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Bacteria aislada del género Streptomyces
Descripcion

La invencion se refiere a una nueva bacteria aislada del género Strepfomyces, una composicion que comprende al
menos una tal bacteria y una composicion acelular que se puede obtener mediante el cultivo de al menos una tal
bacteria.

El desarrollo de cultivos vegetales agricolas intensivos hoy en dia se necesita para satisfacer las necesidades de
alimentos en todo el mundo. Estos cultivos intensivos requieren el uso de agentes capaces de optimizar la nutricion
de plantas de interés agricola, para promover el crecimiento y reducir el crecimiento de plantas y/o agentes
patégenos no deseados. En particular, el uso de agentes para optimizar la nutricién de las plantas, de agentes de
proteccion de las plantas frente a organismos patégenos, en particular frente a bacterias fitopatégenas y/u hongos
que pueden afectar al crecimiento 6ptimo de las plantas.

Los fertilizantes quimicos que a menudo se presentan en forma sdlida y son dificiimente solubles en el suelo,
necesitan ser masivamente aplicados precisamente cuando se necesitan estos productos fertilizantes para el
crecimiento 6ptimo de las plantas. El exceso de los productos fertilizantes sélidos proporcionados al suelo y no
absorbidos por las plantas se mantiene temporalmente en el suelo y se disuelve gradualmente por el agua de lluvia
o el agua de riego, causando la contaminacion de las corrientes de agua y los mantos freaticos.

Actualmente se buscan soluciones para mejorar la eficiencia de la fertilizacion del suelo sin contaminar el medio
ambiente, particularmente los mantos freaticos, al mismo tiempo que se favorece el crecimiento de las plantas.

Por lo tanto, la presente invencion tiene como objetivo proporcionar una solucién a este problema.

Por otra parte, muchos agentes fitopatdgenos son propensos a crecer en cultivos vegetales, y es por ello que se
reducen los rendimientos y la calidad de la produccion de cultivos. Entre estos agentes fitopatdgenos, podemos
encontrar muchas bacterias tales como, por ejemplo, Streptomyces scabies que puede causar dafos a los cultivos
de patatas. También hay muchos hongos fitopatdgenos tales como, por ejemplo, Fusarium culmorum, Botrytis
cinerea responsable en particular del moho gris o Pythium ultimum o también Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeomoniella aleophilum, Eutypa lata o Fomitiporia mediterranea que son responsables de patologias de la vid.

La invencion también tiene como objetivo proporcionar una soluciéon para la proteccion frente a plantas de ciertos
organismos-bacterias y/u hongos que son fitopatogenos.

Para ello, la presente invencion se refiere a una bacteria aislada de acuerdo con la reivindicacién 1.

La secuencia SEQ ID_NO1 se describe a continuacion:

tagtggcgaa cgggtgagta acacgtggge aatctgeect geactctggg acaagecectg 60

gaaacggget ctaataccgg atatgacacg ctccegeatg ggatgegtgt ggaaagetee 120
ggcggtgcag gatgageecg cggectatca gettgttggt gggotgatge cctaccaagg 180
cgacgacggg tagccggect gagagggega ceggecacac tgggactgag acacggeeca 240
gactcctacg ggaggeagea gtggggaata ttgcacaatg ggegaaagee tgatgeageg 300
acgecgegtg agggatgacg gecttcgggt tgtaaaccte tttcagcagg gaagaagega 360
gagtgacggt acctgcagaa gaagegeegg ctaactacgt gecageagee geggtaatac 420

gtagggcgcea agegttgtce ggaattattg ggegtaaaga getcgtagge ggettgtege 480
gtcggatgtg aaageceggg gettaaccee gggtetgeat tegatacggg caggetagag 540
ttcggtagge gagatcggaa ttecetggtgt ageggtgaaa tgegeagata tcaggaggaa 600
caccggtggc gaaggcggat ctctgggecg atactgacge tgaggagega aagegtgggg 660
agcgaacagg attagatacc ctggtagtce acgeegtaaa cgttgggaac taggtgtege 720
cgacattcca cgtcgtcege gecgeageta acgeattaag ttcecegect ggggagtacg 780
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gcecgeaagge taaaactcaa aggaattgac ggggegcccg cacaageggce ggageatgtg 840

