Modo de Ilevar a cabo la invencion 

La presente invencion sera descrita con detalle a continuacion. La cepa KS1 de Bacillus subtilis segun la presente 

45 invencion es una bacteria descubierta en pericarpios de uva y tiene caracteristicas tales conno un alto nivel de 

asentanniento en las hojas de la vid. En lo que sigue se enunneran las propiedades bacteriologicas de la cepa KS1 de 

Bacillus subtilis . 

50 

A. Morfologia de las bacterias 

(1) Forma: bacilo 

(2) Tamano: 0,8 x 3 a 5 pm. 

3 
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(3) Motilidad: no 

B. Morfologia de la colonia (incubacion a 31°C durante 2 dias) 

(1) Nombre del medio: medio de agar SCD 

(2) Forma: circulo irregular 

(3) Tamafio: 5 mm 

10 (4) Elevacion: plana 

(5) Forma del margen: ondulada 

(6) Forma de la superficie: arrugada 

(7) Textura: mucoide 

(8) Transparencia: opaca 

20 (9) Lustre: lustre apagado 

(10) Color: Beis claro 

5 

15 

C . P rop iedades fis io l Og i cas 

[Tab la 1 ] 

1 T i n c i6 n de G ram (+ ) 22 L-x i los a (-) 44 Lactosa ( -) 
2 Espo ru lac iO n (+ ) 23 Adon ito l (-) 45 Me l i b iosa ( -) 
3 Cata l i s i s (+ ) 24 Met i l- I3 -D-x i l op i ra nOs ido ( -) 46 Saca rosa ( -F ) 
4 13 -ga lactos idasa (+ ) 25 Ga l actosa ( -) 47 Treha losa (+ ) 
5 Arg i n i na d i h id ro lasa ( -) 26 G l u cosa (+ ) 48 I n u l i na ( -) 
6 L is i n a deca rboxi lasa (-) 2 7 F ructosa (+ ) 49 Melec itosa ( -) 
7 O rn it i n a deca rbox i lasa ( -) 2 8 Manosa (+ ) 50 Rafi nosa ( -) 
8 Uti l izac iOn de c i t ratos (-) 2 9 Sorbosa (+ ) 5 1 A lm idOn ( -) 
9 Prod ucc iO n de H2S ( -) 30 Ramnosa ( -) 52 G l ucOgeno ( -) 
1 0 U reasa (-) 3 1 D u lc ito l ( -) 53 X i l i to l ( -) 
1 1 Tr i pt6fano deam i nasa ( -) 32 I n os ito l (+ ) 54 Gent iob iosa ( -) 
1 2 P rod ucc iO n de i ndo l (- ) 33 Man ito l (+ ) 55 D-tu ranosa (+ ) 
1 3 P rod ucc iO n de aceto in a (+ ) 34 Sorb ito l (+ ) 56 D- l i xosa ( -) 
1 4 L icuac i6n de ge lati n as ( 1- ) 35 Met i l-a-D-manop i ra nOs ido ( -) 57 D-tagatosa ( -) 
1 5 Red ucc iO n/fermentac i O n/ 

ox id ac ion de n it ratos 

(+ ) 36 Met i l-a-D-g l u cop i ra nOs ido (+ ) 58 D-fucosa ( -) 

1 6 G l i ce ro l (+ ) 37 N-acet i l g l ucosam i na (+ ) 59 L-fucosa ( -) 
1 7 E rit r ito l ( -) 38 Am igda l i n a ( -) 60 D-a rab ito l ( -) 
1 8 D-a rab i nosa ( -) 39 Arbut i n a ( -) 6 1 L-a rab ito l ( -) 
1 9 L-a rab i nosa (+ ) 40 Escu l i na (+ ) 62 G l uconato ( -) 
20 R ibosa (+ ) 4 1 Sa l ic i n a (-) 63 2-ketog l u conato (- ) 
2 1 D-x i losa (+ ) 42 Ce lob iosa (-) 64 5-ketog l u conato (- ) 

43 Ma ltosa (+ ) 

(+): Positivo; (-): Negativo; (±): Falso positivo 

25 La secuencia de bases de ADNr correspondiente a la subunidad 16S es como sigue. 

[ID SEC N°1] 

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGG 

GAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA  

CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT 

30 GGTTGTTTGAACCGCATGGTTCGAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCAC  

TTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC 

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGAACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG 

