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DESCRIPCION
Un procedimiento para aumentar la tolerancia a sequia en una planta

Se realiza la presente invencién con apoyo gubernamental bajo el contrato nimero DE-AC02-98CH10886, otorgado
por el Departamento de Energia de los Estados Unidos. El Gobierno tiene determinados derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

La presente invencién se refiere al uso de una especie novedosa de Enterobacter en relacién con el aumento de la
tolerancia y/o resistencia a sequia en una planta.

Se puede esperar que los cambios climaticos de la Tierra tengan un fuerte efecto sobre la productividad agricola.
Por ejemplo, se considera que en aumento de las emisiones de combustién de combustibles fdsiles han afectado el
clima de la Tierra, lo que ha hecho que sea mas deseable la producciéon de biocombustibles a partir de recursos
renovables. Otra forma en que se espera que el cambio climatico afecte la productividad agricola es la aumentar las
temperaturas y afectar los patrones de lluvia.

Aunque es deseable una mayor demanda de recursos agricolas en la produccion de materias primas para la
produccion de biocombustibles, esta mayor demanda se equilibra con un aumento simultaneo de la demanda de
alimentos para sustentar una poblacién mundial ain en crecimiento.

Por lo tanto, subsiste la necesidad de practicas sostenibles que se puedan utilizar para optimizar la producciéon de
alimentos y materias primas para biocombustibles. Dichas practicas aumentarian de forma 6ptima la productividad
general de las plantas de forma sostenible, aumentarian la tolerancia a la sequia en las plantas de tal manera que
los cultivos y materias primas puedan soportar las principales fluctuaciones en los patrones de lluvia y aumentar la
tolerancia a infecciones de patdgenos en las plantas.

Weyens et al. (Trends in Biotechnology, Elsevier Publications, Cambridge, GB, 27(10): 591-598 (2009) se refiere a
los efectos beneficiosos de las bacterias asociadas a plantas para aumentar la produccion de biomasa y mejorar las
medidas correctivas.

Taghavi et al. (Applied y Environmental Microbiology, American Society for Microbiology, US, 75(3): 748-757 (2009)
divulga la capacidad de las bacterias endofiticas para promover el crecimiento y el desarrollo de arboles populares.

Taghavi et al. (PLOS Genetics, 6(5)) identifica y caracteriza la secuencia de genomas de la bacteria endofitica que
promueve el crecimiento de la planta Enterobacter sp. 638.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a un procedimiento para aumentar la tolerancia a sequia en una planta. El
procedimiento incluye aplicar una composicion a la planta en una cantidad efectiva para aumentar la tolerancia a
enfermedades en la planta. La composicion incluye un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638.

En una realizacion preferida, el procedimiento comprende aplicar la composicion a una raiz, un brote, una hoja, y/o
una semilla de la planta.

En otra realizacién preferida, la planta es una angiosperma especialmente tomate, alamo, soja, maiz, pepino,
guisante, rabano, brécoli o espinaca.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un analisis filogenético 16S de la cepa de Enterobacter sp. 638.

La Figura 2 es una representacion circular del cromosoma de Enterobacter sp. 638. Los circulos muestran (desde el
exterior): la desviacion en porcentaje de GC (ventana de GC-GC media) en una ventana de 1000 bp, las CDS
predichas transcritas en la direccion horaria, las CDS predichas transcritas en la direcciéon contrahoraria, CDS en
direccion horaria y direccion contrahoraria en color de acuerdo con sus clases COG, la posicion de todas las
repeticiones palindrémicas, la posicion de las 100 repeticiones palindrémicas (CCCTCTCCCXX(X)GGGAGAGGG)
(SEQ ID NO: 1), asimetria GC (G+C/G-C) en una ventana de 1000 bp, y coordenadas en pares de kilo bases. Las
regiones sintéticas comparadas K12 de E. coli se muestran con genes exhibidos en naranja, mientras que los genes
exhibidos en purpura corresponden a una region no sintética. Las flechas indican funciones putativas de genes
ubicados en regiones que no estan en sintenia con K12 de E. coli (para detalles adicionales sobre el contenido de
genes para cada una de las regiones véase Tabla 1). Una region sinténica se define por un minimo de tres genes
consecutivos que estan presentes en una secuencia del genoma bacteriano, y que muestran una organizacion
genética similar a la de los mismos genes en otros genomas bacterianos.

La Figura 3 es una representacion circular del pENT638-1 de Enterobacter sp. 638. Los circulos muestran desde el
exterior: la subdivision del grupo pENT-01 de la funcién, anotacién de gen, la desviaciéon en porcentaje de GC
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(ventana de GC-GC media) en una ventana de 1000 bp, las CDS predichas (rojo) transcritas en la direccién horaria,
las CDS predichas (azul) transcritas en la direccion contrahoraria, asimetria GC (G+C/G-C) en una ventana de 1000
bp, elementos transponibles a partir de elementos IS (rosado) y pseudogenes (gris). Los sistemas de toxina/anti-
toxina T (TA) se muestran con un asterisco (*).

La Figura 4 representa los indices de crecimiento de esquejes de alamo inoculados con diferentes bacterias
endofiticas. Se determinan los indices de crecimiento 10 semanas después de la inoculacion y plantacion de los
esquejes en suelo arenoso. Por condicion, se utilizan siete plantas. Las plantas se cultivaron en el invernadero. Se
utilizaron plantas no inoculadas como referencias. Las barras indican errores estandar. Se calcularon los indices de
crecimiento como (Mt-M0)/MO después de 10 semanas de crecimiento de plantas inoculadas y no inoculadas. MO,
peso de la planta (g) en la semana 0; Mt, peso de la planta (g) después de 10 semanas. La significancia estadistica
del aumento de produccién de biomasa de plantas inpculadas, en comparacion con aquella de plantas de control no
inoculadas, se confirmé en el nivel de 5 % (**) utilizando la prueba de Dunnet.

La Figura 5 muestra los efectos de Enterobacter sp. 638 sobre la formacién de brote y raiz del alamo DN-34. Las
plantas se incubaron hidropénicamente en solucion de Hoagland a media concentracién en la ausencia (Control) o
presencia (638) de la cepa 638. Se presenta el desarrollo de raiz y brote después de 1 (A) y 10 (B) semanas.

La Figura 6 muestra el peso total de los tomates cosechados durante un periodo de crecimiento de 4 meses. Las
plantas inoculadas con Enterobacter sp. 638 uvieron un rendimiento mayor del 10 % en comparacién con plantas de
control no inoculadas.

La Figura 7 presenta una reduccion en el tiempo de floracion luego de la inoculacion de la planta de girasol
inoculada con Enterobacter sp. 638 en comparacion con plantas de girasol no inoculadas como controles.

La Figura 8 muestra una comparaciéon de cromatografos de extractos de Enterobacter sp. 638 que crecen en la
ausencia (cromatégrafo superior) o presencia (cromatégrafo inferior) de los extractos de planta. Observe la
produccion de Acetoina y 2,3-Butanodiol en la presencia de los extractos de planta. Este resultado se confirmé en un
medio definido que contenia sacarosa.

La Figura 9 muestra el porcentaje de genes de una clase de COG particular que depende de su localizacion
genética: cromosoma o plasmido pENT638-1. Leyenda de la clase Cog: D: Control de ciclo celular, division celular,
particionamiento de cromosoma; M Biogénesis de pared/membrana/envoltura de célula; N Motilidad celular; O
Modificacién postraduccional, recambio de proteinas, chaperones; T Mecanismos de transduccion de sefial; U
Trafico intracelular, secrecion, y transporte vesicular; V Mecanismos de defensa; W Estructuras extracelulares; J
Traduccion, estructura ribosémica y biogénesis; K Transcripcion; L Replicaciéon, recombinacion y reparacion; C
Produccion y conversion de energia; E Transporte y metabolismo de aminoacidos; F Transporte y metabolismo de
nucledtidos; G Transporte y metabolismo de carbohidratos; H Transporte y metabolismo de coenzimas; | Transporte
y metabolismo de lipidos; P Transporte y metabolismo de iones inorganicos; Q Biosintesis, transporte y catabolismo
de metabolitos secundarios; R Solo prediccion de funcién general; S Funcién desconocida.

La Figura 10 muestra la distribucién de las repeticiones palindrémicas sobre el cromosoma de Enterobacter sp. 638.
Los circulos exhiben (desde el exterior): las CDS predichas transcritas en la direccion horaria y contrahoraria, la
posicion de todas las repeticiones palindrémicas y de la repeticion palindromica “CCCTCTCCCXX(X)GGGAGAGGG”
(SEQ ID NO: 1) encontrada en el genoma de Enterobacter sp. 638, la desviacion en porcentaje de GC, sesgo de
GC. La Tabla en el lado muestra la variacion de secuencias de nucleétidos XX(X) y sus niumeros acumulativos.

La Figura 11 muestra en aumento de produccién de biomasa de tabaco cuando se inocula con Enterobacter sp. 638.
Para comparacion, se incluyen las plantas de control no inoculadas y las plantas inoculadas con Pseudomonas
putida W619. Para el tabaco, no solo las plantas inoculadas con Enterobacter sp. 638 mostraron el mayor aumento
de crecimiento, pero también un inicio mas temprano de floracién como se vio con el girasol.

Descripcion detallada de la invencién

Un depdsito bioldgico del Enterobacter sp. 638 se acuerdo con la invencion se realizé el 4 de marzo de 2011 con el
Depositario de Patentes ATCC, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110.

A. Cultivo de Enterobacter sp. 638

La Enterobacter sp. 638 es una cepa bacterial no fitopatogénica. La cepa de Enterobacter sp. 638 se aislé bajo
condiciones aerdbicas de las muestras de raiz y tallo esterilizadas en la superficie tomadas de arboles de alamo
hibrido H11-11 que se cultivaron en un suelo franco limoso con agua subterranea debajo de aquel que estaba
contaminada con tetracloruro de carbono o tricloroetileno.

La cepa de Enterobacter sp. 638 incluye un unico cromosoma circular de 4,518,712 bp con un contenido de G+C
total de 52,98 %, e incluye de forma estable un plasmido pENT638-1 de 157,749 bp, que tiene un contenido de G+C
total de 50,57 %. El plasmido pENT638-1 exhibe, con base en el contenido de GC, por lo menos cuatro regiones
distintas (Figura 3). El plasmido pENT638-1 se refiere a plasmidos F encontrados en otra Enterobacteriaceae. Los
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plasmidos de esta familia estan involucrados en la interaccion y virulencia del anfitrion, tal como el plasmido pFra del
microbio de la peste Yersinia pestis. Sin embargo, en pENT638-1, la isla de patogenicidad pFra se reemplaza por
una Unica isla genémica putativa de 23-kb (flanqueada por un gen integrasa y que tiene un contenido de GC que es
significativamente diferente que aquel del resto del plasmido).

Un “cultivo aislado” se refiere a un cultivo del microorganismo que no incluye otros materiales (i) que se encuentra
normalmente en el suelo en el que el microorganismo crece, y/o (ii) a partir del cual se aisla el microorganismo.
Adicionalmente, dicho cultivo puede ser un cultivo que no contiene ninguna otra especie biolégica, microorganismo,
y/o especie bacteriana en cantidades suficientes para interferir con la replicacion del cultivo o para ser detectados
por técnicas bacterioldgicas, de biologia molecular, y/o quimicas normales.

B. Inoculante para una planta

Se divulga un inoculante para una planta. El inoculante incluye un cultivo aislado del Enterobacter sp. 638 y un
medio biolégicamente aceptable. Los términos “inoculante microbiano” o “inoculante” se refieren a una preparacion
que incluye un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638.

Para facilitar el cultivo de Enterobacter sp. 638, el cultivo se puede diluir, por ejemplo, con un medio o portador
adecuado. Un “medio bioldgicamente aceptable” se refiere a un medio que no interfiere con la efectividad de la
actividad biolégica de Enterobacter sp. 638 y que no es téxico para Enterobacter sp. 638.

Los ejemplos de un medio biolégicamente aceptable incluyen un medio de sal minimo con gluconato y un medio rico
diluido (1/100 LB). El medio biolégicamente aceptable puede incluir fuentes de carbono, tales como los siguientes
compuestos de ejemplo: D-manitol, lactosa, sacarosa, arbutina, salicina, trehalosa, D-manosa, L-arabinosa, maltosa,
celobiosa, xilosa, gluconato y glucosa. Preferiblemente, el medio incluye glucosa, sacarosa, otros azucares
derivados de plantas, y/o extracto de alamo para provocar la induccién de fitohormonas promotoras del crecimiento
de plantas (acetoina, 2,3-butanodiol, véase Figura 8).

En una divulgacion, el inoculante adicional incluye un microorganismo que promueve el crecimiento de planta, que
incluye, por ejemplo, una bacteria endofitica, hongo, bacteria rizosfera y/o un hongo micorriza que promueven el
crecimiento de planta. Ejemplos especificos de microorganismos que promueven el crecimiento de planta incluyen,
pero no se limitan a miembros de los géneros Actinobacter, Alcaligenes, Bacillus, Burkholderia, Buttiauxella,
Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera, Pseudomonas, Rahnella, Ralstonia, Rhizobium, Serratia, y Stenotrophomonas.

C. Procedimiento para aumentar el crecimiento

En otra divulgacion, se presenta un procedimiento para aumentar el crecimiento en una planta. El procedimiento
incluye aplicar una cantidad efectiva de una composicion que incluye un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638 a la
planta.

Una “planta” como se utiliza aqui se refiere a cualquier tipo de planta, tal como un arbol, arbusto, flor, hierba, vid, o
césped. El término “planta” también se refiere a cualquier parte de la planta, por ejemplo, a una planta entera, una
parte de planta, una célula vegetal, o un grupo de células vegetales, tales como tejido vegetal, o progenie de las
mismas. Las plantulas también se incluyen dentro del significado de “planta”. Las plantas incluyen, por ejemplo,
gimnospermas y angiospermas, tanto en monocotiledéneas como dicotileddneas, y arboles.

Ejemplos de angiospermas monocotiledéneas incluyen, pero no se limitan a, esparrago, maiz de campo y dulce,
cebada, trigo, arroz, sorgo, cebolla, mijo perla, centeno y avena y otros granos de cereales, cafa de azulcar, hierba
de elefante, pasto aguja y miscantus.

Ejemplos de angiospermas dicotiledoneas incluyen, pero no se limitan a tomate, tabaco, algodén, colza, habas, soja,
pimientos, lechugas, guisantes, alfalfa, trébol, cultivos de col o Brassica oleracea (por ejemplo, col, brécoli, coliflor,
coles de Bruselas), rabano, zanahoria, remolacha, berenjena, espinacas, pepino, calabaza, melén, melén cantalupo,
girasol y diversas plantas ornamentales. En una divulgacion preferida, planta es tomate. En otra divulgacion
preferida, la planta es girasol. En aun otra divulgacion preferida, la planta es tabaco.

Ejemplos de especies lefiosas de plantas incluyen alamo, pino, secoya, cedro, roble, etc. Las especies de arboles
incluyen adicionalmente, por ejemplo, abeto, pino, picea, alerce, cedro, cicuta, acacia, aliso, alamo, haya, abedul,
liquidambar, sicomoro, alamo, sauce, y similares. En una divulgacion preferida, la planta es un alamo.