gcttaattcg acgcaacgeg aagaacctta ccaaggcettg acatacaccc ggaaacctct 900
ggagacaggg gececcecttg tggteggtet acaggtggtg catggettgt cgtcageteg 960
tgtcgtgaga tgttgggtta agtccccgea acgagegeaa cecttgttet gtgttgccag 1020

catgcctttc gggggntgat ggggacttne acaggagact gecggggtca actcggagga 1080

aggtggggac gacgtcaagt catcatgecc cttatgtctt gggetgeaca cgtgetacaa 1140
tggccggtac aatgagetge gaagecgtga ggtggagega atctcaaaaa geeggtetca 1200
gttcggattg gggtctgeaa ctcgacceea tgaagtcgga gtegetagta atcgeagatce 1260
agcattgctg cggtgaatac gttcccgggc cttgtacaca ccgecegtea cgtcacgaaa 1320
gtcggtaaca cctgaa 1336

En la secuencia SEQ ID_NO1 anterior, el simbolo “n” en las posiciones 1036 y 1049 de la secuencia SEQ ID_NO1
significa, de acuerdo con la IUPAC (“Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada”), uno cualquiera de los cuatro
nucleodtidos a, t, ¢ o g. Por lo tanto, el nucleétido n en la posicion 1036 se selecciona de entre el grupo que consiste
en el nucledtido “a”, el nucledtido “t”, el nucledtido “g” y el nucledtido “c” y el nucledtido n en la posicion 1049 se
selecciona, independientemente del nucledtido en la posicion 1036, del grupo que consiste en el nucledtido “a”, el

“ “ "

nucledtido “t”, el nucledtido “g” y el nucledtido “c”.

Por consiguiente, la invencion se refiere a una bacteria aislada que comprende la secuencia del ADNr 16S
identificada en la SEQ ID_NO1, seleccionandose dicha bacteria aislada del grupo que consiste en:

— La bacteria depositada y registrada en la CNCM con el N.° 1-4467, y
— Los mutantes de dicha bacteria depositados y registrados en la CNCM con el N.° |-4467.

La bacteria de acuerdo con la invencion es del género Streptomyces.

Una cepa de la bacteria en una primera variante de la invencion ha sido depositada por el solicitante y se registro el
7 de abril de 2011, con el N.° I-4467 de la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto
Pasteur (cuya direccion es 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) que tiene la condicién de autoridad
internacional de depdsito en virtud del Tratado de Budapest. Por consiguiente, la bacteria de acuerdo con la
invencion se ha depositado y registrado en la CNCM con el N.° [-4467.

La bacteria de acuerdo con la primera variante de la invencién es una bacteria aislada de cualquier entorno natural,
es decir obtenida por aislamiento a partir del entorno original natural. Fue aislada de un entorno original natural en el
que existia.

En una segunda variante, la invencion se refiere a una bacteria mutante de la bacteria de acuerdo con la primera
variante de la invencion depositada en la CNCM con el N.° 1-4467, es decir, obtenida por mutacién de la bacteria de
acuerdo con la primera variante de la invencién. Una bacteria mutante de acuerdo con la invencién también
comprende una secuencia de ADNr 16S que es homologa con la secuencia SEQ ID_NO1.

Una bacteria mutante tal, se obtiene por tratamiento de una bacteria de acuerdo con la primera variante de la
invencion por cualquier método de mutagénesis, en particular seleccionado del grupo que consiste en los métodos
de mutagénesis aleatoria y los métodos de mutagénesis dirigida.

La mutagénesis aleatoria se lleva a cabo mediante un tratamiento que comprende someter las bacterias, de acuerdo
con la primera variante de la invencién, al menos a un agente mutagénico seleccionado entre el grupo que consiste
en mutagenos fisicos, especialmente mediante la exposicién de por ejemplo bacterias de acuerdo con la invencion a
una luz ultravioleta o una radiacion ionizante, y agentes mutagenos quimicos.

