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DESCRIPCION
Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov y su uso como bhioestimulante
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo agrondmico. Especificamente, la presente invencion se refiere a una composicion
que comprende una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y otros componentes, que se usa como
bioestimulante.

Antecedentes de la invencion

Las composiciones de micorriza preparadas hasta ahora tienen un limite natural de propagulos de micorriza. Dicho
limite se debe principalmente a la cepa usada y el método para obtener las composiciones de micorriza. No todas
las especies de hongos de micorriza encontrados en la bibliografia tienen una actividad de micorriza constante y
positiva en cultivos.

Los hongos que forman micorrizas descritos en el estado de la técnica no proporcionan un impacto constantemente
positivo sobre el rendimiento de cultivos debido a una ausencia de eficacia en la colonizacion de micorrizas en todas
las condiciones de suelo y niveles de fertilidad. El documento ES 2 364 684 Al describe el cultivo de hongos de
micorriza Glomus spp. y su uso en combinacién con fertilizantes para potenciar los rendimientos en diversos
cultivos. Glomus iranicum no estéa entre las especies enumeradas.

El alto nivel de colonizacion de micorrizas y el crecimiento del micelio demostrado por la cepa descrita en la presente
solicitud en una amplia gama de condiciones salinas del suelo permitira un uso mas extendido de esa tecnologia en
agricultura intensiva, produciendo una eficacia mejorada en el uso del agua, la captacién de nutrientes, el
rendimiento global del cultivo y el crecimiento. Ademas, esta cepa ha demostrado efectos beneficiosos en
combinacion con altos niveles de fertilizacion.

Descripcion de la invencion

Una realizacién de la invencién es una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov depositada en el
numero de depdsito de BCCM 54871, que comprende la secuencia identificada por la SEQ ID NO: 1, a partir de
ahora en este documento cepa de la invencion.

La cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov de la invencion, aislada de un suelo sédico salino Solonetz
Gley en la ciudad de Fortuna, Murcia (Espafia), se depositod el 19/04/2013 en la autoridad depositaria internacional
Belgian Coordinated Collections of Micro-Organisms (BCCM) con direccion en Université Catholique de Louvain,
Mycothéque de I'Université catholique de Louvain (MUCL), Croix du Sud 2, Box L7.05.06, 1348 Louvain-la-Neuve,
de Symborg, S.L., con direccion en, Ceeim Building, University Campus, S/N, 30100 Murcia, Espafia.

La cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov se ha identificado por el depositario por la referencia
SYMBORG-001, y recibi6 el nimero de depdsito 54871 por la autoridad depositaria internacional.

Los esporocarpos de la cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov de la invencién son desconocidos.
Dichas esporas de la cepa aparecen individualmente o en grupos sueltos en el suelo y también pueden formarse
esporadicamente en las raices. Las esporas son hialinas a ocre claro, con forma subglobosa a globular (raramente
irregular), relativamente pequefias (24,0) 30,7 *+ 3,7 (42) micrometros de diametro, compuestas por dos capas de
pared (1-4 m de grosor), una capa compacta laminada interior (0,5-1,5 m), y una capa semipermanente exterior,
rugosa en esporas jovenes y aspecto algo aspero en esporas adultas y mas grandes de 0,5 a 2,0 m de grosor. Las
paredes de la espora interior de esporas jovenes tienen una tincion marron rojiza con reactivo de Melzer, pero el
color desaparece en tincién de esporas maduras, los contenidos de las esporas tienen un aspecto palido. Las hifas
que albergan las esporas tienen un color hialino a ocre palido, son rectas u onduladas de 2,5 a 4,5 micrémetros de
diametro (promedio de 3,0 micrometros), cilindricas y con una ligera forma de embudo que se fusiona con las capas
de poro abierto de la pared de la espora, al menos en esporas maduras. Estructura de germinacion: tubo germinal
gue crece y se desarrolla de vuelta a través de la unién de las hifas con la espora. Forma micorrizas arbusculares
vesiculares.

El micelio forma una red extensiva. El micelio extramatrical es hialino amarillo palido, profuso y las esporas aparecen
siempre en la matriz del suelo, formando abundantes esporocarpos en grupo (2 a 8 esporas individuales). La
caracteristica Unica de esta especie es la gran cantidad de red de micelio externo y la incapacidad de crecer en
asociacion in vitro de raices transformadas.

La cepa se aislo de un suelo salino de tipo Solonetz Gley. La caracteristica principal de estos suelos es que son muy
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hidromorficos, muy compactos y con un montén de depdsitos salinos sobre la superficie.
La cepa se aislé de un suelo localizado en la ciudad de Fortuna, Murcia (Espafia).

La siguiente tabla muestra algunas propiedades quimicas del suelo original donde se aisl6 la cepa de Glomus
iranicum var. tenuihypharum var. nov.

Tabla 1. Propiedades de suelo
Pardmetros | Valores
pH (H20) 8,5
CaCOs (%) | 12

C/N 6,5

Ca** (ppm) | 5809,6
Mg** (ppm) | 2.967,04
K* (ppm) 2955
Na* (ppm) 1829,4

De acuerdo con una filogenia basada en 813 pares de bases de los genes de ARN ribosdmico 18S (secuencia
parcial), ITS1 (espaciador transcrito interno 1, secuencia completa) y el gen del ARN ribosémico 5,8S (secuencia
parcial), se clasificé la cepa de la invencion en un clado que consiste en Rhizophagus (antes grupo Glomus Ab,
representado por Rhizophagus irregularis, Glomus intraradices y Rhizophagus bistratum).

De acuerdo con esta filogenia, Glomus indicum y Glomus achrum son los parientes mas cercanos. Pueden
encontrarse aproximadamente cincuenta secuencias de clones de Glomus spp. no cultivados con una alta identidad
(99 %) con la secuencia de la cepa de la invencion en el servidor del NCBI (banco de germoplasma).

Parece, por lo tanto, que el nuevo taxdn tiene una distribucién cosmopolita y un amplio rango de hospedador. Se
han originado secuencias muy similares en Japdn (Ogura-Tsujita Y. et al. 2013. Arbuscular mycorrhiza formation in
cordate gametophytes of two ferns, Angiopteris lygodiifolia and Osmunda japonica. Journnal of Plant Research. 126
(1): 41-50; Yamato M. et al. 2011. Arbuscular mycorrhizal fungi in roots of nonphotosynthetic plants, Sciaphila
japonica and Sciaphila tosaensis (Triuridaceae). Mycoscience 52: 217-223.), Nueva Zelanda, Africa y América del
Norte (Appoloni S. et al. 2008. Molecular community analysis of arbuscular mycorrhizal fungi in roots of geothermal
soils in Yellowstone National Park (EE.UU.). Microbial Ecology 56 (4): 649-659).