Como se utiliza aqui, el término “aumentar” crecimiento se refiere a un aumento en una caracteristica de crecimiento
de una planta tratada con un procedimiento o una composicién divulgada, en la que el aumento de la caracteristica
de crecimiento es mayor que el crecimiento de una planta de control correspondiente cuando se cultivan bajo
condiciones idénticas sin la aplicacion del procedimiento o composicion divulgada. Una planta de control
“correspondiente” se refiere a una planta de tipo silvestre que es del mismo tipo o especie como la planta tratada con
un procedimiento o una composicién divulgada.
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El aumento en el crecimiento puede ser un aumento en el crecimiento de una parte particular de la planta, tal como
raices, brotes, hojas, flores, frutos, y/o semillas, o el crecimiento se puede distribuir a través de toda la planta. Los
medios para medir el crecimiento son conocidos en la técnica.

El aumento del crecimiento puede incluir, por ejemplo, un aumento en por lo menos una, o una combinacion de, las
siguientes caracteristicas en la planta y/o una parte de la planta: altura, anchura, masa, una acumulacién de carbono
radiactivo, un aumento de peso seco, un aumento en el peso fresco y/o un aumento en la tasa de dichos aumentos
durante un periodo de tiempo especifico.

El aumento de crecimiento también puede incluir, por ejemplo, un aumento en la cantidad de fruto producido, una
disminucion en el tiempo de floracién, y/o un aumento en la masa de las partes vegetativas que sirven a un propdsito
util, tales como raices o tubérculos de plantas en las que estas partes son una fuente de alimento.

El aumento en el crecimiento puede ser un aumento que es 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20 (0 mas) - veces mayor en
comparacion con el crecimiento de una planta de control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin la
aplicacion del procedimiento o composicion divulgada. Por ejemplo, una planta que tiene un mayor crecimiento en
comparacion con la planta de control puede tener 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % 70 %, 75 %, 80
%, 90 %, 100 % o mas crecimiento que la planta de control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin
la aplicacion del procedimiento o composicion divulgada.

D. Procedimiento para aumentar la biomasa

Se divulga adicionalmente un procedimiento para aumentar la biomasa en una planta. El procedimiento incluye
aplicar una cantidad efectiva de una composicion que incluye un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638 a la planta.

El término “biomasa” se refiere al peso seco o peso fresco de la planta. La biomasa incluye, por ejemplo, todas las
partes de la planta a menos que se estipule lo contrario, tales como en referencia a biomasa de brote (todas las
partes de la planta por encima del suelo), biomasa de hoja, y biomasa de raiz. El término “peso seco” se refiere al
peso de una planta que se ha secado para eliminar la mayoria del agua celular. El término “peso fresco” se refiere al
peso de una planta que no se ha secado para eliminar la mayor parte del agua celular. Los medios para medir la
biomasa se conocen en la técnica.

El término “aumentar la biomasa” se refiere a un aumento en la biomasa de una planta tratada con un procedimiento
0 una composicion divulgada, en la que el aumento de la biomasa es una cantidad mayor que la cantidad de
biomasa en una planta de control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin la aplicacion del
procedimiento o composicién divulgada.

El aumento en la biomasa puede ser un aumento que es 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20 (o mas) veces mayor en comparacion
con la biomasa de una planta de control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin la aplicacion del
procedimiento o composicion de la invencion. Por ejemplo, una planta que tiene un aumento de biomasa en
comparacion con la planta tipo silvestre puede tener 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % 70 %, 75 %,
80 %, 90 %, 100 % o mas biomasa que la planta de control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin
la aplicacion del procedimiento o composicién de la invencion.

E. Procedimiento para aumentar tolerancia y/o resistencia a enfermedades

Sin embargo, se divulga adicionalmente un procedimiento para aumentar la tolerancia y/o resistencia a enfermedad
en una planta. El procedimiento incluye aplicar una cantidad efectiva de una composicién que incluye un cultivo
aislado de Enterobacter sp. 638 a la planta. Aunque no se limita a ninguna teoria en particular, la Enterobacter sp.
638 puede aumentar la tolerancia y/o resistencia a enfermedad en una planta debido a una produccioén de acetoina y
2,3-butanodiol por la Enterobacter sp. 638, o debido a una produccién de los compuestos antimicrobianos 2-
feniletanol y 4-hidroxibenzoato, o a través de la competicion directa por los nutrientes esenciales a través de la
sintesis de enterobactina de sideroforo, y/o a través de la absorcion de complejos de sideréforos de hierro
producidos de forma heteréloga por Enterobacter sp. 638.

El término “tolerancia a enfermedad” se refiere a la capacidad de una planta para soportar o resistir una enfermedad
mientras que se mantiene la capacidad de funcionamiento y produccioén a pesar de la enfermedad. Una enfermedad
incluye, por ejemplo, la presencia de una patologia que afecta adversamente la viabilidad de una planta, tal como,
por ejemplo, una infeccién por un patégeno (por ejemplo, un hongo, virus, o bacterias) en y/o sobre la planta.

El término “resistencia a enfermedad” se refiere a la capacidad de una planta para desarrollar un menor nimero de
sintomas de la enfermedad luego de exposicion a una enfermedad de la planta de control correspondiente que no
presenta resistencia a enfermedad cuando se cultivan bajo condiciones y enfermedades idénticas. La resistencia a
enfermedad incluye la resistencia completa a la enfermedad y/o diversos grados de resistencia que se manifiestan
como disminucion de los sintomas, mayor supervivencia, u otros parametros de enfermedad, tales como mayor
rendimiento, aumento del crecimiento, aumento de la biomasa, maduracién acelerada del fruto, etc. Una enfermedad
puede ser, por ejemplo, una infeccién por hongos tales como Septoria, Melampsora, o septotina, una infeccion por
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virus tal como el virus del mosaico del alamo, y/o una infeccidn bacteriana, tal como una infeccién de Agrobacterium,
Rickettsia, o Corynebacterium.

El término “aumentar” tolerancia y/o resistencia a la enfermedad se refiere a un aumento de la tolerancia y/o
resistencia de una planta enferma tratada con un procedimiento o composicion divulgada, en la que la tolerancia y/o
resistencia a enfermedad es mayor que tolerancia y/o resistencia a enfermedad en una planta de control
correspondiente que se cultiva bajo condiciones y enfermedades idénticas.

El aumento de tolerancia y/o resistencia a enfermedad puede ser un aumento que es 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20 (0 mas)
veces mayor en comparacion con la tolerancia y/o resistencia de una planta de control correspondiente que crece
bajo exposicién a condiciones y enfermedad idénticas. Por ejemplo, una planta que tiene aumento de tolerancia y/o
resistencia a enfermedad en comparacién con la planta tipo silvestre puede tener 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40
%, 50 %, 60 % 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 100 % o mas tolerancia y/o resistencia a enfermedad que la planta de
control correspondiente que crece bajo condiciones idénticas sin aplicacion del procedimiento o composicion
divulgada.

Los procedimientos para evaluar la tolerancia y/o resistencia a las enfermedades se conocen en la técnica. Por
ejemplo, dichos procedimientos pueden incluir observaciones y valoraciones de manifestaciones fisicas de los
sintomas de la enfermedad, pérdida del vigor de la planta, o muerte, y activacion de genes de respuesta a
enfermedad especificos, en comparacién con una planta de control.

F. Procedimiento para aumentar la Productividad de frutos y/o semillas

Incluso se divulga adicionalmente un procedimiento para aumentar la productividad de frutos y/o semillas en una
planta. El procedimiento incluye aplicar una cantidad efectiva de una composiciéon que incluye un cultivo aislado de
Enterobacter sp. 638 a la planta.

“Aumento de la productividad” se refiere al aumento de la masa o cantidad de frutos y/o semillas producidas por una
planta tratada con un procedimiento o una composicion divulgada, en la que el aumento de la productividad es una
cantidad mayor que la cantidad de la productividad en una planta de control correspondiente cuando se cultivan bajo
condiciones idénticas sin la aplicacion del procedimiento o composicion divulgada.

Los procedimientos para evaluar el aumento en la productividad puede incluir, por ejemplo, determinar la cantidad
de frutos producidos por la planta, el peso de los frutos individuales producidos por la planta, el tiempo de floraciéon
en la planta, el tiempo de maduraciéon de fruto en la planta, y/o la cantidad de semillas producidas por un fruto o flor
individual de la planta.

La productividad se aumenta en una planta si, por ejemplo, se aumenta la cantidad de frutos producidos por la
planta, se aumenta el peso de los frutos individuales producidos por la planta, se reduce el tiempo de floracién de la
planta, se reduce el tiempo para maduracioén del fruto de la planta, y/o se aumenta el nimero de semillas producidas
por un fruto o una flor de la planta individual cuando se compara con una planta de control correspondiente cuando
se cultiva bajo condiciones idénticas sin la aplicacion del procedimiento o composicién divulgada.

El aumento o reduccién en la productividad puede ser un aumento o reduccion respectiva que es 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20
(o mas) veces mayor o menor que la productividad de una planta de control correspondiente que crece bajo
condiciones idénticas sin aplicacién del procedimiento o composicion divulgada. Por ejemplo, una planta que tiene
aumento de productividad en comparacién con la planta control puede tener 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 % 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 100 % o mas productividad que la planta de control correspondiente que crece
bajo condiciones idénticas sin aplicacion del procedimiento o composicion divulgada.

G. Procedimiento para aumentar tolerancia y/o resistencia a sequia

La invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la tolerancia y/o resistencia a sequia en una planta. El
procedimiento incluye tratar la planta con una composicion que incluye un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638.
Aunque no se limita a ninguna teoria particular, la Enterobacter sp. 638 puede aumentar la tolerancia y/o resistencia
a sequia en una planta debido a una produccion de acetoina y 2,3-butanodiol por la Enterobacter sp. 638.

El término “tolerancia a la sequia” se refiere a la capacidad de una planta para soportar o resistir las condiciones de
sequia. “Sequia” se refiere a una condicién en la que una planta se somete a estrés osmético o potencial reducido
de agua. Por ejemplo, la sequia puede ser provocada por la falta de agua disponible por un periodo de tiempo. Las
condiciones de sequia se pueden evaluar al comparar la cantidad de agua requerida para el crecimiento o la
maduracion de una planta con la cantidad de agua disponible para la planta. Las condiciones de sequia pueden ser
provocadas, por ejemplo, por falta de lluvia o riego, en relacion con la cantidad de agua utilizada internamente o
transpirada por una planta.

El término “resistencia a la sequia” se refiere a la capacidad de una planta para desarrollar menos sintomas de
estrés hidrico (por ejemplo, una menor productividad, pérdida de hojas, muerte) que la planta de control
correspondiente cuando se cultiva bajo condiciones idénticas a estrés hidrico. La resistencia a la sequia incluye
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resistencia completa a los efectos de la sequia (sin pérdida de productividad) o diversos grados de resistencia
manifestados como disminucién de los sintomas o una supervivencia mas larga.

Se puede utilizar la evaluacion fenotipica de los sintomas para determinar si, y en qué medida, una planta esta
sufriendo de sequia. Por ejemplo, la tolerancia y/o resistencia a la sequia se puede evaluar al observar y calificar el
marchitamiento, detencion del crecimiento, muerte, productividad, pérdida de hojas (por ejemplo, laminacion de la
hoja, distorsion de la hoja, caida de hojas, quema de hoja), muerte regresiva de tallos o ramas, eficiencia
fotosintética, floracion, y nivel de rendimiento en una planta. Adicionalmente, la tolerancia y/o resistencia a la sequia
de una planta se puede determinar, por ejemplo, mediante ensayos basados en acidos nucleicos o bioquimicos para
medir la expresion o activacion de genes de respuesta especificos en la planta.

La tolerancia y/o resistencia a la sequia se aumenta en una planta si la planta demuestra menos sintomas graves de
estrés provocado por la sequia. Por ejemplo, la tolerancia y/o resistencia a la sequia se aumenta si se reduce el
marchitamiento, detencion del crecimiento, muerte, pérdida de hojas (por ejemplo, laminaciéon de hoja, distorsion de
hoja, caida de hojas, quema de hoja), y/o o muerte regresiva de tallos o ramitas cuando se compara con una planta
de control correspondiente cuando se cultiva bajo condiciones idénticas sin la aplicacion del procedimiento o
composicion de la invencion. Otros ejemplos de una mayor tolerancia y/o resistencia a la sequia incluyen un
aumento en la productividad, vigor de la planta, eficiencia fotosintética, floracion, y/o nivel de rendimiento en una
planta en comparacion con una planta de control correspondiente cuando se cultiva bajo condiciones idénticas sin la
aplicacion del procedimiento o composicion de la invencion.

De acuerdo con lo anterior, el término “aumentar” la tolerancia y/o resistencia a sequia se refiere a un aumento en la
tolerancia y/o resistencia a sequia de una planta impactada tratada con un procedimiento o composicioén de la
invencion, en la que la tolerancia y/o resistencia es mayor que la tolerancia y/o resistencia a sequia en una planta de
control correspondiente que crece bajo condiciones y estrés hidrico idénticos.

El aumento de tolerancia y/o resistencia a sequia puede ser un aumento que es 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20 (o mas) veces
mayor en comparacion con la tolerancia y/o resistencia de una planta de control correspondiente que crece bajo
condiciones idénticas y estrés hidrico. Por ejemplo, una planta que tiene aumento de tolerancia y/o resistencia a
sequia en comparacion con la planta control puede tener 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % 70 %, 75
%, 80 %, 90 %, 100 % o mas tolerancia y/o resistencia a sequia que la planta de control correspondiente que crece
bajo condiciones idénticas sin aplicacion del procedimiento o composicién de la invencion.

H. Procedimientos generales

Se puede utilizar cualquier procedimiento para aplicar una composicidon a una planta en el procedimiento de la
presente invencion. Los procedimientos para aplicar una composicion sobre y/o en una planta se conocen en la
técnica. En una divulgacion, la composicion se puede inocular en el suelo con la planta. En otra realizacion, la
composicion de la invenciéon se puede introducir en las raices de las plantas a través del crecimiento en un medio
hidropénico o rociar sobre las hojas de una planta.

La composicion de la invencion se puede aplicar a cualquier parte de la planta, incluyendo las semillas a través del
uso de un mecanismo de recubrimiento o aglutinante adecuado. La composicion de la invencion se puede aplicar en
las plantas antes de la siembra o se introduce en los surcos para las plantas durante la siembra. Como otro ejemplo,
la composicion de la invencion se puede aplicar a las raices de la planta. La composicion de la invencion se puede
preparar con o sin un portador y vender como un inoculante independiente que se inserta directamente en los surcos
en el que se siembran las plantas.

De acuerdo con el procedimiento de la invencién, una cantidad efectiva de la composiciéon de la invencion es esa
cantidad suficiente para establecer suficiente crecimiento bacteriano de tal manera que el resultado deseado se
consigue en la planta tratada. Una cantidad efectiva de la composiciéon de la invencion se puede determinar por
medios conocidos en la técnica para una especie vegetal particular. Por ejemplo, la inoculacién con la composicion
de la invencion se puede llevar a cabo en el cultivo hidropénico durante seis dias, y la suspension bacteriana se
puede renovar después de tres dias luego de inoculacion.