Una bacteria mutante presenta diferencias de la secuencia de ADN con respecto a la bacteria de acuerdo con la
primera variante de la invenciéon depositada en la CNCM con el N.° |-4467. Estas diferencias en las secuencias de
ADN pueden afectar a las secuencias de ADN distintas de la secuencia de ADNr 16S de las bacterias de acuerdo
con la invencion.
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Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
subunidad beta de la ARN polimerasa (polB) homdloga a la SEQ ID_NO4. Asi, la bacteria aislada tiene la secuencia
SEQ ID_NO4 como secuencia que codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa (polB).

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
girasa (gyrB) homologa a la SEQ ID_NOS. Asi, la bacteria aislada tiene la secuencia SEQ ID_NOS como secuencia
que codifica la girasa (gyrB). Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada presenta una
secuencia de ADN que codifica la recombinasa (RecA) homdloga a la SEQ ID_NOB6. Asi, la bacteria aislada tiene la
secuencia SEQ ID_NOG6 como una secuencia que codifica la recombinasa (RecA).

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
subunidad beta de la triptéfano sintetasa (trpB) homodloga a la SEQ ID_NO7. Asi, la bacteria aislada tiene la
secuencia SEQ ID_NO7 como secuencia que codifica la triptéfano sintetasa (trpB).

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada presenta una secuencia de ADN que codifica la
unidad beta de la ATP sintetasa (AtpB) homologa a la SEQ ID_NOS8. Asi, la bacteria aislada tiene la secuencia SEQ
ID_NO8 como secuencia que codifica la subunidad beta de la ATP sintetasa (AtpB).

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la bacteria aislada tiene al menos una de las secuencias SEQ
ID_NO4, SEQ ID_NOS5, SEQ ID_NO6, SEQ ID_NO7 y SEQ ID_NO8. Ventajosamente y de acuerdo con la invencion,
las bacterias aisladas presentan cada una las secuencias SEQ ID_NO4, SEQ ID_NO5, SEQ ID_NO6, SEQ ID_NO7
y SEQ ID_NOS8.

Ventajosamente, una bacteria de acuerdo con la invencion, es capaz de ralentizar el crecimiento de al menos un
microorganismo, dicho microorganismo objetivo, seleccionado del grupo que consiste en Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeomoniella aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa.

Una bacteria de acuerdo con la invencion se caracteriza por algunas o todas de las siguientes caracteristicas:

— es no patégena (inocua) para los seres humanos;
— es una bacteria Gram-positiva;
— es una bacteria saprofita, es decir capaz de degradar la materia organica en el suelo.

La invencién se extiende a cualquier bacteria producida mediante un proceso técnico a partir de una bacteria de
acuerdo con la primera variante de la invenciéon y que comprende una secuencia de ADN homologo al 100 % con la
secuencia SEQ ID_NO1. Por “proceso técnico”’, nos referimos a cualquier proceso de cultivo bacteriano, de
seleccion de bacterias, de aislamiento, de clonacion y/o de modificacion de material genético de las bacterias,
especialmente por mutagénesis.

La invencion también se extiende a una cepa bacteriana que comprende al menos una bacteria de acuerdo con la
invencion.

Una cepa bacteriana de acuerdo con la invenciéon se caracteriza por algunas o todas de las siguientes
caracteristicas:

— presenta, cuando se cultiva en un medio ISP-2 o en un medio Bennett sélido por un micelio, micelio de sustrato,
ramificado en desarrollo en el espesor del medio sdélido de color que varia desde el amarillo-marrén a gris-
marrén, dependiendo de la composicién del medio soélido;

— presenta, cuando se cultiva en un medio ISP-2 o en un medio Bennett sélido, un micelio aéreo en desarrollo en la
interfaz aire/solido que es de color blanco;

— tiene una temperatura optima de crecimiento que se encuentra entre 12 °C y 37 °C, preferiblemente entre 28 °C
y 30 °C;

— tiene un pH éptimo de crecimiento entre 6y 8;

— es capaz de utilizar D-glucosa, manitol, lactosa, sacarosa, maltosa y dextrina como fuente de carbono;

— no es capaz de utilizar preferentemente galactosa, inositol, sorbosa, fructosa, arabinosa, rafinosa, ramnosa o
celulosa como Unica fuente de carbono;

— esta adaptada para utilizar aminoacidos, sales de nitrato y sales de amonio como fuente de nitrégeno;

— es capaz de reducir el nitrato a nitrito, para degradar adenina, tween 20 y acetato de sodio;

— no es capaz de hidrolizar almidén y de utilizar sus productos de hidrdlisis.

