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DESCRIPCION

Mutantes tipo papel de lija de Bacillus y procedimientos de uso de los mismos para mejorar el crecimiento vegetal,
promover la salud de plantas y controlar enfermedades y plagas.

Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona con el campo de mutantes bacterianos y con su capacidad para mejorar el
crecimiento vegetal, promover la salud de las plantas y controlar enfermedades y plagas de plantas.

Antecedentes de lainvencion

El género Bacillus comprende numerosas bacterias formadoras de endosporas que presentan multiples usos en los
campos de la agricultura y la nutricion animal, entre otros. Actualmente se comercializan diversas cepas de Bacillus
para su uso como promotores del crecimiento vegetal y/o como agentes de biocontrol contra plagas y enfermedades
de insectos (véase, por ejemplo, Masaaki Morikawa, “Beneficial Biofilm Formation by Industrial Bacteria Bacillus
subtilis and Related Species”, Journal of Bioscience and Bioengineering (2006) 101(1): 1-8; Kloepper, y col.,
“Induced Systemic Resistance and Promotion of Plant Growth by Bacillus spp”, Phytopathology (2004) 94(11): 1259-
1266). Estas alternativas organicas, amigables para el medio ambiente, han encontrado una gran aceptacion entre
agrénomos y horticultores debido a su eficacia como promotores del crecimiento vegetal y como bioplaguicidas.

Bacillus subtilis es una bacteria del suelo, Gramo-positiva, que a menudo se encuentra en la rizésfera de las plantas.
B. subtilis, al igual que muchas especies de bacterias, puede presentar dos modos de crecimiento distintivos, un
modo de crecimiento que nada libremente, plancténico, y un modo de biopelicula sésil en el cual un agregado de
células secreta una matriz extracelular para adherirse entre si y/o a una superficie (Branda, y col., “Fruiting Body
Formation by Bacillus subtilis”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2001) 98: 11621-11626; Hamon y Lazazzera, “The
Sporulation Transcription Factor SpoOA is Required for Biofilm Development in Bacillus subtilis”, Mol. Microbiol.
(2001) 52: 847-860). Las vias utilizadas por bacterias tales como B. subtilis para construir biopeliculas son
extremadamente diversas, que varian enormemente dentro y entre diferentes especies y bajo diferentes condiciones
ambientales (Bais, y col., “Biocontrol of Bacillus subtilis Against Infection of Arabidopsis Roots by Pseudomonas
syringae is Facilitated by Biofilm Formation and Surfactin Production”, Plant Physiol., (2004) 134: 307-319; Lemon y
col., “Biofilm Development with an Emphasis on Bacillus subtilis”, (2008) Current Topics in Microbiology and
Immunology (2008) 322: 1-16). Recientemente se ha reconocido de alguna manera que la formacion de biopeliculas
por cepas especificas de B. subtilis y especies relacionadas puede ayudar a controlar una infeccion causada por
patégenos de plantas (Morikawa (2006), citado anteriormente).

La morfologia y composicion quimica de las biopeliculas varian entre especies y cepas. La morfologia y la
produccién de acido y-poliglutdmico de las colonias mucoides que se observan en las cepas salvajes de Bacillus
subtilis se han correlacionado con una formacion mejorada de biopeliculas, en tanto la morfologia de colonias plana,
seca de las cepas domésticas (o de laboratorio) se ha correlacionado con una formacién disminuida de biopeliculas.
Véase Stanley, N. y Lazazzera, B. “Defining the Genetic Differences Between Wild and Domestic Strains of Bacillus
subtilis that Affect Poly-y-DL-Glutamic Acid Production and Biofilm Formation”, Molecular Microbiology (2005) 57(4):
1143-1158 a 1145. En la publicacién de Branda (citado anteriormente, 2001) se describen las deficiencias en
biopeliculas con una morfologia de colonias no mucoide, tales como colonias planas, pequeias, secas, que crecian
lateralmente y eventualmente se fusionaban entre si, lo que conduce a colonias pequefnas carentes de estructuras
aéreas. Sin embargo, en la publicacion de Stanley se describe una cepa hibrida de Bacillus subtilis que tiene una
mutacion de pérdida de funcion en el locus swrA, que formaba colonias planas, secas y mostraba una formacion
mejorada de biopeliculas. (La cepa hibrida era una combinacion obtenida por unién de una cepa que contiene el
ADN de una cepa salvaje que es responsable de la morfologia de colonias mucoide.) Los Solicitantes han
encontrado que las cepas salvajes de Bacillus con mutaciones de reducciéon o pérdida de funcion del locus swrA
producen colonias planas, secas que forman biopeliculas robustas y, ademas, que los productos de fermentacion
formulados que consisten de dichas células mejoran la salud de las plantas, conducen a una colonizacién de raices
mas robusta en comparacion con las cepas que contienen al gen swrA de tipo salvaje, y al control de enfermedades
y plagas de las planas, tales como nematodos.

Tanto la agricultura comercial como la jardineria doméstica se podran beneficiar con la disponibilidad de fuentes
diferentes y mejoradas de cepas de Bacillus para su uso en el mejoramiento del crecimiento vegetal, la promocién
de la salud de las plantas, el control de las plagas y enfermedades de plantas y el suministro de alternativas de los
nematocidas quimicos. La presente invencion provee una nueva clase de tales cepas bacterianas y procedimientos
mejorados de uso de los mismos que comprenden manipulacién de la formacion de biopeliculas.

Sumario de lainvencién

La presente invencidon provee composiciones que comprenden una variante de bacterias formadoras de esporas
donde dicha variante tiene una mutacion en el gen swrA que da como resultado una capacidad de movimiento en
enjambre [swarming] deteriorada y una mayor promocion de la salud de las plantas y que también puede causar las
siguientes caracteristicas en comparaciéon con una cepa que contiene un gen swrA de tipo salvaje: una morfologia
de células o colonias tipo papel de lija que consiste en células o colonias planas, secas, altamente compactas y muy
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quebradizas; una colonizacién de raices mas robusta; y/o formacion de cadenas largas de células durante la fase
exponencial temprana en cultivo liquido. Dicha mutacion se denomina mutacion swrA en la presente y las células
con dicha mutacion swrA son células swrA'".

En dichas composiciones de variantes de bacterias formadoras de esporas, las células swrA” comprenden al menos
aproximadamente un 3,5 % de las células totales en la composicion y al menos un 70 % de las células swrA™ son
esporas. La presente invencion provee ademas composiciones tales en donde las células swrA” comprenden al
menos un 10 % de las células totales en la composicién o comprenden al menos un 50 % de las células totales en la
composicion o comprenden un 100 % de las células totales en la composicion. La presente invencion provee
ademas aquellas composiciones en las que al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 85
% o al menos aproximadamente un 90 % de las células swrA™ y/o de las células totales en la composicion son
esporas.

En algunas realizaciones, las bacterias formadoras de esporas pertenecen al género Bacillus. En aun ofras, son
especies de Bacillus pertenecientes al clado Bacillus subtilis (véase la figura 6). En aun otras, las especies se
seleccionan del grupo que consiste en B. pumilus, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis y B. licheniformis.
En aun otras, la especie de Bacillus es Bacillus subtilis QST713.

La presente invencion provee composiciones que comprenden células swrA tal como se caracterizan en las
reivindicaciones.

La presente invencion implica usos y composiciones que comprenden células bacterianas formadoras de esporas
que tienen una mutacion en un ortélogo de swrA en donde la mutaciéon reduce la capacidad de movimiento en
enjambre de las células bacterianas en comparacién con células bacterianas isogénicas que no contienen a la
mutacion. En una realizacion, la capacidad de movimiento en enjambre se mide por el crecimiento sobre una
superficie no liquida.

Las células bacterianas formadoras de esporas que tienen la mutacion en el ortdlogo de swrA proceden de una
especie de Bacillus perteneciente al clado de Bacillus subtilis. En una realizacion, las células bacterianas formadoras
de esporas son salvajes.

Las células bacterianas formadoras de esporas que tienen la mutacion en el ortélogo de swrA tienen diversas
caracteristicas en comparacion con células bacterianas isogénicas que no tienen la mutacion, incluyendo al menos
uno de los siguientes: (i) la formacion de una biopelicula mas robusta; (ii) una biopelicula que es plana, seca y
gruesa; y (iii) formacion de cadenas largas en un cultivo liquido como respuesta a fuerzas de corte (que crean un
entorno altamente turbulento).

En otras realizaciones, la biopelicula mas robusta comprende ademas una o0 mas de las siguientes caracteristicas en
comparacién con células isogénicas que no contienen a la mutacion: (i) células vegetativas que tienen un diametro
que es al menos aproximadamente un 1,5 veces mayor, (ii) células que tienen un recubrimiento celular adicional, (iii)
una region grande blanca (transparente a electrones) cuando se visualiza con un microscopio electrénico de
transmision, (iv) el aspecto de la biopelicula de AQ30002 que se muestra en las figuras 12, 13 0 14 y (v) células que
forman cadenas largas en un cultivo liquido.

En el presente documento se describen ortélogos de swrA tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad
con un gen swrA de tipo salvaje de la misma especie de Bacillus que las células bacterianas que comprenden la
mutacion. El ortélogo de swrA tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad, al menos aproximadamente
un 96 % de identidad, al menos aproximadamente un 97 % de identidad, al menos aproximadamente un 98 % de
identidad o al menos aproximadamente un 99 % de identidad con un gen swrA de tipo salvaje de la misma especie
de Bacillus que las células bacterianas que tienen la mutacién. El gen swrA de tipo salvaje con al menos
aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia con el ortélogo de swrA es de la misma cepa que las células
bacterianas que tienen la mutacién. El ortélogo de swrA tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad con
la secuencia de nucledtidos swrA proporcionada en las SEQ ID NO. 1.

En otra realizacion de la divulgacioén, la mutacién en el ortélogo de swrA es en una posicién correspondiente a una o
mas de las posiciones 26-34 del gen swrA que se muestra en la SEQ ID NO. 1 o en una posicién correspondiente a
una o mas de las posiciones 1-3 del gen swrA como se muestra en la SEQ ID NO. 1. En una variacién, la mutacién
es una insercion o delecion.

En una realizacién, las composiciones de células bacterianas formadoras de esporas descritas previamente
comprenden al menos un 3,5 % de las células bacterianas totales en la composicion y/o al menos aproximadamente
un 70 % de las células bacterianas formadoras de esporas en la composicidon son esporas.

En otra realizacion, la invencion abarca composiciones que comprenden células bacterianas formadoras de esporas
swrA’, en donde las células swrA” comprenden al menos un 3,5 % de las células bacterianas totales en la
composicion y/o en donde al menos aproximadamente un 70 % de las células bacterianas formadoras de esporas
son esporas. En algunas realizaciones, se ha reducido la actividad swrA por un medio distinto de una mutacién del
gen swrA. La actividad swrA se pueden reducir usando diversos agentes, incluyendo moléculas pequefias, drogas,
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sustancias quimicas, compuestos, ARNSsi, ribozimas, oligonucleétidos antisentido, anticuerpos inhibidores de swrA,
péptidos inhibidores de swrA, aptdmeros o aptameros especulares. En una realizacion, la mutacion del gen swrA en
las células swrA” es en una posicidon correspondiente a una o mas de las posiciones 26-34 del gen swrA que se
muestra en la SEQ ID NO. 1 o en una posicion correspondiente a una o mas de las posiciones 1-3 del gen swrA que
se muestra en la SEQ ID NO. 1. En una variacion, la mutaciéon es una insercién o delecion. En otro aspecto, las
células swrA’ son el resultado de una inactivacion del gen swrA.

Las células bacterianas formadoras de esporas de la presente invenciéon son células bacterianas Bacillus subtilis
QST713 que tienen una mutacion en el gen swrA y composiciones de las mismas tal como se caracterizan en las
reivindicaciones. En un aspecto de la divulgacion, las células bacterianas de Bacillus subtilis QST713 comprenden al
menos un cambio de un par de bases de acido nucleico en un codoén de inicio y/o al menos una inserciéon de un par
de bases de acido nucleico o delecion en un gen swrA. En otros aspectos de la divulgacion, la inserciéon o delecion
en el gen swrA tiene lugar en uno o mas de los pares de bases en las posiciones 26-34 de la SEQ ID NO. 1. En adn
otro aspecto de la divulgacion, las células swrA” de Bacillus subtilis QST713 se seleccionan del grupo que consiste
en la cepa AQ30002 (también conocida como QST30002) y la cepa AQ30004 (también conocida como QST30004),
depositada con los N.° de Acceso NRRL B-50421 y NRRL B-50455, respectivamente. En aun otro aspecto de la
divulgacion, la Bacillus subtilis QST713 que tiene la mutacion en el gen swrA es de tipo salvaje para epsC, sfp y
degQ. En otro aspecto de la divulgacion, la Bacillus subtilis QST713 que tiene la mutacion es isogénica de otra
manera con Bacillus subtilis QST713. En algunas realizaciones de la divulgaciéon, composiciones de las células
QST713 de Bacillus subtilis que tienen la mutacion comprenden al menos aproximadamente un 3,5 % de las células
bacterianas totales en la composicion.

La presente invencién provee composiciones que comprenden una o mas cepas de B. subitilis seleccionadas del
grupo que consiste en AQ30002 (también conocida como QST30002) y AQ30004 (también conocida como
QST30004), depositadas con los N° de Acceso NRRL B-50421 y NRRL B-50455, respectivamente.

En una realizacion de la divulgacion, las células bacterianas formadoras de esporas que tienen la mutacion en el
ortélogo de swrA son de una especie de Bacillus del clado de Bacillus subtilis y comprenden un ortélogo de sfp de
tipo salvaje. En otra realizacion de la divulgacion, estas células bacterianas comprenden ademas un ortdlogo de
degQ de tipo salvaje y un ortdlogo de epsC de tipo salvaje. En un aspecto de la divulgacion, el ortlogo de sfp, el
ortdlogo de degQ y el ortdlogo de epsC tienen cada uno al menos aproximadamente un 90 % de identidad de
secuencia con un gen sfp gene, un gen degQ un gen y un gen epsC, respectivamente, de cualquiera entre B.
pumilus, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis y B. licheniformis, B. aerophilus, B. stratosphericus, B.
safensis, B. altitudinus, B. vallismortis, B. halotolerans, B. mojavensis, B. sonorensis y B. aerius. En aun otro
aspecto, dicha al menos aproximadamente 90 % de identidad de secuencia es con el gen sfp, el gen degQ y el gen
epsC de cualquiera entre la cepa 3610 de B. subtilis, la cepa FZB42 de B. amyloliquefaciens, SAFR-032 de B.
pumilus, la cepa 14580 de B. lichenformis o la cepa 1942 de B. atrophaeus. En aun otro aspecto de la divulgacion, el
ortélogo de sfp tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 11, el
ortologo de epsC tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 12 y el
ortologo degQ tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 13. En adn
otro aspecto, la identidad de secuencia descrita en este parrafo es al menos aproximadamente un 95 %, al menos
aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 % o al menos
aproximadamente un 99 %.

De acuerdo con lainvencion, as células swrA™ derivan de Bacillus subtilis QST713, en la que dichas células swrA
tienen una delecion en la posicion 26 de la SEQ ID NO:1, como se regleja en la SEQ ID NO. 3.

La presente invencién provee ademas cualquiera de las bacterias formadoras de esporas o composiciones de la
presente invencion que ademas comprenden una formulacién inerte u otro ingrediente de formulacion, tales como
polisacaridos (almidones, maltodextrinas, metilcelulosas, proteinas, tal como proteina del suero, péptidos, gomas),
azucares (lactosa, trehalosa, sacarosa), lipidos (lecitina, aceites vegetales, aceites minerales), sales (cloruro de
sodio, carbonato de calcio, citrato de sodio) y silicatos (arcillas, silice amorfa, silices de humo/precipitadas, sales de
silicato). En algunas realizaciones, tales como aquellas en las cuales las composiciones se aplican a la tierra, las
composiciones de la presente invencion comprenden un vehiculo, tal como agua o un material mineral u organico, tal
como turba, que facilita la incorporacién de las composiciones en la tierra. En algunas realizaciones, tales como
aquellas en donde se usa la composicién para el tratamiento de semillas 0 como una inmersién radicular, el vehiculo
es un aglutinante o adhesivo que facilita la adherencia de la composicion a la semilla o raiz. En otra realizacién en
donde las composiciones se usan como un tratamiento de semillas, el ingrediente de formulacién es un colorante. En
otras composiciones, el ingrediente de formulacién es un conservante.

La presente invencion provee ademas cualquiera de las composiciones de la presente invencion que ademas
comprenden al menos un ingrediente o agente activo adicional ademas de las células swrA". Dichos otros
ingredientes o agentes activos pueden ser una sustancia quimica u otra cepa bacteriana. Los ejemplos de
ingredientes o agentes activos adecuados incluyen, pero en un sentido no limitativo, un herbicida, un fungicida, un
bactericida, un insecticida, un nematocida, un miticida, un regulador del crecimiento vegetal, un estimulante del
crecimiento vegetal y un fertilizante.
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La presente invencion provee ademas composmlones en las que las células swrA” comprenden entre
aproximadamente 1 x 102 ufc/g y aproximadamente 1 x 10" ufc/g en la composicion. La presente invencién provee
ademas aquellas composiciones en las que las celulas swWrA” comprenden al menos 1 x 10 ufc/g, o comprenden al
menos 1 x 10’ ufc/g o comprenden al menos 1 x 108 ufc/g o comprenden al menos 1 x 10° ufc/g.

La presente invencion incluye los productos de fermentacion de bacterias formadoras de esporas de la presente
invencion y composiciones que comprenden a dichos productos de fermentacion. En un aspecto, estos productos de
fermentacion incluyen células bacterianas formadoras de esporas, sus metabolitos y el caldo de fermentacion
residual. En otros aspectos, las células bacterianas formadoras de esporas del producto de fermentacion son
mayormente esporas. En otro aspecto, las composiciones que comprenden los productos de fermentacion
comprenden ademas ingredientes de formulacion inertes e ingredientes de formulacion, segun se describe en la
presente. En algunas realizaciones, el caldo de fermentacién concentrado se lava, por ejemplo, mediante un proceso
de diafiltracion, para eliminar el caldo de fermentacion residual y los metabolitos de modo tal que el producto de
fermentacioén es principalmente esporas.

La presente invencion también provee procedimientos de tratamiento de una planta para mejorar la salud de las
plantas (tal como por promocién de la salud de las plantas, aumento de la resistencia al estrés abidtico o aumento
del vigor de las plantas) y/o para controlar una enfermedad de las plantas y/o para controlar una plaga de plantas, en
donde el procedimiento comprende aplicar dichas una o mas de las composiciones de la presente invencién o las
bacterias formadoras de esporas de la presente invencién a la planta, a una parte de la planta y/o al locus que rodea
a la planta, tal como al medio de crecimiento de una planta. Asi, por ejemplo, la presente invencién provee ademas
procedimientos en donde las composiciones de la presente invencién se aplican a la tierra. Por ejemplo, la
composicion se puede aplicar antes, durante o después que la planta o parte de planta toma contacto con la tierra.
Como ejemplos adicionales, los procedimientos de la presente invencion incluyen, pero en un sentido no limitativo,
aplicar la composicion usando un procedimiento de aplicacion, tal como riego de la superficie de la tierra,
introduccion con una cafa, inyeccion, quemigacion o aplicacion en surcos.

Los procedimientos de la presente invencion se pueden usar en cualquier parte de la planta. Los ejemplos de dichas
partes de plantas incluyen, pero en un sentido no limitativo, semillas, raices, tallos subterrdneos, tubérculos, bulbos,
gajos y rizomas.

Las composiciones y bacterias formadoras de esporas de la presente invencion son de utilidad para controlar
nematodos parasitos de plantas, tales como, por ejemplo, nematodos de los nudos de la raiz, quisticos, de lesiones
y en anillo, incluyendo Meloidogyne spp., Heterodera spp., Globodera spp., Pratylenchus spp. y Criconemella sp. En
algunas realizaciones, los blancos son nematodos de los nudos de la raiz, tal como M. incognita (nematodo de los
nudos de la raiz del algodén), M. javanica (nematodo de los nudos de la raiz javanés), M. hapla (nematodo de los
nudos de la raiz del norte) y M. arenaria (nematodo de los nudos de la raiz del cacahuete). En algunas realizaciones,
los sintomas y/o los nematodos se reducen en al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un
10 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 40
%, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %,
al menos aproximadamente un 80 % o al menos aproximadamente un 90 %.

En otro aspecto, los usos, los procedimientos, las bacterias formadoras de esporas que tienen una mutacion en el
ortélogo de swrA y las composiciones que se describen en la presente aumentan el rendimiento de los cultivos entre
aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 30
%, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 40 %, entre aproximadamente un 10 % y
aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente
un 30 % y aproximadamente un 70 %, entre aproximadamente un 40 % y aproximadamente un 60 % o
aproximadamente un 5 % o mas, aproximadamente un 10 % o mas, aproximadamente un 20 % o mas,
aproximadamente un 30 % o mas, aproximadamente un 40 % o mas, aproximadamente un 50 % o mas,
aproximadamente un 60 % o mas, aproximadamente un 70 % o mas, aproximadamente un 80 % 0 mas o
aproximadamente un 90 % o mas, en comparacion con una planta, cultivo, fruto o verdura no tratada. En aun otro
aspecto, los procedimientos y las composiciones que se describen en la presente aumentan el rendimiento de los
cultivos en aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un
30 %, aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 % aproximadamente un 70
%, aproximadamente un 80 % o aproximadamente un 90 % en comparacién con una planta, cultivo, fruto o
vegetales no tratados.

Las plantas representativas que se pueden tratar usando las composiciones de la presente invencion incluyen, pero
en un sentido no limitativo, las siguientes monocotiledéneas y dicotiledéneas: vegetales de bulbos; granos de
cereales (tales como trigo, cebada, arroz); maiz, frutos citricos (tales como pomelo, limén y naranja); algodon y otros
cultivos de fibras; curcurbitaceas; vegetales con frutos; vegetales de hojas (tales como apio, lechuga de cabeza y
hoja y espinaca); legumbres (tales como soja, habas verdes, garbanzos, lentejas); cultivos de semillas oleaginosas;
cacahuete; frutos carnosos (tales como manzanas y peras); frutos con carozo (tales como almendras, pacana y
nueces); vegetales de raices; vegetales de tubérculos; vegetales de bulbos; tabaco, frutillas y otras bayas; cultivos
de coles (tales como brocoli, col); uvas; plantas usadas para la produccion de biomasa (tales como Miscanthus,
bambu), anana; y plantas con flores, plantas en lechos y plantas ornamentales (tal como helecho y Hosta). Las
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composiciones de la presente invencion también se usan para tratar plantas perennes, incluyendo cultivos de
plantacion tales como banana y café y aquellos que estan presentes en bosques, parques o jardines.

Cuando se usa como un tratamier21to de semiillas, las composié:iones de la presente invencion se aplican a una dosis
de entre aproximadamente 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10 3ufc/semilla, dependiendo de; tamafo de la semilla. En
algunas realizaciones, la dosis de aplicacién es de entre 1 x 10” y aproximadamente 1 x 10" ufc/semilla.

Cuando se usa como un tratamiento de tierra, las composiciones y células bacterianas formadoras de esporas de la
presente invencion se pueden aplicar como un riego de la superficie de la tierra, por introducciéon con una cafia,
inyeccion y/o aplicaciéon en surcos o mezclados con el agua de irrigacion. La dosis de aplicacion para los
tratamientos mediante riego de superficie de la tierra, que se puede aplica en el momento de la siembra, durante o
después de la siembra, o después del transplantezy en cualquier etapa del crecimiento vegetal, es de entre
aproximadamente 4 x 10" y aproximadamente 8 x 10"? ufc por acre. En algunas realizaciones, la dosis de aplicacion
es de entre aproximadamente 1 x 10" y aproximadamente 6 x 10" ufc por acre. La dosis de aplicacién para los
tratamientos en surcos, aplicada en el momento de la siembra, es de entre aproximadamente 2,5 x 100 y
aproximadamente 5 x 10" ufe por 1000 pies de fila. En algunas realizaciones, la dosis de aplicacion es de entre
aproximadamente 6 x 100 y aproximadamente 4 x 10" ufc por 1000 pies de fila. Los expertos en la materia podran
ajustar las dosis para los tratamientos a voleo (donde las aplicaciones se aplican a menor dosis pero mas
frecuentes) y otros tratamientos menos comunes de la tierra.

Las composiciones y las células bacterianas formadoras de esporas de la presente invencion se pueden mezclar con
otros aditivos quimicos y no quimicos, adyuvantes y/o tratamientos, en donde tales tratamientos incluyen, pero en un
sentido no limitativo, fungicidas, insecticidas, miticidas, nematocidas, fertilizantes, nutrientes, minerales, auxinas,
estimulantes del crecimiento quimicos y no quimicos y similares.

La presente invencion provee un cultivo sustancialmente puro y/o un cultivo biolégicamente puro de una célula tipo
papel de lija aislada de una mezcla de diferentes tipos celulares. Por ejemplo, la invencion cultivos sustancialmente
puros y/o cultivos biolégicamente puros, en donde la mezcla de diferentes tipos celulares comprende QST713,
depositados como NRRL, N° Acceso B21661. La presente invencion provee cultivos sustancialmente puros y/o
cultivos biolégicamente puros de las cepas de B. subtilis AQ30002 (también conocida como QST30002) o AQ30004
(también conocida como QST30004), depositadas con los N° Acceso NRRL B-50421 y NRRL B-50455,
respectivamente.

La presente divulgacion provee cultivos sustancialmente puros y/o cultivos bioldgicamente puros de una cepa de B.
subtilis que presenta todas las caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas de las cepas de B. subtilis AQ30002
(también conocida como QST30002) o AQ30004 (también conocida como QST30004), depositadas con los N°
Acceso NRRL B-50421 y NRRL B-50455, respectivamente.

La presente divulgacion también provee la progenie de cultivos sustancialmente puros y/o cultivos biolégicamente
puros de cualquiera de los cultivos de la presente invencion, en donde el cultivo tiene todas las caracteristicas
fisiolégicas y morfolégicas de las cepas de B. subtilis AQ30002 (también conocida como QST30002) o AQ30004
(también conocida como QST30004), depositadas con los N° Acceso NRRL B-50421 y NRRL B-50455,
respectivamente.

La presente invencion también provee composiciones que comprenden un cultivo sustancialmente puro y/o un
cultivo biolégicamente puro de una o mas de las células swrA™ de la presente invencion, tal como se describe en las
reivindicaciones.

Descripcidn breve de los dibujos

La figura 1 muestra una comparacién de morfologias de colonias en las variantes QST713 de tipo salvaje y
QST713 tipo papel de lija, cultivadas sobre placas de agar con nutrientes. A diferencia de las colonias de tipo
salvaje, las morfologias de colonias de las variantes tipo papel de lija son altamente compactas y altamente
hidrofébicas.

La figura 2 muestra imagenes de las células AQ30002 swrA"y QST713 swrA" de tipo salvaje durante la fase de
crecimiento exponencial en cultivo liquido.

La figura 3 muestra imagenes de las células de AQ30002 swrA™ (“30002”) y de QST713 de tipo salvaje swrA"
(“713”) en cultivo liquido sometidas a fuerzas de corte. Las imagenes superiores muestran el crecimiento celular
sin una punta de pipeta insertada en el medio de cultivo a un aumento de 40x, en tanto las imagenes inferiores
muestran crecimiento celular con una punta de pipeta insertada en el medio de cultivo a un aumento de 10x.

La figura 4 muestra la cuantificacion de colonias de tipo papel de lija en lotes comerciales representativos de
SERENADE®ASO.

La figura 5A muestra la alineacion de diversos ADN gendmicos swrA que abarcan al transcripto swrA predicho.
Bsub_168 = B. subtilis, cepa 168; Bsub_3610 = B. subtilis, cepa 3610; QST713 = QST713, de tipo salvaje;
AQ30002 y AQ30004 = cepas representativas de la presente invencion; Bamy_FZB42 = B. amyloliquefaciens,
cepa FZB42; Bpum_SAFR-032 = B. pumilus, cepa SAFR-032; y Blic_14580 = B. licheniformis, cepa 14580.

La figura 5B muestra la alineacion de diversos ADN genémicos swrA que abarcan al transcripto swrA predicho.
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Las abreviaturas tienen los mismos significados que en la figura 5A, y Batr_1942 = B. atrophaeus, cepa 1942 y
Bpum_2808 = B. pumilus, cepa 2808.

La figura 5C muestra la alineacion de diversas proteinas swrA obtenidas de sus transcriptos swrA predichos. Las
abreviaturas tienen el mismo significado que en las figuras 5A y 5B, y Bpum_7061 = B. pumilus 7061.

La figura 6 muestra un arbol filogenético de especies pertenecientes al clado de Bacillus subtilis (es decir, B.
subtilis y todos los parentescos cercanos evaluados por comparacion de ADNr 16S) incluyendo las especies mas
distantes como raices del arbol. Las especies para las cuales esta disponible la secuencia completa del genoma
estan marcadas con asteriscos. Un solo asterisco (“*”) indica ademas que la especie no tiene un ortdlogo de
swrA, en tanto las especies marcadas con un asterisco doble (“**”) contienen un ortélogo de swrA. Se presume
que las otras especies no marcadas del clado de B. subtilis tienen un ortélogo de swrAs basado a su relacién
filogenética cercana, pero actualmente no se encuentran disponibles los datos de las secuencias gendmicas para
estas especies.

La figura 7 muestra imagenes de placas de ensayo del movimiento en enjambre de LB-agar 0,7 % para QST713
swrA” (“QST713”), AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) y diversas construcciones basadas en estas cepas.

La figura 8 muestra las calificaciones promedio de colonizacién de raices para QST713 swrA® (“QST713”),
AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) y diversas construcciones basadas en estas cepas y demuestra que la
complementacion con swrA de tipo salvaje en las células AQ30002 swrA™ reduce la capacidad de colonizacion de
raices.

La figura 9 muestra imagenes de biopeliculas de raices capturadas con microscopia 6ptica digital que muestran
la similitud de biopeliculas entre AQ30002_endoPro_swrA_ICE (cepa complementada) y QST713 swrA"
(“QST713”) y la similitud entre AQ30002_pPen_swrA_ICE (complementacién parcial) y AQ30002 swrA
(“AQ300027).

La figura 10 representa los resultados de crecimiento de dos réplicas de cada uno de QST713 swrA" de tipo
salvaje y AQ30002 swrA' tipo papel de lija en medio stock de cerdo a 30 °C.

La figura 11 representa los resultados de un ensayo de robustez de las peliculas de dos réplicas de cada uno de
los cultivos de QST713 swrA" de tipo salvaje (“713 wt”) y AQ30002 swrA™ (“AQ30002”).

La figura 12 muestra imagenes de colonizacion de raices con Bacillus subtilis, AQ30002 swrA™ (“AQ30002") y
QST713 swrA" de tipo salvaje (“QST713 wt").

La figura 13 muestra imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de biopeliculas de recubrimiento de
superficies radiculares de Bacillus subtilis QST713 swrA® de tipo salvaje (“QST713”) y AQ30002 swrA’
(“AQ30002”).

La figura 14 muestra imagenes de microscopia optica de secciones delgadas y gruesas de raices tratadas con
agua, Bacillus subtilis, QST713 swrA" de tipo salvaje (“QST713”) y AQ30002 swrA™ (“30002”).

La figura 15 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir la promocion del crecimiento
vegetal en maiz tratado con AQ30002 swrA™ (“AQ30002"), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de células
swrA" de tipo salvaje y swrA” tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase,
por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) o otras cepas de Bacillus. Se muestran plantas de maiz 2 semanas
después del tratamiento de semillas con dosis de aplicacion normalizadas en 64 onzas/acre con dosis de ufc
equivalentes usadas para los productos experimentales.

La figura 16 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir la promocién del crecimiento
vegetal en trigo tratado con AQ30002 swrA™ (“AQ30002”), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de células
swrA" de tipo salvaje y swrA’ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase,
por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) o otras cepas de Bacillus. Se muestran plantas de trigo 2 semanas
después del tratamiento de semillas que consistia de un embebimiento de semillas con dosis de aplicacion
normalizadas en 64 onzas/acre con las dosis de ufc equivalentes usadas para los productos experimentales.