El caracter morfolégico mas notable de la cepa de la invencién es el pequefio tamafio de las esporas y la coloracion
hialina a ocre muy claro y que aparecen individualmente o en grupos pequefios en el suelo.

La Unica cepa de Glomus spp. con esporas hialinas que son similares en tamafio y color a la cepa de la invencion es
Glomus iranicum (Blaszkowski J et al. (2010). Glomus africanum and G. iranicum, two new species of arbuscular
mycorrhizal fungi (Glomeromycota). Mycologia 102: 1450-1462.) (Tabla 1). Las tres capas de la pared de las esporas
son morfolégicamente indistinguibles de las de la cepa de la invencién. Existe una clara diferencia en la cepa de la
invencion y es que el tamafio de sus hifas unidas a la espora es muy fino.

La pared exterior L1 de las esporas de Glomus iranicum (Blaszkowski J et al. (2010). Glomus africanum and G.
iranicum, two new species of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomeromycota). Mycologia 102: 1450-1462.) se
deteriora rapidamente y de forma constante, con fuerte actividad dextrinoide, sin embargo, en el caso de la cepa de
la invencion, solamente se observa en esporas muy jovenes, por tanto, se concluye que es una variedad de Glomus
iranicum y proponemos la nueva variedad tenuihypharum.

Es una cepa que se adapta a y tolera perfectamente entornos salinos y soluciones fertilizantes con altas
conductividades eléctricas.

La especie produce abundante micelio extramatrical, que asegura un apropiado funcionamiento simbidtico.

La especie alcanza altas concentraciones de colonizacion interna en cortos periodos de tiempo, especialmente en
cultivos en agricultura intensiva, lo que indica una alta eficacia de rendimiento en estas condiciones.

Debido al pequefio tamafio de sus esporas y el abundante micelio extramatrical, asi como la capacidad de
recuperacion de las mismas debido a dafio fisico, la cepa puede manipularse y molerse hasta por debajo de 80
micrémetros, permaneciendo totalmente viable en un sustrato de arcilla durante mas de dos afios y una eficacia
demostrada en un intervalo de 1,2 x 10* a 1 x 108 propagulos infecciosos por 100 ml de suelo.
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La aplicacién de esta especie promueve una respuesta eficaz en la productividad de cultivos en agricultura intensiva,
y mantiene altos niveles de actividad fisioldégica a expensas de un bajo coste energético, dado por las bajas tasad de
transpiracion que promueven un uso elevado y eficaz del agua.

La cepa promueve un cambio radical de la arquitectura de las raices, promoviendo un sistema diferente de raices,
horizontal y con mayor dicotomia inducida por la rapida colonizacién interna y externa de micorrizas, y la necesidad
de mayor cantidad de células en la raiz hospedadora, que también promueve un mayor desarrollo de las raices a
corto y largo plazo.

Otro aspecto importante a evaluarse es la actividad microbiana generada por ese organismo en el sistema de
rizosfera. Esta cepa produce una estimulaciéon constante de la microbiota rizosférica en las plantas tratadas. Este
hecho se debe a la propia exudacion de elementos nutritivos a través de las radiculas, micorrizas e hifas que
estimulan tanto la actividad de la micorrizosfera como de la rizosfera en las cercanias del micelio externo de la cepa
de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., que produce una mayor concentracion microbiana en cada uno de
los momentos ensayados.

Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. es una especie de hongo excelente formador de micorrizas.

Una realizacién de la invencidon es una composicion, a partir de ahora en este documento, composicion de la
invencion, que comprende una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. depositada en el nimero de
deposito de BCCM 54871 que comprende la secuencia identificada por la SEQ ID NO: 1 y arcillas esmectiticas 2:1.
En particular, dichas arcillas esmectiticas 2:1 son dioctaédricas o trioctaédricas. También en particular dichas arcillas
esmectiticas 2:1 se seleccionan del grupo que consiste en sepiolita, atapulgita, nontronita y saponita.

La presente invencion utiliza arcilla del tipo esmectita, sepiolita y atapulgita dioctaédrica o trioctaédrica, todas con
alta plasticidad cuando se humedecen y que consisten en un material granular muy fino, que consiste en particulas
muy pequefias cuyo tamafio es de menos de 4 micrometros, y su propiedad principal es la expansion en sistemas
con baja disponibilidad de agua ya que puede ser un sustrato para la reproduccion de hongos de micorrizas. Por otro
lado, es muy importante la formacién de coloides y la desintegracion en presencia de agua abundante cuando se
aplica en sistemas localizados de irrigacion. Estos tipos de arcillas tras completarse una de las fases de produccién
del inoculante, proporcionan los propagulos de micorrizas con: esporas, micelio extramatrical y radiculas
colonizadas; situaciones estresantes que promueven la posterior aceleracion de los procesos de germinacion una
vez inoculadas en condiciones de cultivo intensivo y ecolégico.

En el Ejemplo 1 de la invencién, se descubrié que los efectos promovidos por la cepa Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov., en todas las variables estudiadas, eran mayores que los encontrados en las especies
Glomus mosseae y Glomus intraradices.

Debido a su expresion de micorrizas, es bueno para poner de relieve la produccion rica y significativa de micelio
extramatrical y de Glomalina facilmente extraible que aparece en presencia de la especie Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. independientemente de la fertilizacién usada, indicativo de la adaptacion de este
microorganismo a diversos entornos salinos.

Las plantas tratadas con Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. muestran produccion aumentada de
biomasa de hojas y raices, relacionada a su vez, con una mayor concentracion de nutrientes en las hojas en
presencia de las mayores dosificaciones de fertilizante, indicativo de la alta tolerancia a estas condiciones.

Las plantas tratadas con un 100 % de fertirrigacion en presencia de las cepas de Glomus mosseae y Glomus
intraradices, no produjeron diferencias significativas en comparacién con plantas de control en términos de
produccién de biomasa fresca. Su actividad disminuy6 a partir del aumento en las dosis de fertilizantes.

La aplicaciéon de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. produce alta actividad fotosintética a expensas de
tasas inferiores de transpiracion, que conduce a que las plantas tratadas hagan un uso mas eficaz del agua en todo
el cultivo, tanto a dosis del 50 % como del 100 % del fertilizante aplicado.

La cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. tiene alta actividad respecto al resto de inoculantes
usados en el Ejemplo 1, posiblemente derivada de la naturaleza de la propia especie, es muy simbiotica,
superproductora de micelio extramatrical, Glomalina y una fuerte colonizacién interior que, a su vez, produce una
actividad fisiolégica adecuada con baja conductancia estomatica, que conduce a un uso eficaz del agua con alta
productividad, incluso con dosis mayores de fertilizante.