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC  

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT 

35 TCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAG  

GGGGCGACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC 
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Esta cepa bacteriana fue identificada como Bacillus subtilis en funcion de las propiedades bacteriolOgicas 

mencionadas mas arriba y como ID SEC N° 1, la secuencia de bases de 16SADNr, y designada cepa KS1 de 

Bacillus subtilis . Dicho sea de paso, esta cepa KS1 de Bacillus subtilis fue depositada en el Institut° Nacional de 

Tecnologia y Evaluacion, Deposit° de Patentes de Microorganismos (2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, 

5 Japon) el 13 de mayo de 2008 y depositada con el numero de acceso "NITE P-569". La cepa fue convertida en un 

depOsito internacional bajo el Tratado de Budapest el 20 de mayo de 2009 y recibi6 el nunnero de acceso "NITE BP-

569" 

Dicho sea de paso, la cepa KS1 de Bacillus subtilis segun la presente invencion no esta limitada a la secuencia de 

bases que es connpletamente identica a la secuencia de bases de 16SADNr mostrada en la ID SEC N° 1 descrita 

10 mas arriba. La cepa KS1 de Bacillus subtilis de la invenciOn tambien incluye aquellas que, incluso cuando las cepas 

esten compuestas de una secuencia de bases en la que una o varias bases de la secuencia de bases esten 

borradas, sustituidas, o se les anadan otras bases, tengan caracteristicas similares a las de la cepa KS1 de Bacillus 

subtilis en cuanto a una accion de control de enfermedades de las plantas, especialmente una accion de control de 

enfermedades de la vid. 

15 El medio de cultivo que se puede usar en la presente invencion no esta limitado en particular, con la condici6n de 

que la cepa de la presente invencion pueda crecer en el cultivo. Por ejemplo, se usan como fuente de carbono la 

glucosa, la sacarosa, la caseina, el extracto de levadura, el extracto de came y similares, y se usan como fuente de 

nitr6geno el extracto de levadura, el extract° de came, la polipeptona, la peptona, la tripsina y sinnilares. Tambien se 

anaden como nutrientes adicionales sodio, potasio, magnesio, hierro, calcio y similares. 

20 En la presente invencion, el cultivo puede Ilevarse a cabo en condiciones aer6bicas, por ejemplo con aireaciOn-

agitacion, agitando el cultivo, mediante un procedimiento de cultivo solid° o similares. Aunque la condici6n de cultivo 

no esta limitada en particular, son adecuadas las temperaturas que oscilen entre 30 y 37°C, un pH que oscile entre 

6,5 y 7,5, y lapsos temporales que oscilen entre 12 y 48 horas. 

La cepa KS1 de Bacillus subtilis cultivada segiki se ha descrito mas arriba puede ser usada sin ser separada del 

25 cultivo, o ser usada despues de la separacion de las celulas bacterianas por centrifugaci6n. Ademas, en el caso de 

usar esta cepa como agente de control de enfermedades de las plantas, puede ser fornnulada con diversos aditivos 

tales como un tensioactivo (por ejemplo, monoloaurato de sorbitan, denominado comunmente Tween20) y un 

dispersor (por ejemplo, SABUMAHJI de Syngenta Japan) y usada como granulos, un concentrado emulsionable un 

polvo dispersable en agua, un concentrado en suspensi6n acuosa y similares. 

30 La celula bacteriana o el cultivo asi preparado de la cepa KS1 de Bacillus subtilis pueden ser aplicados at cuerpo o 

al suelo de una planta, controlando con ello las enfermedades de la planta. El agente de control de la presente 

invenciOn tiene un efecto significativo en el control de las enfermedades de la vid causadas, por ejemplo, por los 

hongos que causan la podredumbre gris de la vid, los hongos que causan la podredumbre blanca de la vid, los 

hongos que causan la podredumbre blanca de la raiz de la vid, los hongos que causan el mildiu de la vid y similares. 

35 Ademas, el agente de control tambien tiene efecto en el control de los hongos que causan la podredumbre gris y los 

hongos que causan antracnosis que infectan plantas distintas de la vid, tales como fresales y pepinos. 

El procedimiento de aplicaciOn del agente de control se selecciona a lo apropiado dependiendo de la forma de la 

formulacion, el tipo de la planta y el tipo y el grado de la enfermedad. Por ejennplo, pueden seleccionarse un 

procedimiento en el que se use un agente licuado de control para la aplicacion al suelo de la formulaciOn liquida o la 

40 aplicaciOn aerea de la formulaciOn liquida, un procedimiento de pulverizaciOn o aplicaciOn directas del agente de 

control en las hojas de las plantas, adennas de un procedimiento por inmersion en una soluciOn del agente de 

control, o similares. 