La figura 17 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir la promocién del crecimiento
vegetal en trigo tratado con AQ30002 swrA™ (“AQ30002”), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de células
swrA" de tipo salvaje y swrA” tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase,
por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) o otras cepas de Bacillus producidas usando un medio basado en soja.
Se muestran plantas de tomate 2 semanas después del tratamiento de semillas que consistia de un
embebimiento de semillas con dosis de aplicacién normalizadas en 64 onzas/acre con las dosis de ufc
equivalentes usadas para los productos experimentales.

La figura 18 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir los pesos secos de raices y
brotes de maiz tratado con AQ30002 (“AQ30002”), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de celulas swrA" de
tipo salvaje y swrA’ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por
ejemplo, el Ejemplo 3y la figura 4) u otras cepas de Bacillus producidas usando un medio basado en soja.

La figura 19 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir los pesos secos de raices y
brotes de trigo tratado con AQ30002 (“AQ30002”), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de celulas swrA" de
tipo salvaje y swrA’ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por
ejemplo, el Ejemplo 3y la figura 4) u otras cepas de Bacillus producidas usando un medio basado en soja.

La figura 20 representa los resultados de un estudio en invernadero para medir los pesos secos de raices y
brotes de tomate tratado con AQ30002 (“AQ30002”), QST713 (“QST713”, que es una mezcla de celulas swrA”
de tipo salvaje y swrA™ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por
ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) u otras cepas de Bacillus producidas usando un medio basado en soja.

La figura 21 representa los resultados de un estudio a campo para medir el rendimiento del procesamiento de
tomates de plantas tratadas con las cepas de Bacillus subtilis QST713 (una mezcla de células swrA” de tipo
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salvaje y swrA’ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por ejemplo,
el Ejemplo 3y la figura 4) (“QST713”) o AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) solas o en combinacién con estimulante del
crecimiento vegetal (PGS). Las cepas se produjeron usando un medio basado en soja. Las pruebas se
condujeron en Escalon, California. Los tratamientos indicados con “Exp” representan condiciones experimentales
alternativas. Las mediciones con la misma letra no son estadisticamente diferentes a P = 0,05 usando andlisis de
la varianza (ANOVA).

La figura 22 representa el porcentaje de vuelco (ruptura del tallo debajo de la mazorca) de un estudio a campo
para medir las plantas de maiz tratadas con las cepas de Bacillus subtilis QST713 (una mezcla de células swrA”
de tipo salvaje y swrA™ tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por
ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) (“QST713”) o AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) solas o en combinacién con un
estimulante del crecimiento vegetal (PGS). Las cepas se produjeron usando un medio basado en soja. Las
pruebas se condujeron en Paynesville, Minnesota. Los tratamientos indicados con “Exp” representan condiciones
experimentales alternativas. Las mediciones con la misma letra no son estadisticamente diferentes a P = 0,10
usando analisis de la varianza (ANOVA).

La figura 23 muestra una imagen de raices de soja de plantas tratadas con AQ30002 swrA" (“QRD154”) y un
inoculante bacteriano en surcos en el momento de la siembra.

La figura 24 muestra una imagen de raices de soja de una planta no tratada.

La figura 25 representa los resultados de un estudio a campo para medir el control de podredumbre del tallo con
Pythium en maiz con las cepas de Bacillus subtilis QST713 (una mezcla de células swrA* de tipo salvaje y swrA’
tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3y la
figura 4) (“QST713”) o AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) solas o en combinacion con un estimulante del crecimiento
vegetal (PGS). Las pruebas se condujeron en Paynesville, Minnesota. Los tratamientos indicados con “Exp”
representan condiciones experimentales alternativas. Las mediciones con la misma letra no son estadisticamente
diferentes a P = 0,05 usando andlisis de la varianza (ANOVA).

La figura 26 representa los resultados de un estudio en invernadero para comparar la actividad de QST713 (una
mezcla de células swrA” de tipo salvaje y swrA tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto
SERENADE®, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3y la figura 4) (“QST713”) y AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) contra la
pérdida de humectacion causada por Pythium ultimum y Rhizoctonia solani. Cada barra representa el promedio
de cuatro mediciones, donde las barras de error indican las desviaciones estandar.

La figura 27 provee un transcurso en el tiempo que muestra la actividad de QST713 (una mezcla de células
swrA" de tipo salvaje y swrA" tipo papel de lija en las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase,
por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) (“QST713”) y AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) contra el marchitamiento de
pimiento causado por Phytophthora capsici sobre un periodo de 8 dias en un ensayo en invernadero. Notese que
se superponen las curvas del control no infestado (“UIC”) y de un fungicida quimico.

La figura 28 muestra plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) y de
QST713 (una mezcla de células de swrA* de tipo salvaje y swrA tipo papel de lija en las proporciones halladas
en el producto SERENADE®, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3y la figura 4) (“QST713").

La figura 29 es una comparacion de hojas individuales de plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de
AQ30002 swrA” (“AQ30002") y QST713 (una mezcla de células swrA* de tipo salvaje y swrA tipo papel de lija en
las proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4)
(“QST713").

La figura 30 representa el contenido de clorofila en plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de AQ30002
swrA” (“AQ30002”) y QST713 (una mezcla de células swrA™ de tipo salvaje y swrA™ tipo papel de lija en las
proporciones halladas en el producto SERENADE®, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4) (“QST713").
La figura 31 representa el area de superficie foliar promedio (de cinco réplicas) de plantas tratadas con 3610WT
y 3610swrA” (designadas 3610swrA en el grafico).

La figura 32 representa las lecturas de clorofila de plantas tratadas con 3610WT y 3610 swrA’ (indicadas en la
figura como 3610swrA). Los resultados son un promedio de los niveles de clorofila en la primera hoja verdadera
de cinco plantulas de tomate seleccionadas al azar.

La figura 33 representa la actividad de 3610WT y 3610swrA” (designadas 3610swrA en el grafico) contra
Phytophtora capsici de pimiento.

La figura 34 muestra el efecto del tratamiento con caldo completo de AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) sobre la
formacion de agallas en raices infestadas con nematodos de los nudos de la raiz.

La figura 35 muestra el efecto de tratamiento con AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) a diversas dosis sobre plantulas
infestadas con nematodos de los nudos de la raiz. Especificamente, los resultados muestran la extension de
formacion de agallas en la raiz y los efectos sobre la penetracion y el desarrollo de nematodos.

La figura 36 representa los huevos de nematodos de los nudos de la raiz por planta tratada con diversos lotes
de AQ30002 swrA™ (“AQ30002”) en comparacion con las plantas no tratadas (designadas UTC en la figura).

Descripcién detallada de la invencién

La siguiente descripcion incluye informacion que puede ser de utilidad en la comprension de la presente invencion.

El producto SERENADE® (N° registro de U.S. EPA 69592-12) contiene una cepa unica, patentada de Bacillus
subtilis (cepa QST713) y muchos lipopéptidos diferentes que funcionan sinérgicamente destruyendo los patégenos
de la enfermedad y proveen una actividad antimicrobiana superior. El producto SERENADE® se usa para proteger a
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plantas tales como verduras, frutas, frutos secos y cultivos de vid contra enfermedades tales como tizon del fuego,
Botrytis, podredumbre &cida, roya, Sclerotinia, mildiu pulverulento, manchado bacteriano y moho blanco. El producto
SERENADE® se encuentra disponible como formulaciones liquidas o secas que se pueden aplicar como un
tratamiento foliar y/o en tlerra Las copias de las etiquetas maestras de U.S. EPA para los productos SERENADE®,
incluyendo SERENADE® ASO, SERENADE® MAX y SERENADE SOIL, se encuentran disponibles al publico en
National Pesticide Information Retrieval System’s (NPIRS ) USEPA/OPP Pesticide Product Label System (PPLS).

SERENADE® ASO (suspension organlca acuosa) contiene 1,34 % de QST713 seco como |ngred|ente activo y 98,66
% de otros ingredientes. SERENADE® ASO esta formulado para contener un mlnlmo de 1 x 10° ufc/g de QST713 en
tanto se ha determinado que Ia cantidad maxima de QST713 es de 3,3 x 10" ufc/g. Los nombres comerciales
alternativos para SERENADE® ASO incluyen SERENADE® BIOFUNGICIDE, SERENADE® SOIL y SERENADE®
GARDEN DISEASE. Por |nformaC|on adicional, véanse las etiquetas maestros de U.S. EPA para SERENADE® ASO
del 4 de enero, 2010, y SERENADE® SOIL, cada una de las cuales se incorpora por completo en la presente a modo
de referencia.

SERENADE MAX contiene 14,6 % de QST713 seco como ingrediente actlvo y 85,4 % de otros ingredientes.
SERENADE® MAX esta formulado para contener un m|n|m0 de 7,3 x 10° ufc/g de QST713 en tanto se ha
determinado que la cantidad maX|ma de QST713 es de 7,9 x 10’ ufc/g Por informacion adicional, véase la etiqueta
maestra U.S. EPA para SERENADE® MAX, que se incorpora por completo en la presente a modo de referencia.

La cepa QST713 de Bacillus subtilis de tipo salvaje, sus mutantes, sus sobrenadantes, y sus metabolitos de
lipopéptidos, y los procedimientos para su uso en el control de patégenos de plantas e insectos se describen con
detalle en las Patentes de los EE.UU. N°: 6.060.051; 6.103.228; 6.291.426; 6.417.163; y 6.638.910; cada de las
cuales se incorpora especificamente y por completo en la presente a modo de referencia por todo cuanto ensefia. En
estas Patentes de los EE.UU., la cepa se denomina AQ713, que es sindnimo de QST713. La cepa QST713 de
Bacillus subtilis fue depositada en NRRL el 7 de mayo, 1997 bajo los términos del Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos con el Propésito de Procedimientos de Patentes con
el N° de Acceso B21661. Toda referencia en esta memoria descriptiva a QST713 se refiere a la cepa QST713 de
Bacillus subtilis (también conocida como AQ713) presente en el producto SERENADE®, depositado en NRRL, N°
Acceso B21661, o preparada en biorreactores bajo condiciones que simulan la produccion del producto
SERENADE®.

En el momento de la presentacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU. N°: 09/074.870 en 1998, que
corresponde a las patentes anteriores, la cepa se designd Bacillus subtilis en base a procedimientos clasicos,
fisiolégicos, bioquimicos y morfolégicos. Desde entonces, ha evolucionado la taxonomia de las especies de Bacillus,
en especial a la luz de los avances de la genética y de las tecnologias de secuenciacion, de modo tal que la
designacién de especies se basa en gran medida en la secuencia de ADN en lugar de los procedimientos usados en
1998. Después de alinear las secuencias de proteina de FZB42 de B. amyloliquefaciens, 168 y QST713 de B.
subtilis, aproximadamente un 95 % de las proteinas halladas en FZB42 de B. amyloliquefaciens son un 85 % o mas
idénticas a las proteinas halladas en QST713; en tanto solamente un 35 % de las proteinas en 168 de B. subtilis son
un 85 % o mas idénticas a las proteinas de QST713. Sin embargo, aun con la mayor confianza en la genética, aun
persisten ambiguedades taxonomicas en la literatura cientifica relevante y los documentos reguladores, que reflejan
la comprension en desarrollo de la taxonomia de Bacillus durante los ultimos 15 afios. Por ejemplo, un producto
plaguicida basado en la cepa FZB24 de B. subtilis, que esta tan estrechamente relacionado con QST 713 como
FZB42, se clasifica en los documentos de U.S. EPA como B. subtilis var. amyloliquefaciens. Dadas estas
complejidades en la nomenclatura, esta especie particular de Bacillus se designa de diversas maneras, dependiendo
del documento, como B. subtilis, B. amyloliquefaciens y B. subtilis var. amyloliquefaciens. Por ello, se ha retenido la
designacién de B. subtilis de QST713 en lugar de cambiarlo por B. amyloliquefaciens, segun lo esperado
actualmente basado solamente en comparacion de secuencias y taxonomia inferida.

Segun se explica con mayor detalle en la presente, como resultado de la presente invencion, ahora se sabe que los
cultivos de QST713 son en realidad una mezcla de células de tipo salvaje y un porcentaje relativamente pequefio de
variantes de tipos celulares que se han denominado “células tipo papel de lija”. Por consiguiente, en base a la
presente invencion, ahora se sabe que QST713 tal como en el producto SERENADE® o en células QST713
cultivadas en un biorreactor consiste de una poblacién mixta de células de tipo salvaje y células tipo papel de lija a la
misma relacion o a relaciones similares a las halladas en el producto SERENADE® (véase, por ejemplo, la figura 4).
Segun se describe con detalle en la presente, se hace referencia a las variantes como células tipo “papel de lija” en
base a la morfologia de sus colonias, como se describe en la figura 1. Las células tipo papel de lija forman colonias
sobre un agar nutriente que morfolégicamente y fisioldgicamente parecen altamente compactas, hidrofébicas,
planas, secas y muy “quebradizas” y que son muy dificiles de eliminar del agar. La adherencia celular se puede
observar cualitativamente o se puede medir por la tincion violeta cristal como se describe en Stanley, y col., citado
anteriormente. Ademas de esta morfologia de colonias distinta sobre un agar nutriente, las células tipo papel de lija
forman biopeliculas densas, compactas (o biopeliculas méas robustas) sobre superficies tales como raices, segun se
muestra en las imagenes o de raices tratadas con 30002 en las figuras 12, 13 y 14. En una realizacion, las células
tipo papel de lija presentan una robustez de pelicula mejorada, como se evallia segun se describe en el Ejemplo 8.
En otra realizacion, las células tipo papel de lija forman cadenas largas de células ademas de algunas células
individuales y cadenas mas cortas en un cultivo liquido durante la fase exponencial temprana, como se muestra en
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la figura 2, pero no se aglomeran ni forman biopeliculas en un cultivo liquido. En aln otra realizacion, las células
tipo papel de lija muestran un desarrollo de biopeliculas mejorado, comenzando a formar biopeliculas como
respuesta a fuerzas de corte, aun en un cultivo liquido. En aun otra realizacion, las células tipo papel de lija tienen un
recubrimiento celular adicional, segiun se describe en el Ejemplo 9 y como se muestra en la imagen de raices
colonizadas 30002 en la figura 14. En una realizacion, se realizan observaciones en base a comparaciones con
células isogénicas que son de tipo salvaje para el gen swrA. En otra realizacion, se efectdan observaciones basadas
en comparaciones con células de la misma especie que son de tipo salvaje para los genes u ortélogos de los
mismos, requeridas para la formacion de biopeliculas; es decir, sfp, swrA, epsC y degQ. El término “isogénico”, tal
como se usa en el presente documento, se refiere a cualesquiera dos células o individuos (por ejemplo, cepas) que
tienen el mismo genotipo. En base a la presente invencion, ahora se sabe que QST713 tal como en el producto
SERENADE® (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1, la figura 1 y la figura 2) o en células QST713 cultivadas en un
biorreactor consista de una poblacion mixta de células de tipo salvaje y células tipo papel de lija a la misma relacién
o a relaciones similares a las halladas en SERENADE® (véase, por ejemplo, el Ejemplo 3 y la figura 4).

La motilidad en enjambre es un mecanismo activo que permite que las bacterias viajen rdpidamente y en masa
sobre superficies solidas (J. Henrichsen, “Bacterial Surface Translocation: A Survey and a Classification”, Bacteriol.
Rev. (1972) 36: 478-503). Se han asociado numerosos genes y operones diferentes con la capacidad de moverse en
enjambre en Bacillus. Kearns, y col., (“Genes Governing Swarming in Bacillus subtilis and Evidence for a Phase
Variation Mechanism Controlling Surface Motility,” Molecular Microbiology (2004) 52(2): 357-369) descubrieron la
cepa de laboratorio 168 y la cepa de laboratorio relacionada PY79 de B. subtilis, cada una de las cuales tiene una
mutacion de desplazamiento de marco en un gen que designaron swrA que conduce al deterioro de la motilidad en
enjambre. Los nombres alternativos para swrA en la literatura cientifica incluyen yvzd y swrAA. La mutacion swrA (es
decir, swrA’) en estas dos cepas de laboratorio es una insercion de un par de bases A:T en una extension
homopolimérica de ocho pares de bases A:T en el nucledtido 34 (toda la numeracion de las secuencias de
nucleétidos de swrA es con respecto a la numeracion de los autores en la figura 5). Se prevé que esta insercién
interrumpa la funcién del gen porque causa una mutacién de desplazamiento de marco y una proteina truncada. La
secuencia de tipo salvaje (funcional; es decir, swrA") (es decir, sin la insercién) se encontré en la cepa 3610 no
domesticada y en cepas que han recuperado la capacidad para moverse en enjambre. Los Solicitantes establecieron
que las células tipo papel de lija de QST713 tienen una mutacion en el gen swrA, como se describe con detalle en el
Ejemplo 5. Estas células swrA™ tienen la capacidad de moverse en enjambre. Sorprendentemente, cuando se aplican
a plantas o a la tierra, mejoran la salud de las plantas.

También hay otros genes, sfp, epsC, swrA, degQ y un gen plasmidico denominado rapP, relacionados con la
formacion de biopeliculas. Véase, McLoon, A., y col., “Tracing the Domestication of a Biofilm-Forming Bacterium”
Journal of Bacteriology, abril de 2011, 2027-2034. La cepa doméstica de Bacillus subtilis designada “168” forma una
biopelicula deteriorada con colonias suaves, delgadas y no tiene la capacidad de moverse en enjambre. El término
“doméstica”, tal como se usa en el presente documento para describir cepas bacterianas, se refiere a cepas
derivadas, mutantes, seleccionadas por sus propiedades que las vuelve adecuadas para un estudio en laboratorio,
por ejemplo, gran competencia para importar e integrar material genético, auxotrofia, falta de movimiento en
enjambre o formacion de peliculas. Por el contrario, el término “salvaje”, tal como se usa en el presente documento
para describir cepas bacterianas, se refiere a cepas que fueron aisladas de la naturaleza y que no fueron
seleccionados activamente para una manipulacion en laboratorio sencilla. En la publicacion de McLoon se describen
experimentos conducidos para reparar las capacidades de formacion de biopeliculas y el movimiento en enjambre
de la cepa 168. Primero se repard la mutacion sfp, luego la mutacion epsC, luego la mutacion swrA y después la
mutacion degQ. En cada paso se restablecia progresivamente la formacion de biopelicula, volviendo casi
equivalente a la formacién de biopelicula en la cepa de tipo salvaje de Bacillus subtilis designada 3610. Finalmente,
el gen rapP se insertd sobre un plasmido en la cepa por lo demés completamente reparada dando como resultado
una formacion de biopelicula que no era diferenciable de la de 3610. McLoon, y col., describen en la pagina 2032,
“Concluimos que una cepa que contiene los alelos de tipo salvaje de sfp, epsC y swrA es mas robusta en la
formacion de biopeliculas que una cepa correspondiente que es mutante para swrA y por ende que swrA también
contribuye en una formacién de biopeliculas robusta”. Sorprendentemente, de acuerdo con la presente invencion,
una cepa que carece de la funcién swrA forma una biopelicula mas robusta que la cepa parental que tiene un swrA
de tipo salvaje, a diferencia del hallazgo de McLoon. McLoon, y col., no describen una célula en la cual el Unico gen
mutante formador de biopeliculas es swrA y, por ello, no describen el fenotipo de biopelicula mejorado que se
describe en la presente.

El término “tipo salvaje” se refiere al fenotipo de la forma tipica de una especie tal como aparece en la naturaleza y/o
como aparece en una forma aislada conocida que se ha designado como de “tipo salvaje”. Los sinénimos de “tipo
salvaje” reconocidos en la presente incluyen “tipo salvaje”, “de tipo salvaje”, “+” y “wt”. El tipo salvaje generalmente
se define como un producto del alelo estandar, “normal” de uno o mas genes especificos en uno o mas loci, a
diferencia del producido por un alelo no estandar, “mutante” o “variante”. En general, y tal como se usa en el
presente documento, el alelo mas prevalente (es decir, el que tiene la frecuencia genética mas alta) de una cepa o
forma aislada particular de Bacillus es considerado como el de tipo salvaje. Tal como se usa en el presente
documento, “QST713 de tipo salvaje” o “QST713 swrA” de tipo salvaje” y sinénimos de los mismos (por ejemplo,
“QST713 swrA®, “QST tipo salvaje”, “QST713 wt’, etc.) se refieren a QST713 de B. subtilis con un gen swrA
funcional (es decir, swrA") capaz de expresar la proteina swrA codificada. Por lo tanto, estos términos se refieren a
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células clonales QST713 de tipo salvaje que son 100 % swrA’. Una QST713 de tipo salvaje también es de tipo
salvaje (es decir, contiene copias funcionales) para otros genes identificados en la literatura como relacionados con
la formacion de biopeliculas: epsC, degQ y sfp. La SEQ ID NO. 11 es la secuencia de nucleétidos del gen sfp en la
cepa QST713 de tipo salvaje. La SEQ ID NO. 121 es la secuencia de nucledtidos del gen epsC en la cepa QST713
de tipo salvaje. La SEQ ID NO. 13 es la secuencia de nucleétidos del gen degQ en la cepa QST713 de tipo salvaje.

Todos los microorganismos y las cepas particulares que se describen en la presente, a menos que especificamente
se indique de otra manera, fueron separados de la naturaleza y se hacen crecer bajo condiciones artificiales, tal
como en cultivos o por medio de procesos de elaboracion llevados a escala, tal como una fermentacién, como se
describe en la presente.

El listado de secuencias provisto con esta Solicitud provee secuencias de diversas especies y cepas de Bacillus,
como también se muestra en las figuras 5A, 5B y 5C. En la siguiente Tabla 1 se correlacionan las SEQ ID N° con las
cepas. Todas las secuencias son secuencias de nucleotidos, excepto la SEQ ID NO. 2, que es una secuencia de
aminoacidos.

Tabla 1
SEQ ID NO. CEPA
1,11,12y 13 QST713 de B. subtilis
2 QST713 de B. subtilis
3 AQ30002 de B. subtilis
4 AQ30004 de B. subtilis
5 FZB42 de B. amyloliquefaciens
6 SAFR-032 de B. pumilus
7 3610 de B. subtilis
8 2808 de B. pumilus
9 1942 de B. atrophaeus
10 14580 de B. licheniformis

La presente divulgacion se relaciona con bacterias formadoras de esporas que contienen un gen swrA y, mas
particularmente, con variantes de tales bacterias que contienen una o mas mutaciones en el gen swrA que da como
resultado un gen swrA no funcional que no puede expresar la proteina swrA codificada y/o que no puede codificar
una proteina swrA funcional, en donde dicha mutacion y variantes con dicha mutaciéon se denominan swrA™ en la
presente. La presente invencion también abarca bacterias formadoras de esporas en donde la actividad swrA se ha
reducido por un medio distinto de una mutacién del gen swrA, tal como inhibicion de la actividad swrA en otros
puntos en la progresion desde la activacion de la transcripcion del gen swrA, la transcripcién del gen swrA,
procesamiento del mensaje de post-transcripcién, traduccion de uno o mas ARNm de swrA, procesamiento de
proteinas de post-traduccion, hasta la actividad real de la actual proteina. Esta divulgacion contempla cualquier
agente o sistema capaz de inhibir la actividad swrA, incluyendo moléculas pequefias, drogas, sustancias quimicas,
compuestos, ARNSsi, ribozimas, oligonucledtidos antisentido, anticuerpos inhibidores de swrA, péptidos inhibidores
de swrA, mutantes negativos dominantes, aptdmeros o aptameros especulares. Las células en las cuales se ha
reducido la actividad swrA por un medio distinto de una mutacion del gen swrA también se denominan swrA'. Las
células swrA” de la presente invencion tienen una capacidad de movimiento en enjambre deteriorada y una
capacidad aumentada para mejorar la salud de las plantas en comparacion con las células con un gen swrA de tipo
salvaje. En algunas realizaciones, las células swrA™ pierden toda o sustancialmente toda capacidad de movimiento
en enjambre. En algunas realizaciones, la capacidad de movimiento en enjambre esta reducida en comparacion con
la capacidad de movimiento en enjambre en células bacterianas isogénicas que no contienen una mutacion en el
ortélogo de swrA. En algunas realizaciones, la capacidad de movimiento en enjambre esta reducida en al menos
aproximadamente un 20 %, en al menos aproximadamente un 30 %, en al menos aproximadamente un 40 %, en al
menos aproximadamente un 50 %, en al menos aproximadamente un 60 %, en al menos aproximadamente un 70 %,
en al menos aproximadamente un 80 % o en al menos aproximadamente un 90 %. La capacidad de movimiento en
enjambre puede determinarse mediante el procedimiento que se describe en el Ejemplo 7 y se compara
cuantitativamente midiendo el diametro de crecimiento bacteriano sobre una placa “agar de movimiento en
enjambre” inoculada en el centro. Véase la figura 7.

En otras realizaciones, ademas de presentar las caracteristicas anteriores, las células swrA  presentan una o mas de
las siguientes caracteristicas en comparacién con las células con un gen swrA de tipo salvaje: morfologia de células
o de colonias tipo papel de lija, segun se describié previamente; formaciéon de biopeliculas adherentes densas,
compactas, sobre superficies tales como raices; y formacion de algunas cadenas de células largas durante la fase
exponencial temprana en un cultivo liquido con ausencia de aglomeraciéon o formacion de biopeliculas, que
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demuestra una capacidad para responder a las sefiales del medio ambiente (es decir, exposicion a superficies
solidas) en la formacion de biopeliculas. Las células swrA™ forman una biopelicula densa, compacta sobre superficies
tales como raices y tienen una mayor adherencia a superficies no liquidas tales como raices, lo que en la presente
se conoce como “biopelicula mas robusta”. En un aspecto, la superficie no liquida es una superficie sélida; en otros
es una superficie semisdlida. La adherencia relativa a las raices se puede analizar por una falta de interrupcion de la
biopelicula cuando las raices se cultivan en agar, se retiran del agar y se visualizan por microscopia optica, segun se
describe en el Ejemplo 9. En otra realizacion, la biopelicula mas robusta comprende células que tienen un
recubrimiento celular adicional y/o una region blanca grande (transparente a electrones) cuando se visualiza con
microscopio electronico de transmision. Véanse las imagenes de 30002 en la figura 14. En un aspecto de esta
realizacioén, el diametro promedio de las células en la biopelicula mas robusta es al menos aproximadamente 1,5
veces mayor o al menos aproximadamente 2 veces mayor que el diametro promedio de células que no contienen a
la mutacion swrA. Véanse imagenes de 30002 en la figura 14. En algunas realizaciones, la morfologia celular de la
biopelicula formada sobre superficies no liquidas, tales como raices, se analiza mediante el procedimiento que se
describe en el Ejemplo 9. En aun otra realizacion, las células swrA™ también pueden presentar un desarrollo
mejorado de la biopelicula cuando se las expone a fuerzas de corte en un cultivo liquido. Dichas fuerzas de corte se
describen en el Ejemplo 1. Las células bacterianas apropiadas que se pueden usar como células control en
comparacion con las caracteristicas de las células bacterianas swrA™ pueden variar. Por ejemplo, en una realizacion
las comparaciones de las propiedades anteriores se efectian entre células bacterianas que contienen la mutacion y
células bacterianas isogénicas que no contienen a la mutacién. En otra realizacién, la comparacion se efectua entre
células bacterianas que contienen a la mutacion y células bacterianas de la misma especie que no contienen a la
mutacion que también comprenden a los alelos de tipo salvaje de los genes formadores de biopeliculas sfp, epsC y

degQ.

En algunas realizaciones estas bacterias formadoras de esporas swrA™ pertenecen a la familia Bacillaceae. En aun
otras realizaciones, son del género Bacillus. En dicha realizacion, las células bacterianas formadoras de esporas o
Bacillus con la mutacion swrA pueden (i) pertenecer al clado de Bacillus subtilis, como se definira mas adelante, (ii)
contener una o mas mutaciones en un ortélogo de swrA y (iii) tener una menor capacidad de movimiento en
enjambre y una mayor capacidad para mejorar la salud de las plantas y, opcionalmente, una o mas de las demas
caracteristicas descritas en el parrafo precedente. El término “clado de Bacillus subtilis”, tal como se usa en el
presente documento, se describe parcialmente en la figura 6 e incluye las especies que han sido completamente
secuenciadas y para quienes se ha determinado que probablemente tienen un ortélogo de swrA y aquellas especies
para las cuales no se disponen actualmente de los datos de la secuencia genémica pero que presumiblemente
tienen un ortélogo de swrA en base a sus relaciones filogenéticas cercanas. Ademas el término “clado de Bacillus
subtilis” abarca aquellas especies de Bacillus no identificadas en la presente que contienen un ortélogo de swrA
mediante andlisis bien conocidos por los expertos en la materia, incluyendo el procedimiento de mejor acierto BLAST
reciproco.

Las secuencias homdlogas son ortélogas se fueron separadas por un evento de especiacion: cuando una especie
diverge en dos especies separadas, se dice que las copias divergentes de un solo gen en la especie resultante son
ortélogas. Los ortélogos son genes en diferentes especies que son similares entre si porque se originaron por
descendencia vertical de un solo gen del ultimo ancestro comun. La evidencia mas fuerte que dos genes similares
son ortélogos es el resultado de un analisis filogenético del linaje genético. Los genes que pertenecen a un clado son
ortélogos y comprenden un grupo de genes ortélogos que descendieron de un ancestro comun. Los ortélogos a
menudo, pero no siempre, cumplen la misma funcién. El procedimiento del mejor acierto BLAST reciproco es la
estrategia usada con mas frecuencia para identificar potenciales pares ortélogos. Este procedimiento asume que si
dos proteinas similares de dos especies producen reciprocamente el mejor acierto BLAST en el proteoma del otro,
entonces constituyen un par ortélogo. Véase Rivera, M.C., y col., “Genomic Evidence for Two Functionally Distinct
Gene Classes”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (95): 6239-44 (mayo de 1998). Por ejemplo, el analisis del par de swrA de
especies cruzadas de los Solicitantes reveld que swrA en B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
atrophaeus y B. pumilus produjo el mejor acierto BLAST reciproco, aun cuando el porcentaje de identidad global de
la proteina swrA entre las dos especies, B. amyloliquefaciens y B. pumilus, era tan bajo como un 70 %.

En una realizacion, las especies del clado de Bacillus subtilis incluyen pero en un sentido no limitativo B. pumilus, B.
atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis y B. licheniformis, B. aerophilus, B. stratosphericus, B. safensis, B.
altitudinus, B. vallismortis, B. halotolerans, B. mojavensis, B. sonorensis, B. aerius y (ii) variantes y cepas de QST713
swrA" de tipo salvaje de Bacillus subtilis con una o mas mutaciones en el gen swrA.

Las mutaciones swrA de la presente divulgacién incluyen, pero en un sentido no limitativo, una o mas inserciones de
pares de bases de acido nucleico, una o0 mas deleciones de pares de bases de acido nucleico, uno 0 mas cambios
de acido nucleico, incluyendo cambios en el coddn de inicio, una o mas inserciones de transposones, knockdowns
y/o inactivaciones de un gen swrA de tipo salvaje. Los expertos en la materia comprenderan que el gen incluye
regiones reguladoras, tales como promotores, regiones transcritas y otras regiones de secuencias funcionales. La
mutacion swrA de acuerdo con la invencion reivindicada es una delecion en la posicion 26 de la SEQ ID NO:1, tal
como se refleja enla SEQ ID NO: 3.