Otra realizacion es la composicion de la invencion, donde la concentracion de dicha cepa de Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. es entre el 0,05 y el 4 % en peso. En particular, dicha concentracion es entre el 0,1y el 3 %
en peso.
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Otra realizacién es la composicién de la invencion, donde la forma de presentacion de dicha composicion es en
polvo concentrado, emulsionable o granulos.

Otra realizacion es la composicion de la invencion, donde dicha composicion es un liquido, un sélido o un gel.

Otra realizacion es la composicion de la invencién que comprende al menos un fungicida, al menos un biofungicida,
al menos un insecticida, al menos un bioinsecticida, al menos un nematicida y/o al menos un bioestimulante.

En particular, dicho fungicida se selecciona del grupo que consiste en Maneb, Mancozeb, Metalaxil-Ridomil,
Miclobutanil, Olpisan, Propamocarb, Quintozeno, Estreptomicina, Azufre, Thiofanato-metilo, Thiram, triforina,
vinclozolina, blanco de zinc, Zineb, Ziram, Banrot, cobre fijado, Clorotalonil, Clorotalonil, Captan, Cloroneb,
Ciproconazol, eteleno de zinc, bisditiocarbamato, Etridiazol, Fenaminosulf, Fenarimol, Flutolanil, Folpet, Fosetil-AL e
Iprodiona.

En particular, dicho biofungicida se selecciona del grupo que consiste en Trichodermas sp, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefaciens, Streptomyces sp, Coniothyrium minitans y Pythium
oligandrum.

En particular, dicho insecticida se selecciona del grupo que consiste en organofosfato, carbamato y neonicotinoide.

En particular, dicho bioinsecticida se selecciona del grupo que consiste en Bacillus sp., Chromobacterium sp.,
Beauveria sp. y Metarhizium sp.

En particular, dicho nematicida es organofosfato o carbamato.
En particular, dicho bionematicida es Pasteuria sp.
Otra realizacion es un método para obtener la composicion de la invencién, que comprende:

(a) inoculaciéon por recubrimiento de una semilla de una planta hospedadora con Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. depositada en el nimero de deposito de BCCM 54871,

(b) cultivo de dicha planta en ciclos de riego entre 7 a 10 dias en un sustrato de reproduccién que comprende
arcillas esmectiticas en un porcentaje por encima del 52 % del peso total de dicho sustrato,

(c) interrupcidn de dicho riego durante un periodo igual a 0 mayor de 20 dias,

(d) retirada de la parte aérea de la planta y retirada del sustrato y

(e) molienda de dicho sustrato por debajo de 80 micrémetros a una temperatura entre 25 y 30 °C para obtener
dicha composicion.

Otra realizacion es el uso de la composicion de la invencion como bioestimulante.

La cepa de la invencion ejerce la funcién de traslocacion de nutrientes, tomando estos nutrientes del suelo o sustrato
y usando dichos nutrientes en su sistema metabolico, trasloca dichos nutrientes desde su red de micelio y
posteriormente los intercambia en las células de la raiz. Este fenomeno puede describirse por el término
bioestimulacién y que es por lo que una de las realizaciones de la invencion es el uso de la composicién de
micorrizas de la invencién como estimulante.

En la presente memoria descriptiva debe entenderse que el término "fertilizante" esta dentro del alcance del término
mas amplio "bioestimulante”.

Otra realizacion es el uso de la invencion, donde la composicién de la invenciéon se aplica a la planta por tratamiento
de las semillas, tratamiento de las raices, raices embebidas en una emulsion, adicion al agua de irrigacion,
irrigacion, aplicacion de polvo al sistema de raices o aplicacién de emulsién inyectada en el sistema de raices.

Realizaciones preferidas

Ejemplo 1

Identificacidn genética de la cepa de la invencion
Extraccion de ADN

Se transfirieron hifas y esporas aisladas a tubos Eppendorf de 1,5 ml con 0,2 g de perlas de vidrio (diametro de 2
mm) y 100 pl de tampén CTAB (CTAB al 2 % = Bromuro de cetil trimetil amonio, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 0,1 M pH 7,5,
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Na-EDTA 0,2 M).

Esta mezcla se homogeneizdé usando un molino de bolas de tipo Retsch MM301 a velocidad maxima durante 30
segundos. Se afadieron otros 400 pl de tampén CTAB y la mezcla se incub6 a 65 °C durante una hora.
Posteriormente se afiadieron 400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezcla invirtiendo los tubos de
reaccion y después se centrifugd durante 5 minutos a 10.000 x g, y se recuperd la capa superior en un tubo
Eppendorf limpio. Esta etapa se repiti6 dos veces. Se afiadieron 200 pl de acetato de amonio 5 M a esta suspension,
la mezcla se incub6 a 4 °C durante 30 minutos, seguido por 20 minutos de centrifugacion a 4 °C y 13.000 r.p.m. El
ADN se precipité con 700 pl de isopropanol a -20 °C durante una noche. El sedimento de ADN obtenido se precipitd
con isopropanol y se lavé con etanol enfriado en hielo al 70 %, se sec6 al aire y se volvio a disolver en 50 ul de
tampon Tris etilendiamina (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, pH 8) + 4,5 U de RNase/ml.

Condiciones de PCR

Los cebadores usados para la amplificacion por PCR y para la secuenciacion de la region espaciadora transcrita
interna del gen de ADNr 18S fueron Glom1310 e ITS4i (Redecker, 2000). Las amplificaciones se realizaron en
mezcla de dNTP 0,2 mM, 1 mM de cada cebador, un 10 % de tampon de reaccion de PCR y agua estéril bidestilada.
Se afiadi6 ADN polimerasa GoTag® (Promega, Mannheim, Alemania) a 3,75 u/100 pl de mezcla de reaccion; se
usaron 2 pl de molde de ADN gendmico en cada 20 pl/reaccion. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador avanzado Primus 96 -(pegLab Biotechnology) en 200 tubos de reaccion mu 1 (94 °C, 120 s de
desnaturalizacion inicial, seguida por 30 ciclos de 94 °C 15 s, 52 °C, 30 s, 72 °C, 45 s, y una pendiente final a 72 °C
durante 120 s).

Andlisis de datos

La alineacion se realizé inicialmente usando el programa informatico BioEdit 7.0. El andlisis filogenético por
probabilidad maxima (ML) se realizé con el programa PHYML. Se usé el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR
con estimaciones ML de las frecuencias de bases. La proporcion de sitios invariables se estimé y optimiz6. Se
desarrollaron cuatro categorias de la tasa de sustitucion y también se estimo el parametro de distribucién gamma y
se optimiz6. Se us6d andlisis de inicializacién con 100 réplicas para ensayar el respaldo estadistico de las
ramificaciones.