En una realizacion, la cantidad efectiva puede, por ejemplo, ser cualquier cantidad desde aproximadamente 10’
hasta aproximadamente 102 células por planta. En otra realizacion, la cantidad efectiva es una concentracion celular
desde aproximadamente 10° hasta aproximadamente 10'© CFU/ml de indculo, mas preferiblemente desde
aproximadamente 10° hasta 108 CFU/ml, y aun mas preferiblemente aproximadamente 108 CFU/ml. En todavia otra
realizacion, la composicion de la invencion se puede mezclar con el suelo en una cantidad desde aproximadamente
105 hasta 10"° células por gramo de suelo.

Ejemplos
Ejemplo 1: Aislamiento y caracterizacion de Enterobacter sp. 638

Se recolectaron muestras de raiz y brote del arbol de alamo H11-11 hibrido de 10 afios de edad (Populus
trichocarpa _P. delfoides) que habia estado creciendo en presencia de tetracloruro de carbono (12 ppm de forma
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homogénea) durante 8 afios en un sitio experimental en el estado de Washington. Adicionalmente, se recogio
material de sauce nativo (Salix gooddingii) de 5 afios de edad, las plantas nativas habian estado creciendo en
presencia de tricloroetileno (18 ppm) y tetracloruro de carbono (12 ppm) durante 5 afios. Se retiraron los esquejes de
las plantas con maquinas de cortar que se lavaron con etanol entre los cortes y se colocaron en frascos de analisis
organicos volatiles enjuagados con acetona que se colocaron en hielo para su envio desde el campo. Las raices y
brotes se trataron por separado. Las muestras de raices y brotes frescas se lavaron vigorosamente en agua
destilada durante 5 min, la superficie se esterilizé6 durante 5 min en una solucién que contenia 1 % (peso/vol) de
cloruro activo (agregado como una solucién de hipoclorito de sodio [NaOCI)) suplementada con 1 gota de Tween 80
por 100 ml de solucién, y se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril. Una muestra de 100 ul del agua del
tercer enjuague se sembré en medio 869 (25) para verificar la eficiencia de la esterilizacion. Después de la
esterilizacion, las raices y los brotes se maceraron en 10 ml de MgSO,4 10 mM utilizando un mezclador Polytron
PT1200 (Kinematica AB). Se hicieron diluciones en serie, y las muestras de 100 pl se colocaron en placas en medios
no selectivos con el fin de probar la presencia de los endofitos y sus caracteristicas.

Se aislé Enterobacter sp. 638 bajo condiciones aerobias a partir de muestras de raiz y tallo esterilizadas en
superficie tomadas de arbol de alamo H11-11 hibrido y sauce nativo (Salix gooddingii) que se hicieron crecer en un
suelo franco limoso con aguas subterraneas por debajo de estos que estaba contaminada con tetracloruro de
carbono o tricloroetileno y tetracloruro de carbono, respectivamente. Su ADN gendmico total se extrajo y se utilizé
para amplificar el gen rARN 16. Los genes rARN 16S se amplificaron mediante PCR utilizando el grupo de
cebadores 26F-1392R estandar (Amann, 1995)

Ejemplo 2: Cribado de bacterias endofiticas para propiedades que promueven el crecimiento de plantas en
alamo.

Se prepararon los inéculos (cultivo de 250 ml) al hacer crecer bacterias endofiticas en un medio 869 en
concentracion de 1/10 (25) a 30°C sobre un agitador rotatorio hasta que se alcanzo una concentracion celular de 10°
CFU/ml (densidad o6ptica a 660 nm [DO660) de 1]. Las células se recolectaron mediante centrifugacion, se lavaron
dos veces en MgSO4 10 mM, y se suspendieron en 1/10 del volumen original (en MgSO4 10 mM) para obtener un
indculo con una concentracion celular de 10" CFU/ml. Por cepa microbiana probada, se pesaron siete esquejes de
alamo (Populus deltoides x P. nigra) DN-34 de aproximadamente 30 cm y se colocaron en un vaso de precipitados
de 1 litro que contenia 0,5 litros de una solucién nutritiva de Hoagland estéril de resistencia media (5), que se
refresca cada 3 dias. Se permitieron esquejes en la raiz durante aproximadamente 4 semanas hasta que comenzo
la formacion de raices. Posteriormente, se agregé un inéculo bacteriano a cada frasco a una concentracion final de
108 CFU/ml en solucion de Hoagland de fuerza media. Después de 3 dias de incubacion, los esquejes se pesaron y
se plantaron en suelo arenoso no estéril y se colocaron en el invernadero con una temperatura constante de 22°C y
ciclo de 10 h de luz-14 h de oscuridad con radiacién activa fotosintética de 165 mmol/m25. Después de 10 semanas,
se recolectaron las plantas, y se determinaron su biomasa total, su aumento de la biomasa, y la biomasa de
diferentes tejidos de la planta. También se recogieron datos de las plantas de control no inoculadas. Se calcularon
los indices de crecimiento como (Mt-M0)/MO después de 10 semanas de crecimiento en presencia o ausencia de
indculo endofitico, donde MO es el peso de la planta (g) en la semana 0 y Mt es el peso de la planta (g) después de
10 semanas. El significado estadistico de los resultados se confirmé en el nivel de 5 % mediante la prueba de
Dunnett. Para determinar los efectos de las bacterias endofiticas en el enraizamiento de alamo DN-34, los esquejes
se trataron como se describié anteriormente, excepto que se agregé el indculo endofitico desde el dia 1.

Se probd la Enterobacter sp. 638 aislada de alamo para determinar su capacidad para mejorar el crecimiento de sus
plantas anfitrionas, junto con otras gammaproteobacterias endofiticas encontradas en alamos. Burkholderia Bu72
cepacia, un endofito originalmente aislado de altramuz amarillo que se encontré tenia efectos que promueven el
crecimiento de plantas en los arboles de alamo, y Cupriavidus metallidurans CH34 (también denominada como
Ralstonia metallidurans CH34), una bacteria tipica del suelo sin efectos que promueven el crecimiento de las plantas
conocidos se incluyé como controles positivos y negativos, respectivamente. Adicionalmente, se utilizaron esquejes
no inoculados como controles.

Después de la formacion de raices en condiciones hidroponicas y posterior inoculacion de endofitos, los esquejes de
alamo DN-34 se plantaron en un suelo arenoso marginal y se dejaron crecer durante 10 semanas, después de lo
cual se recolectaron las plantas y se determinaron sus biomasas. Después de 10 semanas de crecimiento, los
alamos inoculados con M. populi BJOO1 tenian menos nueva biomasa que los controles (Figura 4) (P <0,05). Los
esquejes de alamo inoculados con Enterobacter sp. 638 (P = 0,018) y B. cepacia BU72 (P = 0,042) mostraron
estadisticamente mejor crecimiento que las plantas de control (Figura 4), como se refleja en sus indices de
crecimiento. Los efectos que promueven el crecimiento de plantas de Enterobacter sp. 638 y B. cepacia BU72 fueron
reproducibles en experimentos realizados independientemente.

Bajo las condiciones de invernadero probadas, no se encontraron diferencias en los indices de crecimiento entre
aquellos de las plantas no inoculadas de control y aquellos de las plantas inoculadas con S. maltophilia R551-3, P.
putida W619, y S. proteamaculans 568; su crecimiento fue comparable con aquel observado para plantas inoculadas
con C. metallidurans CH34. También, las plantas de control y las plantas inoculadas con las bacterias enddfitas
parecian sanas, a excepcion de las plantas inoculadas con M. populi BJOO1, que mostraron signos de estrés, que
incluyen clorosis de las hojas.
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Ejemplo 3: Cribado de bacterias endofiticas para propiedades promotoras de crecimiento de plantas en el
tabaco.

Dado que las especies de Nicotiana se utilizan en el laboratorio como modelos de plantas grandes para estudios de
transformacion y metabolitos, seria util ser capaz de utilizar dicha planta para el estudio, incluso si no es util para
aplicaciones de campo. Las plantulas de Nicotiana Xanthi se iniciaron en medio de crecimiento sin suelo, y después
del desarrollo de las hojas primarias, se transfirieron a soluciones hidropdnicas. Después de una semana, las
plantas se colocaron en soluciones con 108 CFU de Enterobacter sp. 638. Después de 3 dias, se refrescaron los
inoculos, y después de un periodo adicional de tres dias, las plantas se colocaron en macetas en el invernadero.

Se monitorizé el crecimiento de las plantas semanalmente y se registré el tiempo hasta el inicio de la floracién. Las
plantas alcanzaron tamafio completo mas rapidamente que las plantas no inoculadas, y la mayoria de las plantas
estaban en flor un mes antes de que el mismo nimero de plantas no inoculadas estuvieran en flor.

Ejemplo 4: Efectos de bacterias endofiticas sobre el desarrollo de la raiz del alamo

Para probar adicionalmente los efectos de bacterias endofiticas sobre el desarrollo de la raiz, se realizaron
experimentos de enraizamiento en presencia y ausencia de los derivados marcados con gfp de Enterobacter sp.
638. La formacion de raiz era muy lenta para las plantas no inoculadas. Por el contrario, para los esquejes que se
permitieron en la raiz en la presencia de los enddfitos seleccionados, la formacién de raices se inicié dentro de 1
semana, y la formacién de brotes fue mas pronunciada en comparacion con aquella de las plantas no inoculadas
(Figura 5A). Después de 10 semanas, la formacion de raices para los controles no inoculados era todavia pobre; sin
embargo, en las plantas inoculadas con Enterobacter sp. 638, las raices y brotes estaban bien desarrollados (Figura
5B). La microscopia de fluorescencia se utiliza para visualizar la colonizacién interna de las raices de las plantas por
las cepas marcadas con gfp, lo que confirma su comportamiento enddfito. La formacion de microcolonias sobre la
superficie de la raiz, como se observa para P. putida W619, estaba ausente sobre las plantas inoculadas con
Enterobacter sp. 638, donde solo se observd colonizacion interna. No se detecto la expresion de gfp para las raices
de las plantas de control no inoculadas.

Ejemplo 5: Efecto de la bacteria endéfita sobre fructificacion y productividad de floracion

Para probar el efecto de las bacterias endofiticas de masa de produccion de frutos, semillas de tomate (variedad
tradicional Brandywine, Park Seed) se inici6 en una matriz de perlita/agua, y luego se transfiri6 a una solucion
hidropénica de solucion de Hoagland de 1/2 resistencia. Cuando las plantas tenian aproximadamente 3 pulgadas de
altura, se transfirieron a soluciones que contenian 108 CFU por mL de bacterias endofiticas como se describio
anteriormente. Tres dias después de inoculacion, las plantulas se plantaron en el invernadero en ProMix, una
mezcla comercial para macetas. Las fechas de la primera produccion de frutos y la masa total de los tomates se
registraron durante tres meses. Las plantas de tomate inoculadas con Enterobacter 638 tuvieron un aumento de 10
% en la productividad del fruto sobre las plantas no inoculadas. Las plantas no inoculadas produjeron 82 frutos con
una masa total de 22,374 kg, mientras que las plantas inoculadas produjeron 90 frutos con una masa combinada de
24,909 kg (Figura 6).

Las plantulas de girasol (Mammoth, Park Seed) se iniciaron utilizando el procedimiento descrito, y se registro el
tiempo de la floracién. Bajo condiciones de invernadero, los girasoles inoculados comenzaron floracion 5 dias antes
de las plantas no inoculadas, y el 50 % estaban en la flor, mientras que solo florecieron el 10 % de las plantas no
inoculadas; 100 % de las plantas inoculadas florecieron mientras que solo florecieron el 70 % de las plantas no
inoculadas (Figura 7).

Ejemplo 6: Resistencia a la sequia

Se colocaron esquejes de madera de alamo hibrido (Populus deltoides x P. nigra OP-367) en agua durante tres dias
para iniciar la formacion de raiz, y después se trasladé a una solucién de Hoagland de 1/2 resistencia que contenia
108 CFU por mL de bacterias endofiticas durante tres dias. Los esquejes luego se plantaron en macetas que
contenian tierra de jardin y se hicieron crecer en el invernadero durante tres meses con agua suministrada
excedente. Después de tres meses, se suspendid el riego de las plantas, y se monitorizd el tiempo para
senescencia. Las plantas inoculadas en promedio mostraron un retraso del 20 % en el inicio de los sintomas de
sequia, en comparacioén con las plantas no inoculadas.

Ejemplo 7: Resistencia a enfermedades

Debido a que el aumento de vigor de las plantas, asi como los elementos genéticos presentes en las bacterias
endofiticas, esas plantas inoculadas demostraran ser mas resistente a la colonizacion de patdégenos y esos sintomas
seran menos evidentes en las plantas inoculadas.

Los esquejes de alamo hibrido, tanto H11-11 (altamente susceptibles a enfermedad fungica) como OP-367
(resistentes a las enfermedades por hongos) ambos seran inoculados como se describe. Las plantas se sierran en
mezcla para macetas estéril, y se hicieron crecer hasta que estuvieron presentes seis a ocho hojas. Las plantas se
expondran después a patégenos fungicos, y por lo tanto se monitorizara el tiempo de inicio y gravedad de los
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sintomas fisicos de la infeccion. Las plantas también se pueden analizar para determinar la actividad de genes
responsables de la enfermedad conocida.

Ejemplo 8: Estructura del genoma y caracteristicas generales

El genoma de la Enterobacter sp gamma-proteobacteria. 638 (Figura 2) incluye un Unico cromosoma circular de
4,518,712 pb con un contenido de G+C total de 52,98 %, € incluye un plasmido pENT638-1 de 157,749 bp, que tiene
un contenido de G+C total de 50,57 % (Tabla I). El cromosoma de Enterobacter sp. 638 muestra una transicion de
sesgo de GC, que corresponde con su origen de replicacion (oriC) y terminal (Figura 2). El sitio oriC contiene un
cuadro perfecto de union a DnaA-(TTATCCACA) (SEQ ID NO: 2), que se encuentra 31,985 pb en direccién 5’ del
codon de inicio ATG dnaA (en la coordenada 4,487,245 bp).

El plasmido exhibe pENT638-1, basado en el contenido de GC, por lo menos cuatro regiones distintas (Figura 3). El
plasmido incluye una cadena principal ancestral, que es comun a los plasmidos de la familia F y contiene las
funciones basicas del plasmido para la transferencia y replicacion de las regiones que probablemente fueron
adquiridas a través de transferencia de genes horizontal. Estas regiones en el plasmido pENT638-1 muestran una
matriz de uso de codon diferente del resto de las especies de Enterobacteriaceae. Adicionalmente, estas regiones
no tienen sintenia a los cromosomas secuenciados o plasmidos de cepas estrechamente relacionadas, y estas
regiones interesantes codifican genes relacionados con la adhesion y colonizacién a planta. EI mantenimiento
estable en Enterobacter sp. 638 de pENT638-1 y estas regiones, que presumiblemente desempefian un papel en la
interaccion exitosa entre Enterobacter sp. 638 y su planta anfitriona, parece importante con respecto a la presencia
de sistemas de seis toxinas relBE/anti-toxina (TA).