Las poblaciones de bacterias formadoras de esporas pueden ser evaluadas por el contenido de células naturales
que tienen una mutacion en el ortélogo de swrA, segun se describe en el Ejemplo 24. Como alternativa, se pueden
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utilizar numerosas técnicas genéticas y de biologia molecular para disminuir la expresion de swrA a los niveles de
transcripcidon y traduccién para producir células swrA™ con una capacidad reducida de moverse en enjambre y
robusta para formar biopeliculas. En algunas realizaciones, dichas células swrA” pueden presentar una o mas de las
otras propiedades (alguna formacion de cadenas pero ninguna aglomeracion o formacion de biopeliculas en cultivo
liquido y morfologia celular alterada en biopeliculas de raices) descritas previamente. Se pueden manipular
mediante ingenieria genética ARN antisentido, ARNi y ribozimas e introducirlo en la célula para disminuir la
expresion de swrA u otros genes que actuan como reguladores positivos, tales como sigmaD y sigmaA. Se sabe que
estos factores de transcripcion reconocen y se unen directamente a los promotores swrA (Calvio, y col.,
“Autoregulation of swrAA and Motility in Bacillus subtilis”, Journal of Bacteriology (2008) 190: 5720-5728). También
se pueden aprovechar reguladores negativos de swrA para disminuir la expresion de swrA. Por ejemplo, se puede
sobreexpresar FIgM, el factor anti-sigma especifico de sigmaD (Fredrick y Helmann, “FIgM is a primary regulator of
sigmaD activity, and its absence restores motility to a sinR mutant”, Journal of Bacteriology (1996) 178: 7010-7013),
para disminuir la expresion de swrA. Otra estrategia comprende el uso de una mutacién antimérfica o una mutacion
dominante negativa. Dado que swrA podria funcionar como un dimero o un multimero (Dan Kearns, comunicacion
personal, 2011), un swrA heteromérico que consiste en unidades de swrA mutadas y de tipo salvaje ya no seria
funcional. Los ejemplos de técnicas de ingenieria genética usadas para disminuir la expresion de swrA se muestran
en el Ejemplo 25.

El término “posicion”, cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, significa la posicion de un nucleétido en
una secuencia de acido nucleico de un aminoacido dentro de una secuencia de aminoacidos representada en la
presente. El término “correspondiente” se usa en la presente para indicar que una posicion no se limita a ser
determinada por la cantidad de nucledtidos o aminoacidos precedentes. Por ejemplo, la posicion de un nucleétido
dado de acuerdo con la presente invencidon que puede ser suprimido puede variar debido a deleciones de
nucleétidos adicionales en otra parte de un gen swrA tal como en la regién no traducida 5 (UTR) incluyendo el
promotor y/o cualquier otra secuencia o gen regulador. Por lo tanto, cuando en la presente se usa “posicion
correspondiente” o “una posicion correspondiente a” una posicion correspondiente de una secuencia de nucleotidos
o de una secuencia de aminoacidos se refiere a una posicién que, cuando la secuencia en cuestion se alinea, por
ejemplo, con la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 1 o la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 2
(por ejemplo, la secuencia de referencia) mediante procedimientos estandar, presenta una homologia significativa
con la posicion indicada o, a veces, con porciones de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 1 o con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 2. Las diferentes especies de, por ejemplo, Bacillus, si bien son
similares en la secuencia de nucledtidos del gen swrA y/o la proteina swrA, no son idénticas a la secuencia de
referencia y, en particular, pueden contener nucledtidos o aminoacidos diferentes, menos numerosos o mas
numerosos que la secuencia de referencia. Las extensiones de la secuencia en cuestiéon que son similares a las
SEQ ID NO. 1 o 2, por ejemplo, pueden determinarse facilmente mediante técnicas estandar de alineacion in silico
usando un software establecido, por ejemplo usando ClustalW, con los parametros definidos en “estandar” o
prefijados”.

La mutacién swrA en una variante de bacterias formadoras de esporas tiene lugar en una posicion de nucleétido que
causa un cambio de aminoacido correspondiente a por lo menos una de las siguientes posiciones conservadas de la
proteina que se muestra en la SEQ ID NO. 2: posiciones 1-17, posiciones 19-20, posicidén 22, posiciones 25-29,
posiciones 31-33, posiciones 36-39, posiciones 41-48, posiciones 50-51, posicion 53, posicion 56, posicion 58,
posicién 60, posiciones, 61, posiciones 64-65, posiciones 67-69, posicion 71-86, posicion 88, posicion 95, posicion
97, posiciones 99-113 y posicion 116. Estas posiciones conservadas se designan con un asterisco en la alineacion
que se muestra en la figura 5C. En aun otras realizaciones, la mutacion tiene lugar en una posicion de nucleétido
que causa un cambio de aminoacido correspondiente a un cambio en al menos una de las siguientes posiciones
conservadas de la proteina: las posiciones 1-17, las posiciones 71-86 y las posiciones 99-113. Ademas, dicho
cambio de nucledtido (para que sea una mutacion swrA) deberia deteriorar la capacidad del movimiento en enjambre
de las células y/o mejorar su capacidad para promover la salud de las plantas en comparacion con las células que
contienen al gen swrA de tipo salvaje. En algunas realizaciones, dicha mutacién también dara como resultado las
siguientes caracteristicas en comparacion con las células de tipo salvaje: una morfologia celular tipo papel de lija,
una colonizacién de raices mas robusta y/o formacidon de cadenas largas con ausencia de aglomeraciéon en un
cultivo liquido, segun se describi6 previamente.

La mutaciéon de swrA se produce en una posicion correspondiente a las posiciones 1-100, 1-50, 1-40 o 7-40 de
cualquiera de las SEQ ID NO. 1y 5-10.

En algunas realizaciones, las células swrA™ tienen un gen swrA que tiene un porcentaje de identidad con el gen swrA
de la SEQ ID NO. 1 de al menos aproximadamente un 60 %, de al menos aproximadamente un 70 %, de al menos
aproximadamente un 80 %, de al menos aproximadamente un 90 % o de al menos aproximadamente un 95 %. En
realizaciones particulares, la version de tipo salvaje de tales bacterias swrA™ con al menos entre aproximadamente
un 60 % y aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO. 1 tiene una proteina swrA que es
ortéloga de la SEQ N°: 2.

En una realizacion, el microorganismo tiene una mutacion en la posicién correspondiente a una o mas de las

posiciones 26-34 (una extensién homopolimérica de 8 pares de bases A:T) o de las posiciones 1-3 (el codén de
inicio) del gen swrA como se muestra en la SEQ ID NO. 1. En algunos casos, esta mutacion es una insercién o
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delecion. Un ejemplo de una delecién en las posiciones 26-34 es el gen swrA mutado que se muestra en la SEQ ID
NO. 3. En la SEQ ID NO. 4 se muestra un ejemplo de una mutacion donde el codén de inicio es mutado en un codén
que no es de inicio, que produce un transcripto swrA no funcional para la traduccion.

En otra realizacion, las células swrA™ contienen un gen swrA™ que presenta identidad de secuencia con un gen swrA
de tipo salvaje de la misma especie de Bacillus y, en algunas realizaciones, de la misma cepa, de al menos
aproximadamente un 85 %, de al menos aproximadamente un 90 % o de al menos aproximadamente un 95 %. En
algunas realizaciones, las células swrA™ tienen un gen swrA™ que tiene identidad de secuencia con un gen swrA de
tipo salvaje gene de la misma especie de Bacillus y dichas especies de Bacillus se encuentran dentro del clado de
Bacillus subtilis. En algunas realizaciones, la especie de Bacillus es pumilus, atrophaeus, amyloliquefaciens, subtilis,
licheniformis, aerophilus, stratosphericus, safensis, altitudinus, vallismortis, halotolerans, mojavensis, sonorensis o
aerius. En aun otras realizaciones, las células swrA™ contienen un gen swrA mutante que tienen una identidad de
secuencia con una o mas de las secuencias que se muestran en las SEQ ID NO. 1 y 5-10 de al menos
aproximadamente un 85 %, de al menos aproximadamente un 90 % o de al menos aproximadamente un 95 %.

En una realizacion, las células bacterianas formadoras de esporas, incluyendo las que pertenecen al clado de
Bacillus subtilis, que tienen una mutacion en el ortélogo de swrA, comprenden un ortdlogo sfp de tipo salvaje. En
otras realizaciones, dichas células bacterianas formadoras de esporas también comprenden ortélogos de degQ y
epsC de tipo salvaje. En aun otras realizaciones, las células bacterianas formadoras de esporas de cualquiera de las
realizaciones anteriores son Bacillus subtilis o Bacillus amyloliquefaciens. Los genes sfp, epsC y degQ de QST713
de tipo salvaje se proveen en la presente como las SEQ ID NO. 11, 12 y 13, respectivamente. Los ortologos de los
genes sfp, epsC y degQ de otras especies, incluyendo las especies de Bacillus y cepas en las cuales se proveen
secuencias de nucleétidos swrA en la presente (en el listado de secuencias y/o en las figuras 5A, B y C) se
encuentran disponibles al publico en GenBank y en diversas publicaciones, incluyendo la publicacién de McLoon
citada previamente. En una realizacién, los ortélogos degQ, epsC y sfp de tipo salvaje presentan al menos
aproximadamente un 90 % o al menos aproximadamente un 95 % o al menos aproximadamente un 96 % o al menos
aproximadamente un 97 % o al menos aproximadamente un 98 % o al menos aproximadamente un 99 % de
identidad de secuencia con uno de los genes degQ, epsC vy sfp, respectivamente, en FZB42 de B. amyloliquefaciens,
SAFR-032 de B. pumilus, 3610 de B. subtilis, 1942 de B. atrophaeus y 14580 de B. licheniformis. En un aspecto para
determinar la identidad de secuencia, las células bacterianas formadoras de esporas que contienen a la mutacion en
el ortélogo de swrA son de las mismas especies que una de las cepas a las que se hizo referencia previamente.

El porcentaje de células swrA™ en una composicion particular de la presente invencidén variara dependiendo del
proposito especifico y de los procedimientos de aplicacién usados para la composicion. Las células totales en las
composiciones y los procedimientos de la presente invencion pueden incluir diferentes tipos celulares (por ejemplo,
una combinaciéon de células bacterianas y no bacterianas) o pueden incluir células bacterianas de dos o mas
especies o pueden incluir células de Bacillus de dos o0 mas especies de Bacillus, o pueden ser células de B. subtilis
de dos 0 mas genotipos o cepas diferentes, o pueden ser células de B. amyloliquefaciens de dos o mas genotipos o
cepas diferentes o pueden ser células con una o mas mutaciones swrA™ diferentes.

En algunas realizaciones, el porcentaje de células swrA™ en las células totales en las composiciones y en los
procedimientos de la presente invencion sera de al menos un 3,5 % o al menos un 3,6 % o al menos un 3,7 % o al
menos un 3,8 % o al menos un 3,9 % o al menos un 4 % o al menos un 5 % o al menos un 6 % o al menos un 7 % o
al menos un 8 % o al menos un 9 % o al menos un 10 %, o al menos un 15 % o al menos un 20 % o al menos un 25
% o al menos un 30 % o al menos un 35 % o al menos un 40 % o al menos un 45 % o al menos un 50 % o al menos
un 55 % o al menos un 60 % o al menos un 65 % o al menos un 70 % o al menos un 75 % o al menos un 80 % o al
menos un 85 % o al menos un 90 % o al menos un 95 % o al menos un 98 % o al menos un 99 % o un 100 %. En
algunas realizaciones de la presente invencion, todas las células presentes en una composicion particular o usadas
en un procedimiento particular son células swrA™ (es decir, un 100 % de células swrA).

En algunas realizaciones, el porcentaje de células swrA" en las células totales en la composicion y en los
procedimientos de la presente invencion seran de entre aproximadamente un 3,5 % y aproximadamente un 99,9 %.
En otra realizacion, el porcentaje sera de entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 99 %. En otra
realizacién, el porcentaje sera de entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 99 %.

En algunas realizaciones, la cantidad de unidades formadoras de colonias (“ufc”) por gramo ( g ) de células swrA” en
Ias composiciones y en los grocedlmlentos de la presente invencion sera de al menos 1x 10" ufc/g o al menos 1x
10° ufc/g o al menos 1 x 10" ufc/g o al menos 2x10° ufc/g, o aI menos 3 x 10° ufc/g o al menos 4 x 10° ufc/g o al
menos 5 x 10° ufc//g o al menos 6 x 10° ufc/g o al menos 7 x 10° ufc/g, o al menos 8 x10" ufc/g, o al menos 8,5 x
10" ufc/g, o al menos 9x10" ufc/g, o al menos 9,5x10" ufc/g, o al menos 1x10° ufc/g oal menos 2x10" ufc/g,
o al menos 3 x 10" ufc/g oal menos 4x10' ufc/g oal menos 5x 10" ufc/g o al menos 6 x 10" ufc/g o al menos
7 x 10" ufc/g, o al menos 8 x 10" ufc/g, o al menos 9 x 10" ufc/g, o al menos 1 x 10" ufc/g, o al menos 1 x 10"

ufc/g, o al menos 1 x 10" ufc/g

En otras realizaciones, la cantidad total de células swrA™ en las composiciones y en los procedimientos de la
presente invencion se basa en el peso seco relativo o real de las células swrA” en las composiciones totales.
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En algunas realizaciones, la cantidad total de células swrA™ en las composiciones y los procedimientos de la
presente invencion se basa en las ufc/g de las células swrA™ en las composiciones.

La presente invencion también abarca procedimientos para mejorar la salud de las plantas, mejorar el crecimiento
vegetal y/o controlar las plagas y enfermedades de plantas mediante la administracion a una planta o una parte de
planta, tal como una semilla, raiz, rizoma, bulbo, gajo o tubérculo, o por aplicacion a un locus sobre el cual crece una
planta o partes de una planta, tal como tierra, de una o mas de las nuevas variantes y cepas de bacterias
formadoras de esporas, incluyendo las de Bacillus descritas previamente; o preparaciones sin células de las mismas;
o metabolitos de las mismas.

La “salud de las plantas”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una condicién de una planta que se
determina segun varios aspectos solamente o combinados entre si. Un indicador importante para la condicion de la
planta es el rendimiento de los cultivos. Los términos “cultivo” y “fruto” se interpretaran como cualquier producto de
una planta que se utiliza luego después de la cosecha, por ejemplo frutas en el sentido real, verduras, frutos secos,
granos, semillas, madera (por ejemplo, en el caso de plantas de silvicultura), flores (por ejemplo, en el caso de las
plantas de jardineria, ornamentales), etc.; es decir, cualquier cosa de valor econémico producido por la planta. Otro
indicador de la condicién de la planta es el vigor. El vigor de la planta también se puede manifestar segun diversos
aspectos, algunos de los cuales comprenden el aspecto visual, por ejemplo, color de la hoja, color y aspecto de los
frutos, cantidad de hojas basales muertas y/o extensién de las laminas foliares, el peso de las plantas, la altura de
las plantas, la extensién de las plantas (vuelco), niumero, fuerza y productividad de retofios, longitud del paniculo,
extension del sistema radicular, fuerza de las raices, extensién de nodulacién, en particular de nodulaciéon de
rizobios, momento de la germinacién, emergencia, floracion, madurez de los granos y/o senescencia, contenido de
proteinas, contenido y similares. Otro indicador para la condicién de la planta es la tolerancia o resistencia de la
planta a factores de estrés bidtico y abidtico.

De acuerdo con la presente invencion, un “mayor rendimiento” de una planta, en particular de una planta para
agricultura, silvicultura y/u ornamental, significa que el rendimiento de un producto de la respectiva planta aumenta
en una cantidad mensurable con respecto al rendimiento del mismo producto de la planta producida bajo las mismas
condiciones, pero sin la aplicacién de la composicion de la invencion. De acuerdo con la presente invencién, se
prefiere que el rendimiento aumente en al menos un 0,5 %, o en al menos un 1 %, o en al menos un 2 %, o en al
menos un 4 %, o en al menos un 5 % o en al menos un 10 % cuando se compara con los controles apropiados.

En otra realizacion preferida, la presente invencion provee el uso de la composicion de la invencion para incrementar
el rendimiento y/o mejorar el vigor de una planta, por ejemplo, de una planta de agricultura, silvicultura y/u
ornamental.

La presente invencidn provee ademas un procedimiento para incrementar el rendimiento y/o mejorar el vigor de una
planta, que comprende tratar la planta, el locus donde la planta esta creciendo o donde se espera que crezca (es
decir, el locus de la planta), y/o los propagulos a partir de los cuales crece la planta con las composiciones o
bacterias formadoras de esporas de la invencién. En algunas realizaciones, la o las plantas tratadas cultivadas en el
locus de una planta tratada se hacen crecer en un entorno que es fisicamente estresante para las plantas en cultivo.
Dichas condiciones pueden ser temperaturas frias (por ejemplo, 15 °C o menos), condiciones de sequia, tierra pobre
en nutrientes (por ejemplo, con niveles reducidos de nitrégeno y/o potasio y/o fosfato u otros micronutrientes
inorganicos) y/o una mayor salinidad, no éptima, de la tierra. De acuerdo con la presente invencion, “vigor mejorado
de plantas” significa que determinadas caracteristicas del cultivo aumentan o mejoran en una cantidad mensurable o
notable en el mismo factor de la planta producida bajo las mismas condiciones, pero sin la aplicacion de la
composicion de la presente invencion. Un vigor mejorado de las plantas se puede caracterizar, entre otros, mediante
las siguientes propiedades mejoradas de las plantas: (a) vitalidad mejorada de la planta, (b) calidad mejorada de la
planta y/o de productos de la planta, por ejemplo, un mayor contenido de proteinas, (c) aspecto visual mejorado, (d)
retardo de la senescencia, (e) crecimiento radicular mejorado y/o un sistema radicular mas desarrollado (por
ejemplo, determinado por la masa seca radicular), (f) nodulacién mejorada, en particular la nodulacion de rizobios,
(9) paniculas mas largas, (h) lamina foliar mas grande, (i) menos hojas basales muertas, (j) mayor contenido de
clorofila, (k) periodo fotosintéticamente activo prolongado, (I) densidad de plantas en pie aumentado o mejorado, (m)
menor vuelco de plantas, (n) mayor peso de la planta, (o) mayor altura de la planta, (p) aumento de retofios, (q)
retofios mas fuertes y/o mas productivos, (r) menos retofios no productivos, (s) mayor actividad de fotosintesis y/o
mayor contenido de pigmentos y por lo tanto un color de hojas mas verde, (t) germinacién mas temprana y/o
mejorada, (u) emergencia mejorada y/o mas uniforme y/o mas temprana, (v) mayor crecimiento de brotes, (w)
floracién mas temprana, (x) fructificacion mas temprana, (y) madurez mas temprana de los granos, (z) menor uso de
fertilizantes, (aa) menor necesidad de semillas.

Las composiciones de la presente invencion también son de utilidad para controlar patégenos de plantas, tales como
hongos patégenos de plantas, incluyendo, por ejemplo, diversos patégenos transmitidos por la tierra y/o transmitidos
por semillas, tales como Aphanomyces cochlioides, Cylindrocladium parasiticum, Fusarium avenaceum, Fusarium
culmorum, Phytophthora capsici, Phytophthora cinnamomi, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotinia minor, Sclerotium rolfsii, Ustilago hordei, Stagonospora nodorum, Aspergillus fumigatus,
Verticillium dahliae, Tapesia yallunde, Alternaria alternate y Penicillium expansum. En una realizacion, los patégenos
transmitidos por la tierra controlados son P. capsici, S. rolfsii y C. parasiticum.
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Las composiciones de la presente invencion también son de utilidad para control plagas de plantas, incluyendo
nematodos parasitos de plantas, tales como, por ejemplo, nematodos de los nudos de la raiz, quisticos, de lesiones
y en anillo, incluyendo Meloidogyne spp., Heterodera spp., Globodera spp., Pratylenchus spp. y Criconemella sp. Las
composiciones también son de utilidad para controlar Tylenchulus semipenetrans, Trichodorus spp., Longidorus
spp., Rotylenchulus spp., Xiphinema spp., Belonolaimus spp. (tales como B. longicaudatus), Criconemoides spp.,
Tylenchorhynchus spp., Hoplolaimus spp., Rotylenchus spp., Helicotylenchus spp., Radopholus spp. (tales como R.
citrophilis y R. similis), Ditylenchus spp. y otros nematodos parasitos de plantas. En algunas realizaciones los
blancos son nematodos quisticos, tales como Heterodera glycines (nematodo quistico de soja), Heterodera schachtii
(nematodo quistico de remolacha), Heterodera avenae (nematodo quistico de cereales), Meloidogyne incognita
(nematodo de los nudos de la raiz de algoddn (o del sur)), Globodera rostochiensis y Globodera pallida (nematodo
quistico de papa). En otras realizaciones, los blancos son nematodos de los nudos de la raiz, tal como M. incognita
(nematodo de los nudos de la raiz del algodén), M. javanica (nematodo de los nudos de la raiz javanés), M. hapla
(nematodo de los nudos de la raiz del norte) y M. arenaria (nematodo de los nudos de la raiz del cacahuete).

El término “control”’, tal como se usa en el presente documento, significa matar o inhibir el crecimiento de
microorganismos 0, con respecto a plagas de plantas, tales como nematodos, matar, reducir la cantidad y/o reducir
el crecimiento, la alimentacion o el desarrollo fisioldgico normal, incluyendo, para los nematodos de los nudos de la
raiz, la capacidad para penetrar las raices y para desarrollarse dentro de las raices. Una cantidad eficaz es una
cantidad capaz de reducir mensurablemente (i) el crecimiento de microorganismos o, (ii) con respecto a plagas de
plantas, el crecimiento, la alimentacién, la movilidad, la capacidad reductora de la plaga o, (iii) con respecto a plagas
de nematodos parasitos de plantas, especificamente, la penetracién en raices, la maduraciéon en raices y/o
desarrollo fisiolégico normal general y los sintomas debidos a una infeccion por nematodos. En algunas
realizaciones, se reducen los sintomas y/o patégenos de plantas o plagas de plantas, tales como nematodos, en al
menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 20 %, al
menos aproximadamente, un 30 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al
menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 % o al
menos aproximadamente un 90 %.

Las nuevas variantes y cepas de Bacillus de la presente invenciéon pueden estar presentes en las composiciones de
la presente invencién como esporas (que son latentes), como células vegetativas (que estan en crecimiento), como
células en estado de transicion (que estan en transicion de la fase de crecimiento a la fase de esporulacion) o como
una combinacion de todos de estos tipos de células. En algunas realizaciones, la composicion comprende
principalmente esporas. En algunas realizaciones, el porcentaje de células swrA™ que son esporas comprenden al
menos aproximadamente un 70 %; al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 81 %, al
menos aproximadamente un 82 %, al menos aproximadamente un 83 %, al menos aproximadamente un 84 %, al
menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 86 %, al menos aproximadamente un 87 %, al
menos aproximadamente un 88 %, al menos aproximadamente un 89 %, al menos aproximadamente un 90 %, al
menos aproximadamente un 95 %.

Los metabolitos de las nuevas variantes y cepas de Bacillus de la presente invencion incluyen lipopéptidos, tal como
iturinas, surfactinas, plipastatinas, fengicinas y agrastatinas y otros compuestos con propiedades antibacterianas.
Los metabolitos de lipopéptidos de QST713 se describen con detalle en las Patentes de los EE.UU. N°: 6.291.426 y
6.638.910. Véase, también, Marc Ongena y Philippe Jacques, “Bacillus Lipopeptides: Versatile Weapons for Plant
Disease Biocontrol”, Trends in Microbiology (1 de marzo, 2008) Volumen 16, N° 3, 115-125.

Las composiciones de la presente invenciéon se pueden obtener mediante cultivo las nuevas variantes y cepas de
Bacillus de acuerdo con procedimientos bien conocidos en el arte, incluyendo el uso de los medios y otros
procedimientos descritos en la Patente de los EE.UU. N°: 6.060.051. Los procesos de cultivos microbianos a gran
escala convencionales incluyen fermentacion sumergida, fermentacion en estado sélido o cultivo sobre superficie
liquida. A los fines de la fermentacion, a medida que se van agotando los nutrientes, las células de Bacillus
comienzan la transicion de la fase de crecimiento a la fase de esporulacién, de manera tal que el producto de
fermentacion final comprende mayormente esporas, metabolitos y medio de fermentacion residual. La esporulacion
forma parte del ciclo de vida natural de las células de Bacillus, incluyendo Bacillus subtilis, y en general es iniciado
por la célula como respuesta a la limitacion de nutrientes. La fermentacion estd configurada para obtener niveles
altos de unidades formadoras de colonias de Bacillus y para promover la esporulacion. Las células, esporas y
metabolitos bacterianos del medio de cultivo que resultan de la fermentaciéon se pueden usar directamente o se
pueden concentrar usando procedimientos industriales convencionales, tales como centrifugacion, filtracion por flujo
tangencial, filtracion profunda y evaporacion. En la presente, tanto el caldo de fermentacién como el caldo
concentrado se denominan “productos de fermentacion”. Las composiciones de la presente invencion incluyen los
productos de fermentacion. En algunas realizaciones, el caldo de fermentacion concentrado se lava, por ejemplo,
mediante un proceso de diafiltracién, para eliminar el caldo de fermentacién residual y los metabolitos.

El caldo de fermentacién o el caldo concentrado se pueden secar con o sin la adicion de vehiculos usando procesos
o procedimientos de secado convencionales tales como secado por aspersion, secado por congelamiento, secado
en bandeja, secado en lecho fluido, secado en tambor o evaporacion.
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Los productos secos resultantes se pueden procesar adicionalmente, tal como por molienda o granulacion, para
alcanzar un tamafo de particula especifico o un formato fisico especifico. También se pueden agregar vehiculos,
que se describiran méas adelante, después del secado.

Las preparaciones sin células del caldo de fermentacién de las nuevas variantes y cepas de Bacillus de la presente
invencion se pueden obtener mediante cualquier medio conocido en el arte, tal como extraccién, centrifugacion y/o
filtracion del caldo de fermentacion. Los expertos en la materia podran apreciar que las denominadas preparaciones
sin células no careceran de células sino que mayormente no contienen células o esencialmente no contienen
células, dependiendo de la técnica usada (por ejemplo, velocidad de centrifugacion) para eliminar las células. La
preparacion sin células resultante se puede secar y/o formular con componentes que ayudan en su aplicacion a las
plantas o al medio de crecimiento vegetal. Los procedimientos de concentracion y las técnicas de secado descritas
previamente para el caldo de fermentacion también son aplicables a las preparaciones sin células.

Los metabolitos de Bacillus subtilis se pueden obtener de acuerdo con los procedimientos descritos en la Patente de
los EE.UU. N°: 6.060.051. El término “metabolitos” tal como se usa en el presente documento se refiere a
metabolitos semi-puros y puros o esencialmente puros, o a metabolitos que no se separaron de Bacillus subtilis. En
algunas realizaciones, después de obtener una preparacion sin células por centrifugacion del caldo de fermentacion,
los metabolitos se pueden purificar mediante filtracién de exclusién por tamafo tal como las resinas Sephadex
incluyendo LH-20, G10 y G15 y G25 que agrupa a los metabolitos en diferentes fracciones basado en el corte de
peso molecular, tal como un peso molecular menor que aproximadamente 2000 daltons, menor que
aproximadamente 1500 daltons, menor que aproximadamente 1000 daltons y asi sucesivamente, ya que los
lipopéptidos son de entre 800 daltons y 1600 daltons.

Los procedimientos de concentracion y las técnicas de secado descritos previamente para | formulacion del caldo de
fermentacion también son aplicables a los metabolitos.

Las composiciones de la presente invencion pueden incluir ingredientes de formulacion inertes que se agregan a las
composiciones que comprenden células, preparaciones sin células o metabolitos para mejorar la eficacia, la
estabilidad y utilidad y/o para facilitar el procesamiento, el envasado y la aplicacién de uso final. Dichos ingredientes
de formulacion inertes pueden incluir vehiculos, agentes de estabilizacién, nutrientes o agentes modificadores de las
propiedades fisicas, que se pueden agregar individualmente o combinados. En algunas realizaciones, los vehiculos
pueden incluir materiales liquidos tales como agua, aceite y otros solventes organicos o inorganicos y materiales
solidos tales como minerales, polimeros o complejos de polimeros derivados biolégicamente o mediante sintesis
quimica. En algunas realizaciones, el vehiculo es un aglutinante o un adhesivo que facilita la adherencia de la
composicion a una parte de planta, tal como una semilla o raiz. Véase, por ejemplo, Taylor, A.G., y col., “Concepts
and Technologies of Selected Seed Treatments” Annu. Rev. Phytopathol. 28: 321-339 (1990). Los agentes de
estabilizacién pueden incluir agentes anti-aglutinantes, agentes anti-oxidantes, desecantes, protectores o
conservantes. Los nutrientes pueden incluir fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo, tales como azucares,
polisacaridos, aceite, proteinas, aminoacidos, acidos grasos y fosfatos. Los modificadores de las propiedades fisicas
pueden incluir agentes de carga, agentes humectantes, espesantes, modificadores del pH, modificadores de la
reologia, dispersantes, adyuvantes, agentes tensioactivos, agentes anticongelantes o colorantes. En algunas
realizaciones, la composicion que comprende células, una preparacion sin células o metabolitos producidos por
fermentacion se pueden usar directamente con o sin agua como diluyente sin ninguna otra preparacion de
formulacién. En algunas realizaciones, los ingredientes de formulacién inertes se agregan después de concentrar el
caldo de fermentacién y durante y/o después del secado.

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion se usan para tratar una amplia variedad de
cultivos de la agricultura y/o de la horticultura, incluyendo los que se cultivan por sus semillas, para la produccién, en
el paisajismo y los que se cultivan para la produccion de semillas. Las plantas representativas que se pueden tratar
usando las composiciones de la presente invencion incluyen, pero en un sentido no limitativo, las siguientes:
Brassica, verduras de bulbo, granos de cereales, citricos, algodén, curcurbitaceas, verduras de frutos, verduras de
hoja, legumbres, cultivos de semillas oleaginosas, cacahuete, frutas carnosas, verduras de raiz, verduras de
tubérculos, verduras de bulbo, frutas con carozo, tabaco, frutillas y otras bayas, y diversas ornamentales.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar como un rociado foliar, como un tratamiento de
semillas/raices/tubérculos/rizomas/bulbos/tallo bulboso/gajo y/o como un tratamiento de la tierra. Las
semillas/raices/tubérculos/rizomas/bulbos/tallos bulbosos/gajos se pueden tratar antes de la siembra, durante la
siembra o después de la siembra. Cuando se usa como un tratamiento de semlllas las composiciones de la
presente invencién se aplican a una dosis de entre aproximadamente 1 x 102 y aproximadamente 1 x 107
ufc/semilla, dependlendo del tamafo de la semilla. En algunas realizaciones, la dosis de aplicacion es de entre
aproximadamente 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10° ufc por semilla. Cuando se usa como un tratamiento de tierra,
las composiciones de la presente invencién se pueden aplicar como un riego de la superficie de la tierra, por
introduccion con una cafa, inyeccién y/o aplicacion en surcos o mezclados con el agua de irrigaciéon. La dosis de
aplicacion para los tratamientos mediante riego de superficie de la tierra, que se puede aplica en el momento de la
siembra, durante o después de la S|embra o después del transplante y en cualquier etapa del crecimiento vegetal,
es de entre aproximadamente 4 x 10" y aproxmadamente 8 x 10" ufc por acre. En algunas realizaciones, la dosis
de aplicacion es de entre aproximadamente 1 x 10" y aproximadamente 6 x 10" ufc por acre. En algunas
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realizaciones, la dosis de aplicacion es de entre aproximadamente 6 x 10" y aproximadamente 8 x 10" ufc por acre.
La dosis de aplicaciéon para los tratamientos en surcos aplicada en el momento de la siembra, es de entre
aproximadamente 2,5 x 100 y aproximadamente 5 X 10" ufc por 1000 pies de fla En algunas realizaciones, la dosis
de aplicacion es de entre aproximadamente 6 x 10"° y aproximadamente 4 x 10" ufc por 1000 pies de fila. En otras
realizaciones, la dosis de aplicacion es de entre aproximadamente 3,5 x 10" ufc por 1000 pies de fila vy
aproximadamente 5 x 10" ufc por 1000 pies de fila. Los expertos en la materia podran ajustar las dosis para los
tratamientos a voleo (donde las aplicaciones se aplican a menor dosis pero mas frecuentes) y otros tratamientos
menos comunes de la tierra.

Las composiciones de la presente invencién se pueden mezclar con otros aditivos quimicos y no quimicos,
adyuvantes y/o tratamientos, en donde tales tratamientos incluyen, pero en un sentido no limitativo, fungicidas,
insecticidas, miticidas, nematocidas, fertilizantes, nutrientes, minerales, auxinas, estimulantes del crecimiento
quimicos y no quimicos y similares. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion
comprenden ademas insecticidas, miticidas, nematocidas, fertilizantes, nutrientes, minerales, auxinas, estimulantes
del crecimiento y similares. En otras realizaciones, las composiciones de la presente invencion se aplican en rotacion
con otros tratamientos; por ejemplo, como parte de un programa de rociado. En aun otras realizaciones, las
composiciones de la presente invencion se aplican a las plantas al mismo tiempo que los otros tratamientos.