Secuenciacién

Se retird el exceso de cebadores y dNTP por cromatografia en columna (Microspin S-300 HR, Amersham
Biosciences). Para la secuenciacién parcial de la region 18SITS1-5,8S se usaron los cebadores Glom1310 e ITS4i
en una concentracion de 1,6 mM. La secuenciacién se realizdé con el kit de secuenciacion PRISM BigDyeTM
Terminator Cycle de ABI (Applied Biosystems) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los parametros
para la secuenciacion fueron un retardo de 18 segundos a 96 °C, seguido por 25 ciclos con 18 s a 96 °C, 5 segundos
a 50 °C y 4 min a 60 °C. El andlisis de secuencia se realiz6 usando un analizador automatico de secuencia (ABI
PRISM 3130, Applied Biosystems) junto con el software ABI Prism™ Auto Assembler (version 140, Applied
Biosystems).

Se obtuvo la secuencia del ARN ribosémico 18S (secuencia parcial), ITS1 (secuencia completa) y el gen del ARN
ribos6mico 5,8S (secuencia parcial) de la cepa de la invencion, cuya secuencia se identifica por la SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 2
Eficacia de la composicion de la invencion sobre cultivo de lechuga.

La especie vegetal estudiada fue Lactuca sativa L tipo "Romana”, una planta anual con un ciclo de crecimiento de 90
dias. La siembra se realiz6 por trasplante en el periodo de enero-marzo, en macetas de 75 cm x 15 cm x 15 cm de
tamafo, colocando tres plantulas por maceta. Los datos del analisis quimico del suelo usado en el ensayo se
muestran a continuacioén (Tabla 2)

Tabla 2. Caracteristicas principales del suelo usado en el ensayo

Elementos Contenidos
Materia orgéanica (%) 1,3
Nitrégeno total (%) 0,2
Relacién C:N 6,4
Carbonatos totales (%) 10,2
Piedra caliza activa (%) 2,6
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Elementos Contenidos
Fosfatos asimilables (ppm) | 231,2
Cloruros (mequiv./100 g) 0,09
Sulfatos (mequiv./100 g) 0,3

Hierro asimilable (ppm) 25,2
Cobre asimilable (ppm) 2,3
Manganeso asimilable 32,0
Zinc asimilable (ppm) 1,2

Se usaron tres especies de hongos formadores de micorrizas en este estudio: Glomus mosseae (Nicholson y
Gerdeman) Gerdeman y Trappe, Glomus intraradices (NC Schenck y GS Sm. 1982) y Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov.

El método para obtener los inoculantes consistia en la propagacion de las diferentes especies de Glomus en el
sustrato mineral de arcilla con la planta hospedadora perenne Lollium durante 5 meses. Al final del ciclo vital de la
especie vegetal, se homogeneizaron el sistema de raices y los propagulos de micorrizas, las esporas, el micelio y
las radiculas colonizadas y se aplicaron a la tasa de 2 gramos por planta.

La concentracion final de las cepas fue: Glomus mosseae: 45 esporas g y 123 mg de micelio extramatrical g,
Glomus intraradices: 166 esporas g y 200 mg de micelio extramatrical g y Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov., 200 esporas g y 430 mg de micelio extramatrical g (determinada por los métodos de Giovannetti et
Mosse, 1980; Herrera et al., 1986, respectivamente).

Se instalé un sistema de irrigacion y cada maceta se equipé con una tasa de goteo de 2 | h'! y un dispositivo para
homogeneizar el suministro de agua sobre la superficie completa del sustrato. Se estudiaron dos condiciones de
fertilizacion en este ensayo, 100 % y 50 % del total del fertilizante.

La fertilizacion consistia en una parte de un abono basico (500 kg/hal), usando un fertilizante comercial, cuya
composicion consistia en: 7 % de N total (5 % de N de amoniaco, 2 % de N ureico); 10 % de fésforo (4 % soluble en
agua); 6 % de potasio; 25 % de azufre y 2 % de magnesio, y por otra parte, durante todo el experimento, se aplicé
una solucion de fertirrigacion de pH 7,90, conductividad eléctrica 2106 mmhos/cm™, y sélidos solubles totales 0,93
g/I't, KNOs (15.000 g), Ca(NOs)2 (1.000 g), HsPO4 (508 g), HNO3z (452 g) dos veces a la semana. En el caso de los
tratamientos con 50 % de fertilizacién, estos recibieron la mitad del abono basico (250 kg/ha) y la mitad de los
nutrientes de la solucién de fertirrigacion a la misma frecuencia que las plantas regadas con el 100 % de la dosis. La
irrigacion se aplico igualmente en todos los tratamientos (3 veces por semana).

Se uso6 un disefio experimental que consistia en 8 tratamientos, 10 macetas por tratamiento y 3 plantas por maceta.
Los tratamientos estudiados fueron el tipo de cepa de hongo formador de micorriza y un control no tratado, frente a
dos dosis de fertilizante, 100 % y 50 %.

Los tratamientos estudiados fueron:

T1. Glomus mosseae (100 % de fertilizacion).

T2. Glomus intraradices (100 % de fertilizacion).

T3. Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. (100 % de fertilizacion).
T4. Control (100 % de fertilizacion).

T5. Glomus mosseae (50 % de fertilizacion).

T6. Glomus intraradices (50 % de fertilizacion).

T7. Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. (50 % de fertilizacion).
T8. Control (50 % de fertilizacion).

Se ha estimado la cantidad del hongo Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. presente en los tratamientos en
que el hongo se inoculé. Se produjeron entre 1 y 5 gramos de micelio-esporas de esta especie en 1 k de suelo, que
es un intervalo ente el 0,1 y el 0,5 %. Por otro lado, el sistema de raices en que se produjo, alcanzé el 10 % del peso
bruto (100 g). Las radiculas finas, que son las asociadas con el hongo formador de micorrizas y estas fueron de 40 g
por 1 kilogramo de suelo, es decir un 4 % del peso total. A partir de estas radiculas finas, solamente el 75 % tenia
propéagulos de micorrizas, por lo tanto, el porcentaje de micorrizas en un kilogramo de suelo fue equivalente al 3 %.

Se estudié el desarrollo de micorrizas analizando las raices de 5 plantas por tratamiento después de 75 dias de
aplicacion de tratamiento. Estas raices se lavaron con agua y se usé un método basado en tincién no vital con azul
de tripano para la deteccion. Este método permiti6 comparar la cantidad de biomasa fldngica viva en el sistema de
micorrizas. En todos los casos, las muestras se observaron en un microscopio Olympus (CX21).
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Se midié el micelio extramatrical estimando la cantidad de mg presentes en un area dada a partir de un factor de
correccion. También se detectd Glomalina facilmente extraible.