Aunque la cantidad de la aplicacion varia dependiendo, por ejennplo, del tipo de enfermedades y de las plantas para 

la aplicacion, el agente de control se aplica con una concentraciOn de 1,5 x 108 celulas/mL (con un contenido de 

45 0,02% de Tween20) y usando 5 litros por area de terreno. 

Ejemplos 

A continuacion, la presente invencion sera descrita en detalle en base a los Ejemplos. 

Ejemplo 1: Ejennplo de cultivo 

Una porciOn de la cepa KS1 de Bacillus subtilis segijn la presente invenciOn, tomada por medio de un asa de platino, 

50 fue inoculada en un medio de caldo (10 g de extracto de came, 10 g de peptona, 5 g de cloruro sodico y 1 L de 

agua) e incubada con agitacion a 150 rpm durante 12 horas a 37°C para obtener el medio de cultivo. Las celulas 

bacterianas de la cepa KS1 fueron cosechadas de este medio de cultivo mediante centrifugacion. A continuaciOn, las 

celulas bacterianas cosechadas de la cepa KS1 fueron ajustadas con agua hasta 1,3 a 1,5 x 108 celulas/mL y se 

aliadi6 Tween20 (a una concentraciOn final de 0,02%) como tensioactivo, formulandose con ello un concentrado en 

55 suspensiOn acuosa. 

5 
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Ejemplo 2: Aplicacion a bacterias patogenas, ensayo 1 

En este ejemplo se IlevO a cabo un ensayo para determinar el efecto de control de la cepa KS1 de Bacillus subtilis 
en los hongos que causan el mildiu de la vid. Se pulverize) el concentrado en suspension acuosa preparado en el 
Ejemplo 1 recien descrito en vides (emparradas) Koshu de diez arms plantadas en el campo experimental del 

5 Institut° de Enologia y Viticultura, Universidad de Yamanashi, y se examin6 el efecto. Dado que desde 2005 se 
viene Ilevando a cabo una agricultura connpletamente libre de pesticidas en este campo experimental (Heisei 17), el 
mildiu de la vid se produce con frecuencia todos los atios. Asi, el concentrado en suspensiOn acuosa mencionado 
mas arriba fue pulverizado en brotes tiernos de vides una vez por semana, cada semana desde el 11 de mayo hasta 
el 17 de agosto de 2007 (Heisei 19). La tasa de aplicacion fue de aproxinnadamente cinco litros por area de terreno. 

10 En paralelo, como ejemplo comparativo para este ejemplo, un pesticida microbiano disponible comercialmente, se 
pulverizO, con la misma concentraciem y a la misma frecuencia, un polvo Botokiller (marca registrada, Idemitsu 
Kosan Co., Ltd.) dispersable en agua. Tambien se compar6 una zona no tratada en la que no se pulverize) ningim 
agente. 

Se examin6 la incidencia de nnildiu el 21 de agosto de 2007 (Heisei 19). La incidencia de la enfermedad (/0) fue 
15 calculada en funcion del niimero de hojas que habian desarrollado sintomas de mildiu, y tambien se calculo de la 

severidad de la enfernnedad (cm2) en funci6n del area total con sintomas en el campo experimental. Se muestran 
estos resultados en la Tabla 2. 

[Tabla 2] 

I n c idenc ia de la enfe rmedad (%) Severidad de la enfe rmedad (cm2) 

B . subt i l i s KS 1 1 0 4 

Po Ivo Botok i l ler d i spe rsab le en ag ua 50 30 1 
Zona no tratada 60 299 

Como resulta claro por los resultados de la Tabla 2 recien descrita, se hall6 que la cepa KS1 de Bacillus subtilis tiene 
20 un efecto de control, en particular un nivel muy alto de efecto preventivo sobre los hongos que causan el mildiu de la 

vid. 