En algunas realizaciones en las cuales las composiciones se usan para controlar enfermedades de plantas y/o para
mejorar la salud de las plantas, las composiciones se mezclan, comprenden ademas o se aplican al mismo tiempo o
como parte de un programa de tratamiento con al menos un fungicida. Los fungicidas usados comunmente incluyen,
pero en un sentido no limitativo, estrobilurinas, carboxamidas, sulfananilidas, fenilsulfamidas, azoles, heterociclos
nitrogenosos, dicarboximidas, ftalimidas, carbamatos, tiocarbamatos, formaidinas, antibidticos, aromaticos,
guanidinas, compuestos organoclorados, organometalicos, compuestos organofosforados, compuestos de
nitrofenilo, compuestos de heterociclil azufre, ureas, compuestos inorganicos y otros (por ejemplo, benzamacrilo,
carvona, extracto de aceites esenciales de plantas, aceite de hoja de cedro, aceite de neem, cloropicrina, DBCP,
drazoxolona, fenaminosulf, metzoxolona, acido oxolinico, espiroxamina, cimoxanilo, metrafenona. Prohexadiona
calcio, ticiofeno, ditano, clorotalanilo, diclorofeno, dicloran, nitrotal-isopropilo, bronopol, difenilamina, mildiomicina,
oxin-cobre, ciflufenamida  (por ejemplo, N-(ciclopropilmetoxiimino-(6-difluorometoxi-2,3-difluorofenil)-metil)-2-
fenilacetamida), UK-2A (antibiotico aislado de Streptomyces sp. 517-02), RANMAN™ (Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd),
y productos basados en microbios, incluyendo, pero en un sentido no limitativo, productos basados en Bacillus
subtilis, productos basados en Bacillus pumllus tales como los basados en QST2808" de Bacillus pumilus,
disponibles de AgraQuest, Inc. como SONATA® o0 BALLAD® y productos basados en Streptomyces, tales como los
productos basados en AQ4800 de Streptomyces sp. Se puede consultar informacion detallada sobre AQ4800"
(AgraQuest), SONATA® y BALLAD® (AgraQuest) en las Patentes de los EE.UU. N°: 6.524.577; 6.852.317;
6.245.551; 6.586.231; y 6.635.245. Cada una de las patentes, publicaciones de patente citadas aqui se incorpora por
completo en la presente a modo de referencia, incluyendo todos los dibujos/fotografias que forman parte de las
mismas.

Las estrobilurinas incluyen, pero en un sentido no limitativo, azoxistrobina, dimoxistrobina, enestroburina,
fluoxastrobina, kresoxim-metilo, metominostrobina, picoxistrobina, piraclostrobina, piroxastrobina, trifloxistrobina,
orisastrobina, (2-cloro-5-[1-(3-metilbenciloxiimino)-etillbencil)-carbamato de metilo, (2-cloro-5-[1-(6-metilpiriden-2-
ilmetoxiimino)etillbencil)carbamato de metilo, 2-(orto-(2,5-dimetilfeniloximetilen)fenil)-3-metoxiacrilato de metilo;
metiléster del acido 3-metoxi-2-(2-(N-(4-metoxifenil)-ciclopropancarboximidoilsulfanilmetil)-fenil)-acrilico de la 2-(2-(6-
(3-cloro-2-metil-fenoxi)-5-fluoro-pirimidin-4-iloxi)fenil )-2-metoxiimino-N-metil-acetamida.

Las carboxamidas incluyen, pero en un sentido no limitativo, carboxanilidas (por ejemplo, bixafeno, boscalida,
carboxina, fenhexamida, furametpir, isopirazam, isotianilo, metsulfovax, oxicarboxina, piracarbolida, pentiopirad,
sedaxano (isémeros cis y trans racémicos), tifluzamida, tiadinilo, N-(4’-bromobifenil-2-il)-4-difluorometil-2-metiltiazol-
5-carboxamida, N-(4’-trifluorometil-bifenil-2-il)-4-difluorometil-2-metiltiazol-5-carboxamida, N-(4’-cloro-3’-fluorobifenil-
2-il)-4-difluoro-metil-2-metiltiazol-5-carboxamida, = N-(3’,4’-dicloro-4-fluorobifenil-2-il)-3-difluorometil-1-metilpirazol-4-

carboxamida, N-(2-(1,3-dimetilbutil)-fenil)-1,3-dimetil-5-fluoro-1H-pirazol-4-carboxamida, N-(4’-cloro-3',5-
difluorobifenil-2-il)-3-difluorometil-1-metil-1H-pirazol,-4-carboxamida, N-(4’-cloro-3’,5-difluorobifenil-2-il)-3-
trifluorometil-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida, N-(3',4’-dicloro-4-fluorobifenil-2-il)-3-difluorometil-1-metilpirazol-4-

carboxamida, N-(4’-(3,3-dimetilbutin-1-il)-1,1’-bifenil-2-il)-3-difluorometil-1-metilpirazol-4-carboxamida, = N-(4’-(3,3-
dimetilbutin-1-il)-1,1’-bifenil-2-il)-3-trifluorometil-1-metilpirazol-4-carboxamida, N-(4’-(3,3-difluorobutin-1-il)-1,1’-bifenil-
2-il)-3-difluorometil-1-metilpirazol-4-carboxamida, N-(4’-(3,3-difluorobutin-1-il)-1,1’-bifenil-2-il)-3-trifluorometil-1-
metilpirazol-4-carboxamida, 2-cloro-N-(4'-(3,3-dimetilbutin-1-il)-1,1’-bifenil-2-il)-3-piridincarboxamida, N-(2-cianofenil)-
3,4-dicloroisotiazol-5-carboxamida, N-(cis-2-biciclopropil-2-il-fenil)-3-difluorometil-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida,
N-(trans-2-biciclopropil-2-ilfenil)-3-difluorometil-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida, benalaxilo, metalaxil, mefenoxam,
ofurace y oxadixilo), morfolidas de acido carboxilico (por ejemplo, dimetomorf y flumorf), benzamidas (por ejemplo,
acido benzohidroxamico, flumetover, fluopicolida, fluopiram, tioximida, triclamida, zarilamida, N-acetonilbenzamidas,
incluyendo zoxamida y otros compuestos relacionados, descritos y/o reivindicados en la Patente de los EE.UU. N°:
5.304.572, y N-(3-etil-3,5-5-trimetil-ciclohexil)-3-formil-amino-2-hidroxibenzamida), benzanilidas (por ejemplo,
benodanilo, flutolanilo, mebenilo, mepronilo, salicilanilida, y tecloftalam), furanilidas (por ejemplo, fenfuram, furalaxilo,
furcarbanilo y metfuroxam), furamidas (por ejemplo, ciclafuramid y furmeciclox), nicotinamidas (por ejemplo, 2-cloro-
N-(1,1,3-trimetil-indan-4-il)-nicotinamida, N-(1-(5-bromo-3-cloro-piridin-2-il)etil)-2,4-dicloro-nicotinamida, 2-amino-4-
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metil-tiazol-5-carboxamida, y N-((5-bromo-3-cloropiridin-2-il)-metil)-2,4-dicloro-nicotinamida), sulfonamida (por
ejemplo, N-(4-cloro-2-nitrofenil)-N-etil-4-metil-bencensulfonamida), pentiopirad, isopirazam, 1-metil-pirazol-4-
ilcarboxamida y otras carboxamidas (por ejemplo, cloraniformetan, carpropamida, ciflufenamida diclocimet,
etaboxam, fenoxanilo, mandipropamida, siltiofam, N-(2-(4-[3-(4-clorofenil)prop-2-iniloxi]-3-metoxifenil)etil)-2-
metansulfonilamino-3-metil-butiramida, oxitetracilina, N-(2-(4-[3-(4-clorofenil)prop-2-iniloxi]-3-metoxifenil)etil)-2-etan-
sulfonilamino-3-metilbutiramida, amida del acido N-(6-metoxi-piridin-3-il)ciclopropancarboxilico).

Las sulfananilidas incluyen, pero en un sentido no limitativo, flusulfamidas.
Las fenilsulfamidas incluyen, pero en un sentido no limitativo, diclofuanida y tolifluanida.

Los azoles incluyen, pero en un sentido no limitativo, triazoles (por ejemplo, azaconazol, bitertanol, bromuconazol,
ciproconazol, difenoconazol, diniconazol, diniliconazol-M, enilconazol, epoxiconazol, etaconazol, fenbuconazol,
flusilazol, fluotrimazol, fluquinconazol, flutriafol, furconazol, furconazol-cis, hexaconazol, imibenconazol, ipconazol,
metconazol, miclobutanil, palcobutrazol, penconazol, propiconazol, protioconazol, quinconazol, simeconazol,
tebuconazol, tetraconazol, triadimenol, triadimefona, triazbutilo, triticonazol; uniconazol, 1-(4-clorofenil)-2-
([1,2,4]triazol-1-il)-cicloheptanol y amisulbrom), imidazoles (por ejemplo, climbazol, clotrimazol, ciazofamid,
fenapanilo, gliodina, imazalilo, oxpoconazol, pefurazoato, procloraz, triazoxido, triflumizol, y 2-cloro-5-((4-cloro-2-
metil-5-(2,4,6-trifluorofenil))imidazol-1-il)piridina), benzimidazoles (por ejemplo, benomil, carbendazim, clofenazol,
cipendazol, debacarb, fuberidazol, mercarbinizid, rabenazol y tiabendazol), azolpirimidinas (por ejemplo, 5-cloro-7-(4-
metil-piperidin-1-il)-6-(2,4,6-trifluorofenil)-[1,2,4]-triazol-[1,5a]-pirimidina, ~ 6-(3,4-diclorofenil)-5-metil[1,2,4]triazol[1,5-

a]pirimidin-7-ilamina, 6-(4-ter-butilfenil)-5-metil[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina, 5-metil-6-(3,5,5-
trimetilhexil)[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina, 5-metil-6-octil-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina, 5-etil-6-octil-
[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-2,7-diamina, 6-etil-5-octil-1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina, 5-etil-6-octil-

[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina,  5-etil-6-(3,5,5-trimetilhexil)-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimiden-7-ilamina,  6-octil-5-
propil-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina,  5-metoximetil-6-octil-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-7-ilamina,  6-octil-5-
trifluorometil-[1,2,4]-triazol[1,5-a]-pirimidin-7-ilamina, 5-trifluorometil-6-(3,5,5-trimetilhexil)-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidin-
7-ilamina y 2-butoxi-6-iodo-3-propilcromen-4-ona) y otros azoles (por ejemplo, bentalurén, etridiazol e himexazol).

Los heterociclos nitrogenosos incluyen, pero en un sentido no limitativo, piridinas (por ejemplo, butiobato, dipiritona,
fluazinam, piridinitrilo, pirifenox, piroxiclor, piroxifur, 2,3,5,6-tetracloro-4-metansulfonilpiridina, 3,4,5-tricloro-piridin-2,6-
di-carbonitrilo 'y  3-[5-(4-clorofenil)-2,3-dimetilisoxazolidin-3-il]piridina), pirimidinas (por ejemplo, bupirimato,
ciprodinilo, diflumetorim, dimetirimol, etirimol, ferimzona, fenarimol, mepanipirim, nuarimol, triarimol y pirimetanil),
piperazina (por ejemplo, ftriforina), piperidinas (por ejemplo, fenpropidina y piperalina), pirroles (por ejemplo,
fludioxonilo y fenpiclonilo), morfolinas (por ejemplo, aldimorf, benzamorf, dodemorf, fenpropimorf y tridemorf),
nitrapirina, quinolinas (por ejemplo, etoxiquina, halacrinato, sulfato de 8-hidroxiquinolina, quinacetol y quinoxifeno),
quinonas (por ejemplo, benquinox, cloranilo, diclona y ditianén), quinoxalinas (por ejemplo, cinometionat, clorquinox
y tioquinox) y otros heterociclos nitrogenosos (por ejemplo, acibenzolar-S-metilo, anilazina, diclomezina fenamidona,
flutianilo, octilinona, probenazol, proquinazid, piroquilén, tiadifluor, triciclazol, N,N-dimetil-3-(3-bromo-6-fluoro-2-
metilindol-1-sulfonil)-[1,2,4]triazolsulfonamida, 3-(4-clorofenil)-1-(2,2,2-trifluoretil)-1,2,4-triazin-6(1H)-ona, 3-(4-
clorofenil)-1-(2,2,2-trifluoretil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazin-6(1H)-ona, 6-(4-clorofenil)-2-(2,2,2-trifluoretil)-1,2,4-triazin-
3(1H)-ona, 6-(4-clorofenil)-2-(2,2,2-trifluoretil)-4,5-dihidro-1,2,4-triazin-3(1H)-ona.

Las dicarboximidas incluyen, pero en un sentido no limitativo, clozolinato, diclozolina, iprodiona, isovalediona,
miclozolina, procimidona, vinclozolina, famoxadona y fluoroimida.

Las ftalimidas incluyen, pero en un sentido no limitativo, captafol, captan, ditalimfos, folpet y triclorfenfim.

Los carbamatos incluyen, pero en un sentido no limitativo, dietofencarb, flubentiavalicarb, iprovalicarb, propamocarb,
furofanato, tiofanato, 3-(4-clorofenil)-3-(2-isopropoxicarbonilamino-3-metilbutirilamino)-propionato de metilo, N-(1—(1—
(4-cianofenil)etansulfonil)-but-2-il)carbamato de 4-fluorofenilo y 3-iodo-2-propinilbutilcarbamato (iodocarb).

Los tiocarbamatos incluyen, pero en un sentido no limitativo, metasulfocarb y protiocarb.

Los ditiocarbamatos incluyen, pero en un sentido no limitativo, aztiram, carbamorf, cufraneb, cuprobam, dazomet,
disulfuram, ferbam, mancozeb, maneb, milneb, metiram, metam, nabam, propineb, tecoram, tiram, zineb y ziram.

Las formamidinas incluyen, pero en un sentido no limitativo, N'-(4-(4-cloro-3-trifluorometil-fenoxi)-2,5-dimetilfenil)-N-
etil-N-metil-formamidina,  N’-(4-(4-fluoro-3-trifluorometilfenoxi)-2,5-dimetil-fenil)-N-etil-N-metil-formamidina,  N’-(2-
metil-5-trifluormetil-4-(3-trimetil-silanil-propoxi)fenil)-N-etil-N-metil-formamidina y N’-(5-difluormetil-2-metil-4-(3-
trimetil-silanilpropoxi)fenil)-N-etil-N-metil-formamidina.

Los antibiéticos incluyen, pero en un sentido no limitativo, aureofungina, blasticidina-S, griseofulvina, kasugamicina,
natamicina, polioxina, polioxorim, estreptomicina y validamicina A.

Los aromaticos incluyen, pero en un sentido no limitativo, bifenilo, cloroneb y cresol.
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Las guanidinas incluyen, pero en un sentido no limitativo, dodina, triacetato de iminoctadina, tris(albesilato) de
iminoctadina y acetato de guazatina.

Los compuestos organoclorados incluyen, pero en un sentido no limitativo, bitionol, clorotalonilo, ftalida,
hexaclorobenceno, pencicurdn, pentaclorofenol, perclorociclohex-2-en-1-ona y quintozeno (PCNB).

Los organometalicos incluyen, pero en un sentido no limitativo, sales de fentina, decafentina y 6xido de tributilestafo.

Los compuestos organofosforados incluyen, pero en un sentido no limitativo, ampropilfos, edifenfos, fenitropan,
fosetil, fosetil-aluminio, hexiltiofos, iprobenfos, fosdifen, triamfos, pirazofos, tolclofos-metilo, acido fosforoso y sus
sales.

Los compuestos de nitrofenilo incluyen, pero en un sentido no limitativo, binapacrilo, clorodinitronaftaleno, dicloran,
dinocap, dinobutona, meptildinocap, dinoctén, dinopentén, dinosulfén, dinoterbon, DNOC, sultropen y tecnazeno
(TCNB).

Los compuestos de heterociclil azufre incluyen, pero en un sentido no limitativo, isoprotiolano y ditianona.
Las ureas incluyen, pero en un sentido no limitativo, pencicurén y quinazimid.

Los fungicidas inorganicos incluyen, pero en un sentido no limitativo, mezcla Bordeaux, acetato de cobre, hidroxido
de cobre, 6xido de cobre, oxicloruro de cobre, sulfato basico de cobre, azufre, bicarbonato de sodio y bicarbonato de
potasio.

En algunas realizaciones en donde las composiciones se usan para mejorar la salud de las plantas, las
composiciones se mezclan o comprenden ademas al menos un fertilizante, nutriente, mineral, auxina, estimulante
del crecimiento y similares, denominados mas adelante como composiciones para la salud de las plantas.

Una composicion/compuesto para la salud de las plantas es una composicién/compuesto que comprende una o mas
sustancias quimicas naturales o sintéticas, u organismos biolégicos, capaces de mantener y/o promover la salud de
las plantas. Dicha composicién/compuesto puede mejorar la salud, el vigor, la productividad, la calidad de flores y
frutas de las plantas y/o estimular, mantener o mejorar la resistencia de las plantas a estresores/presiones bioticos
y/o abidticos.

Las composiciones y/o los compuestos tradicionales para la salud de las plantas incluyen, pero en un sentido no
limitativo, reguladores del crecimiento vegetal (también conocidos como estimulantes del crecimiento vegetal,
composiciones reguladoras del crecimiento vegetal, agentes reguladores del crecimiento vegetal, reguladores del
crecimiento vegetal) y agentes activadores de plantas (también conocidos como activadores de plantas,
potenciadores de plantas, agentes para combatir plagas). En la presente invencion, la composicion para la salud de
las plantas puede ser natural o sintética.

Los reguladores del crecimiento vegetal incluyen, pero en un sentido no limitativo, fertilizantes, herbicidas, hormonas
vegetales, inoculantes bacterianos y derivados de los mismos.

Un fertilizante es una composiciéon que tipicamente provee, en proporciones variables, los tres principales nutrientes
de las plantas: nitrogeno, fésforo, potasio, conocido abreviadamente como N-P-K); o los nutrientes secundarios de
las plantas (calcio, azufre, magnesio) o elementos traza (o micronutrientes) que cumplen un rol en la nutricién de
plantas o animales: boro, cloro, manganeso, hierro, zinc, cobre, molibdeno y (en algunos paises) selenio. Los
fertilizantes pueden ser organicos o no organicos. Los fertilizantes organicos naturales incluyen, pero en un sentido
no limitativo, abono, humus de lombrices, turba, algas marinas, lodo de desechos y guano. Los cultivos de cobertura
también se emplean para enriquecer la tierra como un abono verde a través de la fijacion del nitrégeno de la
atmésfera por los nédulos bacterianos sobre las raices; asi como el contenido de fésforo (por movilizacion de
nutrientes) del suelo. Los fertilizantes organicos procesados de fuentes naturales incluyen compost (de desechos
vegetales), harina de sangre y harina de hueso (de las instalaciones de produccion de carne organica) y extractos de
algas marinas (alginatos y otros). Los fertilizantes también se pueden dividir en macronutrientes y micronutrientes en
base a sus concentraciones en la materia seca vegetal. Los macronutrientes son consumidos en cantidades
mayores y normalmente estan presentes como numeros enteros o décimas de porcentajes en los tejidos vegetales
(en una base de materia seca), incluyendo los tres ingredientes primarios de nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K),
(conocidos como fertilizantes o compuestos fertilizantes N-P-K cuando los elementos se mezclan intencionalmente).
Hay muchos micronutrientes que se requieren a concentraciones que varian en un rango de entre 5y 100 partes por
millén (ppm) en masa. Los micronutrientes vegetales incluyen hierro (Fe), manganeso (Mn), boro (B), cobre (Cu),
molibdeno (Mo), niquel (Ni), cloro (Cl) y zinc (Zn).

Las hormonas vegetales a (también conocidas como fitohormonas) y derivados de las mismas incluyen, pero en un
sentido no limitativo, &cido abscisico, auxinas, citoquininas, giberelinas, brassindlidos, acido salicilico, jasmonatos,
hormonas de péptidos vegetales, poliaminas, 6xido nitrico y estrigolactonas.
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Los agentes activadores vegetales son sustancias naturales o sintéticas que pueden estimular, mantener o mejorar
la resistencia de las plantas a estresores/presiones bidticos y/o abidticos, que incluyen, pero en un sentido no
limitativo, acibenzolar, probenazol, isotianilo, acido salicilico, acido azelaico, himexazol, brassinolida, forclorfenurén,
benzotiadiazol (por ejemplo, ACTIGARD® 50WG), microbios o generadores de respuestas derivados de microbios,
Otros agentes activadores de plantas se describen en las Patentes de los EE.UU. N°: 6.849.576; 5.950.361;
6.884.759; 5.554.576; 6.100.092; 6.207.882; 6.355.860; y 5.241.296; 6.369.296. 5.527.783 y 6.987.130.

También se pueden usar microbios, o compuestos quimicos y péptidos/proteinas (por ejemplo, generadores de
respuestas) derivados de microbios, como agentes activadores de plantas. Los ejemplos no limitativos de
generadores de respuestas son: B-glucanos ramificados, oligobmeros de quitina, enzimas pectoliticas, actividad
generadora de respuestas independiente de una actividad enzimatica (por ejemplo, endoxilanasa, elicitinas, PaNie),
productos del gen avr (por ejemplo, AVR4, AVR9), proteinas virales (por ejemplo, proteinas del recubrimiento vial,
Harpinas), flagelina, toxina de proteinas o péptidos (por ejemplo, victorina), glucoproteinas, fragmentos de
glucopéptidos de invertasa, siringdlidos, factores Nod (lipoquitooligosacaridos), FACs (conjugados de acidos grasos-
aminoacidos), ergosterol, toxinas bacteriana (por ejemplo, coronatina) y micotoxinas analogas de esfinganina (por
ejemplo, fumonisina B1). Otros generadores de respuestas se describen en Howe y col., Plant Immunity to Insect
Herbivores, Annual Review of Plant Biology, 2008, vol. 59, paginas 41-66; Stergiopoulos, Fungal Effector Proteins,
Annual Review of Phytopathology, 2009, vol. 47, paginas 233-263; y Bent y col., Elicitors, Effectors, and R Genes:
The New Paragigm and a Lifetime Supply of Questions, Annual Review of Plant Biology, 2007, vol. 45, paginas 399-
436.

Se describen mas ejemplos no limitativos de composiciones/compuestos para la salud de las plantas en las Patentes
de los EE.UU. N°: 4.751.226; 4.889.551; 4.456.467; 5.763.366; 4.219.351; 4.394.151; 4,913.725; RE33976;
4,959.093; 6.645,916; 4.152.429; 4.462.821; 4.704.160; 3,979.201; 4.505.736; 4.422.865; 5,919.448; 4.431.442;
4.824.473; 4.185,990; 5.837.653; 4.701.207; 4.717.732; 4.716.174; 4.720.502; 4.717.734; 6.261,996; 4.701.463;
4.728.657; 4.636.514; 4.717.733; 4.731.372; 5.168.059; 4.261.730; 5.861.360; 4.066.435; 4.210.439; 5.006.148;
4,906.280; 4.160.660; 4.439.224; 5.123,951; 4.094.664; 4,902.815; 4.036.629; 4.534.785; 4.212.664; 4.880.622;
4.144.047; 4.336.060; 4.308.054; 4.515.618; 4.525.200; 4.579.582; 5.554.580; 4.840.660; 4.268.299; 4.534.786;
5.589.438; 4.596.595; 5.468.720; 6.083.882; 6.306.797; 4.226.615; 4.509,973; RE29439; 4.025.331; 6.242.381;
4.326.878; 4.259.104; 5.518,994; 5.446.013; 3.713.805; 4.75.5213; 4.397.678; 4.762.549; 6,984.609; 4.808.207;
4,943.310; 4.481.026; 7.270.823; 4.592.772; 5.346.879; 5.627.134; 4.439.225; 4,931.082; 4.554.010; 4.057.413;
4.072.495; 4.364.768; 7.544.821; 5.523.275; 5.525.576; 7.404,959; 4.619.685; 4.157.255; 5.688.745; 6.569.809;
4.606.756; 4.537.623; 5,965.488; 4.243.405; 4,978.386; 5.654.255; 5.849.666; 7.078.369; 6.884.758; 5.076.833;
6.649.568; 4,954.157; 4.519.163; 4.154.596; 4.246.020; 4.356.022; 4.093.664; 4.808.209; 4.726.835; 4.879.291;
4.776.874; 4.892.576; 4.859.231; 4.130.409; 4.530.715; 4,936,907; 4,964.894; 4,921.529; 4.494,982; 5.228.899;
4,992.093; 4.059431; 4.765.823; 4.059.432; 4,969,948; 6.750.222; 4.171.213; 5.668.082; 4.672.112; 4.067.722;
4.732.605; 5.481.034; 5.015.283; 4.812.159; 3,905.799; 4.371.388; 4.427.436; 4.293.331; 3,979.204; 5.436.225;
6.727.205; 4.148.624; 4.737.498; 3,938,983; 5.656.571; 4.863.505; 4.227,918; 4.595.406; 4,976.771; 4.857.545;
4,999.043; 3,960.539; 5.617.671; 3,912.492; 4.217.129; 4.170.462; 4.486.219; 5.801.123; 5.211.738; 4.067.721;
5.854.179; 4.285.722; 5.510.321; 6.114.284; 4.588.435; 7.005.298; 4.504.304; 4.451.281; 3,940.414; 5,925.596;
6.331.506; 4.391.629; 5.006.153; 4.857.649; 5,922.646; 5,922.599; 5.709.871; 4.741.768; 4.723,984; 4.752.321;
5.741.521; 5.700.760; 4.888.048; 4.113.463; 5.086.187; 4.711.658; 4,960.453; 4.846.883; 4,959.097; 5.371.065;
4.620.867; 5.154.751; 4.090.862; 6,906.006; 4.292.072; 4.349.377; 4.586,947; 4.239.528; 6.284.711; 4.043.792;
6,939.831; 5.030.270; 4.844.730; 6.410.483; 5,922.648; 6.069.114; 6.861.389; 4.806.143; 4.886.544; 4,923.502;
6.071.860; 5.131,940; 4.193.788; RE31550; 4.127.402; 4.799,950; 4,963.180; 4.337.080; 4.637.828; 4.525.203;
4.391.628; 4,908.353; 4.560.738; 4.685,957; 5.637.554; 5.312.740; 3,985.541; 4.770.692; 4.787,930; 4.240.823;
5.428.002; 6.458.746; 3,989.525; 5,902.772; 4.588.821; 4.681,900; 5.679.621; 6,995.015; 5.110.345; 5.332.717;
5.222.595; 5.351.831; 4,904.296; 4.104.052; 4.622.064; 4,902.332; 4.747.869; 5.053.072; 5.186.736; 4.349.378;
5.223.017; 4.889,946; 5.323,906; 5.529,976; 4,946.493; 4,961.775; 5.253.759; 4.311.514; 4.380.626; 5.635.451;
4,975.112; 5.658.854; 6.410.482; 7.479.471; 5.015.284; 4,925.480; 4.638.004; 4.124.369; 5.039.334; 5.090,992;
5.710.104; 4,909.832; 4.744.817; 4.764.202; 4.668.274; 4.547.214; 4.808.213; 4.507.140; 4,904.298; 6.316.388;
6.265.217; 5.869.424; 5.110.344; 4.330.322; 5.292.533; 4.047,923; 4.764.624; 4.560.403; 4.557.754; 5.346.068;
4.770.688; 5.073.185; 4,973.690; 4.772.309; 4,911.746; 4.594.094; 4.518.415; 4.786.312; 7.198.811; 6.376.425;
4.895.589; 4,960.456; 4.897.107; 4.891.057; 4.102.667; 5.763.495; 4.606.753; 4.602,929 4.740.231; 4.812.165;
5.324.710; 5.701.699; 6.465.394; 5.783.516; 4.334,909; 5.466.460; 5.559.218; 4.678.496; 5.679.620; 5,977.023;
7.326.826; 4.729.783; 4.377.407; 4.602,938; 5.211.736; 5.106.409; 4.802,909; 4.871.387; 4.846.873; 4,936.892;
5.714.436; 6.239.071; 4.507.141; 4,936,901; 5.026.418; 4.734.126; 4,999.046; 4.554.017; 4.554.007; 4,943.311;
4.401.458; 5.419.079; 4.789.394; 4.871.389; 5.198.254; 5.747.421; 5.073.187; 5.258.360; 4.153.442; 4.808.722;
4.565.875; 5.298.480; 4.233.056; 4.849.007; 5.112.386; 5.221.316; 5.470.819; 4.614.534; 4.615.725; 5.496.794;
4.772.310; 4.640.706; 4.894.083; 6.767.865; 5.022,916; 4.797.152; 4,957.535; 4.880.457; 4.735.651; 5.160.364;
4.647.302; 4.818.271; 5.710.103; 6.508.869; 5.858,921; 4.599.448; 4,938.791; 4.491.466; 4.812.162; 7.427.650;
4.684.396; 4.201.565; 4.636.247; 4,925.482; 4.486.218; 6.570.068; 5.045.108; 4.336.059; 4,983.208; 4,954.162;
4,921.528; 4.826.531; 4.661.145; 4,935.049; 4.515.619; 4.810.283; 4,988.382; 4.584.008; 4.227,915; 4.875,922;
4,988.383; 4.886.545; 5.602.076; 4.229.442; 4.525.201; 5.034.052; 5.104.443; 3.620,919; 4.164.405; 5.703.016;
5.102.443; 4.618.360; 6.569.808; 4,919.704; 4.584.013; 4.775.406; 5.631.208; 4,909.835; 4.178.166; 4.183.742;
6.225.260; 5.318,945; 4.623.382; 5.053.073; 4.693.745; 4.875,930; 5.696.053; 4.221.584; 4,975.459; 4.601.746;
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4.185,991; 4.871.390; 4.863.503; 5.073.184; 5.262.389; 5.061.311; 4,966.622; 6.228.808; 5.057.146; 4.849.009;
4,939.278; 4.481.365; 4.333.758; 4.741.754; 4.411.685; 4.455.162; 7.291.199; 5.252.542; 4.470.840; 4.227,911;
4,959.093; y 5,123,951.

Los inoculantes bacterianos son composiciones que comprenden bacterias beneficiosas que se usan para inocular la
tierra, a menudo en el momento de la siembra. Dichos inoculantes bacterianos incluyen bacterias fijadoras de
nitrégeno o bacterias de rizobios. Bradyrhizobia japonicum se usa comunmente para la inoculacion de soja y
Bradyrhizobia sp. (Vigna) o (Arachis) para cacahuete. Otros rizobios se usan con otros cultivos: Rhizobium
leguminosarum para arvejas, lentejas y habas y alfalfa y trébol y Rhizobium loti, Rhizobium leguminosarum y
Bradyryizobium spp. para diversas legumbres. En una realizacién, las composiciones de la presente invencion se
mezclan o comprenden ademas al menos un inoculante bacteriano y luego se aplican a la tierra o a las semillas. En
otra realizacion, las composiciones y el inoculante bacteriano se aplican a una planta, a una parte de una planta o al
locus de la planta o0 a una parte de planta al mismo tiempo o sucesivamente.

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion se mezclan, comprenden ademas o se aplican
al mismo tiempo o como parte de un programa de rociado con insecticidas. Los insecticidas adecuados incluyen
insecticidas neonicotinoides tales como 1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-nitroimidazolidin-2-ilidenamina (imidacloprid), 3-(6-
cloro-3-piridilmetil)-1,3- tlazolldln 2-ilidencianamida (tlacloprld) 1 -(2-cloro-1,3-tiazol-5-ilmetil)-3-metil-2-nitroguanidina
(clotianidina), nitempiran, N'-[(6-cloro-3-piridil)metil]-N*-ciano-N"-metilacetamidina (acetamiprid), 3-(2-cloro-1,3-tiazol-
5-ilmetil)-5-metil-1,3,5-oxadiazinan-4-iliden(-nitro)amina (tiametoxam) y 1-metil-2-nitro-3-(tetrahidro-3-
furilmetil)guanidina (dinotefurano).