Se evaluo el peso fresco de las hojas (LFW), el peso seco de las hojas (LDW) y el peso fresco de las raices (RFW) y
el peso seco de las raices (RDW) en 90 dias desde el inicio de los tratamientos. Para este estudio se recogieron 5
plantas por tratamiento y se separaron en diferentes 6rganos y se pesaron en una balanza modelo Sartorius. Para el
peso seco las muestras se colocaron en un horno a 80 °C para un peso constante.

Se midieron los parametros de intercambio de gas (fotosintesis neta, An y conductancia estomatica, Gs) en 10
plantas por tratamiento, usando el sistema de fotosintesis portatil LICOR LI-6400 (LI-COR Inc., Lincoln, NE, EE. UU.
modelo LI- 6400). Todas las mediciones se realizaron al mediodia solar y dos veces durante el periodo de ensayo
(40 y 75 dias). Se determind la eficacia de uso de agua (WUE) por la relacién An/Gs.

Se midi6é la medicién de clorofila, en unidades SPAD, en 10 plantas dos veces (40 y 75 dias) mientras dur6 el
ensayo. Se determiné con un medidor portatil (medidor de clorofila SPAD-502, Konica Minolta). El aparato realizd
mediciones instantaneas y no destructivas, llamado indice relativo de clorofila (RCI, unidades SPAD), que indica un
valor de absorbancia del intervalo de longitud de onda maximo a 650 nm (rojo) emitido por las hojas, que es una
region de alta absorbancia debido a las moléculas de clorofila.

Los datos de contenido de iones en las hojas se obtuvieron por la técnica ICP-OES (Iris Intrepid Il XDL, OribaSci.) en
el servicio lonomics del CEBAS-CSIC, Murcia, en 75 dias desde el inicio del tratamiento.

Los iones medidos fueron:

- Macroelementos: Nitrégeno (N), Fosforo (P), Potasio (K) y Calcio (Ca)
- Elementos traza: Manganeso (Mn), Hierro (Fe) y Zinc (Zn)

La determinacién de iones se realizd sobre material seco y molido hasta alcanzar un tamafio de particula capaz de
pasar a través de un tamiz de 0,5 mm de didmetro de malla y se almaceno en recipientes de plastico hasta posterior
andlisis quimico.

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos en la evaluacién de la actividad de micorrizas de estas tres cepas en
estudio en presencia de dos dosis de fertilizantes. Un analisis rapido de los resultados muestra que en cualquiera de
las situaciones de fertilizaciéon usadas, los hongos formadores de micorrizas tienen mayor expresion en términos de
colonizaciéon de micorrizas, produccion de micelio y Glomalina, en comparaciéon con controles que, como tenian
suelo agricola natural, tienen hongos formadores de micorrizas, pero con valores generalmente inferiores en
presencia de las dosis de fertilizacion usadas.

En los analisis de parametros individuales, puede observarse que, para el caso de colonizacién de micorrizas
internas, los mayores niveles estan en las cepas de hongos formadores de micorrizas y dentro de estos la cepa de
Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., de un suelo salino con sodio, destaca significativamente alcanzando
los mayores niveles en las plantas tratadas con el 100 % de la dosis de fertilizante (78 %) aunque no es
significativamente diferente del equivalente del 50 % (70 %). Sin embargo, este comportamiento no se observé para
las otras dos cepas.

Tanto Glomus mosseae y Glomus intraradices alcanzaron su mayor presencia interna en presencia de dosis
inferiores de fertilizantes (43 y 53,7 %, respectivamente), pero frente a dosis mayores de fertilizacion, estos valores
cayeron hasta el 21,24 y 24,0 % respectivamente, muy cerca de los valores alcanzados por el control en estas
condiciones (Tabla 3).

Tabla 3. Micelio extramatrical (mg/kg), Colonizacién de micorrizas (%) y concentracion de Glomalina facilmente
extraible (mg/g* de suelo) en plantas de lechuga inoculadas con Glomus mosseae (G.m), Glomus intraradices (G.i)
y Glomus iranicum var tenuihypharum var. nov. (G. iranicum) y no tratadas (C) después de 75 dias en cultivo con
fertilizacion del 100 % vy el 50 %.

Micelio extramatrical (mg.kg- | Colonizacion de micorrizas | Glomalina  (mg.g! de
Ls) (%) suelo)

G.m 100 % 143,0+178e 21,25+x15d 133,0+2,1d

G.i 100 % 232,0+13,9d 24,0+6,7d 3233+16b

G.iranicum 100 | 850,0+19,9 a 78,7+1,63a 467,1+56a

%

C 100 % 122,2+139e 12,75+10e 90,10+7,7e

G.m 50 % 221,2+11,2d 43,0+£3,78 ¢ 209,7+45¢

G.i 50 % 3455+129c 53,75+1,0b 3450+7,7b
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Micelio extramatrical (mg.kg- | Colonizacion de micorrizas | Glomalina  (mg.g® de
1s) (%) suelo)

G.iranicum50% | 7659+112b 70,0+146a 4223 +£9,8a

C 50 % 1554 +159¢e 9,25+0,69e 100,6 + 9,9 de

Es x 10,23*** 6,83*** 8,4***

*** Indica el nivel de significancia de 0,001. Diferentes letras en las mismas columnas corresponden a valores
significativamente diferentes. De acuerdo con el ensayo de comparacién multiple de Ducan (P<0,05).

El micelio extramatrical mostr6 sorprendentemente diferencias extremas entre los tipos de especies de hongo en las
dos condiciones de fertilizacion estudiadas. De nuevo, la especie aislada de suelo salino con sodio (Glomus iranicum
var. tenuihypharum var. nov.), expreso los mayores niveles de micomasa ectofita, alcanzando valores de 850 mg/k
de suelo en presencia de la mayor dosis de fertilizante, en este caso significativamente diferente de la dosis mas
baja de fertilizante, 765,9 mg/k de suelo. Sin embargo, en comparacion con otros tratamientos, las diferencias fueron
muy significativas. En este caso, las cepas restantes tuvieron mayor rendimiento que los controles no tratados en
cualquiera de las situaciones, siendo la mejor combinacién significativamente diferente cuando las plantas tuvieron
un 50 % de fertilizacion quimica. Cuando las cepas se enfrentaron a la dosis mas alta tuvieron un desarrollo inferior
e incluso en el caso de Glomus mosseae desarrollaron bajos niveles de micelio, comparable con las cepas nativas,
que tuvieron un bajo rendimiento.