La invencion también proporciona una composicién que comprende al menos una bacteria de la invencién. Por
consiguiente, la invencién proporciona una composicion que comprende al menos una bacteria que comprende una
secuencia de ADN homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1. Una composicion de acuerdo con la
invencién puede comprender, o no, otras bacterias distintas a las bacterias de acuerdo con la invencion. Una
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composiciéon de acuerdo con la invencién comprende al menos una bacteria de la cepa depositada en la CNCM con
el No. |-4467 y o al menos una bacteria mutante de la cepa depositada en la CNCM con el N.° 1-4467 y que
comprende una secuencia de ADN homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1.

La composiciéon de acuerdo con la invencion puede incluir las bacterias de acuerdo con la invencion, dichas
bacterias de acuerdo con la invencién pueden ser bacterias vivas (es decir, capaces de crecer y multiplicarse en un
medio nutriente adecuado) o bacterias muertas (es decir, bacterias inactivas y no pueden crecer ni multiplicarse). Se
obtiene este tipo de bacterias muertas por cualquier tratamiento de inactivacion de microorganismos conocido por
los expertos en la técnica, en particular mediante un tratamiento térmico (por ejemplo, por calentamiento de células
de acuerdo con la invencién a una temperatura de 90 °C durante 15 minutos) de desnaturalizacion de proteina
bacteriana de acuerdo con la invencion.

Ventajosamente, la composicion de acuerdo con la invencion comprende un nucleétido que comprende la secuencia
de ADN homodloga al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO 1.

Ventajosamente, la composicion de acuerdo con la invencion puede incluir bacterias vivas y bacterias muertas.

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la composicion comprende al menos un ambiente limpio para la
conservacion y el desarrollo de bacterias que contiene.

Una composicion de la invencion puede ser una composicion liquida que comprende bacterias de acuerdo con la
invencion en un medio liquido. Ventajosamente, el medio liquido es un medio acuoso.

Una composicion liquida de acuerdo con una primera variante de la invencion se caracteriza por algunas o todas de
las siguientes caracteristicas:

— la composicion liquida comprende bacterias en fase de crecimiento vegetativo, es decir, que tienen un
metabolismo activo y/o se multiplican por division celular. Por lo tanto, comprende bacterias vivas en fase de
crecimiento vegetativo o fase estacionaria;

— dicho medio liquido es un medio acuoso de cultivo, en particular seleccionado del grupo que consiste en medios
completos y medios ricos que comprenden todos los elementos minerales y precursores organicos necesarios
para el crecimiento de bacterias de acuerdo con la invencién, en particular una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno, una fuente de fésforo, vitaminas y oligoelementos;

— dicho medio liquido comprende D-glucosa, extracto de levadura, fosfato dibasico de potasio, sulfato de amonio,
cloruro de potasio y glicerol.

Una composicion liquida de acuerdo con una segunda variante de la invencion, que se puede combinar con la
variante anterior, se caracteriza por la totalidad o parte de las siguientes caracteristicas:

- la composicion liquida comprende bacterias de la invenciéon en la forma de esporas. Se observa la formacion de
esporas cuando las bacterias de acuerdo con la invencién, por ejemplo las bacterias de acuerdo con la primera
variante de la invencion depositadas en la CNCM con el N.° I-4467 o, en la segunda variante de la invencion,
mutantes de dicha bacteria depositados y registrados en la CNCM con el N.° |1-4467, forman un micelio primario
en el desarrollo de una interfaz aire/sélido e inician un crecimiento aéreo. Filamentos o 'hifas' aéreos no
ramificados se desarrollan a partir del micelio primario y presentan en sus extremos estructuras
compartimentadas precursoras de esporas. Por lo tanto, las bacterias vivas estan formadas de esporas;

- dichas esporas comprenden una secuencia de ADN homadloga al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1;

- las esporas son lisas y encadenadas en espiral de tipo “S”, las cadenas de esporas lisas tienen en promedio de
10 a 50 esporas;

- dicho medio liquido comprende D-glucosa, extracto de levadura, peptona, carbonato de calcio (CaCO3) como
inductor de estrés.