Por el contrario, el cromosoma de Enterobacter sp. 638 codifica solo tres parejas de toxina/anti-toxina
(Ent638_0434-0435, Ent638_0476-0477, y Ent638_2066-2067). Este nimero bajo es representativo de organismos
asociados a anfitrion.

El cromosoma codifica 4395 secuencias de codificacion putativas (CDS) que representan una densidad de
codificacion de 87,9 %, y el plasmido pENT638-1 codifica 153 CDS putativas que tienen una densidad de
codificacion de 80,4 %. Después de su anotacion manual, 3562 CDS (78,3 %) se podria asignar a una funcién
bioldgica putativa, mientras que 835 CDS (18,4 %) se anotaron como proteinas hipotéticas de funcién desconocida.
Las proteinas hipotéticas conservadas se representan por 684 CDS (15,0 %), mientras que 151 CDS (3,3 %) no
tenian homologia con ninguna secuencia previamente reportada. Utilizando el médulo de COGnitor desde el sistema
de MAGE, 3597 CDS (79,1 %) se podrian asignar a una o mas clases funcionales (véase Figura 9). El reparto de
CDS de Enterobacter sp. 638 entre las diferentes clases COG es muy similar a lo que se observa para E. coli K12.
Las tres clases mas abundantes son transporte y metabolismo de aminoacidos (E), hidratos de carbono (G) y hierro
inorganico (P) y representan mas del 37 % de todas las CDS, apuntando a los estilos de vida simbidticos de
Enterobacter sp. 638 y E. coli K12 que requieren absorcion eficiente de los nutrientes del anfitrion proporcionados.
Se encontraron siete conjuntos de 5S, 16S, genes 23S rARN y un gen adicional 5S rARN. Se identificd un total de
83 genes de tARN con especificidades para los 20 aminoacidos, y un unico tARN para selenocisteina.

El genoma de Enterobacter sp. 638 codifica 8 factores sigma: fliA (Ent638_2509; Sigma 28), tres Sigma 24 similares
a rpoE (Ent638_3060, Ent638 3117 y Ent638_3389), rpoS (Ent638 _3212, Sigma 38), rpoD (Ent638_3473, Sigma
70), rpoN (Ent638 _3638, Sigma 54) y rpoH (Ent638_3865, Sigma 32).

La Enterobacter sp. 638 codifica una metilasa dam activa implicada en la metilacién de adenina en los sitios GATC,
como se confirmé por digestion de Mbol y Sau3Al del ADN, la primera enzima es incapaz de digerir el ADN de
Enterobacter sp. 638 metilada.

Sobre el genoma de Enterobacter sp. 638 se encontraron cien repeticiones palindrémicas
(CCCTCTCCCXX(X)GGGAGAGGQG) distribuidas de forma desigual sobre el cromosoma (véase Figura 10). Estos
bucles de horquilla que forman repeticiones (con XX(X) principalmente son TGT/ACA o AC/TG) a menudo se
encuentra en duplicado o triplicado en el extremo 3' de los genes y el papel presumiblemente cumple una funcién en
la terminacién de transcripcion.

Ocho elementos de insercion de secuencia (IS) se encontraron en el genoma de Enterobacter sp. 638: dos de la
familia /1S3/IS51 (un compuesto de tres ORFs con un desplazamiento de marco (Ent638_0739, Ent638 _ 0740,
Ent638_0741) y un compuesto de un unico ORF (Ent638_0060)), un elemento IS de la familia IS110 (Ent638_1530),
y tres elementos IS de la familia IS481 (Ent638_2980, Ent638_3160 y Ent638_3288). Algunos de estos elementos IS
delimitan islas genémicas putativas (véase la seccion a continuacion).

El plasmido pENT638-1 posee dos elementos IS completos, uno de la familia Tn3 compuesto por un ORF (Ent638
_4224) y uno de la familia 1S3/IS407 compuesto de dos ORFs (Ent638 4320 y Ent638 4321), asi como dos
transposasas truncadas de la ultima familia. El IS completo y la transposasa truncada de las familias /1S3/S407 estan
flanqueando una gran region que codifica los genes implicados en mantenimiento y replicacion del plasmido (sopAB,
repA) y genes implicados en la transferencia de plasmido mediante conjugacion (tra). Esta region de 75 kb puede se
puede considerar como la estructura principal pENT638-1.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2646 132 T3

Al comparar el genoma de Enterobacter sp. 638 con aquellas cepas estrechamente relacionadas, Enterobacter
cancerogenus ATCC 35316 se determind que era el genoma mas cercano con 80,4 % de las CDS en sintenia con
Enterobacter sp. 638, a continuacion, Klebsiella pneumoniae 342 y MGH 78578 (ambos con 74 % de los CDS en
sintenia), seguido por Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (73 %) y luego la especie Escherichia coli (entre 63 a 73 %)

La adaptacion especifica de Enterobacter sp. 638 a su planta anfitriona se examiné a través de la comparacién del
genoma con otros microbios asociados de la planta y la bacteria gastrointestinal E. coli K12 (MGI655). Esta cepa,
elegida como un organismo de referencia, ya que es el mejor genoma bacteriano anotado, compartido (criterios de
80 % de identidad sobre el 80 % de la longitud de la proteina) 2938 CDS sinténicas (69,2 % de su genoma) con
Enterobacter sp. 638. Las regiones sinténicas se agrupan en 304 sintones con un numero promedio de 10,5 CDS
por sintén.

Se identificaron cincuenta y seis regiones en el genoma de Enterobacter sp. 638, que no estaban en sintenia con los
genomas de bacterias estrechamente relacionados. Entre ellos, dieciocho regiones cumplen los criterios de islas
gendmicas putativas (destacadas en gris en el cuadro 2). Estas islas gendémicas llevan genes que codifican las
proteinas implicadas en el transporte de azucar (sistema PTS), adhesion, utilizacion de pectato, receptores de la
absorciéon a través de sideroforos de hierro, reduccion de nitrato, biosintesis de pilus, asi como muchos otros
transportadores y reguladores. El nimero de region 47 es un ejemplo ilustrativo de la adquisicion de una isla
gendmica que contiene genes implicados en la adaptacion de un estilo de vida enddfito. Esta region codifica un
transportador de pectato putativo y proteinas de degradacion, lo que puede permitir que la cepa 638 crezca en
pectato (un compuesto sintetizado de planta importante) como fuente de carbono. Esta isla gendmica esta
flanqueada por un gen de integrasa y se inserta en un sitio tARN-Gly.

Se encontraron ocho fagos y un plasmido integrado putativo en el cromosoma. Se encontré un total de 302 proteinas
de fagos, que incluyen 18 genes de la integrasa putativos.

Adicionalmente, el cromosoma de Enterobacter sp. 638 contiene una region con Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas (CRISPR) situada junto a seis genes (Ent638_1401-1406) que codifican
secuencias asociadas a CRISPR (CAS). Es probable que la CRISPR proporcione tolerancia adquirida contra los
bacteriofagos. Seis de los ocho profagos se flanquean por regiones, que carecen de sintenia con las regiones
correspondientes de bacterias estrechamente relacionadas, tales como E. coli K12, 0157-H7 y UTI89, Klebsiella
pneumoniae MGH 78578 o Citrobacter koseri BAA-895, y que pueden haber sido adquiridas a través de
transduccion del fago. Estas regiones contienen genes importantes en interacciones de bacterias/plantas tales como
aminoacidos y transportadores de hierro/sideréforos, hemolisina (HCP), y una proteina y transportador de
hemaglutinina (Tabla 2, Figura 2). Hasta ahora, no se demostré experimentalmente la movilidad inter o extracelular
de las islas gendmicas, fagos y elementos IS.

Ejemplo 9: Supervivencia en la rizosfera de la planta: vista general de las capacidades metabdlicas de
Enterobacter sp. 638

En general, el alamo se multiplica por esquejes, y puesto que el nimero de endofitos en esquejes es muy bajo,
muchas especies de bacterias endodfitas tienen que sobrevivir en el suelo antes de la colonizacién de alamo. La
Enterobacter sp. 638 se adapta bien para sobrevivir en la rizosfera de plantas, ya que codifica muchos
transportadores implicados en carbohidratos de, aminoacidos y la absorcién de hierro, asi como algunos genes de
resistencia a metales pesados. La mayoria de las rutas metabdlicas descritas a continuacion fueron confirmadas por
el cultivo de la cepa 638 en condiciones de crecimiento selectivas (Taghavi et al. 2009).

Metabolismo de carbohidratos

El genoma de Enterobacter sp. 638 codifica todas las vias de metabolismo central, que incluyen el ciclo del acido
tricarboxilico, las rutas Entner-Doudoroff, EmbdenMeyerhof-Pamas y pentosa-fosfato. La cepa es incapaz de crecer
fr forma autotrofica, pero puede utilizar una gran variedad de compuestos como fuentes de carbono: D-manitol,
lactosa, sacarosa, arbutina, salicina, trehalosa, D-manosa, L-arabinosa, maltosa, celobiosa, xilosa, gluconato y
glucosa (Taghavi et al. 2009). La Enterobacter sp. 638 posee una lactasa (lacZ, Ent638_0928), una isomerasa de
xilosa (Ent638_0156) y una xiluloquinasa (Ent638_0157). La utilizacién de lactosa como Unica fuente de carbono es
una caracteristica de la Enterobacteriaceae. La Enterobacter sp. 638 tiene la capacidad genética de crecer en
malonato, su genoma contiene un grupo de nueve genes (mdcABCDEFGHR, Ent638 3779-Ent638_3772) que
participan en la descarboxilaciéon del malonato que cataliza la conversién de malonato en acetato.

La diversidad de utilizacion de azucar podria estar relacionada con la diversidad de glicésido hidrolasas. El genoma
de Enterobacter sp. 638 lleva 55 genes que codifican glicdsido hidrolasas putativas, que representan 24 familias
diferentes (base de datos CAZy). Por el contrario, también se debe mencionar que el patégeno Enterobacter
sakazakii humano posee 63 glicosido hidrolasas (base de datos CAZy).

Las bacterias patdgenas de plantas y la ganancia hongos acceden al degradar activamente los compuestos de
pared celular de planta utilizando glicésido hidrolasas, que incluyen celulasas/endoglucanasas (que incluyen
miembros de las familias de glicésido hidrolasa GH5, GH9, GH44, GH48 y GH74), lichenases (GH16) y xilanasas
(GH10, GH11). Las hidrolasas sin glicdsido que representan a los miembros putativos de las familias endo, exo,
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celulasa y hemicelulasa cominmente utilizadas para descomponer polimeros de la pared celular de plantas se
codificaron en el genoma de Enterobacter sp. 638. Esta observacion es consistente con el comportamiento no
fitopatdégeno de Enterobacter sp. 638. Sin embargo, hay que sefialar que dos endo-1,4-D-gluconasas (GH8) (bcsZ:
Ent638 3928, Ent638_3936) se encontraron como parte de un locus de sintesis de celulosa bacteriana.

Absorcién de nutrientes de plantas

Los organismos que viven en asociacion simbidtica, como Enterobacter sp. 638 y su anfitrién alamo, por ejemplo,
necesitan compartir recursos, por lo tanto, se espera que el genoma de Enterobacter sp. 638 codifique una gran
diversidad de transportadores que le permitan tomar los nutrientes liberados de las plantas. Un total de 631 ORFs
codifican las proteinas transportadoras putativas: entre ellas 295 transportadores ABC codificados (que incluyen un
transportador de fosfato), 81 transportadores codificados de la principal superfamilia facilitadora (MFS), 41
transportadores codificados de la familia de sistemas de fosfo transferasa (PTS) y 14 transportadores codificados de
la familia de nodulacion resistente y division celular (RNO) (véase la lista completa de los transportadores putativos y
sus sustratos en SOM). Esta observacion es consistente con el estilo de vida asociado a planta de Enterobacter sp.
638, que requiere absorcion eficiente de los nutrientes sintetizados de plantas, que incluyen aquellos liberados en la
rizosfera.

El genoma de Enterobacter sp. 638 codifica muchos transportistas PTS. Se utilizd el analisis filogenético para
asignar la especificidad de sustrato a los transportadores PTS de Enterobacter sp. 638: 7 pertenecian a los a-
glicésidos (para absorcion de glucosa, N-acetilglucosamina, maltosa, glucosamina y a-glicdsidos), 7 a los -
glicésidos (para absorcion de sacarosa, trehalosa, acido N-acetiimuramico y 8 -glicésidos), 2 eran transportadores
PTS de fructosa (para absorcion de | fructosa, manitol, manosa y D-glicerato de 2-O-o- manosilo) y 6 eran
transportadores PTS de lactosa (para absorcion de lactosa, celobiosa y beta-glicdsidos aromaticos).

Resistencia a metales pesados

El genoma de Enterobacter sp. 638 lleva genes supuestamente implicados en la resistencia de cobre, que incluyen
una ATPasa CopA de tipo P (Ent638_0962) cuya expresion esta regulada por CueR (Ent638_09630), el operdn de
eflujo de cobre cusABCF (Ent638_1157-1154), el CueO de oxidasa de cobre multiple (went638_0671) y un operdn
que codifica las proteinas putativas de resistencia de cobre COPC y EPOC (Ent638_2411-12). Curiosamente, la
cepa no logré crecer en medio minimo de glucosa 284en presencia de 100 uM de CU(NO3)s,.

El genoma de Enterobacter sp. 638 también codifica un grupo de resistencia a arsénico/arseniato que se encontrd
contiguo al origen de replicacion del plasmido pENT638-1 (arsHRBC, Ent638 4254-Ent638_4257), y se encontrd
que la cepa 638 era crece con éxito en medio minimo de glucosa 284 en presencia de arseniato 200 yM (como
NazHASO4).

La presencia de genes de resistencia a arseniato y cobre putativo no es inesperada, ya que la Enterobacter sp. 638
se aislé a partir del alamo que crece en la zona que fue afectada por las emisiones la fundicion ASARCO en
Tacoma, WA, una fundicion de cobre que durante las operaciones de 1905 a 1982 fue considerada como una de las
mayores fuentes de emision de arsénico en los EE.UU..

Otros genes de resistencia a metales pesados localizados en el cromosoma incluyen una reductasa cromato
putativo (YieF o ChrR, Ent638_4144) y una ATPasa ZntA de eflujo tipo P (Ent638_3873) que participan en la
resistencia de zinc/cadmio/cobalto. La cepa 638 fue capaz de crecer en medio minimo de glucosa 284 en presencia
de ZnSO4 500 pM, CdCI; 500 pM, CoCl, 100 mM, y NiCl, 50 mM. Aunque se podria argumentar que estos genes
también estan presentes en otras especies de E. coli, su presencia puede ser suficiente para proporcionar una
ventaja selectiva sobre otras bacterias para sobrevivir en la rizosfera, especialmente cuando estos metales estan
presentes.