En algunas realizaciones en las cuales las composiciones se usan para controlar nematodos, las composiciones
comprenden ademas o se mezclan o se aplican al mismo tiempo o como parte de un programa de tratamiento con al
menos un nematocida. El término “nematocida”, tal como se usa en el presente documento, incluye agentes de
control de nematodos, tales como los que matan nematodos y los que inhiben el crecimiento y/o el desarrollo de
nematodos. El segundo nematocida puede ser un nematocida quimico o biolégico. El término “nematocida quimico”,
tal como se usa en el presente documento, excluye a los fumigantes, y el término “fumigantes” abarca sustancias
quimicas plaguicidas de amplio espectro que se aplican a la tierra de pre-siembra y que difunden por la tierra (en
aire-tierra y/o agua-tierra) y se pueden aplicar como gases, tales como bromuro de metilo, liquidos volatiles, tal como
cloropicrina, o solidos volatiles, tal como dazomet.

En algunas realizaciones, el nematocida quimico o bioldgico es un producto formulado disponible comercialmente y
se mezcla en tanque con las composiciones de la presente invencién. En otras realizaciones, el nematocida quimico
o biolégico se mezcla con las composiciones basadas en Bacillus de la presente invencion antes de la formulacion
de modo que los componentes activos forman finalmente un producto formulado.

Los nematocidas quimicos usados en tales mezclas son carbamatos, carbamatos de OX|ma y nematocidas
organofosforados. Los nematocidas de carbamato incluyen benomilo, carbofurano (FURADAN®), carbosulfan y
cloetocarb Los carbamatos de oxima incluyen alanicarb, aldicarb (TEMIK 0 como parte del tratamiento de semillas
AVICTA® Complete Pak de Syngenta) aldoxicarb (STANDAK®) oxamilo (VYDATE®), tiodicarb (parte del sistema
aplicado a semillas AERIS® de Bayer CropSC|ence) y ftirpato. Los nematocidas organofosforados incluyen
fensulfotion (DANSANIT®), etoprop. (MOCAP®), diamidafos, fenamifos, fostietan, fosfamidon, cadusafos, clorpirifos,
diclofention, dimetoato, fostiazato, heterofos, isamidofos, isazofos, forato, fosfocarb, terbufos, tionazina, triazofos,
imiciafos y mecarfén. Los nombres entre paréntesis que le siguen a cada compuesto son formulaciones comerciales
representativas de cada una de las sustancias quimicas anteriores. Otros nematocidas quimicos de utilidad para
tales mezclas incluyen espirotetramat (MOVENTO®), el nematocida MON37400 y fipronilo.

Los nematocidas bioldgicos incluyen mezclas de quitina y urea; extractos de compost y tés (tanto aireados como no
aireados); composiciones que comprenden al hongo Myrothecium verrucaria y/o metabolitos del mismo (disponible
comercialmente como DITERA® ); composiciones que comprenden al hongo Paecilomyces, incluyendo P. lilacinus
(disponible comercialmente como, por ejemplo, MELOCON® o BIOACT®); las bacterias Pasteuria, incluyendo P.
usgae, composmones que comprenden dichas bacterias (disponible comercialmente como, por ejemplo,
ECONEM® ); bacterias de Bacillus sp., incluyendo Bacillus firmus (incluyendo CNMC 1-1582, depositada con la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Institute Pasteur, Francia, el 29 de mayo, 1995 y disponible
comercialmente como, por ejemplo, VOTIVO), Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus
(incluyendo la cepa depositada en NRRL como N° B-30087 el 14 de enero, 1999, y sus mutantes) y Bacillus cereus
y composiciones que comprenden una o mas de las bacterias anteriores; Streptomycete sp. nematocida, tal como
Streptomyces Iydlcus y composiciones que comprenden a dichas bacterias (disponibles comercialmente como
ACTINOVATE® ) ¥ hongos nematéfagos, incluyendo Duddingtonia flagrans, tal como la cepa T-89, deposita en la
coleccion de microorganismos de GNC VB “Vector” (establecimiento Koltsovo, region de Novosibisrsk) bajo el N° F-
882, Paecilmyces lilacinus y Arthrobotrys oligospora. Los nematocidas bioldgicos también incluyen nematocidas
basados en vegetales, tal como productos basados en las plantas de neem (incluyendo semillas o aceite de las
plantas) o azidiractina, un metabolito secundario de las semillas de neem, productos basados en acelte de sésamo
(tal como DRAGONFIRE® ), carvacrol, y productos basados en extractos vegetales (tal como NEMA- Q°, obtenido del
arbol Quillaja saponaria de Chile). Los nematocidas biolégicos también incluyen compuestos aislados producndos por
bacterias, tal como las mectinas, una familia de compuestos quimicos que son producidos por Streptomyces
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avermentilis, incluyendo abamectina (que consiste en una combinacion de abamectina B1a y B1p) y avermectina Bos,
y las proteinas harpina, identificadas originalmente en Erwinia amylovora, incluyendo harpinaea y harpinagg.

Las composiciones basadas en Bacillus de la presente invencién se pueden aplicar independientemente o en
combinacion con uno mas fungicidas, insecticidas, miticidas, nematocidas, fertilizantes, nutrientes, minerales,
auxinas, estimulantes del crecimiento y/o productos para la salud de las plantas quimicos y no quimicos. En algunas
realizaciones, las células swrA™ se co-formulan con al menos un fungicida, insecticida, miticida, nematocida,
fertilizante, nutriente, mineral, auxina, estimulante del crecimiento y/u otro producto para la salud de las plantas y el
producto co-formulado se aplica a la planta, parte de planta o al locus de una planta. En algunas otras realizaciones,
las composiciones de la presente invencion se mezclan en tanque con formulaciones disponibles comercialmente del
fungicida, insecticida, miticida, nematocida, fertilizante, nutriente, mineral, auxina, estimulante del crecimiento y/u
otro producto para la salud de las plantas y se aplican a la planta, a partes de plantas y/o a loci de plantas. En otras
realizaciones, las composiciones de la presente invencién se aplican a plantas, partes de plantas y/o loci de plantas
inmediatamente antes o después de la aplicacion de formulaciones disponibles comercialmente del fungicida,
insecticida, miticida, nematocida, fertilizante, nutriente, mineral, auxina, estimulante del crecimiento y/u otro producto
para la salud de las plantas. En otras realizaciones, las composiciones de la presente invencién se aplican a plantas,
partes de plantas y/o loci de plantas en rotacion con la aplicacién de formulaciones disponibles comercialmente del
fungicida, insecticida, miticida, nematocida, fertilizante, nutriente, mineral, auxina, estimulante del crecimiento y/u
otro producto para la salud de las plantas. En un caso, las composiciones basadas en Bacillus subtilis se aplican
como un tratamiento de semillas o como un tratamiento en surcos o de embebimiento, como se describen con mas
detalle en la presente. En algunos casos de las realizaciones anteriores, las formulaciones disponibles
comercialmente del fungicida, insecticida, miticida o nematocida se aplican a una dosis que es menor que la dosis
recomendada en la etiqueta del producto para el uso de dicho fungicida, insecticida, miticida o nematocida como un
tratamiento independiente. En un aspecto de esta realizacion, el fungicida, insecticida, miticida y/o nematocida es
una sustancia quimica. En aun otro aspecto, la sustancia quimica es una sustancia que tiene problemas de toxicidad
y también puede estar pasando por una “eliminacién” por las agencies gubernamentales relevantes en uno o mas
paises.

En otras realizaciones, las composiciones de la presente invencién se aplican a plantas, partes de plantas y/o loci de
plantas después de la aplicacion de un fumigante. Los fumigantes se pueden aplicar mediante inyeccion por tubo,
generalmente un minimo de 8 pulgadas debajo de la superficie del suelo. Las formulaciones liquidas de fumigantes
también se pueden aplicar por quemigacion por goteo en superficie para mover al fumigante hasta una profundidad
de 8 pulgadas o mas por debajo de la superficie de la tierra. Los lechos de tierra tratada se cubren con una carpa de
plastico para retener al fumigante en el suelo por varios dias. Esto se efectia antes de la siembra y se deja airear
antes de la siembra. Las composiciones basadas en Bacillus que se describen en la presente se aplicarian después
de dicho periodo de aireado ya sea antes, durante o después de la siembra. En algunos casos, los fumigantes se
aplican a una dosis que es menor que la dosis recomendada en la etiqueta del producto.

Los fumigantes, incluyendo los nematocidas fumigantes, incluyen hidrocarbonos halogenados, tal como cloropicrina
(CLOR-O-PIC®), bromuro de metilo (METH—O-GAS®) y combinaciones de los mismos (tal como BROM-O-GAS® y
TERR-O-GAS®), 1,3-dicloropropeno (TELONE® I, TELONE® EC, CURFEW®) y combinaciones de 1,3-
dicloropropeno con cloropicrina (TELONE® C-17, TELONE® C-35 e INLINE®), ioduro de metilo (MIDAS®); liberadores
de isocianato de metilo, tal como metilditiocarbamato de sodio (VAPAM®, TIERRAPREP®, METAM-SODIUM®);
combinaciones de 1,3 dicloropropoeno e isotiocianato de metilo (VORLEX®); y liberadores de disulfuro de carbono,
tal como tetratiocarbonato de sodio (ENZONE®) y disulfuro de dimetilo o DMDS (PALADINO®). Las formulaciones
comerciales de cada uno de los fumigantes anteriores se indican entre paréntesis después de los nombres quimicos.

Las composiciones de la presente invencion también se pueden aplicar como parte de un programa de manejo de
plagas integrado (“IPM”). Dichos programas se describen en diversas publicaciones, en especial en las extensiones
cooperativas universitarias. Con respecto a los nematodos, dichos programas incluyen rotacién de cultivos con
cultivos que no albergan al nematodo blanco, practicas de cultivo y labranza, y uso de transplantes. Por ejemplo, las
composiciones basadas en Bacillus que se describen en la presente se podrian aplicar después de una estacion de
crecimiento con mostaza u oto cultivo supresor de nematodos.

En algunas realizaciones, la aplicacion de las composiciones de la presente invencion a plantas, partes de plantas o
loci de plantas esta precedida por la identificacion de un locus que necesita tratamiento. Para el control de
nematodos, dicha identificacion se puede efectuar por identificacién visual de las plantas que aparecen cloréticas,
achaparradas, necréticas o marchitas (es decir, que parecen tener deficiencias de nutrientes) tipicamente acoplado
con antecedentes de problemas con nematodos; toma de muestras de plantas; y/o toma de muestras de tierra. La
toma de muestras de plantas se puede efectuar durante la estaciéon de crecimiento o inmediatamente después de la
cosecha final. Las plantas se retiran de la tierra y se examinan sus raices para determinar la naturaleza y extension
del problema con nematodos en un campo. Para los nematodos de los nudos de la raiz, la severidad de las agallas
de las raices se determina midiendo la proporcién del sistema radicular afectado por agallas. Las agallas causadas
por los nematodos de los nudos de la raiz se pueden distinguir de los nddulos de las bacterias de la tierra fijadoras
de nitrégeno porque las agallas no se separan facilmente de la raiz. Los niveles de la poblacién en tierra de
nematodos de los nudos de la raiz aumentan con la severidad de las agallas de la raiz. En algunos casos, la
deteccidn de cualquier nivel de formacién de agallas en las raices sugiere un problema de nematodos de los nudos

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2649937 T3

de la raiz para plantar cualquier cultivo susceptible, en especial en o cerca del area de toma de muestras. Los
nematodos quisticos también se pueden identificar con la toma de muestras de plantas y el escrutinio de las raices
por la presencia de quistes.

La toma de muestras de tierra ofrece un medio para determinar la cantidad de nematodos y/o de huevos de
nematodos que infesta un determinado volumen de tierra o de raices. La toma de muestras de tierra se puede
efectuar cuando se sospecha de la existencia de un problema, al final de la cosecha o en cualquier momento antes
de sembrar un nuevo cultivo, incluyendo antes de la destruccion del cultivo correspondiente al cultivo anterior. Los
programas de extension cooperativa universitaria ofrecen servicios de toma de muestras de tierra, incluyendo la
Universidad de Florida, la Universidad del estado de Oregon y Universidad de Nebraska-Lincoln. Ademas, dichos
programas proporcionan lineamientos acerca de la recoleccion de muestras. Por ejemplo, en un procedimiento de
toma de muestras predictivo de post-cosecha, las muestras se recolectan a una profundidad en el suelo de entre 6 y
10 pulgadas de 10 a 20 locaciones de campo en un area de 5 o 10 acres (dependiendo del valor del cultivo;
muestras de menos acres en el caso de cultivos de mayor valor) en un patrén regular en zigzag. En un
procedimiento de evaluacion de plantas establecidas, se remueven muestras de raices y de tierra a una profundidad
en el suelo de entre 6 y 10 pulgadas de las plantas sospechadas que son sintomaticas pero que no estan muertas o
muriendo; es decir, la descomposicion.

En algunas realizaciones, la identificacion comprende determinar si se ha alcanzado el umbral econémico de una
plaga, tal como un nematodo; es decir, el punto en el cual las pérdidas econdmicas esperadas sin tratamiento
exceden los costos del tratamiento. El umbral econdmico varia dependiendo del cultivo, la geografia, el clima, el
momento de la siembra, el tipo de suelo y/o la temperatura del suelo. Se han publicado numerosos articulos sobre
este tema y existen lineamiento de los programas de extension universitaria cooperativa en diferentes areas. Véase,
por ejemplo, Robb, J.G., y col., “Factors Affecting the Economic Threshold for Heterodera schachtii Control in Sugar
Beet”, Economics of Nematode Control, enero-junio, 1992; Hafez, Saad L. “Management of Sugar Beet Nematode”,
Universidad de Idaho, serie de Informacion actual (CIS) 1071 (1998); y UC IPM Plague Management Guidelines:
Tomato UC ANR, Publicacién 3470, Nematodos A. Ploeg, Nematology, UC Riverside (enero de 2008). La
determinacion del umbral econdmico para un cultivo particular en un momento particular del afio es bien conocida
por un experto en la materia.

En algunas realizaciones, la toma de muestras de tierra revela que la infestacion por nematodos causara un
rendimiento que es de aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 % o aproximadamente un 95 % de lo
normal para un suelo no infestado.

En algunas realizaciones, el umbral econémico de nudos de raices juveniles por kilogramo de muestra de tierra es
de al menos aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 750, al menos aproximadamente 1000, al menos aproximadamente 2000, al menos
aproximadamente 3000, al menos aproximadamente 4000, al menos aproximadamente 5000 o al menos
aproximadamente 6000.

En algunas realizaciones, el umbral econdmico de huevos y larvas de nematodo quistico por 1 cm® de tierra es de al
menos aproximadamente 0,5, al menos aproximadamente 1, al menos aproximadamente 2, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4. De acuerdo con Hafez (1998), citado anteriormente, un quiste
puede estimarse como 500 huevos y larvas viables.

En otra realizacion, la presente invencidon abarca un procedimiento para producir un producto promotor del
crecimiento vegetal que comprende:

a. cultivar una célula bacteriana que comprende una mutacién en un gen swrA o un ortélogo del mismo, en
donde la mutacion reduce la capacidad de movimiento en enjambre de la célula cuando se cultiva sobre una
superficie sdlida o no liquida en comparacion con una célula bacteriana que no contiene la mutacion y

b. cultivar las células bacterianas que contiene a la mutacion hasta la esporulacion.

En otro aspecto, el procedimiento comprende ademas secar las células bacterianas del paso (b). En aun otro
aspecto, el procedimiento comprende ademas agregar un vehiculo o un ingrediente de formulacion inerte. En adn
otra realizacion, el paso de cultivo tiene lugar en un biofermentador. En algunas realizaciones, el biofermentador
tiene una capacidad de al menos 2 |.

Informacién de depdsito

Se ha depositado una muestra de QST713 swrA" de tipo salvaje, QST30002 (también conocida como AQ30002) y
QST30004 (también conocida como AQ30004) en el Agricultural Research Service Culture Collection del National
Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural Research Service, Departamento de Agricultura de los
EE.UU., 1815 North University Street, Peoria, IL 61604. A QST713 swrA® de tipo salvaje (depositada el 5 de octubre,
2010) se le asigno la siguiente denominacion de deposito: NRRL B-50420. A QST30002 (depositada el 5 de octubre,
2010) se le asigno la siguiente denominacion de depdsito: NRRL B-50421. A QST30004 (depositada el 6 de
diciembre, 2010) se le asigno la siguiente denominacién de depdsito: NRRL B-50455.
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Los siguientes ejemplos solamente se ofrecen a efectos puramente ilustrativos y no limitativos de la presente
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Identificacion de la morfologia del mutante tipo papel de lija

Las primeras células de Bacillus subtilis con la morfologia tipo papel de lija fueron identificadas inesg)eradamente y
aisladas durante un ensayo de rutina de control de calidad (QC) de lotes comerciales de SERENADE™.

Las variantes tipo papel de lija presentaron una morfologia de colonias diferente sobre placas de cultivo de agar
nutriente que las células QST713 de tipo salvaje. Las células tipo papel de lija formaron colonias altamente
compactas e hidrofébicas sobre el medio sélido (véanse las imagenes de las colonias QST713 de tipo salvaje y tipo
papel de lija tomadas con un microscopio digital Keyence en la figura 1). A estas variantes se les dio el nombre de
“papel de lija” porque su fenotipo presenta colonias planas secas que son compactas, muy “quebradizas” y muy
dificiles de eliminar del agar sobre el cual crecen (es decir, son colonias muy adherentes). A partir de este
descubrimiento inicial, se aislo inicialmente una sola cepa con la morfologia tipo papel de lija y se seleccion6 para su
caracterizacion adicional. Esta cepa se design6 AQ30002.

Ademas de presentar una morfologia de colonias distintiva sobre un medio sélido, también se observé que AQ30002
formaba cadenas de células largas en cultivo liquido durante la fase exponencial temprana. Por el contrario, las
células QST713 de tipo salvaje formaron cadenas cortas o permanecian como células individuales durante esta
misma etapa de crecimiento (comparense las imagenes de microscopio en la figura 2).

AQ30002 también exhibe una respuesta morfoldgica distintiva al crecimiento en un cultivo liquido de alto corte.
AQ30002 y QST713 muestran habitos muy similares de morfologia y crecimiento cuando se cultivan en un cultivo
liquido con agitacion; sin embargo, si se coloca un objeto (por ejemplo, una punta de pipeta de plastico) en el tubo, la
mayor turbulencia producida por el movimiento de este objeto dentro del cultivo parece desencadenar un cambio
morfolégico en AQ30002 solamente, impidiendo la separacion de las células vegetativas después de la division
(formacion de cadenas) y produciendo grandes aglomerados de filamentos. Este fenotipo se puede observar tanto
microscopicamente como por observacion directa de los tubos de cultivo después de 8-9 horas de crecimiento.
Comparense las imagenes provistas en la figura 3, que se obtuvieron de la siguiente manera. Se dejaron crecer
stocks de cultivo en glicerol de AQ30002 y QST713 de tipo salvaje durante la noche sobre placas de agar con
nutrientes. Se colocd una colonia de cada placa individualmente en 3 ml de caldo Luria en un tubo con tapa a
presion de 8 ml y se colocé una punta de pipeta libre de DNAsa de 1 ml en el tubo inoculado. También se cultivd una
colonia de cada placa bajo las mismas condiciones en un tubo sin la punta de pipeta. El tubo se agité a 37 °C a 260
rpm y se comparo el crecimiento después de 8-9 hs usando microscopia optica.

Anteriormente se habian identificado numerosos genes de de Bacillus (por ejemplo, sinR) como activadores de la
produccién de biopeliculas o (cuando mutados) como productores constitutivos de biopeliculas. Sobre la base de
una comunicacion personal de Dan Kearns (Indiana University), los mutantes sinR son “grumosos” cuando se
cultivan en un cultivo liquido, lo cual es consistente con la idea que este mutante produce una biopelicula
independiente en todo momento de las sefiales ambientales. Esta propiedad no seria deseable para el desarrollo
comercial y en general sugiere que los genes efectores descendentes en la via, en la produccion de biopeliculas, tal
como SinR, no serian buenos candidatos comerciales.

Por el contrario, swrA parece formar parte de una llave celular natural que permite que las células de Bacillus se
ajusten a su entorno. Aunque swrA no se ha descrito con anterioridad como un regulador de biopeliculas, se ha
reconocido por su rol en el cambio de las células entre dos estados morfoldgicos distintos en cultivo liquido: células
plancténicas individuales o cadenas de células conectadas (Kearns y Losick, “Cell Population Heterogeneity During
Growth of Bacillus subtilis”, Genes and Development (2005): 19, paginas 3083-3094.) De manera consistente con
este informe, las células mutantes swrA aun responden a las sefiales del entorno. Cuando se cultivan en un cultivo
liquido, estas células crecen como células o cadenas individuales, pero no parecen aglomerarse ni forman una
biopelicula. Inesperadamente, cuando se cultivan sobre raices o un medio de cultivo sdlido, estas células comienzan
a producir una biopelicula densa, compacta. Esto es consistente con la idea que swrA es un cambio genético normal
que cambia a las células a la capacidad para producir un tipo de biopelicula distinto y (debido a que actua
tempranamente en la via) aun permite que las células respondan a las sefales del entorno (por ejemplo, un
crecimiento no adherente en un cultivo liquido y formacion de una biopelicula cuando crecen sobre un medio sdlido).

Ejemplo 2: Preparacion de caldo completo de QST713 de Bacillus subtilis en biorreactores

Se observé que los cultivos de QST713 de Bacillus subtilis cultivados en biorreactores contienen una pequefa
proporcion de variantes de células tipo papel de lija. Se mantienen stocks de cultivo de QST713 de Bacillus subtilis
congelados en viales pequefios con solucion de glicerol. Para producir el caldo completo en un biorreactor, se
descongela un vial de cultivo de stock y el contenido es transferido a un frasco esterilizado de un medio de cultivo
apropiado tal como el caldo de nutrientes Difco. El cultivo del frasco se incuba sobre un agitador rotatorio bajo
condiciones que promueven el crecimiento del organismo tipicamente a temperaturas de entre 25 °C y 37 °C con
una velocidad de rotacién de entre 100 y 250 rpm. Cuando la densidad de células en el frasco es suficientemente
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alto, el contenido se transfiere a medio de crecimiento esterilizado fresco en un biorreactor.

El biorreactor se controla con valores especificos de temperatura, agitacion, pH y aireaciéon como para promover el
crecimiento del organismo y la expresion de metabolitos activos. Los ajustes tipicos del biorreactor incluyen un
ajuste de temperatura de entre 25 °C y 37 °C, un ajuste de agitaciéon de entre 200 y 1000 rpm, un pH regulado para
permanecer entre 6 y 8, y la aireacion definida entre 0,2 y 1,0 VVM. Cuando el crecimiento celular y la produccion de
metabolitos ha cesado, tipicamente dentro de las 24 a 72 horas de incubacion, se cosecha el caldo de cultivo y luego
es evaluado por recuento celular y pureza. Una vez completadas y aceptadas estas pruebas, el caldo se puede usar
en los experimentos de laboratorio.

Como alternativa, se pueden mezclar conservantes y otros aditivos (tales como espesantes y dispersantes) en el
caldo del biorreactor para simular el producto comercial para los experimentos de prueba a campo.

Ejemplo 3: Cuantificacion de la frecuencia de la mutacion de papel de lija en QST713 de Bacillus subtilis

Se diluyeron diversos lotes comerciales de SERENADE® ASO producidos por AgraQuest, Inc. (Davis, California)
(1/10E+6) y se plaquearon sobre agar nutriente (NA) para resolver las colonias individuales. Se confirmaron las
colonias tipo papel de lija como mutantes de QST713 de tipo salvaje por secuenciacién de ADNr 16s.

La cantidad de colonias tipo papel de lija se cuantific6 como un porcentaje de la cantidad total de colonias
producidas. Las colonias tipo papel de lija con la morfologia de colonias caracterlstlca se obtuvieron a frecuencias
que variaban entre 0,0 % y 1,3 % de los lotes comerC|aIes de SERENADE® ASO analizados (véase la figura 4) y
entre 0,0 % y 3,2 % de los lotes comerciales de SERENADE® MAX analizados.

Como se describié previamente, en la etiqueta maestra de EPA para SERENADE® MAX se espeC|f|ca que el
producto comercial contiene 14,6 % de QST713 seca. Si una muestra comercial de SERENADE® MAX contiene
como maximo un 14,6 % de QST713 de tipo salvaje/papel de lija seca y si como maximo solamente un 3,2 % de ello
es la variante swrA, entonces las muestras comerciales de SERENADE® MAX contienen como maximo (0,146 x
0,032) = 0,004672 = 0,4672 % o menos que un 0,5 % de las variantes secas de tipo papel de lija (es decir, swrA").

Las células QST713 que derivan de una sola colonia con la morfologia de tipo salvaje también se cultivaron en
frascos durante la noche en caldo Luria, se diluyeron y se plaquearon sobre agar nutriente con el fin de obtener
colonias individuales. Se identificaron las colonias tipo papel de lija y se calculé que la frecuencia de mutacion era de
1/16.000. Este valor comprende 6rdenes de magnitud mas altas que la frecuencia de pérdida de funcion espontanea
para otros genes y es consistente con la idea que swrA es un locus de variacién de fase hipermutable (D.B. Kearns y
col., “Genes Governing Swarming in Bacillus subtilis and Evidence for a Phase Variation Mechanism Controlling
Surface Motility”, Molecular Microbiology (2004), 52: 357-369). Se secuenci6 la secuencia de nucleétidos del gen
swrA a partir de 6 colonias individuales tipo papel de lija. Se encontré que las seis colonias eran swrA negativas. Por
ello los autores infieren que, en QST713, todas las colonias tipo papel de lija son swrA negativas.

Ejemplo 4: Cuantificacion de la frecuencia del mutante tipo papel de lija en cepas comerciales de Bacillus

También se analizaron diversos productos bioplaguicidas comerciales adicionales que contienen cepas de Bacillus
para determinar si se podian identificar las células con la morfologia tipo papel de lija. Tal como se usa en el
presente documento, “tipo papel de lija” o “tipo sp” se refiere a una célula que tiene una morfologia de colonias
similar a la morfologia de colonias de las células QST713 tipo papel de lija (véase, por ejemplo, la figura 1) cuando
se cultivan sobre agar nutriente.

Las cepas comerciales se hicieron crecer en cultivo liquido, se diluyeron y se plaquearon sobre agar nutriente (NA)
para resolver las colonias individuales como se indicd en el Ejemplo 2. Las frecuencias de las colonias tipo papel de
lija en estos productos comerciales variaban entre 0 % y 0,7 % (véase la Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de células tipo papel de lija en bioplaguicidas comerciales basadas en Bacillus
representativas

Producto Especie N° de N° de colonias % de colonias
comercial colonias tipo papel de tipo papel de
lija lija
Kodiak GBO03; B. subtilis 8.096 4 0,0494
Companion GBO03; B. subtilis 2.957 0 NE
Taegro FZB24; B. amyloliquefaciens 19.272 5 0,0259
Rhizovital FZB42; B. amyloliquefaciens 3.784 8 0,2114
FolioActive KTSB; B. subtilis 27.984 2 0,0071
Yield Shield GB34; B. pumilus 818 6 0,7335
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La morfologia de colonias mas observa para las colonias que no son tipo papel de lija comprende:

Kodiak®: brilloso, centro elevado con bordes fruncidos.

Companion®: elevado, centro traslucido 3D, bordes arrugados; el fenotipo alternativo (es decir, morfologia)
distinto de este tipo salvaje se observé como una gran masa.

Taegro®: redondo, centro elevado con bordes irregulares gruesos; también se observan 3 colonias QST713 de
tipo salvaje.

Rhizovital®: tipo meseta; denso, centro elevado, no brilloso.

FolioActive®: brilloso, centro elevado con bordes fruncidos; sin la variabilidad de Kodiak®; también se observaron
2 colonias QST713 de tipo salvaje.

Yield Shield®: centro elevado con bordes circundantes planos, anillo pequefio de burbujas dentro del borde
circundante; también se observaron 4 colonias QST713 de tipo salvaje.

Los autores analizaron al gen swrA en todas las variantes tipo papel de lija de estos productos comerciales e,
inesperadamente, todas eran de tipo salvaje (swrA"). En las células distintas de QST713, la morfologia tipo papel de
lija, por si misma, no es suficiente para predecir la mutacion swrA" y las capacidades para mejorar la salud de las
plantas.

Ejemplo 5: Identificacion de la mutacion genética responsable de la morfologia tipo papel de lija

Se us6 secuenciacion Shotgun del genoma completo de multiples formas aisladas de las variantes QST713 con la
morfologia tipo papel de lija para identificar la o las mutaciones genéticas responsable del fenotipo de papel de lijja.
Ademas de la forma aislada original AQ30002 derivada de QST713, se secuenciaron cuatro mutantes QST713
adicionales con el fenotipo de papel de lija (es decir, AQ30003, AQ30004, AQ30005 y AQ30006).

Usando la tecnologia de secuenciacion de la generacion siguiente provista por lllumina (San Diego, California), se
generaron lecturas de secuencia que totalizaban aproximadamente 70x de cobertura del genoma de cada forma
aislada y se alinearon con el genoma de la referencia QST713 de tipo salvaje.

Se aprovecharon las herramientas publicadas para la deteccion de la mutacién, tal como MAQ (Li, H., y col,,
“Mapping Short DNA Sequencing Reads and Calling Variants Using Mapping Quality Scores”, Genome Res. (2008)
18, 1851-1858) y BWA (Li, H. y Durbin R., “Fast and Accurate Short Read Alignment with Burrows-Wheeler
Transform”, Bioinformatics (2009) 25, 1754-1760) para identificar los potenciales sitios de mutacion. Se usaron las
siguientes suposiciones basadas en estadistica y bioldgicas para filtrar los falsos positivos:

1.Es altamente improbable que las cinco formas aisladas de papel de lija (es decir, AQ30002 — AQ30006)
exhiban la misma mutacion exactamente en la misma ubicacion.

2.Si las cinco formas aisladas exhibieran exactamente la misma mutacién, probablemente se debiera a un error
de secuenciacion en el genoma de referencia.

3.El fenotipo de papel de lija probablemente sea causada por una sola mutacioén en un gen.

4.La mutacién probablemente es en una regién de codificacion.

5.La mutacién probablemente cause un cambio drastico en la proteina. Se consideraba un cambio de una sola
base si cambiaba al codén afectado por un codén de terminacion o si cambiaba el codon de inicio por un codon
que no fuera de inicio. Se consideraban inserciones y deleciones si causaban una mutacién del marco de trabajo
6.No es probable que la mutacién sea en un gen esencial.

La incorporacion de suposiciones nueva en esta linea de analisis, permitié identificar swrA como Unico gen candidato
para la mutacion en las células QST713 con la morfologia tipo papel de ljja.

Los alelos swrA mutantes identificados en las variantes tipo papel de lijja secuenciadas previamente fueron
confirmados posteriormente por secuenciacion de Sanger (Sanger, F., y col., “DNA Sequencing with Chain-
Terminating Inhibitors”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1977) 74, 5463-5467) de esta region de formas aisladas
individuales. En la figura 5 se muestra una alineaciéon de secuencias que compara los transcriptos predichos swrA de
formas aisladas representativas de papel de lija AQ30002 y AQ30004 y de diversas cepas de Bacillus de tipo salvaje
incluyendo QST713.

La resecuenciacion de Sanger confirmoé que la secuencia swrA en QST713 coincidia con la secuencia de referencia
generada por secuenciacion de siguiente generacion. La figura 5 compara las secuencias de codificacion de interés
predichas con la secuencia de codificacion predicha de swrA para Bsub_3610, que es un estandar conocido por los
expertos en la materia de la genética de Bacillus.

Este analisis también verificé que AQ30002, AQ30003 y AQ3006 contienen todas una delecion de 1 bp en swrA que
da como resultado un desplazamiento de marco y un coddn de terminacién prematuro (véase AQ30002 en la figura
5) y que en AQ30004 y AQ30005 el coddn de inicio swrA esta mutado por otro coddn (no de inicio) (véase AQ30004
en lafigura 5).