Ejemplo 3: AplicaciOn a hongos pat6genos, ensayo 2 

En este ejemplo se IlevO a cabo un ensayo para determinar el efecto de control de la cepa KS1 de Bacillus subtilis 

en los hongos que causan la podredumbre gris y los hongos que causan la podredumbre blanca. En primer lugar, se 

25 cultivaron de antemano los hongos patagenos que habian de examinarse (los hongos que causan la podredumbre 

gris y los hongos que causan la podredumbre blanca) en un medio de APD (uno que contiene extract° de patata y 

dextrosa en agar) a 25°C durante aproximadannente 5 dias. A continuaci6n, se vacio un disco de 6 mm de diannetro 
del micelio crecido usando un horadador y se lo coloco en el centro de una nueva placa de Petri que contenia el 

medio de APD. Adernas, se Ilevo a cabo un cultivo dual realizando un frotis de la cepa KS1 de Bacillus subtilis en el 

30 extreme, de la misma placa de Petri, y se monitoriz6 la interacci6n entre el cesped fangico de los hongos examinados 

y la cepa KS1 de Bacillus subtilis . 

Las Figuras 1 y 2 son fotomicrografias (200x) que muestran las puntas de hifas de los hongos examinados despues 

de 3 dias de cultivo dual a 25°C. Estas fotografias muestran el estado en el que las puntas de las hifas tanto de los 

hongos que causan la podredumbre gris como de los hongos que causan la podredumbre blanca se hincharon y se 

35 ronnpieron y qued6 inhibido el crecimiento de los hongos pat6genos. Se supone que uno de los mecanismos de esta 
inhibiciOn del crecimiento es resultado de sustancias fungicidas producidas por la cepa KS1 de Bacillus subtilis . 

SegOn queda claro por este ejennplo, se confirm() que la cepa KS1 de Bacillus subtilis tenia un efecto de control, 

particularmente un efecto terapeutico debido a una acciOn fungicida, en los hongos que causan la podredumbre gris 

o los hongos que causan la podredumbre blanca, que estan entre los principales hongos pat6genos de la vid. 

40 Ejemplo 4: Ensayo de resistencia a los farmacos 

En este ejennplo se neve) a cabo un ensayo para deternninar la resistencia de la cepa KS1 de Bacillus subtilis a los 

pesticidas quimicos. En primer lugar, se prepar6 en una placa de Petri el medio YBS (uno que contiene extract° de 

levadura y extracto de came en agar) que contenia el pesticida quimico de interes. La concentraci6n (ppm) del 

pesticida quimico en este momento era la misma que una concentraci6n de aplicaciOn general. A continuacion, se 

45 realizo un frotis de la cepa KS1 de Bacillus subtilis en la superficie del medio recien mencionado que contenia el 

pesticida quimico y se incub6 a 37°C durante 2 dias. Como area de control, se Ilevo a cabo, en paralelo, un ensayo 

de la resistencia de Bacillus subtilis aislado de un polvo Botokiller dispersable en agua a los pesticidas quimicos. En 

este caso, la suspensi6n del polvo Botokiller dispersable en agua fue esparcida sobre el medio YBS y se consider6 

que las bacterias que aparecieron despues de la incubaciOn durante la noche a 37°C eran las bacterias que 

50 constituian un polvo Botokiller dispersable en agua. En el ensayo de resistencia, se realizO un frotis de las bacterias 

que constituian un polvo Botokiller dispersable en agua sobre la superficie del medio que contenia un pesticida 

quimico y se incubaron a 37°C durante 2 dias, coma en el caso de la cepa KS1 de Bacillus subtilis anteriormente 

mencionada. 
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Tras 2 dias de incubaci6n a 37°C, la cepa KS1 de Bacillus subtilis y las bacterias que constituian un polvo Botokiller 

dispersable en agua fueron observadas macroscopicamente para ver si habian crecido o no. Cuando se observ6 

crecimiento de las bacterias (cuando las bacterias habian crecido mucho), se consider6 que eran resistentes al 

pesticida quimico. La Tabla 3 indica los resultados de los ensayos de resistencia sobre 11 pesticidas quimicos que 

5 en la actualidad se usan comOnmente en viticultura. 

[Tabla 3] 

Pest ic i das qu im icos usados en ConcentraciOn B . subtilis B . subtilis usado en u n po lvo Botok i l l er 

v i t icu l tu ra ( 10 P rn ) KS 1 d i spe rsable en agua 

Azoxistrobi na 1 50 + + 

Benom i l o 200 + + 

Carba ri lo 850 + + 

D i etofencarb 50 + + 

Fen hexam ida 1 00 + + 

Fen i t rot i na 400 + + 

I m i dac lop rida 1 00 + + 

Maneb 1 00 + - 

Permetri na 1 00 + + 

P roc im idona 20 + + 

Tiofanato met i l ico 1 00 + + 

+ Buen crecimiento — Ningun crecimiento 

SegOn los resultados del ensayo, la cepa KS1 de Bacillus subtilis de la presente invenciOn mostr6 Resistencia a 

todos los pesticidas quimicos objeto de ensayo y tambien mostr6 resistencia al Maneb (nombre del producto: polvo 