Los metales pesados también son cofactores importantes, y el genoma de Enterobacter sp. 638 codifica varios
genes implicados en la absorcion y eflujo de metales pesados. Se encontraron genes para transportadores ABC que
participan en la absorcién de zinc (znuACB, Ent638 _2426- 2428) y niquel (nikABCDE, Ent638_1834-Ent638_1838).
El niquel es un cofactor esencial para la ureasa (Dosanjh et al. 2007), y a diferencia de E. coli KI2 y S.
proteamaculans 568, Enterobacter sp. 638 es capaz de convertir la urea en amoniaco (ureABC, Ent638 3464-
Ent638_3466).

Estrés oxidativo, que neutraliza el mecanismo de defensa de la planta

Las plantas utilizan una variedad de mecanismos de defensa contra infecciones bacterianas, viricas y fungicas, que
incluyen la produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS) (superoxido, radical de peroxido de hidrégeno
hidroperoxilo y especies de radicales hidroxilo), 6xido nitrico y fitoalexinas. Antes de la colonizacion de raiz, la cepa
638 tiene que sobrevivir en un ambiente de rizosfera oxidativo. El cromosoma de Enterobacter sp. 638 codifica tres
superoxido dismutasas: SodC, una superoxido dismutasa de Mn (Ent6388_4063); SodB una superdxido dismutasa
de Fe (Ent638_1191); y sodC, una superéxido dismutasa deCu/Zn (Ent638_1801). También contiene tres catalasas,
KatE (Ent638_1712), KatN (Ent638 3129) y KatG (Ent638 4032), tres hidroperoxido reductasas, ahpC
(Ent638_0872 y Ent638_1145) y ahpF (Ent638 _1146), dos hidroperdxido reductasas adicionales (una ahpC
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Ent638_3391 y Ent638 0498 putativa que tiene un dominio AhpD), una cloroperoxidasa (Ent638_1149), y dos tiol
peroxidasas (Ent638_2151 y Ent638_2976).

También se identificaron una proteina con resistencia a peroxido putativa organica (ohr, Ent638_0518) situada al
lado de su sensor/regulador de peréxido organico (ohrR, Ent638_0519).

La Enterobacter sp. 638 parece capaz de desintoxicar oxido nitrico de radicales libres por la presencia dioxigenasa
de oxido nitrico de flavohemoproteina (Ent638 3037) y un operén de reduccion de nitrato anaerdbico (norRVW,
Ent638 3181-3183). La expresion de los sistemas de respuesta a estrés oxidativo se controla a través de redes
reguladoras complejas. Un regulador clave es sensor de perdxido de hidrégeno OxyR (Ent638_4025), que activa la
expresion de un regulén de genes inducibles por perdxido de hidrégeno tales como katG, gor (glutation reductasa,
Ent638 _3913), ahpC, ahpF, oxyS (un ARN regulador, Ent638 _mise ARN _29), dpsA (una proteccién del ADN
durante proteina de privacion, Ent638 1299), fur (un regulador transcripcional de union a ADN doble de la
biosintesis y transporte de sideréforo, Ent638_1198) y grxA (glutarredoxina, Ent638_1364), todos los cuales estan
presentes en Enterobacter sp. 638. Tres genes de glutation S-transferasa (GST) (Ent638_0139, Ent638_0268 y
Ent638_1329), una transportador ABC de glutation (GsiABCD, Ent638_1323-1326), dos glutation peroxidasas
(Ent638_1732 y Ent638_2699), una ligasa gamma-glutamato-cisteina (GshA, Ent638 3168), glutation sintetasa
(GsHb, Ent638_3351) y gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT, Ent638_3850) se encontraron en el genoma de
Enterobacter sp. 638. Un locus AcrAB (Ent638_0943-0944), que pertenece a la familia RND de transportadores
también fue identificado en el genoma de Enterobacter sp. 638.

Ejemplo 10: Colonizacion Endofitica y establecimiento en la planta anfitriona

La colonizacion endofitica de un anfitrion de planta se pueden dividir en un proceso de cuatro etapas (van der Lelie
et al 2009.).

Etapa 1: Movimiento hacia las raices del alamo: motilidad/quimiotaxis

La Enterobacter sp. 638 esta bien equipado para moverse activamente hacia las raices de las plantas, el sitio
preferido de la colonizacion enddfita. Su genoma contiene tres operones de biosintesis flagelar
(IQNMABCDEFGHJJKL, flhEAB fimA yralJlpjD cheZYBR tap tar csuEDCAB int cheWA motBAf IhCDf liYZA
fiCDSTEFGHJKLMNOPQR, Ent638 _2445-2541 y fiIEFHJJKLMNOPQR).

Sin embargo, el operén flh de Enterobacter sp. 638 contiene dos inserciones de genes de biosintesis de pili. Una de
estas regiones (csu) esta flanqueada por una integrasa, que apunta a la adquisicion posterior. La Enterobacter sp.
638 también tiene una gran cantidad de genes de biosintesis de pilus/fimbrias (por lo menos 60 genes). En la
Enterobacter sp. 638, los genes de biosintesis de pilus/fimbrias se agrupan en 10 regiones distintas. También se
descubrieron determinantes implicados en la quimiotaxis (che) dentro del grupo de genes de biosintesis flagelar.

Etapas 2 y 3: Adhesion y colonizacion de la superficie de las raices

En la Enterobacter sp. 638, se identificaron diversos genes que codifican las proteinas implicadas en la adhesion
putativa a la raiz. Muchos se encuentran en las islas genémicas o en el plasmido pENT638-1, que apunta hacia una
funcion especifica de este plasmido durante esta etapa de la colonizacién de las raices de plantas. En particular,
pENT638-1 contiene una isla putativa gendomica de 23 kb (flanqueada por un gen de integrasa, y que tiene un % de
GC de 56,2, que es significativamente mayor que el resto del plasmido), asi como un operén srfABC putativo. La
funcién exacta del operdon srfABC adn no es clara, pero se considera que esta involucrada en la colonizacion del
anfitrién.

Muchos otros genes implicados en la invasion de plantas estan presentes en pENT638-1, e incluyen proteinas
putativas con un dominio autotransportador (tipo V de secrecion) y un dominio de virulencia/adherencia
(hemaglutinina (Ent638 4267), pertactina (Ent638_4201 y Ent638 _4206) y adhesion (Ent638_4317)) (Figura 3).

Hemaglutinina: ElI cromosoma de Enterobacter sp. 638 codifica dos proteinas de hemaglutinina putativas
(Ent638_0148, Ent638_3119), y un grupo compuesto de cinco genes que codifican la hemaglutinina filamentosa
(Ent638_0052-0057).

Adicionalmente, se encontraron varios genes sobre el cromosoma de Enterobacter sp. 638 que codifican las
proteinas autotransportadoras con un dominio de pectina liasa/pertactina (Ent638_1775, Ent638 0318,
Ent638_0501), o un dominio de adhesién (Ent638_1867, Ent638_3408).

Los dos genes yadA de Enterobacter sp. 638 (Ent638 _1867 y Ent638 _4317) ambos codifican una proteina con un
dominio autotransportador y un dominio de invasina/adhesion. La proteina YadA podria promover la
colonizacién/invasiéon de plantas, pero también puede representar un remanente de un estilo de vida entérico
antiguo.

El gen de hemaglutinina sobre pENT638-1 (Ent638_4267) esta rodeado por dos sistemas de toxina RelBIE/anti-
toxina. La hipotesis es que la hemaglutinina Ent63 _4267 debe desempefiar una funcién importante en la adhesion
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de raiz para ser estabilizada de esta manera sobre pENT638-1. Junto con el gen de hemaglutinina Ent638_4267, se
identificaron dos genes (Ent638_4265-4266) que codifican una proteina que contiene un dominio de repeticion de
tetratricopéptido (TPR-2), supuestamente implicados en la interaccién proteina-proteina y el montaje correcto del
aparato de adhesion.

Pili Tipo | y IV: Seis proteinas indicadoras putativas se encontraron en el genoma de Enterobacter sp. 638
(Ent638_0084, Ent638_0403, Ent638_0990, Ent638_1071, Ent638_2450, y Ent638_2459). Esta cantidad es mucho
mayor que la cantidad promedio de proteinas indicadoras encontradas en otros géneros de bacterias vegetales
asociados.

En el cromosoma de Enterobacter sp. 638 se identificaron 56 genes implicados en la biosintesis de pili/curli/fimbrias,
que incluyen 6 grupos de genes de la biosintesis de pili tipo | (Ent638_0074-0086, Ent638_0401-0409,
Ent638 0987-0994, Ent638_ 1068-1072, Ent638 2448-2451, Ent638_2458-2462). Los dos ultimos grupos se
flanquean y separan por genes implicados en quimiotaxis y motilidad (biosintesis flagelar) (véase seccion motilidad),
y estan posiblemente involucrados en la formacioén de biopeliculas sobre las superficies abioticas. Esta region
(Ent638_2445-2541) representa un buen ejemplo de la agrupacién de genes implicados en diferentes aspectos de la
colonizacion de raices de planta (quimiotaxis, motilidad y adhesion).

Pili tipo IV. Sobre el genoma de Enterobacter sp. 638, se identificaron dos grupos de genes de biosintesis de pili tipo
IV, (Ent638_0650-0652, y Ent638 3266-3268), asi como un grupo de genes de biosintesis de pilus no
caracterizados putativos (Ent638 3804 y Ent638 _3808) que estan posiblemente involucrados en la absorcion de
ADN.

Fibras Curli. Estructuralmente y bioquimicamente, el curli pertenece a una clase creciente de fibras conocidas como
amiloides. Sobre el genoma de Enterobacter sp. 638, se identific6 un grupo para la biosintesis de curli
(Ent638_1553-1559).

Biosintesis de celulosa

De acuerdo con su comportamiento no patégeno el genoma de Enterobacter sp. 638 no codifica las proteinas
implicadas en la degradacion de celulosa. Sin embargo, se identific6 un operén responsable de la biosintesis de
celulosa (Ent638_3927-3940).

Virulencia

Los estudios microscopicos mostraron que la Enterobacter sp. 638 coloniza el xilema de raiz entre el lumen de las
lenticelas; no se observo ninguna colonizacion intracelular (Taghavi et al. 2009).

A pesar de que no se encontré que la Enterobacter sp. 638 actuara como un patégeno oportunista en los estudios
de colonizacién de planta, sus cédigos de genoma para diversas proteinas estan implicados en la virulencia. Cabe
sefialar que la virulencia también puede requerir una estrecha interaccion entre la bacteria y su anfitrion, similar a lo
que puede ser necesario para la colonizacion enddfita. Se identificaron un gen (yqfA, Ent638_3317) que codifica
para una hemolisina de membrana interna (familia lll), una CDS parcial (went638_0251) que contiene un dominio de
hemolisina putativo, y tres genes hcp que codifican factores de virulencia (Ent638_0829, Ent638 2912 y
Ent638_3004).

Otros factores de virulencia putativos incluyen pagC (Ent638_3136) y msgA (Ent638_1656), que son necesarios
para la virulencia y supervivencia dentro de los macréfagos, y virK putativo; los genes (Ent638_1394 y
Ent638_2409), cuyo producto es necesario para expresion y localizaciéon de la membrana correcta de VirG
(Ent638_3560) sobre la superficie celular bacteriana.

Sin embargo, no se identificaron los genes que codifican un sistema de secrecion de tipo Ill, que es un requisito
previo para un estilo de vida activo virulento tipico para patégenos tales como Erwinia y P. syringae, sobre el
genoma de Enterobacter sp. 638.

Por ultimo, similar al plasmido pENT638-1, un operén srfABC (Ent638_2108-Ent638_2110) fue encontrado en los
cromosomas de Enterobacter sp. 638. La funcion de estos genes en el comportamiento endofitico sigue sin estar
clara.

Etapa 4: Invasion de la raiz y establecimiento de planta a través de colonizacion activa

La Enterobacter sp. 638 puede entrar en las raices de las plantas en los sitios de dafio de tejidos porque su
secuencia de genoma no codifica endo/exo-celulasas o hemicelulasas que permitirian la colonizacion endofitica a
través de la descomposicion activa de paredes celulares de la planta.

Degradacion de pectina/pectato

Aunque la Enterobacter sp. 638 no es capaz de crecer sobre pectina (poli(1,4-alfa-D-galacturonato) como Unica
fuente de carbono, su genoma contiene una isla genémica que codifica los genes implicados en la degradacion de
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pectato, la estructura principal desmetilada de pectina y un constituyente de la pared celular de la planta. La
capacidad de Enterobacter sp. 638 para degradar pectato podria desempefiar una funcién en la colonizacion de la
region interespacial entre células vegetales.

Una liasa pectato secretada, PelB, involucrada en la division de pectato en oligosacaridos con 4 grupos 4-desoxi-
alfa-D-galact-enuronosilo en sus extremos no reductores se encontré al lado de una porina especifica a
oligogalacturonato, KdgM, implicada en la absorcion de oligogalacturénidos en el periplasma. Una pectinasa
periplasmica, PelX, codificada por una diferente region del genoma, esta implicada en la degradacién periplasmica
de oligogalacturénidos.

En otra region, se identificaron un transportador ABC de absorcion de carbohidratos, TogMNAB, involucrado en la
translocacion de oligogalacturénidos a través de la membrana interna y diversas proteinas adicionales, Ogl, Kdul y
KduD, involucradas en la degradacion de oligogalacturénidos en 2- deshidro-3-desoxi-D-gluconato. Los KdgK y
KdgA implicados en el metabolismo de D-glucuronato, degradan adicionalmente 2-deshidro-3-desoxi-D-gluconato en
piruvato y 3- fosfogliceraldehido, ambos compuestos del metabolismo celular general. Esta region, que esta
flanqueado por una transposasa de la familia IS481, podria haber sido adquirida a través de transferencia de genes
horizontal. Las proteinas UxaA, UxaB, y UxaC, necesarias para la ruta alternativa para degradar galacturonato en 2-
deshidro-3-desoxi-D-gluconato, también estan codificadas por el cromosoma de Enterobacter sp. 638. La
degradacion de pectato tiene que estar bien regulada con el fin de evitar un efecto patogénico.

El plasmido pENT638-1 lleva dos genes vecinos (Ent638 4201, Ent638_4206) que codifican las proteinas
autrotransportadoras con un dominio de pectina liasa. Estas proteinas pueden estar implicadas en la adhesion de
Enterobacter sp. 638 a las raices de alamo o como parte de un mecanismo de colonizacién que implica la
exportacion de enzimas capaces de lisar las paredes celulares de las células de la raiz. Entre estos dos genes, se
identificaron dos reguladores transcripcionales componentes, lo que sugiere una estrecha regulacion, asi como dos
genes adicionales implicados en la biosintesis de polisacarido capsular (Ent638_4207) y la codificacién de una
glicosiltransferasa (Ent638_ 4208). Se ha planteado la hipétesis de que los lipopolisacaridos de la superficie celular
(LPS) estan involucrados en la especificidad del anfitrién, y la proximidad de estos genes sugiere un papel de
colaboracion en la invasion de plantas por Enterobacter sp. 638.

La celobiosa fosforilasa del plasmido pENT638-1

Sobre el plasmido pENT638-1, el gen ndvB (8532 pb) situado proximo al origen del plasmido de replicacion codifica
una proteina implicada en la produccién de B- (1->2)-glucano. La proteina NdvB unida a membrana cataliza tres
actividades enzimaticas: la iniciacion (proteina de glicosilacion), alargamiento, y ciclacion in situ de -(1->2)-glucano,
que luego se libera en el periplasma.