Este efecto también se observé en la produccion de Glomalina facilmente extraible del suelo. En este caso y como
consecuencia de la actividad de micorrizas ectdfitas, los mayores valores de Glomalina, que es una glucoproteina
insoluble secretada por el micelio extramatrical de hongos formadores de micorrizas, se alcanzaron en aquellos
tratamientos con mayor produccién de micelio, que consiste en casi un calco del comportamiento del micelio. De
nuevo, los mayores niveles se expresaron en presencia de la cepa Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.;
en este caso no hubo diferencias significativas entre las dosis de fertilizante usadas con 467,1 (100 %) y 422,3 (50
%) mg/g de suelo y fue la especie que excret6 mas proteina en el medio, seguida por las otras dos especies que, de
nuevo, expresaron su mayor potencial frente a dosis inferiores de fertilizante (50 %) con 345 mg/g de suelo para
Glomus intraradices y 209 mg/g de suelo para Glomus mosseae.

Este efecto encontrado en la actividad de micorrizas se mantuvo en la evolucion de las concentraciones de clorofila
y las mediciones de intercambio de gas realizadas en todo el cultivo.

La Tabla 4 y 5, muestran los resultados de la evolucidon de las mediciones de SPAD, fotosintesis neta (An),
conductancia estomatica (Gs) y eficacia en el uso de agua (W/Gs) a los 40 y 75 dias en los tratamientos inoculados
con diferentes cepas de hongos formadores de micorrizas y plantas no tratadas frente a las dosis del 50 % y 100 %
de fertilizacion quimica.

Tabla 4. SPAD, fotosintesis neta (An) (umol CO2 m? s1), conductancia estomatica (Gs) (mmol H20 m2 s) y eficacia
en el uso de agua (WUE, umol CO2 mmol* H20) en plantas de lechuga inoculadas y de control con 100 % y 50 % de
fertilizacion (40 dias).

Tratamientos SPAD An (umol CO2 m2 s1) Gs (mmol H20 m? s?) WUE (An/Gs
G. mosseae 100 % 252b 8,23 ¢ 121 a 68,01 c
G. intraradices 100 % 22,0d 8,12 ¢c 123 a 66,0 c

G. iranicum 100 % 31,1a 10,33 a 117 b 88,29 a
Control 100 % 22,2d 7,3d 120 a 60,83 d
G. mosseae 50 % 24,4 c 9,4b 119 a 78,99 b
G. intraradices 50 % 23,4c 9,21b 122 a 75,49 b
G. iranicum 50 % 26,3 b 10,66 a 119 b 89,57 a
Control 50 % 22,47d 7,34d 121 a 60,66 d
Es x 0,14*** 0,42*** 1,89*** 2,25**
*** |ndica el nivel de significancia de 0,001. Diferentes letras en la misma columna corresponden a valores
significativamente diferentes. De acuerdo con el ensayo de comparacién multiple de Ducan (P<0,05).

Igual que el comportamiento de micorrizas, se obtienen mayores valores SPAD en comparacién con los controles en
las variantes tratadas con diferentes especies de hongos de micorrizas 40 dias después de sembrar las lechugas. La
especie Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. tuvo un valor SPAD de 31, promovié mayores valores de
SPAD frente a la dosis mas alta de fertilizante en plantas tratadas, constituyendo la mayor produccion, seguida por
Glomus mosseae, con un valor SPAD de 25; sin embargo, en el caso de las plantas tratadas con Glomus
intraradices presentaron un comportamiento contrario, desarrollando mayores niveles SPAD frente a la dosis del 50
%. Sin embargo, este valor indica la concentracion indirecta de clorofila y también puede ser indicativa de mejor
nutricion de nitrégeno, pero como es una medicién indirecta, no es una variable que indique un funcionamiento
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particular, sino un indicador de la concentracion de luz emitida por la hoja y relacionado, a su vez, con los plastidos
presentes en células fotosintéticas, por tanto, su andlisis siempre debe correlacionarse con el intercambio de gas.

En los parametros restantes de intercambio de gas medidos, los valores de fotosintesis fueron siempre mayores en
el caso de las cepas de hongos formadores de micorrizas y las plantas tratadas con Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov., donde se consiguieron las mayores tasas de asimilacién de CO2 de 10,33 (100 %) y 10,66
(50 %) en cualquiera de las variantes y, a su vez, las tasas inferiores de conductancia estomatica de 117 (100 %) y
119 (50 %), que finalmente expresa los mayores niveles de uso eficaz del agua de 88,29 en el caso de fertilizacion
del 100 % y 89,27 frente al 50 %.

Estos valores aumentaron después de 75 dias de cultivo (Tabla 5), donde no solamente fueron los mayores de
nuevo, sino que tuvieron una actividad fotosintética mayor en términos absolutos a expensas de una baja
conductancia estomatica, derivada de un apropiado funcionamiento fisiolégico y un uso mucho mas eficaz del agua
del orden de 106,3 in el caso de fertilizacion del 100 % y 95,77 en el caso del 50 %.

Tabla 5. SPAD, fotosintesis neta (An) (umol CO2 m? s!), conductancia estomatica (Gs) (mmol H20 m2 s1) y eficacia
en el uso de agua (WUE, umol CO2 mmol* H20) en plantas de lechuga inoculadas y de control con 100 % y 50 % de
fertilizacion (75 dias).

Tratamientos SPAD An (umol CO2 m2 s1) Gs (mmol H20 m?s?) WUE (An/Gs
G. mosseae 100 % 20,2 b 9,39b 140 a 67,07d
G. intraradices 100 % 19,0c 9,23 b 140 a 65,09d
G. iranicum 100 % 28,1a 12,76 a 120 b 106,3 a
Control 100 % 19,1d 8,47c 125 a 67,76 d
G. mosseae 50 % 21,28 b 9,795 b 133 a 73,30 c
G. intraradices 50 % 20,41 c 9,39 b 132 a 71,14 c
G. iranicum 50 % 23,1b 11,78 a 123 b 95,77 b
Control 50 % 21,66 Cc 8,17¢c 125 a 65,36 d
Es x 0,25%** 0,815*** 2,4* 1,80***
*** |ndica el nivel de significancia de 0,001. Diferentes letras en la misma columna corresponden a valores
significativamente diferentes. De acuerdo con el ensayo de comparacién mdultiple de Ducan (P<0,05).

Las otras cepas fueron inferiores a Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. en cualquier condicién de
fertilizacién, y aunque tuvieron mayor actividad fotosintética a los 75 dias, con respecto a la evolucién previa, lo
hicieron a expensas de una conductividad estomatica aumentada, mediante lo cual alcanzaron un uso menos eficaz
de agua, en comparacién no solamente con la cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. sino también
con su propio comportamiento a los 40 dias, que puede relacionarse con una pérdida de la propia actividad de
micorrizas, como se ha apreciado previamente con una caida de la colonizacién de micorrizas frente a mayores
dosis de fertilizacion.