Maneb-Dithane M dispersable en agua) que se usado de forma generalizada, especialmente para el mildiu, la 

10 podredumbre blanca y similares. Por lo tanto, se sugiere la posibilidad de una aplicaciOn combinada efectiva de la 

cepa KS1 con los pesticidas quimicos. Dicho sea de paso, las bacterias que constituyen un polvo Botokiller 

dispersable en agua no mostraron resistencia alguna al Maneb recien mencionado. 

Aplicabilidad industrial 

La cepa KS1 de Bacillus subtilis de la presente invenciOn es efectiva contra una amplia variedad de enfermedades 

15 de la vid, tales como los hongos que causan el mildiu, los hongos que causan la podredumbre gris y los hongos que 

causan la podredumbre blanca. Este amplio efecto de control significa que la cepa KS1 puede disnninuir el numero o 

la cantidad de aplicaciOn de los agentes que en la actualidad se aplican para controlar enfermedades de la vid 

(pesticidas quimicos y pesticidas biolOgicos). Dado que la cepa KS1 produce un efecto tal como aportaciOn a la 

reducci6n de la mano de obra o los costes en viticultura, adernas de la conservacion medioambiental, tiene 

20 aplicabilidad industrial como pesticida biolOgico. 
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<212> ADN 

35 <213> Bacillus subtilis KS1 

<400> 1 

gacgaacgct ggcggcgtgc ctaatacatg caagtcgagc ggacagatgg gagcttgctc 60  

cctgatgtta gcggcggacg ggtgagtaac acgtgggtaa cctgcctgta agactgggat 120  
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a a ct c cggg a a a c c ggggc t a a t a c cggat gg t t gt t t g a a c cg c a t ggt t c g a a c a t a a 1 8 0 

a a gg t ggc t t c g g ct a c ca c t t a c a g a t g g a c c c gc ggc g c a t t a gct a g t t g g t ga ggt 2 4 0 

a a t ggct c a c c a a ggcg a cg a t g cgt a gcc g a a c c t g a g a g g gt g a t c gg c c a c a c t gg g 3 0 0 

a ct ga ga ca c gg c c ca ga c t c c t a cggg a g g c a g c a gt a g g g a a t c t t c c g c a a t ggacg 3 6 0 

a a a g t c t g a c g g a g c a a cgc c g c g t g a gt g a t g a a ggtt t t c gg a t t gt a a a g c t ct gt t 4 2 0 

gtt a ggga a g a a c a a gt a cc gt t c g a a t a g g g g g cg a cc t t g a cgg t a c c t a a c c a g a a a 4 8 0 

gcc acggc t a a c t a cg t gc 4 9 9 
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REIVINDICACIONES 

1. Un microorganismo aislado, concretamente la cepa KS1 (NITE BP-569) de Bacillus subtilis, perteneciente al 

Bacillus subtilis . 

2. Un agente de control de enfermedades de las plantas que comprende un cultivo y/o una celula bacteriana de 

5 microorganismo de la cepa KS1 (NITE BP-569) de Bacillus subtilis como ingrediente activo. 

3. El agente de control de enfermedades de las plantas segOn la reivindicacion 2 en el que el cultivo y/o la celula 

bacteriana de microorganismo de la cepa KS1 de Bacillus subtilis act:Jan como un hongo patOgeno que aparece en 

las hojas o en los frutos de la vid. 

4. El agente de control de enfermedades de las plantas segun las reivindicaciones 2 o 3 en el que el cultivo y/o la 

10 celula bacteriana de microorganism° de la cepa KS1 de Bacillus subtilis actUan como un hongo que causa la 

podredumbre gris, un hongo que causa nnildiu y un hongo que causa podredumbre blanca. 

5. El agente de control de enfermedades de las plantas segun la reivindicaciOn 2 en el que el cultivo y/o la celula 

bacteriana de microorganismo de la cepa KS1 de Bacillus subtilis tienen resistencia a los pesticidas quimicos. 
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Fig.1 

Bacterias causantes de la podredumbre gris de la vid 
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Fig.2 

Bacterias causantes de la podredumbre blanca de la vid 
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