Ejemplo 11: Interacciones sinérgicas con la planta anfitriona: salud y promocion de crecimiento de la planta
Efectos indirectos que promueven el crecimiento de plantas
Fijacion de nitrégeno y metabolismo

La Enterobacter sp. 638 es incapaz de fijar el nitrdgeno y carece de los genes nif requeridos. Sin embargo, contiene
los genes necesarios para rutas de reduccion de nitrato disimilatorias y asimilatorias. Los genes de transporte de
nitrato y reduccion de nitrato/nitrito estan presentes dentro de los dos operones (narlJHGKXL y nasAB ntrCBA nasR,
Ent638 2312-Ent638_2326) separados por una integrasa y un gen de adhesion/invasion putativo. Otras regiones
implicadas en el transporte y reduccion de nitrito (nirBDC, Ent638_3793-3795), transporte y reduccion de nitrato
(narUZYWYV, Ent638_2061-Ent638_2065), y un transportador de absorcion de amonio (amtB, Ent638_0919) y su
regulador (Ent638_0918), asi como la proteina de sensor de nitrato/nitrito (narQ, Ent638_2964) en su cromosoma.

Siderdéforos

La Enterobacter sp. 638 ha desarrollado una solucién intermedia para hacer frente a la absorcion de hierro. Su
genoma contiene dos sistemas de absorcion de hierro ferroso (FeoAB, EfeUOB) y nueve transportadores ABC de
hierro.

La Enterobacter sp. 638 es capaz de sintetizar la enterobactina sideréforo ((EntD, EntF, EntC, EntE, EntB y EntA)
para secretarla (EntS), para recuperar el complejo de hierro-enterobactina utilizando un sistema de absorcién de
sideréforo férrico (ExbDB), y extraer el hierro utilizando una esterasa enterobactina (Fes) después de la
internalizacién del complejo de hierro-enterobactina. Los genes implicados en esta biosintesis de enterobactina se
agrupan junto con genes que codifican dos transportadores ABC implicados en la absorcion de hierro (sitABCD y
fepCGDB) en un gran grupo de 17 genes (Ent638_1111-1128). Adicionalmente, la Enterobacter sp. 638 posee 12
receptores de siderdforos relacionados férricos y relacionados con férricos de la membrana externa (TonB
dependiente), que es casi el doble de la cantidad encontrada en E. coli KI2 (que solo posee 7 receptores de
sideroforos). Esta observacion es consistente para una bacteria que tiene que competir por el hierro. Por lo tanto, la
presencia de un sistema de absorcion de hierro eficiente puede contribuir a proteger a la planta anfitriona contra la
infeccion fungica.
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Compuestos antimicrobianos

La Enterobacter sp. 638 mostré producir constitutivamente feniletilalcohol. Esta molécula, que se utiliza cominmente
en perfumeria, da un aroma floral agradable de Enterobacter sp. 638, pero mas interesante tiene propiedades
antimicrobianas. Dos genes candidatos (Ent638 _1306 y Ent638_1876) codifican una enzima supuestamente
implicada en la conversion de fenilacetaldehido en feniletilico. Estos dos genes se encuentran en las regiones no
sinténicas con otras cepas estrechamente relacionadas.

El 4-hidroxibenzoato es un precursor de la ubiquinona portadora de electrones importante, pero también se conoce
por tener actividad antimicrobiana. La Enterobacter sp. 638 posee el gen ubiC (Ent638_0243) que codifica la
proteina putativa capaz de realizar esta reaccion.

El genoma de Enterobacter sp. 638 codifica una cloranfenicol acetiltransferasa (cat, Ent638_1533) implicada en
resistencia al cloranfenicol y pueden ayudar a las bacterias a sobrevivir contra los compuestos antimicrobianos
producidos por otros organismos enddfitos o rizosféricos.

Ejemplo 12: Promocién del crecimiento de planta directo de promocién mediante Enterobacter sp. 638
1-aminociclopropano 1-carboxilato desaminasa

El 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (acd), (EC: 3.5.99.7) esta ausente del genoma
Enterobacter 638, lo que confirma los estudios anteriores de que la cepa es incapaz de metabolizar ACC (Taghavi et
al. 2009). Sin embargo, se encontré que la desaminasa de aminoacidos, pero todos ellos carecen de aminoacidos
particulares, E 296 y L 323 (sustituidos respectivamente por una T o S y una T) que se acercan al atomo de
nitrégeno de piridina de PLP en el sitio activo.

Produccioén de las hormonas que promueven crecimiento de las raices acetoina y 2,3-butanodiol

El genoma de Enterobacter sp. 638 lleva el gen poxB (Ent638_1387) que codifica una piruvato deshidrogenasa.
Mientras que la funcién principal de poxB es convertir el piruvato en acetaldehido, una pequefa fraccion del piruvato
se convierte en acetoina, como un subproducto del intermedio de la reaccion de difosfato hidroxietil-tiamina.

El genoma de Enterobacter sp. 638 codifica una acetolactato sintasa (budB, Ent638 2027) implicada en la
conversion de piruvato en acetolactato. La descarboxilasa acetoina (BudA, Ent638_2026) cataliza la conversion de
acetolactato en acetoina. La acetoina se puede liberar por las bacterias o posteriormente se convierte en 2,3-
butanodiol mediante la reductasa acetoina (budC, Ent638_2028) ya sea por Enterobacter sp. 638 o por el alamo.
Bajo condiciones aerdbicas, el acetolactato se convierte espontaneamente en diacetilo, que a su vez se puede
convertir en acetoina por la proteina deshidrogenasa acetoina (Ent638_2737).

La biosintesis de compuestos volatiles mediante Enterobacter sp. 638 y su induccion mediante la adicion de
extractos de hojas de alamo se investigd mediante espectrometria de masas. La produccion de 2,3-butanodiol y
acetoina se observo en las muestras que contenian Enterobacter sp. 638 y extracto de hoja de alamo a partir de 12
horas después de induccion (Figura 8). Cabe sefialar que la sintesis de diacetilo no pudo ser confirmada, pero es
probable que se produzca sobre la base de la presencia de las rutas metabdlicas completas para los tres
compuestos. Se observaron picos adicionales tanto en las muestras experimentales y de control (6:42, 9:45, y 14:01)
y se realiza actualmente la identificacion de estos compuestos.

El genoma de Enterobacter sp. 638 carece de los genes (acoABCX adh) involucrados en la conversion catabodlica de
acetoina y 2,3-butanodiol a metabolitos centrales. Por lo tanto, no existe ningun efecto antagoénico entre la
produccioén y degradacion de estas hormonas de crecimiento de plantas mediante Enterobacter sp. 638.

Produccién de la hormona 1AA de crecimiento de plantas

La produccioén de acido indol acético (IAA) por Enterobacter sp. 638 se demostrd experimentalmente (Taghavi et al.
2009). La biosintesis de IAA es probablemente a través de la produccion de indolpiruvato como una molécula
intermedia por la ruta de degradacion de triptéfano VIl (aminotransferasa de aminoacidos aromaticos, Ent638_1447).
La descarboxilasa indolpiruvato PIDC (Ent638_2923) y las deshidrogenasas indol-3-acetaldehido putativas
(Ent638_0143) catalizan la sintesis adicional IAA.

TABLA 1
Enterobacter sp. 638
Rasgos Cromosomas Plasmido
tamafio (bp) 4,518,712 157, 749
contenido G+C 52,98 50,57
Numeros ORF 4406 152
funcion asignada (incluyendo putativa) 3457 108
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Enterobacter sp. 638

Rasgos Cromosomas Plasmido
biosintesis de aminoacidos 174 2
familia de aminoacidos aromaticos 28 0
Familia de aspartato 44 0
Familia de glutamato 47 1
Familia de piruvato 35 1
Familia de serina 21 0
Familia de histidina 11 0
Purinas, pirimidinas, nucledsidos y nucleotidos 93 0
acido graso y metabolismo de fosfolipidos 71 0
Biosintesis de cofactores, grupos prostéticos, y portadores 195 2
Metabolismo intermediario central 218 2
Metabolismo de energia 553 2
Transporte y proteinas de union 631 3
Porcentaje de proteinas transportadoras 14 % 2%
Familia ABC 293 2
Familia MFS 79 2
Familia PTS 41 0
Familia RND 14 0
Aminoacidos, péptidos y aminas 118 0
Aniones 20 0
Carbohidratos, alcoholes organicos, y acidos 106 1
Cationes y compuestos que llevan hierro 109 1
Nucleosidos, purinas y pirimidinas 9 0
Porinas 18 0
Sustrato o farmaco desconocido 2 0
Metabolismo del ADN 152 4
Transcripcion 281 4
Sintesis de proteina 177 0
Destino de proteina 188 1
Funciones reguladoras 515 6
Sistema de dos componentes 65 3
Envoltura celular 279 3
Procesos celulares 457 6
Procesos biolégicos 276 0
RHS 2 0
Funciones de plasmido 7 42
plasmido integrado putativo 1 0
Pareja de toxina/antitoxina 3 7
Funciones de profago 302 0
Regiones de fago 8

17




ES 2646 132 T3

-+ - - - g% GEZES | WLLL | PIEEEL ee0L | BRASLL aglk
- - - + Byl z obied - - o+ (i L6¥eF | 550l LEErSLL o680 | ¥9EL0LL ESL
= 4 =+ - + = = - = Sk LSl LEBD ELFEvOL FERD Sa 00k Sk
- - - - ak LE80 I5E5ER 128 LEEZLE arl
- - - - JUL-g L L ofiEy - - o+ 0g A¥O6G 028 POCELE 0440 0705 /8 Bl
= = = = 08wl = = = = £ =T 2550 BEr09E 0540 E5955E £k
-+ + = = . = . =| - g BELS G ESEEFD (AL G9ST Y A
- - - + na-Nl - - -+ £F | 0SSEY | o050 OLEELS E5+0 00JEZg LL
1 1 = = - = = - = £l EZ00 L SEPD EG6 87 EZr0 BEBLLY (0]
+ . -1+ = . = . =| - b SHFE | DL ELD¥SY LOTD LSSy B
- - - - - - - o L LiLG | LBgn L68 ¥ SEE0 QIO g
= = = = 2l d-Nel = i = = 5 Loag L ZE0 SLOELE LLED 24 = £
- - = = = = - =] - 8l BEEE 88E BLGGEE E8E DBLEEE 8
- - - - o -yl - + - - g T GBEELE B0 FFS502 g
= = = - - = = - = = SrEE 3P0 cHEES L LrLD LESBOL r
= . = = . = . =| = L GiBE | ¥LLO IGEEEL S0L0 ZBLFEZL £
- - - - - - - - - £l BEEE | G800 FLOEDL F200 B/GER z
[T [ = 4 5N = + + = g BFEST 2800 G585 reQo 205 L& 3
ZIW | Ewsaye _
795 U0 IFC U0 | uoa el UGE0D3 Wa ua 1 []
BUSYUIS BUUIS | uaIg | ap ZPEW wNeh | obejoig apday [ duy | ul | sduo | ouswe [ gl wsey | Tgegul apsap | ugibay

z el

18



ES 2646 132 T3

= - = - = = = = = Ll LELEL oG EL EOZLPSE ot £ e e Sd P
1 1 = = = = 1 = 1 oL q2E05 L B ELD OLLELSE OZEd L 00rSs £E
- - - - ¥z VBET | BEe04rE EE |  BGBLEE OZE
= - = 1 = G ofey = = 1 55 22159 BOEL HELLGTE rlLEL LEPSOTE BZL
Ll - - - - - - -] = ZL| erzilL | BLLE | oEsTosT BOLE | LIGGEET LE
“ - -+ - - - + -] - oL | sogzL| oeoE BEOELZE LE0Z | LOD09EE 0g
“ - -+ - - - - = - eor| evieol | LsoZ OPIGEEE BFEL | JBEGLLE BZ
= - = 1 = = = = = LS LLE9S BOEL 0ZrEL0E goE L BOSSLOZ =
- - - - - - - -+ tr Zoil | eval | GLELOOZ LGl | EB0000Z iz
[N [N = = E M) = = = = £ SLOS L8LL OSOLER L GLEL SEOEZEL O
- - - - - - - - - ] OLGS | Zwil |  GBLZEEL IEEL | GGT9ESL 6T
L+ - - - - # 0B -+ ZL 06LS | Lol | ZeeTlal 0551 |  ZosMsgL ¥
- [ - "4 BASNE - - - - B2 | geszg [ eegt | sesieol vEPL |  FOEBEOL EZ
= = = i = = i = = £ QELL 0L SZLrPSL 0ot L oeECCgL frd
- - - + | (gakidve ¢ obie - -+ £2 | soo02 | Leel | egezevl BEEL | GLEZIHL L2
| i = = = = = = = £ oS FLEL oL ELEL cHELTYPL [0
= i = = = = = = = 5 gy BOEL LLPEETL SO L LEJECTL (=18
- - s s s s s =| = g Bi2% | ¥S2L | O0BITEEL 0921 | Z00SeEL gl
- - % - - - - - - g log6 | evll | rOSESZL GELL |  ErvErIL il
ZIM LRy
795 U0 IFC Uo3 | uod el uQpo3 wa U3 1 8
B|uajUg BjUSUIE | uSg | Sp ZUEW WHu) | ofepoug | eyday | duy | uy | S4MO | ouewe | ggug Esey | TgEmul apsap | upBay

19



ES 2646 132 T3

)= = = 1 B YN g ofe = = 1 BE LirE0E L GE it LHE SiPE EE0CE JE BLG
= i = = = = = = = £ HEGT GOTE rLOLLLE £ 87 0ZL L 05
- L+ - - - - - -] - oL | ErszL | Eeee L5505LE EEPE | GLOSELE B
= = = = S~y - - - - S LFESE SO S6LS LLE PEEE LS S99 8E g
i+ * = = K- vl = = - = Bl BFZEL | GOEE §./B08E IBEE |  SESO06SC i
+ + - - - - - -] - L oLLv | Zege 5 09E5E BIZE |  BSBLESE oF
“f+ + - - - - - - - L B50F | G0ZE SEOSEIE GOZE |  SEOLEHE o
. . = = = = = = = £ el g5 LE OS520PE SILE 25 L0 g
- - - - oL | oiler | ovie ZEABEKE ELLE | ZoooEee qer
- = = =& W E W] £ obey = = | Ll | BEOSHEE &l LB LSLOZPE LOLE Ol EGLEE EEf
= - - - = = - =] - L Tivs | 66T |  TofEsiE VYOG | OBSESIE Zr
- - - - - - - +| - L Lees | e86Z | BEELYEE 086Z |  S908ETE L
- + - * Brg-whel - - - s og | sg9gee | GLeZ ZLEZOLE IBBT | GSUSSELE oF
[T (o) = l = = = = = 0e OELEE Gl L& SSE5EES W= T = Fraral o] BE
- - - - - - - -] - r iZov | 0592 BE5L5EE IFOT | ZO0MYEE gg
= = = 4 UE- el =] _..".m.m.n_ - - 4 6B S0PEE SE0E ST A 3G E [ 0/c
= i = S EEEOE g2i58 LviEELE 2558 =g BJje
- - = s . . s =| = Zh| smEeL | 1Esz |  ses0TiE OLGZ | S2890.2 ge
+ - - - - - - -] i CIZ8 | OtE vLLOGE BOFE | LOBISOE g
I | wumye
#95 U0 Z¥C uo3 | uoa el UQEod e ud 1 ]
B|USILIS BlUUIS | uslug | ap ZuEwWw WNu | ofejoid ayday | duy | ul | s4y0 | ouewe) | ggug esey | TgEmug apsap | ugBay