Los ortélogos de swrA solamente estan presentes en un pufiado de especies del género Bacillus. Para identificar los
miembros del clado de Bacillus subtilis que probablemente tengan un gen swrA, se alinearon los genes de ARNr 16s
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de longitud completa de cada una de las especies de Bacillus estrechamente relacionadas usando ClustalW, un
programa de alineacion de mudltiples secuencias. La alineacion de ClustalW fue convertida luego en el formato
PHYLIP para generar un arbol filogenético (véase la figura 6). Luego se consultaron las bases de datos gendmicas
publicas para identificar las especies que tenian un ortélogo confirmado de secuencias swrA, y estas especies (es
decir, B. pumilus, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis y B. licheniformis) estan indicadas con un asterisco
doble en la figura 6. SwrA es una proteina inusualmente distinta, sin una proteina relacionada identificable fuera de
este grupo o ninguna funcién predicha. Dado que este grupo de especies de Bacillus (clado de B. subtilis) es
monofilético por comparacion del ADNr 16s y el gen swrA esta presente en las 4 ramas del clado, los autores
concluyen que este gen surgié tempranamente en este linaje y muy probablemente esta presente en todas las
especies dentro del grupo.

Kearns, y col., (“Genes Governing Swarming in Bacillus subtilis and Evidence for a Phase Variation Mechanism
Controlling Surface Motility”, Molecular Microbiology (2004) 52(2): 357-369) identificaron dos codones de inicio
potenciales, TTG y GTG. GTG esta 35 bases 5’ con respecto a TTG. Después de mutar independientemente cada
codon, observaron solamente el TTG mutado anulé la expresion del informante 3’ y concluyeron que este era el
verdadero codon de inicio. Los autores observaron que hay un desacuerdo en la literatura con respecto a las
predicciones de la traduccion del codon de inicio para swrA (por ejemplo, inicio de traduccion swrA esta predicha en
la presente por estar 75 bp 5’ (figura 5) en el gen swrA de la cepa NCIB 3610 de Bacillus subtilis subsp. subtilis en
GenBank, ID ABV89964,1; también véase la cita en ella, Zeigler, y col., 2008, “The Origins of 168, W23, and Other
Bacillus subtilis Legacy Strains”, J. Bacteriol. 190(21): 6983-6995). Aun mas, el codoén de inicio predicho en Kearns, y
col., (2004, ibid) no es candnico. Por ello los autores condujeron un analisis de secuencia comparativo entre
multiples especies del clado de B. subtilis. Dado que se sabe que la estructura genética esta bien conservada entre
especies estrechamente relacionadas, tal como el clado de B. subtilis, este procedimiento provee una fuerte
confirmacion de las caracteristicas genéticas tal como el sitio de inicio de la traduccion o la ubicacion de secuencias
genéticas reguladoras clave.

Los autores compararon hasta 100 bases 5’ con respecto del codén de inicio TTG informado en la presente en las
cepas QST713 de tipo salvaje, FZB42 (B. amyloliquefaciens), AQ2808 (B. pumilus) y B. subtilis Subs. Spizizenii
(Genbank, ID NC_014479). Los autores encontraron que no habia otros codones de inicio, ATG o alternativas que
produjeran un marco de lectura que genera un polipéptido swrA distinto del codén de inicio TTG informado en la
presente. Como es sabido por los expertos en la materia de la genética bacteriana, muchos loci de contingencia,
entre los cuales swrA parece ser uno, usan codones de inicio alternativos. Véase, por ejemplo, Annu. Rev. Genet.
(2006) 40: 307-33. Por ello, los autores concluyeron que el verdadero inicio de la traduccion es en el codon TTG
predicho por Kearns, y col.

Ejemplo 6: Pasajes sucesivos de células QST713 tipo papel de lija

Los mutantes QST713 tipo papel de lija con una delecidon en la secuencia genética swrA (por ejemplo, AQ30002)
eran estables después de 15 pasajes en frascos en medio de caldo de soja tripticasa (TSB) (17 g/l de digestion
pancreatica de caseina, 3 g/l de digestion papaica de harina de soja, 5 g/l de cloruro de sodio, 2,5 g/l de fosfato de
dipotasio, 2,5 g/l de dextrosa). No se encontraron células QST713 de tipo salvaje revertantes cuando las células tipo
papel de lija se plaquearon sobre NA después de ser transferidas 15 veces en frascos. Estos resultados demuestran
que el mutante de papel de lija es estable y se cria fiel a la forma.

Ejemplo 7: Andlisis de complementacién de swrA en AQ30002
Procedimientos

Se condujeron estudios para confirmar que la mutacion swrA™ es responsable del fenotipo de crecimiento vegetal
mejorado. Se generaron dos construcciones que contienen al gen swrA y al gen swrA mas 300 nucleétidos 5' con
respecto a la region de codificacion y designados pPen_swrA (es decir, el gen swrA bajo el control de transcripcion
de un promotor constitutivo) y endoPro_swrA (es decir, el gen swrA bajo el control de transcripcion de su propio
promotor), respectivamente, a partir de ADN genémico de QST713 swrA’, usando cebadores que contienen sitios
para enzimas de restriccion para subclonar los fragmentos de ADN en un vector plasmidico disefiado para que sea
compatible con el elemento integrativo y conjugativo (ICE) presente en MMB869 de Bacillus subtilis (Wiep Klaas
Smits y Alan D. Grossman, “The Transcriptional Regulator Rok Binds A+T-Rich DNA and Is Involved in Repression
of a Mobile Genetic Element in Bacillus subtilis’, PLoS Genetics (2010) 6(11): e1001207; Catherine A. Lee, y col.,
“Identification and Characterization of int (integrase), xis (excisionase) and Chromosomal Attachment Sites of the
Integrative and Conjugative Element ICEBs1 of Bacillus subtilis”, Molecular Microbiology (2007) 66(6): 1356-1369).
Se transformé un ADN plasmidico circular concentrado que contiene ya sea i) al gen swrA bajo un promotor
constitutivo para la construccion pPen_swrA o ii) al gen swrA bajo su propio promotor para la construcciéon
endoPro_swrA en la cepa donante, MMB869 de Bacillus subtilis, por competencia natural. MMB869 contiene un
elemento integrativo y conjugativo para el transposén de B. subtilis (ICE Bs1) (véase Smits y Grossman, precedente)
que facilita el movimiento del ADN clonado en el vector plasmidico dentro de especies de Bacillus. Esto tiene lugar
competencia natural con la construccién de ADN deseada insertada entre dos dominios que son homodlogos de las
ubicaciones en el genoma de Bacillus.
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Para permitir una competencia natural, se cultivaron células MMB869 en medio SPC (medio SPC: 10 ml de Spizizen
10X, 1 ml de glucosa 50 %, 4 ml de extracto de levadura 5 %, 2,5 ml de casaminoacidos 1 %, 1,6 ml de triptofano 2,5
mg/ml, 0,5 ml de MgSO4 1 M; sales de Spizizen 10X: 2 % de (NH4)2S04, 14 % de KoHPO4 anhidro, 6 % de KoHPOg,
1 % de tricitrato de sodio*2H0, 0,2 % de Mg2S04+7H20), se transfirieron al medio SPIl (10 ml de Spizezen 10X, 1 ml
de glucosa 50 %, 2 ml de extracto de levadura 5 %, 1 ml de casaminoacidos 1 %, 1,6 ml de triptofano 2,5 mg/ml, 1
ml de CaCl, 50 mM, 0,5 ml de MgSO4 1 M), se peleted y se resuspendié en medio SPII. Las células MMB869 se
agregaron luego a un volumen pequefio de solucion ME (0,200 ml de sales Spizizen 10X, 0,020 ml de EGTA 200
mM, 1,780 ml de agua desionizada, estéril) que contiene al ADN plasmidico purificado. La célula y la mezcla de ADN
se incubd a 37 °C durante 1 hora con agitacion.

Las células se plaquearon sobre placas de agar de LB-Kanamicina y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Se
sembraron parches de varias colonias de las placas de LB-Kanamicina sobre placas de LB-cloranfenicol para
confirmar que el plasmido se habia insertado por medio de un evento de entrecruzamiento doble. Se usaron cepas
donantes MMBB869 recién transformadas para transferir las construcciones pPen_swrA y endoPro_swrA,
respectivamente, en la cepa AQ30002 swrA” por conjugacion. Las cepas donantes MMB869 que contienen a las
construcciones pPen_swrA y endoPro_swrA ICE se cultivaron sobre placas de LB-kanamicina durante la noche. Se
cultivd AQ30002_strepR (AQ30002 que contiene un gen de resistencia a estreptomicina) sobre LB-agar durante la
noche. Se transfirieron colonias individuales de las cepas pPen_swrA y endoPro_swrA de MMB869 a LB +
kanamicina. También se transfirié una sola colonia de AQ30002_strepR a LB + estreptomicina. Estos tres cultivos se
cultivaron hasta una DO600 de ~ 1,0, se diluyeron hasta una DO600 de 0,02 en LB fresco, se cultivaron por ~1 hora
a 37 °C, y se agreg6 xilosa para inducir el recorte de la construccion ICE y la transferencia a AQ30002_strepR por
conjugacion.

Las células se cultivaron por una hora adicional a 37 °C, en cuyo momento la DO600 para estos cultivos era de
aproximadamente 0,9. Se combinaron 2,5 ml de las células donantes con 2,5 ml de células AQ30002_strepR y se
filtraron bajo vacio sobre un filtro de membrana estéril. El filtro se removié del conjunto de filtros, se transfirié usando
técnicas estériles sobre placas de SMS-agar (25 ml de sales de Spizizen 10X y 3,75 g de agar en un total de 250 ml
de agua desionizada) y se incubaron durante la noche a 30 °C. Las células se recuperaron lavandolas de la placa
filtrante con 5 ml de sales de Spizizen 1X (dilucién 1:10 de sales de Spizizen 10X en agua desionizada, estéril). Se
plaquearon 100 pl de células sobre placas de LB-kanamicina/estreptomicina y se incubaron durante la noche a 37 °C
para identificar transconjugados AQ30002_strepR. La solucién de células remanente se peleted por centrifugacion,
se resuspendié en LB y se plaque6 sobre LB-kanamicina/estreptomicina.

Los autores propusieron la hipétesis que la complementacion de AQ30002 con la construccion pPen_swrA o con la
construccion endoPro_swrA daria como resultado la pérdida del fenotipo de papel de lija y reversiéon a un fenotipo
mucoide QST713 de tipo salvaje swrA®. Ademas de la morfologia de colonias, los autores confirmaron la
complementacion evaluando si la adicion, o no, del gen swrA rescataba la capacidad de AQ30002 de moverse en
enjambre en un ensayo de movimiento en enjambre segun se describe en Joyce E. Patrick y Daniel B. Kearns,
“Laboratory Strains of Bacillus subtilis Do Not Exhibit Swarming Motility”, Journal of Bacteriology (2009) 191(22):
7129-7133). Véase la figura 7.

Los autores también midieron la colonizacién de raices con células AQ30002 que contienen ya sea la construccion
pPen_swrA o la construccién endoPro_swrA. Primero se esterilizé la superficie de semillas de tomate con 70 % de
etanol y luego con 10 % de blanqueador. Las semillas se lavaron luego con agua desionizada estéril y se colocaron
en cavidades separadas de placas de 48 cavidades que contienen un pequefio volumen de agua estéril. Se dejé que
las semillas germinaran bajo luz (intensidad alta, definido en un programa de 8 hs de luz) a temperatura ambiente y
se usaron 5-7 dias después.

Las raices de estas semillas germinadas se sumergieron en una suspension celular en solucién amortiguadora
salina fosfato (PBS). Para normalizar la concentracion de las suspensiones celulares, se usé una DO600nm de 0,01
ya que esta es la DO600nm aproximada de QST713 que da 10E6 ufc/ml. Después de la inmersion, cada semilla
germinada se colocé en un tubo de ensayo que contiene 12 ml de medio MS estéril (2,215 g/l de sales de Murashige
y Skoog (MS), 1,5 % de sacarosa, 1 % de agar, pH 5,7) y se dejaron crecer por aproximadamente 1 semana bajo luz
a temperatura ambiente. La colonizacion de raices (formacion de biopeliculas sobre la raiz) se observé visualmente
con un microscopio digital de Keyence y se calificé entre cero (indicando que no hay colonizacion de raices) a tres
(indicando una colonizacion agresiva de raices). En cada experimento, una raiz sumergida en agua estéril sirvid
como control negativo.

Resultados

La insercion de la construccion pPen_gen swrA ICE en AQ30002_strepR (designadas células
AQ30002_pPen_swrA_ICE) creé células bacterianas con una morfologia mucoide parcial a una frecuencia muy baja.
Se recolectaron transconjugados individuales y se volvieron a sembrar sobre placas individuales de LB-
kanamicina/estreptomicina para su confirmaciéon y experimentos futuros. La mayoria de los transconjugantes
retuvieron una morfologia tipo papel de lija o parecian una mezcla de papel de lija y mucoide. La inserciéon de la
construccion endoPro_swrA ICE en AQ30002_strepR (designadas células AQ30002_endoPro_swrA™_ICE) cred
células bacterianas con un 100 % de morfologia mucoide. No se observaron colonias tipo papel de lija. Se

29



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2649937 T3

recolectaron formas aisladas individuales y se volvieron a sembrar sobre placas individuales de LB-
kanamicina/estreptomicina para su confirmacién y experimentos futuros. Estos resultados eran idénticos para la
insercion de ICE en AQ30015_strepR, una segunda cepa resistente a estreptomicina derivada de manera
independiente de QST 713 con la misma mutacion genética en swrA que AQ30002 (no se muestran los datos).

Para confirmar que AQ30002_strepR y AQ30015_strepR retenian la mutacidon swrA original y que las construcciones
pPen_swrA_ICE y endoPro_swrA_ICE contenian versiones de tipo salvaje de swrA, se purifico ADN gendmico a
partir de dos formas aisladas separadas de cada experimento de transconjugacion, y se condujo una amplificacién
por PCR del locus enddgeno swrA y las construcciones swrA_ICE. La secuenciaciéon de estos productos de la PCR
confirmé que el locus enddgeno swrA era mutante y las construcciones swrA_ICE eran de tipo salvaje.

Una caracterizacién adicional de las células AQ30002_endoPro_swrA™_ICE incluye el crecimiento en cultivo liquido
para comparar la extension de la formacion de cadenas/aglomeracion versus AQ30002 asi como la comparacion de
la capacidad de movimiento en enjambre de estas cepas con AQ30002 usando un ensayo cualitativo y un ensayo
cuantitativo. Las células AQ30002_endoPro_swrA_ICE aparecen turbias y translicidas en comparacion con la
naturaleza de gran formacion de cadenas/aglomeraciones de AQ30002 cuando se cultivan en un tubo con tapa a
presion de 14 ml en medio liquido LB durante la noche a 30°C con agitaciéon a 250 rpm.

Para evaluar el movimiento en enjambre, se inoculd una placa de 0,7 % de LB-agar con un ansa de inoculacién de
un cultivo liquido de toda la noche, se seco y se dejo incubar por aproximadamente 10 horas a 37 °C. Después de la
incubacion, las células AQ30002_endoPro_swrA _ICE se movieron en enjambre por gran parte de la placa de
manera similar a células QST713 de tipo salvaje y bastante diferente de las células AQ30002. Las células
AQ30002_endoPro_swrA™_ICE son positivas para el movimiento en enjambre a diferencia de la cepa AQ30002
(figura 7). Las células AQ30002_endoPro_swrA"_ICE se mueven en enjambre a una dosis similar a QST713 en un
ensayo de movimiento en enjambre cuantitativo (no se muestran los datos). Las células AQ30015_endoPro_swrA
_ICE se comportaron de manera similar en todos los ensayos (no se muestran los datos).

Los resultados del ensayo de colonizacién de raices acordaban con los de los ensayos de formacion de
cadenas/aglomeraciones de células y de movimiento en enjambre. En el ensayo de colonizacion de raices, las
células AQ30002_endoPro_swrA_ICE no colonizan las raices de tomate, asi como los tratamientos AQ30002 o
AQ30002_strepR (véase la Tabla 3 y la figura 8). Ademas, cuando se observa la biopelicula de la muestra de cada
juego de réplicas, la biopelicula del tratamiento con AQ30002_pPen_swrA_ICE parecia coincidir con la biopelicula
de AQ30002 y AQ30002_strepR mas estrechamente que el tratamiento con AQ30002_endoPro_swrA"_ICE, que era
mas parecida a la biopelicula QST713 (como se muestra en la figura 9).

Tabla 3. Resultados del ensayo de colonizacién de raices con cuatro replicas para cada tratamiento.

Tratamiento de las raices de | RéplicaN° 1 | RéplicaN°2 | RéplicaN°3 Réplica N° 4 Promedio
las plantas
Agua 0 2 0 0 0,5
QST713 2 2 2 2 2,0
AQ30002 2 2 sin raiz 3 23
AQ30002_strepR 3 sin raiz sin raiz 2 2,5
AQ30002_endoPro_swrA _ICE | 2 0 0 0 0,5
AQ30002_pPen_swrA_ICE 3 0 2 2 1,8

Ejemplo 8: Robustez de la pelicula de AQ30002 en cultivos liquidos

Los cultivos de bacterias que crecen sobre la superficie de un medio liquido pueden formar una pelicula mas o
menos continua denominada pelicula. Esta pelicula consiste de células microbianas y una matriz extracelular
secretada. Por ello, las peliculas representan biopeliculas de la interfase liquido/aire. Segun se describe ademas en
la presente, la robustez de pelicula se puede evaluar experimentalmente pinchando las peliculas para verificar si se
rompen.

Se cultivaron dos réplicas de los tubos, designadas wt1 y wt2, a partir de una colonia de la cepa QST713 swrA" de
tipo salvaje de B. subtilis (es decir, células 100 % swrA®, cultivadas a partir de una sola colonia) y dos réplicas,
designadas sp1 y sp2, a partir de una colonia de la cepa AQ30002 swrA™ de B. subtilis hasta la fase media-log en
medio de stock de cerdo o medio de cerdo (10 g/l de glucosa, 8 g/l de extracto de levadura, 8 g/l d Stock de cerdo,
pH 8,5). QST713 swrA" de tipo salvaje y AQ30002 swrA” mostraron indices de crecimiento similares en el medio de
stock de cerdo (véanse las curvas de crecimiento en la figura 10).

QST713 swrA® de tipo salvaje y AQ30002 swrA™ también tenian una susceptibilidad similar a antibiéticos, patrones
de crecimiento similares a temperaturas que varian en un rango entre 15 °C y 65 °C, un crecimiento similar sobre
agar de sangre y perfiles metabdlicos similares determinados con la tecnologia de BioLog Phenotype Microarray
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(Hayward, California) (no se suministran datos).

Las dos cepas se cultivaron en 20 ml de medio de stock de cerdo a 200 rpm a 30 °C. Se diluyeron alicuotas en
medio de caldo de soja tripticasa (TSB) (17 g/l de digestién pancreatica de caseina, 3 g/l de digestién papaica de
harina de soja, 5 g/l de cloruro de sodio, 2,5 g/l de fosfato de dipotasio, 2,5 g/l de dextrosa) en placas de 24
cavidades y se dejaron crecer a temperatura ambiente sobre mesada de laboratorio por 3 dias.

Ambas muestras de cada cepa contaban con 4 réplicas de cavidades de modo que para cada cepa se examinaba un
total de 8 peliculas. Cada pelicula se pincho tres veces hasta que la punta de pipeta alcanzaba ligeramente la base
de la placa. La cantidad de peliculas que permanecieron intactas después de pincharlas se comparé con las que se
rompieron. Ambas cepas formaban peliculas después de 3 dias de crecimiento en medio TSB. Las 8 peliculas
formadas por QST713 swrA" de tipo salvaje se rompieron después de pincharlas, solamente se rompieron 4 de las 8
peliculas formadas por AQ30002 swrA™ (véase la figura 11).

Ejemplo 9: Caracterizacion de la biopelicula de AQ30002 después de la colonizacion de raices

Se esterilizo la superficie de semillas de tomate con 70 % de etanol y 10 % de blanqueador y luego se lavaron con
agua desionizada estéril.

Para la germinacion estéril, las semillas se colocaron entre dos laminas de papel de filtro estéril y se agregé agua
desionizada estéril. Las placas se sellaron con Parafiim y se colocaron bajo luz (con un programa de 12 hs de
oscuridad/luz) por 7 dias a temperatura ambiente después de lo cual habia semillas germinadas.

Las raices de estas semillas germinadas se sumergieron en una suspension de células AQ30002 swrA" o QST713
swrA” de tipo salvaje en solucién amortiguadora salina fosfato (PBS). Para normalizar la concentracion de las
suspensiones celulares, se us6 una DO600nm de 0,01 ya que esta es la DO600nm aproximada de QST713 que da
10E6 ufc/ml.

Para permitir un crecimiento y una colonizaciéon de raices estéril, después de la inmersién, cada semilla germinada
se colocd en un tubo de ensayo que contiene 12 ml de medio MS estéril (2,215 g/l de sales de Murashige y Skoog
(MS), 1,5 % de sacarosa, 1 % de agar, pH 5,7) y se dejaron crecer por aproximadamente 10 semanas bajo luz a
temperatura ambiente. La colonizacion de raices se observo visualmente con un microscopio digital Keyence.

El control con agua no mostré colonizacién. Las QST713 swrA® de tipo salvaje colonizaron la raiz completa
incluyendo la punta, y la biopelicula era muy turbia. AQ30002 swrA™ también coloniz6 la raiz completa incluyendo la
punta, y la biopelicula ofrecia un aspecto mas compacto y parecian unirse mas estrechamente a la raiz que la
QST713 swrA" de tipo salvaje (véase la figura 12).

Para verificar la naturaleza densa, compacta de la biopelicula AQ30002 swrA™ sobre la superficie de la raiz en
comparacién con la biopelicula QST713 swrA® de tipo salvaje, se prepararon muestras adicionales segin se
describié previamente. Después de 1 semana de crecimiento bajo luz a temperatura ambiente, se deshidrataron las
raices recubiertas con células QST713 swrA" de tipo salvaje o AQ30002 swrA” en etanol, se secaron, se recubrieron
con oro y se visualizaron con un microscopio electrénico de barrido (SEM). La biopelicula AQ30002 swrA™ sobre la
superficie de la raiz parecia nuevamente significativamente mas compacta que la formada por QST713 swrA" de tipo
salvaje (véase la figura 13). Notese que este procedimiento subestima la naturaleza difusa de la biopelicula de tipo
salvaje dado que esta estructura presentaria un encogimiento y colapso significativamente mayores durante la
deshidratacién con etanol.

Para caracterizar aiun mas la biopelicula AQ30002 swrA™ sobre la superficie de la raiz en comparaciéon con la
biopelicula QST713 swrA" de tipo salvaje, se inocularon muestras de raiz adicionales y se cultivaron segun se
describié previamente y se analizaron por microscopia 6ptica, de la siguiente manera. Las raices fueron removidas
suavemente del agar, se fijaron durante 15 minutos en fijador de Karnovsky y se deshidratd en niveles crecientes de
etanol hasta el 100 %. Luego se secaron hasta el punto critico, se trataron con tetréxido de osmio y se embebieron
en resina. Algunos bloques de resina se cortaron en secciones gruesas, se tifieron con azul metilo, se montaron y
visualizaron con microscopio a 10-40x de aumento. El control de agua no presentaba colonizacién de las raices. Las
células QST713 swrA® de tipo salvaje rodearon a la raiz en capas difusas, delgadas, dispersas. La falta de una
biopelicula evidente probablemente sea un artefacto de la naturaleza débil, difusa de la biopelicula de tipo salvaje y
su pérdida con la separacion del agar o durante los pasos de lavado y deshidratacidon. Por el contrario, las células
AQ30002 rodearon a la raiz como una pelicula gruesa, densa. Véase la figura 14. La adherencia de la biopelicula
mutante a la superficie de la raiz bajo las mismas condiciones preparativas demuestra que es fisicamente mas
gruesa y mas adherente que la estructura de tipo salvaje.

En paralelo, otras muestras de raiz fijadas y embebidas se cortaron en secciones delgadas, se montaron y se
visualizaron con un microscopio electronico de transmision. En tanto el control con agua no mostré colonizacion, las
células QST713 swrA® de tipo salvaje se parecian a las células vegetativas Bacillus de los libros de texto. Las células
AQ30002 mostraron una morfologia completamente diferente. El diametro de las células AQ30002 era
significativamente mayor (0,83 um +/- 0,066; p<0,05; n=14; prueba de Fisher) que el diametro de las células QST713
(0,52 pm +/- 0,027; n=11). Ademas, las células AQ30002 mostraron una morfologia mucho mas compleja con una
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gran region transparente a electrones (blanca) en el centro de las células y lo que parecia ser un recubrimiento o
pared celular adicional. Véase la figura 14.

Ejemplo 10: Actividad de AQ30002 en la promocién del crecimiento vegetal de tomate, maiz y trigo

Se preparo caldo completo de cada una de las cepas de Bacillus subtllls QST713 (es decir, una mezcla de células
de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE®, véase la figura 4), AQ30002 (swrA’), una
variante genética independiente de QST713 (713var) y Bacillus pumilus QST2808 (sinénimo de AQ2808) como un
embebimiento para semillas. Se inocularon frascos de semillas que contienen caldo Luria (LB) con cada cepa, y
estos frascos se cultivaron durante la noche a 30 °C. Al dia siguiente, se inocularon alicuotas de cada frasco de
semillas en un medio basado en soja y se crecieron hasta su esporulacion.

Antes del embebimiento de semillas, las concentraciones finales de los caldos completos se diluyeron a la dosis de
64 onzas/acre del producto comercial SERENADE® en base a ufc/ml El término 64 onzas/acre se refiere a la
cantidad de unidades formadoras de colonias por semilla, o0 2,2 x 108 ufc/planta. Las cantidades usadas en la
presente se calcularon en base a las ufc/ml de los caldos completos.

Se llenaron bandejas de siembra (Hummert, N° catalogo 14-3128) con una mezcla para germinacion de semillas y
en cada celda se sembré una semilla. Se usaron semillas de maiz ‘Spring Treat Hybrid’, semillas de trigo ‘Derkwin’ y
semillas de tomate ‘QualiT 21’. Por lo tanto, las pruebas incluyeron tanto especies monocotiledéneas (es decir, maiz
y trigo) como especies dicotiledoneas (es decir, tomate). Cada bandeja de siembra se traté luego con 2 ml de
muestra de caldo completo, y los controles no tratados recibieron 2 ml de agua. Estas bandejas se colocaron bajo
luces de gran intensidad (~300 Einsteins, definido en un programa de 16 horas luz/8 horas oscuridad) a temperatura
ambiente. El riego se efectud segun necesidad. No se usaron fertilizantes.

Se observaron las plantas de tomate, maiz y trigo por las caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal dos
semanas después del embebimiento de las semillas. A continuacion, se cosecharon los tejidos de hojas y raices, se
secaron en bolsas de papel y se pesaron. Las plantas tratadas con AQ30002 parecian todas mas verdes, mas altas
y mas saludables en general que las plantas tratadas con agua (véanse las figuras 15, 16 y 17). Los pesos secos de
todos los tejidos vegetales tratados con AQ30002 eran significativamente mas altos que los de los tejidos
correspondientes de plantas no tratadas con la Unica excepcién de las raices de maiz, donde los pesos secos eran
iguales (véanse las figuras 18, 19 y 20).

Ejemplo 11: Mejora en el rendimiento del procesamiento de tomates tratados con AQ30002 en el campo

Se condujeron dos ensayos a campo independientes cerca de Escalon, California y cerca de San Luis Obispo,
California con el procesamiento de plantas de tomate. Los materiales se aplicaron a las plantas como un
embebimiento en el momento del transplante. Se cultivaron las cepas de Bacillus subtilis QST713 (es decir, una
mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002
swrA” en un medio basado en soja en biorreactores, formuladas para imitar al producto comercial SERENADE®
ASO, y se aplicaron a concentraciones equivalentes a 3,4 ct/acre de producto comerC|aI Se aplicé un estimulante
del crecimiento vegetal (PGS) a razén de 625 ml/acre, y se aplicé RIDOMIL GOLD® SL (Syngenta) que contiene al
ingrediente activo mefenoxam a una dosis de 1 pinta/acre. Se usé un disefio de bloque completo randomizado
(RCB) con cuatro réplicas por tratamiento. Cada réplica representaba aproximadamente 2 filas x 25 pies.

En el ensayo conducido cerca de Escalon, el rendimiento comercializable total de plantas tratadas con AQ30002 era
significativamente mayor que el del control no tratado (UTC) (véase la figura 21).

Si bien ninguno de los tratamientos en el estudio conducido cerca de San Luis Obispo produjo un mayor rendimiento
comercializable total que el control no tratado (no se muestran los datos), este estudio no es considerado indicativo
de la tipica mejora posible del rendimiento con un tratamiento de plantas usando AQ30002. Los tomates
generalmente no crecen en el area de San Luis Obispo donde el tipo de suelo y el clima difieren considerablemente
de las regiones de California donde los tomates se cultivan mas comunmente. Ademas, el desplazamiento
geografico del estudio de las areas de cultivo tradicionales de tomate y el momento inadecuado de la cosecha
condujeron a resultados cuestionables.

Ejemplo 12: Disminucién en el porcentaje de vuelco y menor incidencia de podredumbre del tallo (Pythium)
en plantas de maiz tratadas con AQ30002 en el campo

Se realizé una prueba a campo cerca de Paynesville, Minnesota con plantas de Zea mays indentata (maiz dentado)
variedad Dekalb ‘DK2C26’. Los materiales se aplicaron a las plantas como un tratamiento en surcos o bandas en T
diluidas en agua. No se incluy6 fertilizante o ningun otro producto en la mezcla de tanque ademas del caldo
completo especificado con o sin un estimulante del crecimiento vegetal (PGS). Se cultivaron las cepas de Bacnlus
subtilis QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE®,

véase la figura 4) y AQ30002 swrA” en un medio basado en soja en un biorreactor, formuladas para imitar eI
producto comercial SERENADE® ASO y se aplicaron a concentraciones equivalentes a 3,4 ct/acre de producto
comercial. El estimulante del crecimiento vegetal (PGS) se aplicé a razén de 625 ml/acre. Se uso6 un disefio de
bloque completo randomizado (RCB) con cuatro réplicas por tratamiento. Cada réplica representaba 4 filas x 30 pies.
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Ninguna de las plantas de maiz tratadas mostré rendimientos significativamente diferentes que el control no tratado
(no se suministran datos). Sin embargo, las plantas de maiz tratadas con AQ30002 swrA™ mostraban
significativamente menos vuelco que las tratadas con QST713 o que los controles no tratados (véase la figura 22).
Ademas, todos los tratamientos que incluyen AQ30002 swrA  redujeron significativamente la incidencia de
podredumbre del tallo causada por Pythium en comparacion con el control no tratado (UTC) (véase la figura 25).

En otro ensayo a campo, se aplico AQ30002 swrA™ cultivada en un medio basado en soja en un biorreactor y
formulada para imitar al producto comercial SERENADE® ASO en surcos en el momento de la siembra de soja a
una dosis de 2 cuartos por acre junto con un inoculante bacteriano de bacterias formadoras de nddulos,
especificamente, Bradyrhizobium japonicum. Las plantas, incluyendo las raices, se cosecharon después de cuatro
meses y se compard la nodulacion de raices en las muestras no tratadas y tratadas. Véanse los resultados en las
figuras 23 y 24.

Ejemplo 13: Actividad de AQ30002 contra enfermedades foliares

Si bien no estaba previsto como un tratamiento para enfermedades foliares, se observd que AQ30002 swrA™ tenia
actividad contra los siguientes patdgenos de plantas: Xanthomonas campestris pv. campestris, Colletotrichum
orbiculare (antracnosis de pepino), Botrytis cinerea (tizon por Botrytis de pimiento), Sphaerotheca fuliginea (mildiu
pulverulento de pepino), Pseudoperonospora cubensis (mildit lanoso de pepino), Puccinia recondita (roya de hoja de
trigo), Pseudomonas syringae pv. tomato (salpicadura bacteriana de tomate) y Blumeria graminis f. sp. hordei (mildiu
pulverulento de cebada) (no se suministran datos).