Aunque los tratamientos de control tuvieron un uso de agua generalmente menos eficaz a los 40 dias, este efecto
fue diferente al final del ciclo. En el caso de las plantas tratadas con un 50 % de fertilizacion, el tratamiento de
control estuvo por debajo de las plantas tratadas con hongos formadores de micorrizas, pero al 100 % de
fertilizacion, solo las plantas tratadas con Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. tuvieron un uso mas eficaz.
La eficacia del control alcanzé su maximo (67,76), sin diferencias significativas con las otras dos especies de hongos
de micorrizas arbusculares (AMF) (67,07 y 65,09), incluso en el caso de Glomus intraradices. Este valor es inferior
que el tratamiento de control, aunque no significativo, lo que demuestra un desajuste fotosintético posiblemente
derivado de una relacion simbiotica no adecuada para esta fase del cultivo.

Obviamente, este analisis de la actividad fisiolégica de las plantas evaluadas estd muy relacionado con la
productividad y los niveles nutritivos conseguidos en plantas tratadas con AMF. La Tabla 6 y 7, muestran los pesos
frescos y secos de las hojas y las raices, alcanzados en los diferentes tratamientos en la recoleccién, asi como los
elementos nutritivos a los 75 dias de cultivo.

El andlisis de la biomasa de hojas y raices muestra el efecto positivo de la aplicacion de AMF. Tanto en condiciones
de fertilidad maxima como en condiciones promedio, las cepas de hongos formadores de micorrizas produjeron
mayor biomasa respecto a sus equivalentes no tratados, pero de un modo diferente.

En el caso de la cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., siguiendo con este apropiado
funcionamiento de micorrizas y el potencial fisioldgico proporcionado a las plantas tratadas, se obtienen los mayores
niveles de biomasa tanto en una condicidbn como en la otra; sin embargo, alcanzé los mayores niveles con
fertilizacion maxima (Tabla 5).
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Tabla 6. Peso Fresco de las Hojas (g), Peso seco de las Hojas (g), Peso Fresco de las Raices (g) y Peso Seco de
las Raices (g) en plantas de lechuga inoculadas con Glomus mosseae (G.m), Glomus intraradices (G.i) y Glomus
iranicum var. tenuihypharum var. nov. (G. iranicum) y no tratadas (C) después de 90 dias en cultivo con 100 % y 50

% de fertilizacion.

. Peso fresco de las Peso seco de las Peso fresco de las Peso seco de las

Tratamientos . . . .

hojas (g) hojas (g) raices (9) raices (g)
5' mosseae 100 600,42 £33 b 918+15e 12228+16g 17+17c

0

G. intraradices 613,68 £ 4,6 b 10,71+2,3d 162,83 9,62 d 1,6+033c
100 %
G. iranicum 100 % 800,03 + 0,62 a 17,19+0,25a 232,13+5,43 a 2,89+0/44a
Control 100 % 678,26 +3,73 b 912+245e 179,51+321e 1,4+0,93d
G. mosseae 50 % 770,42 +1,61 ab 13,44+0,35¢C 171,7+3,74c 1,8+0,12¢c
0(2 intraradices 50| 64042+ 2,55 b 11,50 £1,19 ¢ 199,31 +4,74 b 20+045a
G. iranicum 50 % 782,50 +2,18 a 15,04+0,41b 203,13 +4,56 b 22+132D
Control 50 % 510,58 +1,58 c 869+12e 158,57 +1,66 f 1,3+1,41d
Es x 6,38*** 1,76%+* 32,7+ 0,6**
*** |ndica el nivel de significancia de 0,001. Diferentes letras en la misma columna corresponden a valores
significativamente diferentes. De acuerdo con el ensayo de comparaciéon mdultiple de Ducan (P<0,05).

Sin embargo, las cepas restantes obtuvieron su mayor potencial de desarrollo en los tratamientos fertilizados con 50
% del fertilizante, reduciendo su productividad segin se aumentaron los niveles de fertilizante en la solucién de
suelo. En el caso de los controles no tratados, se expresaron los mayores valores de biomasa en presencia de las
mayores dosis de fertilizantes.

El andlisis de concentraciones foliares de nutrientes observadas a los 75 dias de cultivo confirmd los resultados
obtenidos en las otras variables estudiadas (Tabla 6). En este caso, en la mayoria de los elementos se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos estudiados excepto los contenidos de Ky Zn en las hojas. De nuevo,
esta vez los mayores valores aparecieron en los tratamientos que alcanzaron el mayor desarrollo en la biomasa y
actividad fisiologica, poniendo de relieve las plantas tratadas con la especie Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov., en presencia de la mayor dosis de fertilizantes.

Es importante poner de relieve los valores de los elementos traza Fe (constituyente de la clorofila) y Mn (co-factor
enzimatico del proceso de fotosintesis y actividad de crecimiento en general) encontrados, muy relacionados con la
actividad fotosintética de las plantas. Su alta expresion en plantas tratadas con Glomus iranicum var. tenuihypharum
var. nov., significativamente diferente del resto de las plantas tratadas o no con AMF, indica no solamente una fuerte
respuesta a la absorcion de este elemento, sino también una necesidad de simbiosis para elevar sus
concentraciones en respuesta a una actividad fotosintética aumentada en general

Tabla 7. Concentraciones de algunos elementos nutritivos (ppm) en plantas de lechuga inoculadas con Glomus
mosseae (G.m), Glomus intraradices (G.i) y Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. (G.iranicum) y no tratadas
(C) después de 75 dias de cultivo con 100 % y 50 % de fertilizacién.

N (ppm) | P (ppm) | K(ppm) | Ca(ppm) | Mn (ppm) | Fe (ppm) | Zn (%)
G.m 100 % 22¢c 0,12¢c 59 23c 130,2 ¢ 322 b 23,4
G.i 100 % 21c 0,11d 5,9 24c 132,2c¢c 342 b 22,1
G.iranicum 100 % 29a 0,14 a 6,5 3,2a 167,4 a 750 a 34,2
C 100 % 24c 0,11d 5,8 29b 133,5¢ 389 b 30,2
G.m 50 % 2,5bc 0,11d 5,6 21c 125,2d 343 b 33
G.i 50 % 26b 0,13 a 5,7 21c 134,2c 332hb 32
G. iranicum 50 % 2,8a 0,13 a 5,6 24c 1469 b 688 a 36,4
C50 % 2,2¢C 0,11d 5,5 20c 122,3d 399 b 28,9
Es x 0,02** 0,03** 1,1ns 0,02** 8 g+ 11 2% 7,8n.s
** *** y nsindican el nivel de significancia de 0,05, 0,001, no significativo, respectivamente. Diferentes letras en la
misma columna corresponden a valores significativamente diferentes. De acuerdo con el ensayo de comparacion
multiple de Duncan (P <0,05).