20



ES 2646 132 T3

[ &k vl LE0r DLLLEYY 0L0F LEESCSTR 25
- - £ ¥ELF [ oose GBEREZ ¥ YIBE | PoireEr g5
G FLEEL TirGe CPEReET SERE HEG55 T L]
[T 4 qOoE L SOEE GBS LET cHEE rOSlE LY £S
- - - = - = - =] = i B¥0L [ BLLE SEESL0Y LIJE | BBTESOF 5
¥ o5/iL | oEse OZTZEAE olge | Livkles qL5
ZiM | wueye

95 U0 Z¥FC U0 | uoae| UQpoD Ea ua 1 8

B|UajLS BlUajUIS | ualug | ap Zplew YWNu | obepoid ayday | du} | u | sS40 | ouBWE} | geug Ejsey | Tgenua apsap | ugBay

21



ES 2646 132 T3

(0@V A S4W eljiwey) ously ojewixolply Sp Jopenodsuel | Zl
BIoU3|NIIA
ap I0joe} Bp UQID8I09s ajuawalgisod ‘UQIDaIDas ap BWa)S|S
‘elous|niiA us opeoldw [euonduosuel) Jopenbal ‘Jopenbal
‘euisape/esojuswelly euiunn|fewey/iopeuodsueljone
‘salope|nbal ‘aluepixonue g|gisod
‘eseajold ‘(NBpy) cleucinioejebobijo ap eolyloadss eulod
‘ese|| oje}oad ‘opiwse|d ap uQIoEZI|Ige}Se ap Bwajlsis ‘(puQg
seuajold) NV 2p uoioeledal ‘obej eujajoid ‘eselbaju| Ll
(ojejsoy
|exopuid ap ajuaipuadap) eselajsuel} oluaes (J2SINYY
-1-|uas-1 eAleInd eulsisioous|as esejuls ‘(eseplidad)
BSE]0J00.PIYIP ‘BPIDOUOISEP UOIDuUN) ‘Jopenfal ‘owoi20)70) 0l
sopealdnp
sauab ‘ejous|niin/ugisaype eled seiquy ap sisajulsolg 6
B0I1]0IqIIUE BIDUS]SISAl ‘BPID0U02Sap uoiouny ap eulsjold
‘N4 ap sjuaipuadap z esejonpaloze-HQyN ‘Jopeinbay ]
esel| eunjoad ap eous|niin/opebad
Sp J0J0B} UOD BUISIXS BUBIGUSW ap Jopelodsueljoine
'10}0BJ09 OWOI 0sh 0 ugldIosde eled |anbiu ap ugelEND .
Z 1Y ewouab
[ap suasne ejsa |elbsjul euelquisl
ap J0sSUSas ap oplgly eulpisly eseuinb
ap Josinoaud un uoibal eise ap alue|ep BS01oNJ} 01e)soliq esejople ‘eseuinbojoni 9
|eloied
syy uoloealdnp esianip ‘(JNsA) oueolBopiidad ap uoiun ‘syy g
eujajoid ap UQID2109S/BUISI|OWAY ap UOIDBAIOY v
eselajsuel|isool|B ‘ejusipuadap
eem uoiado un ap olusp BSE|0JPIY — OPBIDOSE [eloW - BAlleind BuBIqUUIB|A e
Selqull} sp sissjulsolg 4
EpIDOU0IS3p
esojuswell uoluNy ap 440 ‘seydipald NZ ap sajusipuadsp
euiun|Bewsy ‘(esoon|B us opisoon|B sesejolpiy (ZIA 4 elliwey) Jopepodsuel; ‘esojuawe|ly
0 esoon|6 ua BS0IGO|22 8P UQISISAUOD) eulunnbewsy ‘(esoon|B ua opisoan|b o esoon|b
esepisoon|B-ejag (S 1d BS0I0E| BljIWE}) us BS0Ig0|80 ap uQIsianuod) esepisoon|b-elag ‘(S1d
leanze ap uglolosge eled Jopeuodsuel | es0}0e| EljlWe}) JEONZE 8P ugniosqe eled Jopelodsuel) 1
S8|BUOIOIPE SBUO|JBAISSCO0/SOIIEJUBWIOD (,) us ejouasald 0921uab oplusuo) uoibay

(Ugroenuiuon) Z ejqe |

22



ES 2646 132 T3

(4u9) jeuoiodiiosuely Jopenbal (D))
pepIuUNgnsS ‘Bs01q0|a9/S | 4 BS0J0E| ap eljiwey) Jopepodsuel)
‘(1 elwey) opisodl|B ese|jolply ‘BSEIONPIIOPIXO-01800p|Y

6L

(HNDONINY) eUIPISIY 8p uoloepelbag

8L

Z1Y ewoush
|@ ua ajuswielnied A gog us ou olad zyg
Ua UBJJUSNOUS BS BSES|ONUOL A ‘0INIoD

opixolad ‘(ezg4 pepiungns) ajinbje
opixoJadoipiy esejonpal eoBIpod (ZSLL
-Gyl | 8ggiul) oenbueyy ep ugifiel e

BUIUOIaW OwsIjogelaw
‘esoqu eseuinb ‘nHgy Jopelodsuel) ep Bs0ql 8p UQIDI0SqY

Ll

(@o8v¥s) opejenb ollely eled

08V lopenodsuel) ‘GNDS U0D BpeUOIDE[S] BSEISISUEBI}|I}ade
-N ‘sopioeoulwe eied Ngy Jopeuodsuel) ‘guo |

ap ajusipuadep Jojdesal ‘oAlelnd ol anboyd ep NQV

8p uglun ap ojujwop ap eujajold 'y BSBIUIS BUIPLINOPNSS
eoiwosoqu apuelb pepiungns ‘gNy lopenodsuel)

‘d odl} esed ]V Jopelodsuel) ‘eselalsa aullayoolsjua
‘guo| BUI}OECOSIIOIIIS) 9P Bjuslpuadap olojolapls

1oidaoal ‘eseonpalopixo/ese|olpiyolelaw ‘eulpliaidolpiyip
esejonpal ‘aeuquily (sS4 eljwey) eseauad (MU ysA]
‘Y12l ‘IY¥x |oe7) |euoioduosuel; Jopeinbal ‘+H Jopenodwig
.0pIsSeajonu ‘eulue|e|ius) Jopepodsued) ‘oaljeind guo ) ap
ajualpuadap 010j0lapis Jo}dasal ;z obey uoo ugponpsuel |

q9l

obej seulsjoid ‘obey} eseibaju|

el

(opisoon|B-ejaq S1d
eljiwe)) Jopepodsuel) ‘(v OIUILWIOoR) [BUSS 8P UQIDONPSUEI)
Z1Y uoco oonguIs) Bsoloe| ap ugloepelbap ‘Jopenbay

gl

eselbaiul (Z1 Y

u02 021}9JUIS) 021118} DY Jopenodsuel} (4doH) epenbaiod
eulsijowsey eujsjold ‘eselajsuel) 18w eUIB)SISOWOY
‘BUIUORBW|IBW-S ‘BuluonaW|aW -g Jopepodsuel}
‘eseawllad ‘JopenBai/losuss sajusuodwlod sop
‘eSel8)SUEIIE|}8W ‘SOpIoeOU|WE Sp Jopelodsuel) ‘el
eujsjoid ‘ejag/eye esejolply (| 0Be) UOD UQIONPSUEL |

arl

obe} eulejoid “eselbayu|

Evl

896 A zv€ ‘ZI M sewousb
SO| us mmucmmmLQ ugjse co_mm: ElSo

ap sausb so| ojed ‘adwol as sisajuIs g

soploeoulwe eled Dgy Jopeliodsuel) ‘lopeinfay

gl

S2|BUOI2IpE SBUCIDBAI2SdO/sOlIBIUaLLIOYD

(,) ue eoussaid

09/uab oplusjuon

uoibay

23



ES 2646 132 T3

(gvisy) seiuauodwoo sop ep Jopenbali/iosuas un

ua opeyasul oy dwooul obey ‘(ojuswbely) obey eselfisju) 1z
e0IUOGIED ESEIpIyuE
uolbal ejsa NYY UOIUN 8p H OlUILLIOp UN A BSBLWE)OE|-B)a]-0|B}aLL
ap eulweln|B/sopioeouUIWE 8p UgIolosge OIUILLIOP Un ap 8)sisucd ‘oAljelInd [elaw ap ajusipuadap
ap sausb so| esed 0gy Jopenodsuely eseuy ‘eujwein|B/sopiogoulwe ap ugiolosge eled Dgy
BLLISIS |8 UBUal 96 A z#¢ op ewoush |3 lopeyodsuel) ews)sis ‘ugisaype eled Jopepodsuesjony gz
0J131Y ap ugloiosqe eied guo] op ajusipuadap
euligo|Bowayjoway Joydaoal |ap eljiLie) e| ap eulajold Gz
‘896
ewousb |ap sajussne uejse (0}eyNson
alnze ap eselsjsuel} A Dgy ojensol
aunze sp Jopelodsuel; ‘ojipleso;
eseJajsuel]) G691-8891 8E9IUT
sauab so7 (TUrIHO43a09vIWNEY) Z#e "89G US sajuasne gysa (6991
us ajussne ejsa Jejabe|} sisajulsolq Bl US | -859L gcojul) oenbuey ep vz ugibal el ap
epeoldwl /8SL-78S 1 geoiug uoibal e (o1euenbip ese|oio ua salope|nbal) usb |3 obe seusjoid vz
eAljeusaye eupiuulid ap
uoloepe.fap ap (1 D) [001USUEIOD BSEISISUERI}NS0E
‘(0118 eljiwey) g| eselodsuel)’(sojuswbel)
I14No ap euIsaype/esojuaLuel euiunbewsyuopepodsueloine
uoloonpoud e| esed ugeoRIPOd 8p Uoifal ‘eaneulsye eulpiwuid ap ugioepelfisp
eun ap g9g A Zpe'(z95L-1.6G1 u3) ap ejnl ‘aynze ap owsijogelsw esjeynsjLe ‘(| esepidad)
uoifal ei1se ejunr 'zLY A g96°'ZyE (d¥IN) euluoiiaew eseplidedouily ‘eselajSuel}|isodl9
sela)oeq saJ) ewouab |ap sjuasaud ‘leuocioduosuely Jopenbal (g4 )Joperodsuel) esepIxo
eise eulpiwuid ugpepe.lbap ap eni e ouie ‘ouedoldodin-oselB-oji0e-opid)|0}So) BSEIBIUIS €z
1ds110 epeloose eujajold 2z
onjjend guo] ap ajualpuadap
Zi¢ ewouab | ua epedlyIpod BSEPIXO BUIWE olojolaplis Jojdaoal ‘ofe) seujajold ‘sepeuoioe|al
‘ouedoldooio-oselB-j1oe-opidijojso) BSEIUIG seselajsuel]|ady A eaneind Bsoon) ese|l182e-O-t \Z
eoiwselduad uoiun ap |oe7/BUIBl0Id
ap |euoloduosuel} Jope|nbsl ‘ojeuoinxay Jopelodsuel)
‘(sesejolpiy|isoolb ap | ¢ elliWe)}) sesepisoon|B-eyy 0z
S9|BUOIDIPE SOUOIOBAIDSO/SOlIEIUBLOD (,) us ejpouasald 0ojusb oplusuo) uoibay

24



ES 2646 132 T3

ese.bajul uoibal g
oydeoxa ejs|dwoo upifial g| 8p elOUBSaId

oje.ju/sojenyiu ap auodsuely |9 A sojeju

ap uoioonpal el us opeoldwi Jeu uglado |2 Jod epeanbueyy
uolfal ‘(YgDMN) olelju ep Joperodsuel) ‘(gseN)
ESEJONPal Oleljiu ‘(wYSeN) esejonpal oljediiu ‘eseibalu|

£E

(1WQ elliwiey) sojjogelsw ap Jopenod/onend

ooeWle) ‘ojeoajuedolplysap-g ‘'guo| euelquiaw ap
ugIsua)xa ‘ese|olply ‘Je|nj@2 ugisiAlp us epeoldwi eaneind
Jejnj@oenul uoeledas ap eulaold ‘eseusboipiysep
‘Jopelodsuel) /eseswlad ‘BSBIONPaJOPIX0 ‘BpIWIB|EW|}8
-N Bsejonpal ‘(4i1a1) [euoioduasuel; Jopeinfal ‘gNOS Uod
EPEUQCIDE|2) ESEIS/SUEI]|NI92E -N 9 O@E uo2 ugQioanpsuel |

qce

obe} eselbajul ‘obey

ece

899
ewouab |2 us Dgvyis seuab ap elouasald

sixejolae ;sixejoiwing ‘jeuoiadiiosued; Jopenbal
‘(epejaioas) enjelnd esejolply ‘(Epel2IDas) UQIDEZIUO|0D
eled sjuepodwi ojejoad esel| uod oun( ‘esel ojeuible Oy
Bullliopuod ‘(epejaloas) ojeoad esel| ‘eseuoinioelebijod
‘eUIUOIIBLU BSEUIS BIOUS|NIIA 8P WIS BUlS}0Id

LE

eoljjopug ugianjoAs ajueinp (L)
uoo uoeledwoo ua) sauab soyonw ap
ugioisinbpe ou IS B|S| BUN OU S)USWI|QISOd

sixelolae sixejolwinb ‘sopioeouiie
ap gy Jopepodsuel) ‘ojewein|b ap Hgy Jopeyodsuel ]

0g

uolbal e| ap elEP
ou UQIDBJILUI[B( :BNUNUOSIP BILSJUIS

BolllJopuz ugnjoAs ayueinp (zZ1y
uod uopeledwos us) sausb soyonw ap
uolaIsinbpe ou Is eS| BUN OU SjUBWS|JISOH

salope|nbal soyonw

A saiopepodsuel) soyonw ‘sojeulbje ep ugioezuswiodssp
‘(ogsq) oinynsipjon esepixo/eaiwse|duad

0INyNsip BSEJSWOS| ‘BUIO}SJE 8P sisaluls ‘0|B-ejeq eljiwe)
B| Op S1d U02 BS0JOoNIy/eSOIeOES 8p Uooez||iin ‘eAleind
VY| ESBI9)sUBI)|l}aoE ‘sajeuociodiiosuel} salope|nbal
soyonw ‘sopioeoulwe ap alodsuel) |2 us sopeo|duwl
sausab soyony ‘eundsd eselslss|8ay ‘QNY lopeHodsuel |