Ejemplo 14: Actividad de AQ30002 contra enfermedades por la tierra

Se cultivaron las cepas QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada
en SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 swrA™ en biorreactores en un medio basado en soja y se evaluaron
los caldos completos contra Pythium ultimum y Rhizoctonia solani a un 20 % de concentracién. Los patégenos de
plantas se prepararon en una “bolsa de astillas inoculadas” de Fungi Perfecti que contiene 200 g de vermiculita y 600
ml de caldo de dextrosa de papa (PD). La bolsa se inocul6 con una placa completa de aproximadamente una
semana de Pythium ultimum o Rhizoctonia solani y se dejoé que crecieran por una semana antes del uso.

La mezcla para germinaciéon de semillas se humedecié con 100 ml de agua desionizada por litro de mezcla y luego
se infestd a una dosis de 8 g de indculo por litro de mezcla para Rhizoctonia solani y 64 g/l de mezcla para Pythium
ultimum. La mezcla inoculada se colocé luego en macetas de 2,5 pulgadas. También se us6 una mezcla no
infestada como control no infestado (UIC). Después de la infestacion y de introducir la mezcla en las macetas, cada
maceta en cada tratamiento se embebié con 10 ml de su tratamiento respectivo. Después del embebimiento, en
cada maceta se plantaron aproximadamente 65 plantulas de Brassica (variedad: ‘Johnny’s Broccoli for Sprouting,” N°
catalogo 2108) usando una cuchara calibrada). Las macetas fueron saturadas con agua, se colocaron bajo luces de
gran intensidad y se dejo que crecieran las plantas por una semana antes de la calificacion.

Se contaron las plantulas individuales en cada réplica para cada tratamiento y para cada enfermedad de modo que
se pudo obtener una cantidad cuantitativa para la germinacién de plantulas. Los resultados se compararon con
controles no infestados (UIC) y con controles infestados (IC) para determinar la actividad (véase la figura 26). El
control de enfermedad se determind por la cantidad de plantulas que emergid y sobrevivié en la tierra inoculada con
el patdgeno especifico.

Se condujeron ensayos a campo usando AQ30002 y QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo
papel de lija a una relacion de alrededor de 200:1, como la hallada en SERENADE® ) preparadas segun se describid
en los Ejemplos 11 y 12 para comparar su eficacia contra diversos patégenos de plantas presentes en el suelo. Se
observo que AQ30002 funcioné mejor que QST713, en términos del control de la enfermedad, en estudios para
Rhizoctonia en cacahuete y coliflor y marchitamiento por Verticillium en lechuga. (No se proveen los resultados
especificos.) AQ30002 no funcioné mejor que QST713 en todos los estudios, en términos del control de
enfermedades.

Se condujo un experimento in vitro para evaluar la capacidad de AQ30002 para controlar otra enfermedad por el
suelo, Sclerotium rolfsii. Los resultados preliminares mostraron que AQ30002 era mas actlva que QST713 (es decir,
una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE® ) contra esta enfermedad.
(No se proveen los resultados.)

Ejemplo 15: Actividad in planta de AQ30002 contra Phytophthora capsici

Se cultivaron Ias cepas QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada
en SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 swrA™ en biorreactores en un medio basado en soja y se evaluaron
los caldos completos contra Phytophthora capsici a un 20 % de concentracién. Se cultivé Phytophthora capsici sobre
agar V-8 y se dejo que liberara las zoosporas del esporangio en agua desionizada estéril. La concentracion de
zoosporas se diluyd luego a 2x10E4 zoosporas/ml para la inoculacion (10 ml/planta).
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Se embebieron pimientos de dos semanas (variedad ‘California Wonder’) plantadas en una mezcla para macetas, en
cada caso con 10 ml de tratamiento de caldo completo y al dia siguiente se inocularon con Phytophthora capsici.
Para monitorear el avance de la enfermedad en las plantas de pimiento y la proteccion lograda mediante el
tratamiento con QST713 o AQ30002 swrA', las plantas fueron monitoreadas sobre un periodo de 8 dias. También se
evaluo el fungicida quimico Aliette, que contiene tris (O-etil fosfonato de aluminio), a 3,2 mg/ml y a 1,6 mg/ml. El
tratamiento con AQ30002 swrA™ protegié a las plantas por una mayor duracidon con un mayor nimero de plantas
totales que sobrevivieron que el tratamiento con QST713 (véase la figura 27).

Ejemplo 16: Incremento del contenido de clorofila en plantas tratadas con AQ30002

Se preparo caldo completo de cada una de las cepas de Bacillus subtilis QST713 (es decir, una mezcla de células
de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 SwrA™ para su uso
como un embebimiento de semillas. Se inocul6 el frasco de semillas que contiene caldo Luria (LB) y se dejo crecer
durante la noche a 30 °C. Al dia siguiente, se inocularon 5 ml del frasco de semillas en un medio basado en soja. El
frasco crecio hasta completar la esporulacion. Antes del tratamiento de semillas, las concentraciones finales de los
caldos completos se diluyeron a dosis de 4, 8, 16, 32, 64 y 128 onzas/acre del producto comercial SERENADE® en
base a ufc/ml.

Se llenaron bandejas de siembra (Hummert, N° catalogo 14-3128) con una mezcla para germinacion de semillas y
en cada celda se sembr6 una semilla. Se usaron semillas de tomate QualiT 21’. Cada bandeja de siembra se traté
luego con 2 ml de muestra de caldo completo, y los controles no tratados recibieron 2 ml de agua. Estas bandejas se
colocaron bajo luces de gran intensidad (~300 Einsteins, definido en un programa de 16 horas luz/8 horas oscuridad)
a temperatura ambiente. El riego se efectué segun necesidad. No se usaron fertilizantes.

Se observaron las plantas de tomate por las caracteristicas de promocién del crecimiento vegetal dos semanas
después del embebimiento de las semillas. A continuacién, se cuantificéd la cantidad de clorofila en las hojas; se
tomaron 3 réplicas con sacabocados de 3 hojas al azar en cada tratamiento. Los discos de hoja se trituraron y se
extrajeron con 80 % de acetona (ac), y se tomé la DOgoonm de los extractos.

Ambos tratamientos, QST713 y AQ30002 swrA’, mostraron respuestas muy evidentes a la dosis comenzando con
aproximadamente 16 onzas/acre hasta 128 onzas/acre que dieron como resultado hojas mas verdes y mas grandes
que el control con H2O. A las dosis menores (4-16 onzas/acre) los tratamientos con AQ30002 swrA’ ofrecieron un
aspecto mas verde que los correspondientes tratamientos con QST713.

Las imagenes de plantas enteras de tomate y de hojas individuales se pueden observar en las figuras 28 y 29,
respectivamente, donde se comparan los tratamientos con QST713 y AQ30002 swrA". Ademas de las observaciones
visuales, también se comparé el contenido de clorofila entre dosis de caldo completo de QST713 y AQ30002 swrA'.
Aunque no era estadisticamente significativa, habia una tendencia constante en las hojas cosechadas de los
tratamientos con AQ30002 swrA™ tenian mayores cantidades de clorofila que los tratamientos con QST713 a las
dosis correspondientes (excepto por la de 32onzas/acre donde ambas tenian la misma cantidad de clorofila). Véase
la figura 30.

Ejemplo 17: Actividad de AQ30002 en la promocion del crecimiento vegetal de tomate

Se prepar6 caldo completo de cada una de las cepas de Bacillus subtilis QST713 (es decir, una mezcla de células
de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada en SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 swrA” para su uso
como un tratamiento de semillas in situ. Se inoculé un frasco de semillas que contiene caldo Luria (LB) por repique
de una colonia fuera de la placa NA, y estos frascos se agitaran a 30 °C y 200 rpm. Al dia siguiente, se inocularon 5
ml del frasco de semillas en el Medio 2. El Medio 2 contiene 5 % de peptona, 5 % de dextrosa, 3 % de extracto de
levadura, 3 % de extracto de malta, 1,5 % de extracto de semillas de algodén proflo, 10 % de harina de sojay 0,5 %
de MgSQOsx 7H20).

Antes del tratamiento de las semillas, las concentraciones finales de los caldos completos se diluyeron a la dosis de
64 onzas/acre del producto comercial SERENADE® en base a ufc/ml. El término 64 onzas/acre se refiere a la
cantidad de unidades formadoras de colonias por semilla, 0 2,2 x 108 UFC/planta. Las cantidades usadas en la
presente se calcularon en base a las ufc/ml de los caldos completos.

Se llenaron bandejas de siembra (Hummert, N° catalogo 14-3128) con una mezcla para germinacion de semillas y
en cada celda se sembré una semilla. Se usaran semillas de tomate QualiT 21°. Cada bandeja de siembra se tratd
luego con 2 ml de muestra de caldo completo, y los controles no tratados recibieron 2 ml de agua. Estas bandejas se
colocaron bajo luces de gran intensidad (~300 Einsteins, definido en un programa de 16 horas luz/8 horas oscuridad)
a temperatura ambiente. El riego se efectu6 segun necesidad. No se usaron fertilizantes.

Se observaron las plantas de tomate por las caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal dos semanas
después del embebimiento de las semillas. Los autores proponen la hipétesis que las plantas tratadas con AQ30002
tendrian un aspecto mas verde, mas altos y mas saludables en general que las plantas tratadas con agua. Los
autores también proponen la hipétesis que los pesos secos de todos los tejidos vegetales tratados con AQ30002
serian significativamente mayor que los de los correspondientes tejidos de las plantas no tratadas. Sin embargo, los
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resultados mostraron que el Medio 2 (aplicado a las plantas como control) promovieron la salud de las plantas. Por
ello, los solicitantes no pudieron definir conclusiones definitivas a partir de este ensayo.

Ejemplo 18: Actividad in planta de AQ30002 contra Pythium ultimum y Rhizoctonia solani

Se cultivaron las cepas QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija que la hallada en
SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 swrA” en el Medio 2 (5 % de peptona, 5 % de dextrosa, 3 % de extracto
de levadura, 3 % de extracto de malta, 1,5 % de extracto de semillas de algodoén proflo, 10 % de harina de sojay 0,5
% de MgSOasx 7H20) y los caldos completos fueron evaluados contra Pythium ultimum y Rhizoctonia solani a un 20
% de concentracion de caldo completo. Los patégenos de plantas se prepararon en una “bolsa de astillas
inoculadas” de Fungi Perfecti (Olympia, Washington) que contiene 200 g de vermiculita y 600 ml de caldo de
dextrosa de papa (PD). La bolsa se inoculé con una placa completa de aproximadamente una semana de Pythium
ultimum o Rhizoctonia solani y se dejé que crecieran por una semana antes del uso.

La mezcla para germinaciéon de semillas se humedecié con 100 ml de agua desionizada por litro de mezcla y luego
se infestd a una dosis de 8 g de indculo por litro de mezcla para Rhizoctonia solani y 64 g/l de mezcla para Pythium
ultimum y luego se introdujo en macetas de 2,5 pulgadas. También se usé una mezcla no infestada como control no
infestado (UIC). Después de la infestacion y de introducir la mezcla en las macetas, cada maceta en cada
tratamiento se embebid con 10 ml de su tratamiento respectivo. Después del embebimiento, en cada maceta se
plantaron aproximadamente 65 plantulas de Brassica (‘Johnny’s Broccoli for Sprouting,” N° catalogo 2108) usando
una cuchara calibrada). Las semillas se cubrieron con una capa de mezcla para macetas no infestada, y las macetas
se colocaron en una bandeja sin orificios que fue inundado con agua desionizada hasta que todas las macetas
estaban saturadas con agua. Las macetas se colocaron bajo luces de gran intensidad y se dejé que crecieran las
plantas por una semana antes de la calificacion.

Se contaron las plantulas individuales en cada réplica para cada tratamiento en cada enfermedad de modo que se
pudo obtener una cantidad cuantitativa para la germinacion de plantulas. Los resultados se compararon con
controles no infestados (UIC) y con controles infestados (IC) para determinar la actividad. El control de enfermedad
se determind por la cantidad de plantulas que emergid y sobrevivié en la tierra inoculada con el patégeno especifico.
No hubo diferencia en el control de enfermedades como se observé antes con las mismas cepas cultivadas en
medio basado en soja.

Ejemplo 19: Actividad in planta de AQ30002 contra Phytophthora capsici

Se cultivaron las cepas QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija que la hallada en
SERENADE®, véase la figura 4) y AQ30002 swrA” en el Medio 2 (5 % de peptona, 5 % de dextrosa, 3 % de extracto
de levadura, 3 % de extracto de malta, 1,5 % de extracto de semillas de algodén proflo, 10 % de harina de sojay 0,5
% de MgSOsx 7H20) y los caldos completos fueron evaluados contra Phytophthora capsici a un 20 % de
concentracion. Las zoosporas de Phytophthora capsici se prepararon sobre agar V-8 y se diluyeron a 2 x 10*
zoosporas/ml para la inoculacion (10 ml/planta).

Se embebieron pimientos de dos semanas (variedad ‘California Wonder’) plantadas en una mezcla para macetas, en
cada caso con 10 ml de tratamiento de caldo completo y al dia siguiente se inocularon con Phytophthora capsici.
Una semana después, se calificé la prueba por muerte/no muerte de la cantidad total de pimientos para cada
tratamiento. Estas calificaciones se compararon con los controles infestados (IC) y los controles no infestados. Se
evaluo el fungicida quimico Aliette, que contiene tris (O-etil fosfonato de aluminio), a 3,2 mg/mly a 1,6 mg/ml.

Para monitorear el avance de la enfermedad en las plantas de pimiento y la proteccion lograda mediante el
tratamiento con QST713 o AQ30002, las plantas fueron monitoreadas sobre un periodo de 8 dias. El tratamiento con
AQ30002 protegié a las plantas por una mayor duracién con un mayor nimero de plantas totales que sobrevivieron
que el tratamiento con QST713 (es decir, una mezcla de células de tipo salvaje y tipo papel de lija como la hallada
en SERENADE®, no se muestran los resultados).

Ejemplo 20: Promocion del crecimiento vegetal en tomate por un mutante de 3610 swrA” de Bacillus subtilis

Se preparé caldo completo de cada cepa de Bacillus subtilis 3610WT (es decir, células de tipo salvaje, denominadas
3610 o 3610WT en la presente) y 3610 swrA” como un embebimiento de semillas. La cepa 3610WT de Bacillus
subtilis se describe en Kearns, 2004. El mutante 3610 swrA™ se refiere al mutante swrA™ descrito en Kearns, 2004,
que tiene una insercion en una extensién contigua de ocho pares de bases A:T que aparecen en la posiciéon 26-34
en 3610. Cada cepa se sembro sobre agar nutriente (NA) 3 dias antes de la inoculacién en un frasco de semillas. Se
inoculé el frasco de semillas que contiene caldo Luria (LB) por repique de una colonia fuera de la placa NA, y estos
frascos se agitaron a 30 °C y 200 rpm. Al dia siguiente, se inocularon 5 ml del frasco de semillas en un medio
basado en soja.

Antes del embebimiento de semillas, las concentraciones finales de los caldos completos se diluyeron a la dosis de
64 onzas/acre del producto comercial SERENADE® en base a ufc/ml. El término 64 onzas/acre se refiere a la
cantidad de unidades formadoras de colonias por semilla, 0 2,2 x 108 UFC/planta. Las cantidades usadas en la
presente se calcularon en base a las ufc/ml de los caldos completos.
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Las bandejas de siembra (Hummert, N° catalogo 14-3128) se llenaron con la mezcla para macetas Sunshine N° 3
(Sun Gro Horticulture) (humedecida y esterilizada por una hora, luego dejado a ventear por tres dias), y cada celda
se sembro con una semilla. Se usaron semillas de maiz ‘Spring Treat Hybrid’, semillas de trigo ‘Derkwin’ y semillas
de tomate ‘QualiT 21’. Por lo tanto, las pruebas incluyeron tanto especies monocotiledéneas (es decir, maiz y trigo)
como especies dicotiledéneas (es decir, tomate). Cada bandeja de siembra se traté luego con 2 ml de muestra de
caldo completo, y los controles no tratados recibieron 2 ml de agua. Las bandejas de siembra se regaron por la base
por inundacién de la bandeja sin orificios y ubicacion de las bandejas de siembra en el interior. Estas bandejas se
colocaron bajo luces de gran intensidad (~300 Einsteins, definido en un programa de 16 horas luz/8 horas oscuridad)
a temperatura ambiente. El riego se efectud segun necesidad. No se usaron fertilizantes.

Se observaron las plantas de tomate por las caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal dos semanas
después del embebimiento de las semillas. Luego se cuantifico el area de superficie foliar.

Las plantas tratadas con 3610 WT no mostraron un aspecto mas verde o mas alto que las plantas tratadas con agua.
Por el contrario, las plantas tratadas con 3610 swrA™ eran mas verdes y mas altas que las plantas tratadas con
3610WT (no se muestran los datos). Estos resultados fueron confirmados cuantitativamente observando el area de
superficie foliar de las plantas tratadas con 3610 swrA™ (figura 31). Las lecturas de clorofila promedio de la primera
hoja verdadera de cinco plantulas de tomate seleccionadas al azar no mostraron niveles mas altos de clorofila en las
plantas tratadas con 3610 swrA (figura 32).

Nétese que se condujeron experimentos similares con trigo y maiz. Las plantas tratadas con 3610 WT y las plantas
tratadas con 3610 swrA™ eran comparables en términos de altura y color, en base a observaciones cualitativas,
aunque ambas eran mas altas y mas verdes que los controles tratados con agua. Sin embargo, estos tipos de
diferencias son muy sutiles en monocotiledéneas (en un ensayo en invernadero de corto plazo) de modo que
probablemente no fueron discernibles con este estudio cualitativo.

Ejemplo 21: Actividad in planta de 3610 swrA” contra Phytophthora capsici

Las cepas 3610WT y 3610 swrA’, descritas previamente, se cultivaron en frascos en un medio basado en soja y se
evaluaron los caldos completos contra Phytophthora capsici a un 20 % de concentracion. Se cultivé Phytophthora
capsici sobre agar V-8 por 1-2 semanas. Al finalizar este periodo, se recortd Y4 pulgada externa de la placa y se
descartd usando pinzas estériles. La placa se inund6 con agua desionizada estéril hasta el nivel del agar y se dej6 a
temperatura ambiente bajo luz por 2 dias para facilitar la produccion de esporangios. Luego se enfrié la placa
durante una hora y media a 4 °C y después se dejé a temperatura ambiente durante otra hora para liberar las
zoosporas del esporangio. Se cuantificd la concentracion zoosporas bajo microscopio con un hemocitometro por
captura de 3 fotografias al azar y promediando el recuento de zoosporas. La concentracion de zoosporas se diluyo
luego a 2 x 10* zoosporas/ml para la inoculacién (10 ml/planta).

Se embebieron pimientos de dos semanas (variedad ‘California Wonder’) plantadas en una mezcla para macetas, en
cada caso con 10 ml de tratamiento de caldo completo y al dia siguiente se inocularon con Phytophthora capsici. Las
plantas se monitorearon sobre un periodo de 8 dias. Estas calificaciones se compararon luego con los controles
infestados (IC) y los controles no infestados (véase la figura 33). También de evalué el fungicida quimico Aliette, que
contiene tris (O-etil fosfonato de aluminio), a 3,2 mg/mly a 1,6 mg/ml.

El tratamiento con 3610 swrA™ protegié a las plantas por una mayor duraciéon con un mayor numero de plantas
totales que sobrevivieron que el tratamiento con 3610 (véase la figura 33).

Ejemplo 22: Actividad de AQ30002 contra nematodos

Se condujeron estudios con semillas de pepino var. Sultan para determinar la actividad de AQ30002 contra
Meloidogyne javanica, nematodo de los nudos de la raiz. Se trataron tubos para centrifuga de 50 ml que contienen
20 g de arena y una semilla no germinada con diferente dosis de caldo completo de AQ30002. Para obtener cultivos
de caldo completo de AQ30002, se inocularon frascos de semillas que contienen caldo Luria (LB) con AQ30002 y se
dejaron crecer durante la noche a 30 °C. Al dia siguiente, se inocularon alicuotas de cada frasco de semillas en 200
ml de un medio basado en soja en un frasco de agitacion de 1 | y se dejaron crecer hasta su esporulacion.
Brevemente, el frasco cultivo con agitacion se mantuvo a una temperatura de entre 30 °C y 32 °C y con un ajuste del
agitador de entre 200 y 220 rpm. Después de aproximadamente 3 dias de incubacion, cuando se habia detenido el
crecimiento y la produccién de metabolitos, se cosechd el caldo de cultivo.

Se dejé que las semillas tratadas germinaran y crecieran en invernadero. Cuatro a cinco dias después del
tratamiento (DAT), se inocul6 cada tubo con 100 nematodos de los nudos de la raiz en segunda etapa juvenil. A los
10 DAT se calificaron las plantulas por el porcentaje formacion de agallas en raices sobre una escala de 0-4, que se
describe en la Tabla 4.

Las raices se tifieron luego con fucsina acida para observar la penetraciéon y el desarrollo de nematodos y se
observaron bajo un microscopio de diseccion Leica. Para la penetracion de nematodos, se contaron los nematodos
juveniles totales dentro de cada raiz. Para el desarrollo de nematodos, se contd un total de juveniles gordos
incluyendo en la segunda etapa tardia juvenil (J2) y la tercera etapa juvenil (J3). La penetracién de los nematodos en
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la raiz y el desarrollo de los nematodos después de la penetracion se calificaron segun se detalla en la Tabla 4. Por
mas detalles sobre las técnicas usadas, véase C.O. Omwega, y col., “A Nondestructive Technique for Screening
Bean Germ Plasm for Resistance to Meloidogyne incognita”, Plant Disease (1988) 72(11): 970-972).

Tabla 4. Esquema de calificacién de la actividad de antagonista de nematodos de los caldos bacterianos completos.
El indice de formacion de agallas era en base al porcentaje de formacion de agallas en raices. La escala de
penetracion se calculé como la media del numero total de nematodos juveniles con relacion a la cantidad de

nematodos juveniles en el control no tratado (UTC). La escala de desarrollo refleja la cantidad total de nematodos
juveniles gordos (etapa J2 tardia/etapa J3) dentro de la raiz.

indice de formacion de agallas Escala de penetracién Escala de desarrollo
0 Ninguna 0 Ninguna 0 Ninguna
1 1-24 % 1 1-10 % 1 1-3

2 25-49 % 2 11-50 % 2 3-10

3 50-74 % 3 51-75 % 3 11-30

4 >75 % 4 76-100 % 4 >30

La figura 34 muestra que la aplicacion del caldo completo de AQ30002 disminuye la formacion de agallas en raices.
La figura 35 muestra que la aplicacion de diversas dosis de AQ30002 disminuye la formacion de agallas, la
penetracion y el desarrollo en comparacion con el control no tratado. Nétese que dado que los datos se basan en el
sistema de calificacién anterior no siempre es posible observar una respuesta a la dosis.

Ejemplo 23: Eficacia de AQ30002 para controlar a los nematodos de los nudos de la raiz en tomates

Se condujo otro experimento con semillas de tomate para evaluar la eficacia de AQ30002 contra huevos del
nematodo de los nudos de la raiz (M. javanica). Se prepararon AQ30002-Batch1 y AQ30002-Batch2 en biorreactores
en tiempos diferentes. Brevemente, se descongeld un vial de cultivo stock y se transfirié a un frasco esterilizado de
caldo nutriente Difco. El cultivo del frasco se incubd luego sobre un agitador rotatorio a una temperatura de entre 28
°C y 32 °C a una velocidad de rotacion de entre 200 y 220 rpm para promover el crecimiento celular y obtener una
gran densidad de células y luego se agregé a 12 | de un medio de crecimiento basado en soja a un biorreactor de 20
I. El biorreactor se definié en un ajuste de temperatura de entre 30 °C y 32 °C, a un ajuste de agitacién de entre 500
y 1000 rpm, a un pH regulado entre 6 y 8, y a una aireacion de entre 0,5y 1,0 VVM. Después de aproximadamente 3
dias de incubacién, cuando se habia detenido el crecimiento y la produccién de metabolitos, se cosechd el caldo de
cultivo.

Se trataron plantas de tomate de tres semanas con AQ30002 por embebimiento. Las macetas se mantuvieron luego
en invernadero por diez dias antes de ser inoculadas con 5000 huevos de nematodos de los nudos de la raiz
(“RKN”) por maceta. Las plantas se cosecharon cuarenta y dos dias después de la inoculacion con nematodos. Se
recolectaron huevos de las raices de las plantas de tomate usando una soluciéon de NaOCI 1 % segun se describe
con detalle en Hussey RS, Barker KR, “A Comparison of Methods of Collecting Inocula of Meloidogyne spp.,
Including a New Technique”, Plant Disease Reporter, 1973; 57: 1025-1028. La cepa AQ30002 disminuyo la cantidad
de huevos de nematodos de los nudos de la raiz observados por planta. Los datos representan los recuentos
directos de huevos en lugar de un sistema de calificacion. Los resultados, comparados con una muestra no tratada
(UTC), se muestran en la figura 36.

Ejemplo 24: Seleccidon de mutantes espontaneos swrA

La seleccidon de mutantes espontaneos swrA™ del clado de cepas de Bacillus subtilis se puede conducir de la
siguiente manera. Se inoculan 250 ml de medio liquido de caldo Luria (LB) en un frasco de 1 litro con una sola
colonia de una placa de agar adecuada. Esto se cultiva durante 16-20 horas a 30 °C a 200 rpm en un agitador
orbital. El cultivo resultante se diluira en serie a 1 x 10°, 1 x 10° y1Xx 10° en solucion amortiguadora con fosfato y se
plaguearon 100 ul de cada dilucién sobre una placa de agar adecuada y se incubaron durante 12-16 horas a 37 °C.
Las placas de dilucién que permitieron obtener 150—200 colonias individuales se transfieren a un refrigerador a 4 °C
durante 24-48 horas. Después de 24-48 horas a 4 °C, las formas aisladas swrA™ potenciales son evidentes debido a
la intensa morfologia tipo papel de lija blanca, sobre las placas de agar, en tanto las formas aisladas que son swrA*
no exhiben esta morfologia y a menudo se vuelven translucidos y dificiles de ver sobre la placa.

Los potenciales mutantes swrA™ se recolectan y se cultivan en LB durante la noche a 30 °C a 250 rpm. El aislamiento
del ADN gendmico se efectia usando el protocolo de centrifugacion con el conjunto de elementos para aislamiento
de AND microbiano MoBio ultraClean® provisto con el conjunto de elementos MoBio. Los mutantes se identifican por
PCR y secuenciacion del locus swrA, usando el ADN gendmico aislado previamente y amplificacién por PCR usando
el siguiente listado de cebadores para PCR para una especie de Bacillus especifica o los cebadores generales que
son de interés para la cepa que se estan examinando.
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Bacillus amyloliquefaciens

BA_swrA_PCRF AAACAATGAAAAAAGCCGTTCTGG
BA_swrA_PCRR TCCGTGATAATCAAAAGGCC
Bacillus pumilus

BP_swrA_PCRF AAAGAATGATCTTCAGCTAC
BP_swrA_PCRR ATTAAAAACAGACCGACCGC
Bacillus licheniformis

BL_swrA_PCRF CATAATGAATAGAATTGACCCG
BL_swrA_PCRR GAAACCCAGCTTGTCTAAAG
Bacillus subtilis

BS_swrA_PCRF AATGAAACTTTTGCAAGTTGCC
BS_swrA_PCRR AATCGATATTCCGAGTCCAC
Cepas no identificadas de Bacillus
Bac_swrA_PCRF ACGCTKTAYAARTGGCTSAC
Bac_swrA_PCRR TCATCCAKAYCGTVACATTDG

El protocolo de PCR y las condiciones de reaccion para amplificar el locus swrA mas aproximadamente 150
nucleétidos de una UTR 3’ y 5§’ se indican a continuacion:

Componentes para la reaccion de PCR por reaccion

2,5 yl de ADNg - < 250 ng final

5 ul de solucién amortiguadora GoTAQ 5x — 1X final
1 ul de GoTAQ MgClz — 1 mM final

0,5 pl de dNTPs 10mM - 0,2 mM final

0,25 pl de 0,1 nMol cebador directo — 1 pMol final
0,25 pl de cebador inverso 0,1 nMol — 1 pMol final
0,25 pl de GoTAQ - 1X final

15,25 pl de H,O

25 ul de volumen de reaccion total

A continuacion, se muestran las condiciones adecuadas de ciclado de PCR:

94 °C 2:00 min
94 °C 0:30 min
55 °C 0:30 min
72 °C 2:00 min
25 ciclos

72 °C 5:00 min
4 °C siempre

El 5 % de la reaccion de PCR se visualiza sobre un gel de agarosa 1 % con un colorante y rampa de tamafios de
ADN adecuados. Los productos de la PCR son bandas individuales de aproximadamente 700 nucledtidos de
longitud. Se usaron 5 yl de ADN amplificado limpio antes de la secuenciacion con 2 pl de enzima ExoSap-It. El
amplicon limpio se secuencia con el cebador para PCR directo o inverso usando la secuenciacion de Sanger. La
secuencia del locus swrA se compara con una cepa de referencia de tipo salvaje, preferentemente de la misma
especie, usando la herramienta de alineaciéon de secuencias ClustalW y se identifica cualquier cambio, delecién o
insercion de acido nucleico.

La mutacion en el locus swrA conduce a una morfologia de colonias alterada, una mayor formacién de cadenas
durante el crecimiento en liquido en comparacion con el swrA” de tipo salvaje, pérdida de movimiento en enjambre
sobre 0,7 % de agar para el movimiento en enjambre de Bacilli y/o una formacién de biopelicula mas robusta sobre
la raiz.

Ejemplo 25: Generacion de mutantes swrA mediante diversos procedimientos

Se pueden obtener construcciones antisentido para la inactivacién de swrA en cepas swrA" de Bacillus por medio de
amplificacion por PCR del complemento inverso de la regiéon de codificacion swrA del ADN gendmico derivado de
QST713 o de otro Bacilli swrA”. Los cebadores para PCR se disefian con enzimas de restriccién compatibles para la
inserciéon en un vector plasmidico construido previamente endoPro_swrA disefiado para que sea compatible con el
elemento integrativo y conjugativo (ICE) presente en la cepa MMB869 de Bacillus subtilis (Wiep Klaas Smits y Alan
D. Grossman, “The Transcriptional Regulator Rok Binds A+T-Rich DNA and Is Involved in Repression of a Mobile
Genetic Element in Bacillus subtilis”, PLoS Genetics (2010) 6(11): e1001207; Catherine A. Lee, y col., “Identification
and characterization of int (integrase), xis (excisionase) and chromosomal attachment sites of the integrative and
conjugative element ICEBs1 of Bacillus subtilis”, Molecular Microbiology (2007) 66(6): 1356-1369). La region de
codificacion swrA se inserta desde el plasmido endoPro_swrA mediante digestion por restriccion y se inserta el
complemento inverso del gen swrA. La construccion antisentido swrA se puede confirmar como insertada
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correctamente en el vector plasmidico sin cambios de acido nucleico introducidos por la PCR mediante
secuenciacion del ADN plasmidico purificado. Véase el Ejemplo 7.

La mutacion en el locus swrA conduce a una morfologia de colonias alterada, una mayor formacién de cadenas
durante el crecimiento en liquido en comparacion con el swrA” de tipo salvaje, pérdida de movimiento en enjambre
sobre 0,7 % de agar para el movimiento en enjambre de Bacilli y/o una formacién de biopelicula mas robusta sobre
la raiz.

El transposon basado en mariner TnYLB-1 (Le Breton, Y., Mohapatra, N.R., y W.G. Haldenwang, 2006. In Vivo
Random Mutagenesis of Bacillus subtilis by Use of TnYLB-1, a mariner-Based Transposon, Appl. Environ. Microbiol.
72: 327-333) también se puede usar para generar los mutantes swrA". Debido a la presencia de la transposasa
Himar-1, mariner se reconoce, se recorta y se inserta a si mismo en dos elementos de insercion invertidos (IS)
llevando con el mismo cualquier ADN exdgeno que resida entre los elementos IS. TnYLB es un transposén mariner
modificado para su uso con Bacillus. Se inserta un marcador de resistencia a kanamicina entre los elementos IS
para una seleccion rapida de los integrantes. El TnYLB es suministrado sobre el plasmido pMarA (Le Breton y col.,
2006 — citado anteriormente). Ademas de conferir resistencia a kanamicina al huésped Bacillus, la insercion
habitualmente genera mutaciones de pérdida de funcién debido a la interrupcién de un marco de lectura abierto. Al
examinar la pérdida de capacidad del movimiento en enjambre o las morfologias de colonias tipo papel de lija y la
confirmacion de la insercion del transposén en el locus swrA, se pueden generar cepas mutantes swrA'.