El resto de los elementos siguieron la tendencia encontrada en las variables analizadas restantes, apareciendo los
mayores niveles de nutrientes en plantas tratadas con un 50 % de fertilizacién para cepas tratadas con las cepas de
Glomus intraradices y Glomus mosseae, pero cuando la fertilizacion fue mayor, estos valores se igualaron incluso
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con los tratamientos de control, indicando una baja eficacia sobre la absorcién de estos elementos en condiciones
de altas dosis de sales en la solucion de nutrientes.

La especie AMF Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov., previamente aislada de un ecosistema salino con
sodio con pH 8,4 y una alta concentracion de Ca y Mg mostré alta eficacia frente a altas concentraciones salinas en
la solucion de nutrientes, difiiendo no solamente de los controles donde se puede esperar una respuesta inferior
sino también en comparacion con otras especies de hongos formadores de micorriza que no eran solamente
inferiores, sino que su eficacia en las condiciones de fertilizacién al 100 % estaban disminuidas, incluso para algunas
variables, inferiores al control.

Lista de secuencias

<110> SYMBORG, S. L.

<120> Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. y su uso como bioestimulante
<160> 1

<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211>813

<212> ADN

<213> Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.

<220>

<221> fuente

<222>1..813

<223> /mol_tipo="ADN no asignado" /nota="18S (secuencia parcial)-ITS1 (secuencia completa)-5,8S (secuencia
parcial)" /organismo="Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov."
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<400> 1
cctgeggett atttgactca acacggggaa actcaccagg tccagacata gtaaggattg 60
acagattgag agctctttcet tgattctatg ggtggtggtg catggeccgtt cttagttggt 120
ggagtgattt gtctggttaa ttccgttaac gaacgagacc ttaacctgect aaatagctag 180
gcttaactte ggttaggtcg tcagettett agagggacta tcggtgttta accgatggaa 240
gtttgaggca ataacaggtc tgtgatgccc ttagatgttc tgggccgcac gcgcecgctaca 300
ctgatgaagt catcgagttc atttccttta tcggaagata tgggtaatct tttgaaactt 360
catcgtgctg gggatagagc tttgcaatta ttgctcttaa acgaggaatc cctagtaagce 420
acaagtcatc agcttgtgct gattacgtcc ctgcecctttg tacacaccge ccgtcegectac 480
taccgattga atggcttagt gaggccctecg gatcgacget cggagactgg caacagtttce 540
cgttegttga gaagttggtc aaacttggtc atttagagga agtaaaagtc gtaacaaggt 600
ttcegtaggt gaacctgegg aaggatcatt attgatttag cgaaccgage gttagcgagg 660
ttctgegate gecttatattt aaaacccact cttaacgtat aaaattttta ttaatgatga 720
aaaaaaatag atcactctat aaaatcggaa aacccgcectta aaatttttta tgtctttcga 780
atagataaaa aaaaatatca ctttcaacaa cgg 813
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. depositada en el nimero de depésito de BCCM 54871,
caracterizada por que comprende la secuencia identificada por la SEQ ID NO: 1.

2. Composicién caracterizada por que comprende una cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov.
depositada en el nimero de depdsito de BCCM 54871 que comprende la secuencia identificada por la SEQ ID NO: 1
y arcillas esmectiticas 2:1.

3. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por que dichas arcillas esmectiticas 2:1 son
dioctaédricas o trioctaédricas.

4. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por que dichas arcillas esmectiticas 2:1 se
seleccionan del grupo que consiste en sepiolita, atapulgita, nontronita y saponita.

5. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 o 3, caracterizada por que la concentracién de dicha
cepa de Glomus iranicum var. tenuihypharum var. nov. es entre el 0,05y el 4 % en peso.

6. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizada por que dicha concentracion es entre el 0,1y el 3
% en peso.

7. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, caracterizada por que la forma de
presentacién de dicha composicion es en polvo, concentrado emulsionable o granulos.

8. Composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, caracterizada por que dicha composicién
es un liquido, un sélido o un gel.

9. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, caracterizada por que comprende al
menos un fungicida, al menos un biofungicida, al menos un insecticida, al menos un bioinsecticida, al menos un
nematicida y/o al menos un bionematicida.

10. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizada por que dicho fungicida se selecciona del grupo
que consiste en Maneb, Mancozeb, Metalaxil-Ridomil, Miclobutanil, Olpisan, Propamocarb, Quintozeno,
Estreptomicina, Azufre, Tiofanato-metilo, Tiram, triforina, Vinclozolina, blanco de zinc, Zineb, Ziram, Banrot, cobre
fijado, Clorotalonil, Clorotalonil, Captan, Cloroneb, Ciproconazol, eteleno de zinc, bisditiocarbamato, Etridiazol,
Fenaminosulf, Fenarimol, Flutolanil, Folpet, Fosetil-AL e Iprodiona.

11. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 o 10, caracterizada por que dicho fungicida se
selecciona del grupo que consiste en Trichodermas sp, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus,
Bacillus amyloliquefaciens, Streptomyces sp, Coniothyrium minitans y Pythium oligandrum.

12. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada por que dicho insecticida
se selecciona del grupo que consiste en organofosfato, carbamato y neonicotinoide.

13. Composicidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada por que dicho
bioinsecticida se selecciona del grupo que consiste en Bacillus sp. Chromobacterium sp., Beauveria sp. y
Metarhizium sp.

14. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizada por que dicho nematicida
es organofosfato o carbamato.

15. Composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizada por que dicho
bionematicida es Pasteuria sp.

16. Método para obtener una composicion de acuerdo con las reivindicaciones 2 a 15, caracterizado por que
comprende:

(a) inoculacion por recubrimiento de una semilla de una planta hospedadora con la cepa de Glomus iranicum var.
tenuihypharum var. nov. depositada en el nimero de deposito de BCCM 54871,

(b) cultivo de dicha planta en ciclos de riego entre 7 y 10 dias sobre un sustrato de reproduccion que comprende
arcillas esmectiticas en un porcentaje por encima del 52 % del peso total de dicho sustrato,

(c) interrupcion de dicho riego durante un periodo igual o mayor de 20 dias,

(d) retirada de la parte aérea de la planta y retirada del sustrato y
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(e) molienda de dicho sustrato por debajo de 80 micrémetros a una temperatura de entre 25 y 30 °C para obtener
dicha composicion.

17. Uso de la composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 16 como bioestimulante.
18. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17, caracterizado por que dicha composicion se aplica a la planta
mediante tratamiento a las semillas, tratamiento a las raices, raices embebidas en una emulsion, adicién al agua de

irrigacion, irrigacién, aplicacion de polvo al sistema de raices o aplicacion de emulsion inyectada en el sistema de
raices.
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