62

SOS ejsandsal

‘obey Jopenfal ‘euisijouliglyesenbeocs ‘esedi|o)sojos]|

‘S 4N Jlopeuodsuel) ‘ugisaype eled ejaq oluiwop ‘ajqisod
ewnfBa| eunoa| euanbad olad epiooucosap ugduny ‘Ny
oln|je ap ews)sIS ap 0JBLLLIE) S BIOUSISIS ‘¢,S00110Iq)UE
ap sisajulsolq ‘aNy ofnjje ap ews}sis ap ugloeNpoWw
‘soonolgIUE Sp sisajulsolq (YpeA) eulseaul/euisaype odi)
ap Jopepodsueljoine ap eulalold ‘¢ PEPIIIAOW/SIXEIOILIND

8¢

S8|EUOIDIPE SBUOIDEAISS]0/S01IEJUBLIDD

(.) ua eloUBSRBld

0921uab oplusjuo)

uoibey

25



ES 2646 132 T3

A%
ua sjussalid olad g9g A zZi¢ sewousb so|
ua sjuasne g4 sisajulsolq us epeoidul

Z/9zZ 9£9uT e GH9Z geoul op

oanbuel} sp uoibal | ap aued JoAew e Sd7 sisaulsolg Q¢
¢,0Be} |2 U0D UQIDONpSUE] | obie} seujajold ‘obe) eseifaju| ql¢
esepidadixoqleo euluee-q-|iueje-q eselib
NQYV JopIgIyul ‘UsSy-wYNY1 Shoo| ollend ‘4 esepiidadouiwe
‘dNY esepisoajonu‘ajewyiys lopejodsuel) 'y
opidi| esed ojloywed eseisjsuel) ‘enjeind eselsjsuely|ijeoe
‘(ONY) Jlopeuodsuel) ‘|esiaalun saliss ap o eujsjold
‘Ld odiy eSed | v ‘ousBoujiu ap ugioe(iwise A Bule)sIio ap
sisajusolq eled) saiopenbal ‘ediqoiseue | 8se|o esejeiply
ojelewn)‘ojeliie} Jopepodsuel) BUIAB]) BSEIONPaIOPIXO
:oAlEINd HOWN Esejonpalopix( ‘eujajoldod|
ap sisajuisolq ap eulwel} ‘sajuauodwod sop ap lope|nbal
/losuss ‘ESEJ8}20}EJSO}-g ODILEBINWIIIBDE-N ‘N OpIoe
BUJISIXS BUBIqUISW ap eulsjold ;7 obej uod ugroonpsuel ] e/¢
soselb sopioe ap sIsajus|soIq 'BSE|0}ySUEl}
Zte ua ueyey anb 113 seuab uealyipoo ‘eselajlon| ap euelAl uglponpold e| eled sojelsns uos anb
anb sojabe)} ap spuelb ugibal g e oyunp | (3xn7) eseysiuls eujsjoid-ojioe A (DxnT) esejonpal Yo-|I0y g¢
Z1 M ua sajussald uess uaiquie)
sajuabe sojse ap sounb)y ‘epioouoosap
uQIouNy ap sepeAlasuoo seulsjold
seslanp A euisod} Jopeyodsuen
un ‘euljuis} o1sly Sp ojusiweusBLW e
ap eujajoid eno ‘onneind [ejaw ap
sjusipuadap ese|olpiyosso} eun ‘eaneind
esoqly/eselawos| esojoeleb eun ((S4|A
EllWe}) Jopeuodsuel un ‘odiqolseue
0}e|1X0qJeoIp-0) Jopeuodsuen
un ‘euniay lejiuis eursiold eun
‘Ie|nj@oeljul eseiwe eseslold eun eled [eLquily
souab eolypoo anb pgrz-2/vZ 889Ul sisaju|solq el ap sopeoidwi sauaf eolyipoo (euquiy ap sauab A sixejoiwinb
uoiBal e| ap uaoaled gog sewouab so | anb oanbuey uoibal ap adaled UBIGUWE] ZiE ap sauab so| e ounl opeoign) Ijid/euguay ‘eselbaiu) ge
Quo] ep sjuaipuadsp 010j0IBPIS (BSO|Eal}
ap ugloepelbap) esejeal ‘eulind esespnuoql ap olnjje
‘soploeouiwe ap Hgy elopelodsuel) ‘BSenpalopix) e
S9|BUOIDIPE S3UOIOBAISSCO/SOIIBJUSLLION (.) us epuasaly 0921uab opluauo) uoibay

26



ES 2646 132 T3

eunoad ep uoioepelbeap g| us

sepeol|dw seulsjold se| BOYIPO2 OU 895 ap
ewouab |3 "epiuocinioeelfiobijo esel| eoIlpoD
anb g6ze geg3 A (18yS| ellwey) S|
olUaWal2 :gRZE efgIug sauab so| ojdaoxg

JopenBal (euoad ap

uoioepelBap ap ojonpo.d) ojeuo.injoeebobijo ap oolyjoadse
eullod Josinosid ‘eunoed sp ugioepelbsp (gyNnbBol)
(eunoad ap auodsuely us ugoezieIoadse eun uod

Jeonze eled syuaws|qisod) Dgy Jopeuodsuel) ‘esesodsuel)
18¥S| eljwe} ‘eunoad ugpepebalp ap eulejold

Ly

[0B| B JE[IWIS Jopenbal ‘(esoiqojeo
‘esojoe| ‘g1 d eljwey) lopeuodsuel) ‘esepion|B-egjaq
-d-9'leuoiodiiosuel) Jopenbal ‘eselajsuell|iiede-N-FNJO

or

(aogavya)
+£94 ap auodsuel) us opedldwi Ogy Jopejodsuel |

Sy

1gy Jopeynodsuel]

144

Zi¢ ewousb |8 us sajussald

ue}se ejous}adulod sp ouep ap s|qionpul
v euisjoid ‘|| A | peplungns ‘BWolo0)0
Pq esepixo jouinbign ‘(Nyey) sod.

ap ayualpuadap owsaey uis osauebuew
aualuod anb esejeles eolyipood uab |3

orneind NQW @p uolun ap [euoiodiiosuel)

Jope|nBai ‘Deulwe}ia/o|deIN/eUljuEX eseaLad

‘enljeind ojeuoqJed eseuinb ‘ejusipuadepojelaw

ESE|0JPIY OlUIWOpP Uod EAJEINd ESE|OIPIYOPIWE/ESEUIWESSP
‘11 odi} eSEISJSUEL] [}aW ‘L0 BUSPED 8p
esejonpaleseuabolpiysap ‘(ysA7) jeuondiiosuely jopejnbal
‘(nbBeyd) elouaniian ap euelquaw ap eulajoid ‘elousjadwon
ap ouep ap s|gIonpul v eulsjold ‘|| A | pEpIUNGNS ‘OWOID0}D
pq |ouinbign esepixo ‘owsaey uls osauebuew

auauod anb (Niey) ap ajuaipuadap esejejea gods ‘eaielnd
ojedipeoulwe-g eseujwesuel) ‘(d4\ ‘'0gy eseawuad
‘eulaixa euelquiaw ap eujsjoid) euiunniBewsy ap
Jopepodsuel; ‘eaneind euisijowsayeuiuinifewsy eujajoid
‘ewbisiuesewbis Jojoe) ‘eseuinp g obej UOD UQIDONPSUES |

qey

(o1o)dwooul
obe)) ofe) eujajold ‘esesjonuopus ‘obe) eselbaju|

EEY

BpISO|IX Jopelodsuel} ‘esepisolix
-ejaq ‘SHIN Jopepodsuel; ‘|euoioduosuel Jopenfay

[44

o|lona| esepiidadopiwe ‘esuibeledse
(g1d esoioe| eljiwe)) Jopepodsuel (L gyS|) esesodsuel |

134

onneind opelBajul opiwise|d

uoloebnfuoo ap

e1oUSnNJ8l) ap ojuswne A e|ouaisype ap ojusWwne us e)nsal
anb aoiadns ap uooeziueblioal ‘obey esesbsjul ‘opiwseld
ap uoiouny ‘obey ‘eselbajul :oneind opelbsiul opiwise|d

oy

89GA zve
sewouab so| us oOWs||oge}eD SopIoBOUIWE

ap DgV lopeyodsuel) ap eloussald

eseje}so} ‘eseulnb euisol
‘OJeJIINCOUIWEIP 8P OWSI|OCEIED ‘SOPIDEOUIWE 8p gV
Jopeyodsuel; ‘opid)| @p uoioe|oisoy ‘eucijeln|b esepixoiad

6€

SO|BUDIOIPE S8UOIOBAI9S(0/SOLIEIUSLIO))

(,) us elouUssald

0o1uab opluajuo)

uoibay

27



ES 2646 132 T3

996 A Z#C ap ewoush e

ua seuasne uejss (Y] yueu) Jopenbal
|2 A seaijeind esel| ejeuiwelnauy|j@oe-N
A eseuinb epiwesouew|ij@oe-N ‘00l|I0l|es
oplog ep Jopeuodsuel :Z99¢ 8egIUT

(4opw) (euixne olnye ap topeuod
ap eljwey) ojeuc)ew Jopeuodsuel) (opw sausb) euoyep

(4]

ooliein|Boxo opioe

ap eseJajsueljouwe-g ;eupsannd ‘|ellosuas [xejoise eled
BpBUOoISN) |[BUSS 2P 10}2NPSUEB} ‘010j0lapIs (PBUQ) 02IWIS)
anboyo ep eujeloid ‘eaneind Ny YW esesjoounguopus
‘ese|oJply oelew (Iux ‘Mol ‘NsA) sejeucioduosueln
salope|nbal ‘eselsjsueiiojsojoladlb opuesesobijo
-euelquiaw-ossolBipnesso} :g obe} uoo ugloonpsuel |

qls

896G uoo
so9o2juIs uos ofe} seuab so| ap sounby

(681N 102 '3 "seluownaud
"M ua sepensasuod) obe} seujajold ‘obey eseifaju)

BlS

(943D8vQein) eseain

0S

(Dely eljiwey) jeuoioduosued) Jopenbal
un A EpPIDOUO2SaP UQIDUNY P BPEAISSUOD
eulajoid eun ‘+H Jauodwdis/opleoesobio

‘epeJniesu] ouljoinon|B esejolpiy)
9¢PE-CePE 8EQIUT Bp 802180 ZFE BUIOUSD

guo| ap ajuaipuadap oiojoiapls Joydaoal ‘(olialy

ap eunoeqoialua Jopeuodusel)) oolwseldiad ajusuodwos
‘ngVy eJopelodsuel) eliwe; e| ap o048y ap o}sandwod

ap uoiun ap eulsiold ‘(S4N) Jeanze ap Jopelodsuel |

6%

eulas
Ua 0011 BUISBYPE 8P OlUILOP UN Uod Jopepodsueloine
‘sixejolwinb ap Jopenbal ‘sa|qisuasouesaLu sauol ap
[eueo ‘ooiwselduad uoiun sp sjusuodwod ‘cilely ap Dgy
apodsuel) ap eujajold ‘ouapgiiow ap gy Jopeyodsuel)
‘gluepIX0ljue ‘UgISaype 2p OlUILOP UoD Jopelodsuelioiny

8¥

S2|BuOIdIpe saulcldBAlaSqo/soliejuawlo)

(.) ua ejpuasald

09Juab opluajuo)

uoibay

28



ES 2646 132 T3

Region

Contenido génico

Presencia en (*)

Comentarios/observaciones
adicionales

53

Biosintesis de acidos grasos

Excepto los genes Ent638_3900-
3905 que codifican una
transferasa 4’-fosfopanteteinilo
(acpT), una
deshidrogenasa/reductasa SDR
precursora de cadena corta, un
precursor de proteina NLP/P60
(similar a hidrolasas asociadas
con pared celular putativa)
proteinas asociadas con
invasion), una hidrolasa de
superfamilia HAD, subfamilia IB
(similar a PSPasa), una proteina
de resistencia de teluro (terC) y
una proteina de transporte 2 de
iones

54

Biosintesis de celulosa (bcsZDCBA)

55

Transportador (familia PTS beta-
glucosido)

56

Transportador ABS ribosa, operon
rafinosa (transporte/utilizacion)

Adicionalmente, 568 carece de la
region de flanqueo Ent638_4064-
4070 que codifica el
rhaTRSBADBA (L-
ramnosa:symporter de protones,
activador transcripcional de unién
de ADN, union de L-ramnosa,
activador transcripcional de unién
de ADN, union de L-ramnosa,
ramnonuquinasa, isomerasa L-
ramnosa, aldolasa ramnulosa -1-
fosfato, transportador ABC D-
ribosa precursor de proteina de
unién ramnosa periplasmica,
proteina rbsA 1 de uniéon ATP de
importacion ribosa

Las coordenadas dadas son aquellas de los genes, no aquellas de la repeticion del organismo del fago utilizado para
la comparacién: K. pneumoniae MGH78578, E. coli K12, 0157-H7, UTI89, C. koseri BAA-895 En comparacioén con
568 y 342, K12 y 638 tienen los operones: porinas y lipoproteinas 0231-0234;

TABLA S1 (CEBADORES)

Locus Gen Secuencia Tm
Ent638_2025 budRf TATTCCCGCAGGAGATTGCT 58
Ent638_2025 budRr AAGCTGTGACGACTGCAACATATT 59
Ent638_2026 budAf GGCGAAATGATTGCCTTCAG 59
Ent638_2026 budAr CCAGGTCATTACTGCGAAAGGT 59
Ent638_2027 budBf ACAGCCCCGTTGAATACGAA 59
Ent638_2027 budBr GGGCACATAGTTGCGTTCTTC 58
Ent638_2028 budCf TTTGCGGCAGTGGAGAAAG 59
Ent638_2028 budCr TGGCGTGATCGACTCAATTG 59
Ent638_4249 repAf TAGCAAGAAAACAGGCGACAAGT 59

29
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Ent638_4249 repAr GCAGTCGCTCATCAGCTTGA 59
Ent638_R0104 16S AGTGATTGACGTTACTCGCAGAAG 59
Ent638_R0104 16Sr TTTACGCCCAGTAATTCCGATT 59

30
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para aumentar la tolerancia a sequia en una planta que comprende aplicar una composicién a
la planta en una cantidad efectiva para aumentar la tolerancia a sequia en la planta, en el que la composicién
comprende un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende aplicar la composiciéon a una raiz, un brote, una hoja, y/o
una semilla de la planta.

. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la planta es una angiosperma.
. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es tomate.

. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es un alamo.

. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es soja.

. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es maiz.

. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es pepino.

© o0 N o 0o b~ w

. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es guisante.
10. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es rabano.
11. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es brocoli.

12. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la angiosperma es espinaca.
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 9
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Fig. 10
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Distribucian de XX{X)
TGT 19
ACA 211
AC
GT
TTT
AAA
TG
AAC
AGA
TCT
ACG
ACC
CCT
CAT
TCC
CGT
CAA
GGT
cTT

25

P [ G e | o | e | o | s | e | T o | -l(.jﬂmatg

100
1: Todas las repeticiones de palindromo
2: CCCTCTCCCRA X )GGGAGAGGE (SEQ ID NO: 1)
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