El plasmido pMarA que codifica los elementos IS mariner, el gen de resistencia a kanamicina, el gen himarl fuera de
los elementos IS (para asegurar que el elemento sea estable en el genoma) se introduce en una cepa swrA® de
Bacillus por electroporacion. El esqueleto del plasmido pMarA contiene un gen de resistencia mils (Macrdlido-
Lincosamida-Estreptogramina B) para asegurar la pérdida del plasmido pMarA después de la transposiciéon. Tiene un
origen sensible a temperatura que permite la seleccion con mls o kanamicina. La cepa swrA" de Bacillus que
contiene al plasmido pMarA se cultiva en 3 ml de LB + mis durante la noche a temperatura ambiente en un tambor
de cultivo. La cepa swrA" de Bacillus que contiene al plasmido pMarA se plaquea con dilucién sobre LB (para
determinar las unidades formadoras de colonias totales) y LB con kanamicina 20 yg/ml (para determinar el nimero
de transposantes) y se incuba a 45 °C durante la noche. Las colonias se vuelven a plaquear sobre placas LB con
kanamicina y placas mis. Las colonias resistentes a kanamicina/sensibles a mls son retenidas para su analisis
posterior. Las inserciones potenciales de transposones en el locus swrA tienen una morfologia de colonias tipo papel
de lija, una menor capacidad de movimiento en enjambre sobre placas de agar LB 0,7 %.

Con la identificacién de las inserciones de transposones putativos swrA, es posible determinar la ubicacién exacta de
la insercion mediante PCR inversa (iPCR). Se aisla el ADN gendmico de los mutantes de transposones y se digiere
con una enzima de restriccion de gran frecuencia tal como Sau3 Al o Taqgl. EI ADN digerido se vuelve a liar para
formar fragmentos de ADN circularizados. Los fragmentos circularizados que contienen un elemento IS del
transposon y el ADN gendmico huésped vecino permite obtener exitosamente fragmentos de PCR cuando se usan
cebadores disefiados dentro del transposon TnYLB.

Cebadores para iPCR:
2507 AGGAGGAATTCTACGGAAGTGTTAATTTCATAC
2508 TCCATGCTCGAGGAAGAGC
2509 ACAGAAAGTCTCGAGATCGTC
2510 CTCCTGGATCCTCAATGGCTTTTTGGAAATCAG

Los productos de la iPCR se purifican y secuencian con el cebador para amplificacién que apunta hacia fuera. Se
generan marcas de secuencia para cada mutante y se evalian con blast contra la secuencia genémica proxima al
locus swrA. Los transposones que contienen al ADN gendmico del locus swrA probablemente interrumpen la funcién
SWrA.

La inactivacion del locus swrA por transposicion conduce a una morfologia de colonias alterada, una mayor
formacién de cadenas durante el crecimiento en liquido en comparacién con el swrA® de tipo salvaje, pérdida de
movimiento en enjambre sobre 0,7 % de agar para el movimiento en enjambre de Bacilli y/o una formacion de
biopelicula mas robusta sobre la raiz.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AgraQuest, Inc.
GUILHABERT-GOYA, Magalie
HOVINGA, Sarah F.

JOO, Daniel M.

MARGOLIS, Jonathan S.
MILLS, Sarah J.
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<120> MUTANTES TIPO PAPEL DE LIJA DE BACILLUS Y PROCEDIMIENTOS DE USO DE LOS MISMOS
PARA MEJORAR EL CRECIMIENTO VEGETAL, PROMOVER LA SALUD DE PLANTAS Y CONTROLAR
ENFERMEDADES

<130> 34373/0237-US

<150> 61/425.742
<151>21-12-2010

<150> 61/505.023
<151> 06-07-2011

<150> 61/511.522
<151> 25-07-2011

<150> 61/556.039
<151> 04-11-2011

<160> 13

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 351

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 1
Higaapageye caaglalipgt geglgaaaan asatattaty sattagigea acaactaaaa 60
RAcagaRCaa aagacgicac Ritttcalea acaaasgeoac taagiotict tatgetgite 120
ageagatace tzgteaatia cacaaatytt gaatgegic acgaaatcaa tgaagagtet 180
pegaageatt atiteactia citaaipana aaceatanac gitiagpaat {aatetpacg 240
gaiattaage ggtecatgct fotgatcage gueopigatcd agatggaget fyaccactat 300
ctgagagatt WICKICC aasiglaacy wetgeatgn cgpasgagag a 351

<210> 2

<211> 117

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 2
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Met Lys Arg Ala Ser He Val Arg Glo Lys Lys Tyr Tyr Glu Len Val
i 3 10 i3

Glu Gin Leu Lys Asp Arg Thr Lys Asp Val Thy Phe Ser Ser Thr Lys
20 25 30

Ala Leu Ser Len Leu Met Leu Phe Ser Arg Tyr Len Val Asn Tyr Thr
35 40 45

Ast Val Ghu Cys Val His Glu Ue Asp Gla Gla Cys Ala Lys His Tyr
Rl 85 60

Phe Thr Tyr Leu Met Lys Asn His Lyvs Arg Leu Gly He Asn Leu Thr
63 70 73 80

Asp He Lys Arg Ser Met Leu Leu He Ser Gly Val fle Gla Val Glu
85 a0 U5

Val Asp His Tyr Leu Lvs Asp Phe Ser Leu Ser Asn Val Thr Leu Tip
160 105 110

Met Thr Glu Glu Arg
115

<210>3

<211> 350

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 3
HEaREagER coaglatigl gogtgasdan satafiatga sttaglegad caactazany 60
acagaacaaa agacgteaca ititcatcaa caaaageact aagteftott atgetgitca 120
gragatacet gptoaatiae gCaaatElty aatgopttea cgaaacaat gaagagtyty 180

cgaageatia titcacttac fiaatgadaa accataaacg tttaggaatt astcigacgg 240

atattaapeg gtecatgcett ctgateagey gogtgatoga gatggagatt gaccactate 300

tpaaagatil ciCtefcica satgiagcet 1eteestrac egaagagaga 350

Lol
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<210> 4

<211> 351

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 4
ficaagagey caaglaligt gogipaaaaa aaaiattalg aatiagtgga acaactaraa 60
£ACAZARCHA BagaCIaC AHtICAIcH ACREARYCRAC thagtcHict tatgelgtte 120
JECagATICe QEEICHANE caCHARIEIL ZRAtECRIC Reguaatcaa tgaagagiyt 130
gegaageatt atttcactta cttaatgaaa aaccataaac gittaggaat tastctgacg 240
gaiattaage ggtecatgct fotgatcage gueopigatcd agatggaget fyaccactat 300
crgaaspatt retctellc aaaigidacy fTgtguatea cguaagagag a ChY

<210>5

<211> 351

<212> ADN

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 5
tigaagagee caagtatiyt gogigasnad anatatialy anttagioga acaactagaa 00
FACCYARcAn ARZATLIAC attItcatoa 30AARAZCAC aagtetct tatgetgne 120
ageagatace tggteagita cacasatgtt saatpigitc scgataicaa tgaggagtat 180
geazageatl afttcaccta cHagigans aaccaiasaac gittaggaat caatelgacy 240
gatattaaac ggtocatect tigatcage gatgiaatey ageippaaut cgaccactat 300
CIEAARRAR ICICICIUC Aaatglgacy HEtgealga cguaagagag a 354

<210> 6

<211> 351

<212> ADN

<213> Bacillus pumilus

<400> 6

HEAAQACYY CRAPAET LATAVRLAAR JaatBACY gt Fiaga geagetaag 60
agtegiacga aagatgteac gttticcget acaaaggcat taagietgct catgcigtta 120

agcagglact {ggicaatia cacaacgia gaaicaglos acpasataga igaagactgt 180
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gotpagaiat acticaanta taatgyat astoalaaga gactiggtat anacttagce 240

gacatcaaga gatcpatgea goipoigee pecatactag atpiapatgt caakcactas 300

ttaaaagall ticacigle gaaigicaca cHtgealgs atloageagaa a 351
<210>7
<211> 351
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>

<221> mise feature
<222> (345)..(345)
<223>nesa,c,got

<400>7
Hgaagager caagtatigt geglpaaaaa asatatiaty sattagigga acaatiagan O
gacagaacac aagacptaac atiticaget acaaaageac taagtetict fatgeigtic 120
agcapatatl toptcaalla caccaatgte gaalcagiag atgacatiaa (pagraatyc IR0
gccaaacait atittaacta ciiaatgaaa aaccataage gattaggaat taatctgaca 340
gatatanaad gologatgca retagioage gagtiatipy atptagate asaccactat 300
ftaaaggati tticaciate gaatgtcacy clgtppatga cgcangagag a 351
<210> 8
<211> 351
<212> ADN
<213> Bacillus pumilus
<400> 8
itgaanagey caagtaitgt gagagagaaa aaatattacy agtigglaga guagoliaag 60
agtecgtacga aagatgigac giiticgact acaaaggeal fasgictact catgetgtia 120
ggeaggtact tggtenatta cacaacggta gaatcagicy acgagaicga (ghagactgr 180
gelgagatat acttcaatta tiaatgeat aatcataaga gactiggiat gaactiaace 240
gacatcaaga ggiccatgea getfetegge pocatactag atgfagatat gaatcactat 300
taagagatt MCactgte gaatgicaca ctitggatga atcaggagas 4 351
<210>9
<211> 351
<212> ADN

<213> Bacillus atrophaeus
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Hgaagaggy caagtatipl grulgasaas saatactaly aatiagizea acasiiaaaa 60
gaccgaacac aagacgiaac attcagct acaasageac taagictict aatecteltt 120
agcagalail fagtoaatta cacaaatgta gaatcagtya acgatatiag tgagganige 180
googageatl atittaatta ttisatyaas aatcataaac ggtigggaal caateigaca 240

ACAHARAT LAtCaRiECt CORAtCEEC BRILIMIgy Aogiegagyt anaceaitat 300

aaaggalt CiCicigte taaigtgacy clctygatga atcaggagag a 351

<212> ADN
<213> Bacillus licheniformis

<400> 10

<210> 11

<211> 672

ttgaasaggy caaglatigl gayayagasa anafaclaty aattagigga geaglasaa 00
ghicgatcac aagacgttac giiticcgel acaaaggeag taggatiget tatgeigitc 120

agehgatace ogtgaacta cacticggte gasaglatug pagatatian tgaggative 180
geggaactt atticaacia citgatggac aaccacaage geetcggcat caatetgace 240

gacalcaagc geicaatgca gotgatagea pataticity atglogaget caatcattac 300

ctgasagatt tetirgte paatgtgacy Clitgpatgs greagpagas a 351

<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

<400> 11
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atgaagatit acggagiata 1atguaccye copotiicty cagupuaaga goatopyaly 60
BIELCEeCey IRICCRCOLN BRRECLRINE BRATECOREC Roitttacca aaggageat 120
geicacegea cottgategg cgacatgety alcegearcg cigcggogaa gectacgga 180
cigateegy CogRrBatic attieggogic caggeaatacyg gaaagongia catcceeyeg 2440
cHeCgEaca teeactitag Catiioreac [eoggeceet geatogiptg cgecpttgat 300

taaaaccyga toggeatiga tatipasaaa algancocy goacgatiga talcycoaaa 360

cgatittitt cgcogacgga atacagtgat ctgcaagcga aacaccccga tcageagace 420

gatlatttit accateigte ptogatgaaa gaaagctita tcaagoagee cppadsaggye 480
ctiteceige cRcitgatte atlcagegic cgecttaaag acgacgucca tgigtecatt 544
gagcteecgg acggacataa accugilic atcogeacar atgatgegen cyaggagtat 600

aagctegecy tiglecgec geatcecgat Hitgtuacy geattgagal gaaaacgiat - 660

gaasagelge 1y 672

<211> 1791
<212> AND
<213> Bacillus subtilis

<400> 12

45



ES 2649937 T3

atgattitty cattggatac glatetegit tactitcog futtatagy atatcaastt 60
tHgaggatt ctiatcactt tatgactce ggagogtige tgetgactge cutgageaty 120
ttgaicagece atcatgiatg cgotittaly teaccagl ataageagyt atggacgtac 180
acgggaatag gegagotect {gafolgete aaggpeatea cgelgicoge agetgtgaca 240
gecgeegice aatacggget gliccacacy sitttglice ggetpttgge cgicageige 300
afFEHCAZe WHEICAt CUZAEEAREC CEEAtEAlt cacggetect gagaganacg 360
AfCEECagEa agcaaaatga cloticoogy gegotualea foggogeagy tucgegagey 420
acpotgeteg feogicaget 1accoagana sacgateicy gautoatgee prgeetr 430
attgatgaty atcagacaaa geataagett gaaatcatgy gectgccogt catcggegga 540
Aaaganapca MAlgOCREe putucagagy ctuagaatic accatatcat catigecay 00
ccgtelettl geacecatga gorteagacy ttatacasay aatgtatgoa gacggecgee 660
cataitaaaa tcatgecgea atitgatgag alcolgeicg gaacgoagge tgecggacac 720
sloagagaly tagaageogs agateigote ggeaganage cggtcaccet tgatacgage 780
gaaailfciy acagealcag grugaaanacg atictgglea cgagegeegy cagoicaric 8§40
ggHctgaga tefgocgoea gatcagegcy ttatteege gggaaategt cottetcgge 900
CACEZEEALA aCRgeatica (IOCHIgcat ACCIRICIEL COBLACEOY Cpgoatagag YO0
gtectottto acgeggagat cgocgatatt caggacagag ataaaatett tgettigatg 1020

o

aanaaatacy ageogeacgt ogictaleal goggetgoee ataaacatpt geegtiaaty 1080
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gaacataate cggaagaage cuttaaaaac aacatiatcy geacgaaaaa (picgcegaa 1140
FOCRCTZACA tIZCHEAAC LUARACATIC QIpCtgallt cueipacaa agoggteaat 1200
ccggecaaty eatpggege gacgasacyy ttigeggaaa tygteatcat gaaceicgega 12060
aaguitagea goaccasatt cgoogecgte oplttogyaa atgigetopy sageegegge 1320
agegtocatic cgatiiicaa aaageagatt gaaaaaggeg gaceegicac cgicacgeac 1380
coggogatga CRAEMAN tigacgati coogaagegt casgactegt caticaggeg B0
HELECRCHE cARAAGELCE SORZANLC gticiggata tgREagaace cgicaaaate 1500
gtegatetge coagaaacet gattcanta teaggetata cgacagagca gatteceate 1560
Paatfciccy SeatCCEics PRRaganaagy atgiatpang aatigeigan oataatgaa 1620
gtacatacgy agcagatitt leogaasate catatogppa aagogetaga cappanttzg 1080
gecglactea teegttitat ggaggastic agocgictye clgaagaaga gotgagaaaa 1740

aguetglity aggogatega atcagiacai gasgaagegg cegeageent g 1791

-

<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

gigganaaca aattagasgd agtaasgeas Hatatice gacttpaasa fgatatcaga 60

£AAACAACCE aCteattacy agacatiaac apgageatig atcageicga taaatteica 120

fatgeaatygs aastitet 138
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de tratamiento de una planta para mejorar el crecimiento de las plantas, promover la salud de
las plantas o controlar una enfermedad de las plantas, en el que el procedimiento comprende aplicar una
composicion que comprende células derivadas de la cepa bacteriana Bacillus subtilis QST713 depositada como el
numero de acceso NRRL B-50420 que tiene una mutacion en un ortélogo de swrA, en el que la mutacién reduce la
capacidad de enjambre de las células bacterianas en comparacion con las células bacterianas isogénicas que no
tienen la mutacion, en el que dicha mutacion es una delecion en la posicion 26 de SEQ ID NO: 1 como se refleja en
la SEQ ID NO: 3, en el que dichas células que tienen una mutacion en un ortélogo de swrA tienen una capacidad
mejorada para formar una biopelicula compacta en una raiz en comparacion con las células QST713 de tipo salvaje
y en el que al menos aproximadamente el 70 % de las células bacterianas son esporas, a la planta, a una parte de la
planta y/o a un locus de la planta.

2. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que dichas células que tienen la mutacion en un ortélogo de swrA
pertenecen a la cepa AQ30002 (también conocida como QST30002), depositado con el nimero de acceso NRRL B-
50421.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el procedimiento comprende aplicar la composicion al suelo.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la composicion se aplica antes, durante o después de que la
planta o parte de la panta entre en contacto con el suelo.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la parte de la planta se selecciona del
grupo que consiste en una semilla, raiz, cormo, tubérculo, bulbo y rizoma.

6. Uso de células derivadas de la cepa bacteriana Bacillus subtilis QST713 depositada como el nimero de acceso
NRRL B-50420 que tiene una mutacion en un ortdlogo de swrA, en el que la mutacién reduce la capacidad de
enjambre de las células bacterianas en comparacion con las células bacterianas isogénicas que no tienen la
mutacion, en el que dicha mutacién es una delecién en la posicidon 26 de SEQ ID NO: 1 como se refleja en la SEQ ID
NO: 3, en el que dichas células que tienen una mutacion en un ortélogo de swrA tienen una capacidad mejorada
para formar una biopelicula compacta en una raiz en comparacién con las células QST713 de tipo salvaje para
mejorar el crecimiento de la planta, promover la salud de la planta o controlar una enfermedad o plaga de la planta.

7. Uso de la reivindicacion 6, en el que dichas células que tienen la mutacion en un ortélogo de swrA pertenecen a la
cepa AQ30002 (también conocida como QST30002), depositada como el nimero de acceso NRRL B-50421.

8. Las células swrA™ derivadas de Bacillus subtilis QST713 depositada como el nimero de acceso NRRL B-50420 en
las que dichas células tienen una capacidad de enjambre reducida en comparacion con las células de tipo salvaje
isogénicas, en las que dichas células g swrA- tienen una delecién en la posicion 26 de SEQ ID NO: 1 como se refleja
en la SEQ ID NO: 3 y en las que dichas células swrA™ tienen una capacidad mejorada para formar una biopelicula
compacta en una raiz en comparacion con las células QST713 de tipo salvaje.

9. Las células swrA™ de la reivindicacion 8 que pertenecen a la cepa AQ30002 (también conocida como QST30002),
depositado como los numeros de acceso NRRL B-50421.

10. Una composicion que comprende las células swrA™ de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9.

11. La composicion de la reivindicacion 10, en la que la composicién comprende ademas al menos otro ingrediente
activo seleccionado de un herbicida, un fungicida, un bactericida, un insecticida, un nematicida, un miticida, un
regulador del crecimiento de plantas, un estimulante del crecimiento de plantas y un fertilizante, ademas de las
células swrA'.
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Figura 1

Comparacion de las morfologias de colonias de QST713 de tipo salvaje y variantes de QST713
de tipo papel de lija cultivadas sobre placas de agar nutriente.

QST713 de tipo salvaje Variante de QST713 de tipo papel de lija
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Figura 2
Imagenes de células AQ30002 y QST713 de tipo salvaje durante la fase exponencial.

AQ30002 QST713 de tipo salvaje
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Figura 3
Imigenes de las células de AQ30002 swrA- (*30002%) y de QST713 swrA+ de tipo salvaje (*713%) en cultivo

liguido sometidas a fuerzas de corte.

30062 713

Tubo
de cultivo

pipeta

Tubo

de cultivo
con
pipeta
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Figura 4

Cuantificacion de colonias tipo papel de lija en lotes comerciales representativos de SERENADE®ASO.

Porcentaje de colonias tipo papel de lija en
lotes representativos de SERENADE®

% de colonias tipo papel de lija

1 2 3 4 5 & 7

lotes representativos de SERENADE® evaluados
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Figura 5A

Alineacion de transcriptos swrA predichos de diversas especies de Bacillus
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Figura 5B

Alineacién de transcriptos swrA predichos de diversas especies de Bacillus
Cambio del codonde  Supresionen  Insercionen

inicio en AQ3 0004 AQ30002 168 de B. subtilis
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Figura 5C

Alineacion de proteinas swrA de diversas especies de Bacillus
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Figura 6
Arbol filogenético de especies dentro del clado de Bacillus subtilis con ortélogos de swrA

El genoma de especies marcadas con un solo asterisco fue completamente secuenciado perono
contiene un gen swr4. Las especies marcadas con un doble asterisco fueron completamente
secuenciadas v se ha confirmado que contienen un gen swrd. Se presume que las otras especies,
no marcadas con ninglhn asterisco, tienen un ortélogo de swrds basado en sus relaciones
filogenéticas cercanas, pero actualmente no se encuentran disponibles los datos de las secuencias

gendmicas para estas especies.
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Figura 7

Imagenes de placas de ensayo delmovimiento en enjambre de LB-agar 0,7% para QST713

swrd+ (FQST713°7), AQ30002 swr4- (“AQ30002™) v diversas construcciones basadas en
estas cepas.

endofro endoPro_ gricloPro_
swrd HE 2 sl ICE 2 swerd_1E 3

Q8773 ACEDONZ A0FOGT
_strapd
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Figura 8

Calificaciones promedio de colonizacion de raices para QST 713 swrd+ (“QST713%),
AQ30002 swrd- (“AQ30002) y diversas construcciones basadas en estas cepas
demostrando asique la complementacién con swr4 de tipo salvaje en las células AQ30002

swrd-reduce la capacidad de colonizacién de raices.

Capacidad de colonizacion de raices de AQ30002 con
censtrucciones swrA

£

]

oot

Calificacién promedio colonizacién de raices

<

!
QsT713 ACEODOZ  ACRO0O2- AQ30002-  AQ30002- t
strepR endoPro- pPens i

SWA-ICE  swradiCE
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Figura 9

Imdgenes de biopeliculas de raices capturadas con microscopia optica digital que muestran la

similitud de biopeliculas entre AQ30002_endoPro_swrA ICE (cepa complementada) v QST 713

swrd+ (“QS8T71537) y la similitud entre AQ30002 pPen swrA_ICE (complementacion parcial) y
AQ30002 swrd- (“AQ30002™).
Agua QST713

AQ30002 AQ30002_strepR

AQ30002_endoPro_swrA_ICE AQ320002_pPen_swrA_ICE
(mejor réplica) (mejor réplica)
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Figura 10

Crecimiento de QST 713 swrd + de tipo salvaje (réplicas: wtl v wi2) v AQ30002 swrd - (réplicas:
spl v sp2) en medio stock de cerdoa 30 °C.

Tiempo {horas)
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Fioura 11

Robustez de peliculas de cultivos de QST 713 swrd + (4713 wt™) y AQ30002 swrA-

(“AQ300027).

Antes de la sonda Despues de la sonda; R= con ruptura; 1= intacto
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Figura 12

Imagenes de colonizacion de raices con Bacillus subtilis, AQ30002 swrd- (FAQ300027) v

QST713 swrd+ de tipo salvaje (“QST713 wt™).

S :
Faiz tratada con QST713 wt

% ek

" Raiz tratada con agua FHaiz tratada con AC30002
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Figura 13

Iméigenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de biopeliculas de recubrimiento de
superficies radiculares de Bacillus subtilis QST 713 swrd + de tipo salvaje (“QST7137) v
AQ30002 swrA- (“AQ300027).
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Figura 14
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Figura 15

Promocion del crecimiento en maiz tratado con AQ30002 swrd- (FAQ30002™), QST713 (una
mezcla de células swrd+ detipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las relaciones halladas en

SERENADE®) (“QST713") u otras cepas de Bacillus

ReRE

o,
Flantas de ma|z 5 Semanas despuea del tratamiento de las semillas
con un material normahzado en 64 onzas!aore basado en UFC /ml

R
R

i
.
=
i
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Figura 16

Promocion del crecimiento de plantas en trigo tratado con células AQ30002 swrd- (FAQ30002™),
QST713 (una mezcla de swrd+ de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las relaciones "

halladas en SERENADE®) (*QST 7137), u otras cepas de Bacillus

Plantas de tngo despues de embeber Ias
. %:K semillas con un material normalizado en B4
5 onzasﬁaore basado en CFU/mI

O 2808 713var Q87713 Q0002

Ch
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Figura 17

Promocion del crecimiento de plantas en tomates tratados con células AQ30002 swrd-
(*AQ300027), QST 713 (una mezcla de swr4 + de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las
relaciones halladas en SERENADE?®) (“QST713"). u otras cepas de Bacillus.

-2 semanas despues de  Todo el material 52 cutivé e medio basado en soja
embeber las semillas v se normalizd £ 62 onzesfacre basadc en UFC/mI
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Figura 18

Pesos secos de raices v brotes de maiz tratado con células AQ30002 swrd- (FAQ300027)

QST713 (una mezcla de swrd + de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las relaciones

halladas en SERENADE®) (“*QST 713™) u otras cepas de Bacillus.

Efecto del tratamiento de semillas — maiz (64
onzas/acre basado en UFC /ml)

Peso seco (g)

Tl
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Figura 19
Pesos secos de las raices y brotes de trigo tratado con AQ30002 swrA- ("AQ30002"),
QST713 (una mezcla de células swrA+ salvaje y swrA- como se encuentran en

SERENADE") ("QS8T713") u otras cepas de Bacillus

T A 1 TR R 4 T S T T T

. : . 5’

Efecto del tratamiento de semillas — trigo (64: i
onzas/acre basado en UFC ml) i
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Mota: los datos estadisticos para raices v brotes estan separados i
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Figura 20

Pesos secos de raices y brotes de tomate tratado con A Q30002 swrd- (FAQ300027), QST713(una
mezcla de swrd + de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija células con las relaciones halladas en

SERENADE?®) (“QST713") u otras cepas de Bacillus.

Efecto del tratamiento de semillas — tomate (64
onzas/acre basado en UFCJ/ml)

Feso seco (g)

- - RTEA & Tl
WO JECSw 8TTIS ARG Tihvar

Nota los datos estadisticos para raices v brotes estan separados
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Figura 21

Rendimiento del procesamiento de tomates de plantas tratadas con las cepas de Bacillus subtilis
QST713 (una mezcla de células de swrd + de tipo salvaje v swri4- tipo papel de lija con las
relaciones halladas en SERENADE®) (“QST713”) 0 AQ30002 swrd - (“AQ30002”) solas 0 en

combinacién con un estimulante del crecimiento vegetal (PGS). Escalon, California.

Los tratamientos indicados con “Exp” representan condiciones experimentales alternativas. La

mediciones con la misma letra no son estadisticamente diferentes a un valor de P =0,05.

Rendimiento comerciable total por acre

A B A A S A A AN S LA,

LREE -mau.uu..

Total por acre

GOT713 Bxp®l  QSTVLY AQ3000Z  Expdr  AQIOOOD  Ridomil UTe
+ PGS +PGES Gold SL
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Figura 22

Vuelco de plantas de maiz tratadas con las cepas de Bacillus subtilis QST713 (una mezcla de
células swrA+ de tipo salvaje y swrA- tipo papel de lija con las relaciones halladas en
SERENADE®) ("QST7137) o AQ30002 swrA - (FAQ30002™) solas o en combinacion con un

estimulante del crecimientovegetal (PGS). Paynesville, Minnesota.

Los tratamientos indicados con “Exp™ representan condiciones experimentales alternativas. La

mediciones con la misma letra no son estadisticamente diferentes aunvalor deP =0,10.

" - .-

Porcentaje de vuelco a la cosecha (147 DAP)

WQSTYIS

M Exp #1

§ O8T713 + PGS
B ALE002

# Exp 42

® AQONIE PGS
# Sin tratar

Pt S T E R - I I
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Figura 23

Imagen de raices de soja de plantas tratadas con AQ30002 swrd- (*QRD1547) vy un inoculante

bacteriano en surcos en el momento de la siembra.
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Figura 24

Imasgen de raices de soia de nlantas no tratadas.
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Figura 25

Control de podredumbre del tallo de maiz de Pythiwm por las cepas de Bacillus subtilis QST 713
(una mezcla de células swrd+ de tipo salvaje y swrd- tipo papel de lija con las relaciones
halladas en SERENADE®) ("QST 713™) vy AQ30002 swrA- (*AQ30002™) aplicadas con v sin un

estimulante del crecimientovegetal (PGS). Paynesville, Minnesota.

Los tratamientos indicados con “Exp” representan condiciones experimentales alternativas. La

mediciones con la misma letra no son estadisticamente diferentes a un valor deP=0,10.

Control de podredumbre del tallo (Pythium) en maiz

Porcentaje de la
podredumbre del tallo

Q8T Expdl  QOTTIY AQHROOOR fxpd2 AQOOONR UTC
+ PGS + PGS
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Figura 26
Actividad de QST713 (una mezcla de células swrd + de tipo salvaje v swr4- tipo papel de lija
con las relaciones halladas en SERENADE®) (“QST 7137) v AQ30002 swrd- (*AQ300027)

contra la pérdida de humectacion causada por Pythium ultimum v Rhizoctonia solani.

Cada barra representa el promedio de cuatro mediciones, donde las barras de ervor indican las

desviaciones estandar.

% de germinacion (normalizada para UIC)

s QSTAI3 UK

Rhiroctonis
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Figura 27

Transcurso en el tiempo que muestra la actividad de QST713 (una mezcla de células swrd+ de
tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las relaciones halladas en SERENADE®) (*QST713™)
v AQ30002 swrd- (AQ300027) contra el tizon de pimiento causado por Pintophthora capsici

sobre un periodo de 8 dias.

Notese que se superponen las curvas del confrol no infestado (UIC) v de un fungicida guimico.

Eficacia contra Phytophtora capsici en el tiempo
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Figura 28

Plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de AQ30002 swrd- (“AQ30002”) y QST713 (una
mezcla de células swr4 ™ de tipo salvaje y swrA- tipo papel de lija con las relaciones halladas en

SERENADE®) (“QST713").

DosisrespuestaWB )
AQ30002 |

16 onzasfacre @ ® 128 onzasfacre

8 onzasfacre 64 onzasiacre

4 onzas/acre 32 onzas/acre 32 onzas/acre

79



ES 2649937 T3

Figura 29

Hojas individuales de plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de AQ30002 (*AQ300027)
vy QST713 (una mezcla de células swrd + de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija con las
relaciones halladas en SERENADE®) (“QST713).
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Figura 30
Contenido de clorofila de plantas de tomate tratadas con dosis crecientes de A Q30002

(*AQ300027) v QST713 (una mezcla de células swrd + de tipo salvaje v swrd- tipo papel de lija
con las relaciones halladas en SERENADE®) (“QST 713%).

Contenide de clorofila normalizado pars el area de superficie foliar

48 16 32 e 18

onzasiacre
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Figura 31

La Figura 31 representa el drea de superficie foliar promedio (de cinco réplicas) de plantas
tratadas con 3610WT v 3610swrd- (designadas 3610swrd en el grifico). Elarea de superficie

foliar se expresa en mm?®.
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Figura 32

Lecturas de clorofila de plantas tratadas con 3610WT y 3610 swr4-(indicadas en la figura como
3610swrA4). Los resultados son un promedio de los niveles de clorofila en la primera hoja

verdadera de cinco plantulas de tomate seleccionadas al azar.
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Figura 33

Actividad de 3610WT vy 3610swrd- (designadas 3610swrA en el grafico) contra Phytaophrora

capsici en pimientos.

Control de enfermadad contra Phytophtora caspici en pimientos
1;}{} e T e -

Control Ui CS[?;EEL 610wt 3610swra
quimice g una dosis
a la dosis de campo
de campo del 25%
Tratamiento
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Figura 34

Efecto del tratamiento con caldo completo de AQ30002 swrd- (*FAQ300027) sobre la formacion

de agallas en raices infestadas con nematodos de los nudos de la maiz.
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Figura 35

Efecto del tratamiento con AQ30002 swrd- (*AQ300027) a diversas dosis sobre plantulas
infestadas con nematodos de losnudos de la raiz. Especificamente, los resultados muestran la
extension de formacion de agallas en la raiz v los efectos sobre la penetracion v el desarrollo de

nematodos.
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Figura 36

Huevos de nematodos de los nudos de la raiz por planta tratada con diversos lotes de AQ30002
swrd- (“AQ30002™) en comparacion con las plantas no tratadas (designadas UTC en la figura).

Huevos de RKN en tomates después del
tratamiento con AQ 30002
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