Se promueve la obtencion de esporas de la bacteria de acuerdo con la invencién, por ejemplo las bacterias de
acuerdo con la primera variante de la invencion depositadas en la CNCM con el N.° 1-4467 o, en la segunda variante
de la invencion, mutantes de dicha bacteria depositados y registrados en la CNCM con el N.° 1-4467, por cultivo de
bacterias de acuerdo con la invencién en un medio de cultivo capaz de generar un estrés bacteriano, incluyendo un
medio de cultivo liquido limitado o deficiente de carbono y/o nitrégeno y/o fésforo y/o vitaminas y/u oligoelementos.

Ventajosamente, dichas esporas pueden ser colocadas en un medio nutriente y de rehidratacion para formar una
poblacién de bacterias de acuerdo con la invencioén en la fase vegetativa.

Una composicion liquida de acuerdo con la invencion puede incluir bacterias en la fase vegetativa de la invencion y
las bacterias en forma de esporas de la invenciéon. En cualquier caso, las células vegetativas y esporas de la
invencion tienen una secuencia de ADNr 16S homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1.
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Una composicién de acuerdo con la invencion puede ser una composicion en estado sélido que comprende al
menos una bacteria de la invencion.

En una primera variante, una composicion sélida de acuerdo con la invencién comprende al menos una bacteria de
la invencion y un medio solido de cultivo; en particular, un medio sélido que comprende una proporcién de agar-agar
(E406).

En una segunda variante, una composicion sélida de acuerdo con la invencion comprende al menos una bacteria de
la invencién en un medio de conservacion de bacterias a una temperatura por debajo de -20 °C, especialmente del
orden de -80 °C o a una temperatura proxima a la temperatura del nitrégeno liquido. Por consiguiente, la invencion
se refiere a un medio de conservaciéon, en particular un medio de conservacion que contiene glicerol y/o
polietilenglicol, que comprende al menos una bacteria de la invencion.

La invencion también proporciona una composicion acelular que puede obtenerse mediante un procedimiento en el
que:

— se coloca y se cultiva al menos una bacteria de la invencion en un medio de cultivo capaz de permitir el
crecimiento de dicha bacteria durante un periodo mayor de 24 horas y a una temperatura entre 12 °Cy 37 °C, a
continuacion;

— se extraen las bacterias del medio de cultivo y se inactivan las bacterias con el fin de formar la composicion
acelular.

La invencién también proporciona una composicioén acelular que comprende al menos un polinucleétido, dicho
polinucleétido comprende una secuencia de ADN homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1.
Tal composicion acelular es, en particular, un medio de cultivo que permite el crecimiento de bacterias de acuerdo
con la invenciéon y que esta sustancialmente libre de dichas bacterias. Tal composicion acelular puede o no
presentar el ADN que comprende una secuencia homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO 1.

Una composicion acelular, de este tipo de acuerdo con la invencion, obtenida después de 24 horas de cultivo de la
cepa de acuerdo con la invencion puede presentar en analisis por HPLC en columna de fase inversa una pluralidad
de picos (P4,) que tienen tiempos de retencion (1) indicados en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
P24,i ti (minuto)
P24,1 3,30 - 3,60
P24,2 3,90-4,0
P24,3 5,90 - 6,38
P24,4 10,1-10,20
P24,5 13,5-13,9
P24,6 214 -217

Una composicién acelular de este tipo de acuerdo con la invencién obtenida después de 3 dias (72 horas) de cultivo
de la cepa de acuerdo con la invencion puede presentar en el analisis por HPLC en la columna de fase inversa una
pluralidad de picos (P72;) que tienen tiempos de retencion (ti) y areas (Arz;) expresadas en valores relativos en
dichos picos (P72,) indicados en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
P72,i {i (minuto) A72,i ( %)
P72.1 3,93 3,45
P22 5,30 2,02
P723 6,59 5,05
P72.4 8,83 1,45
P72,5 9,63 3,13
P72,6 11,925 9,07
P72,7 12,39 1,92
P72,8 12,87 1,24
P72,9 13,76 1,82
P72,10 15,93 2,68
P72.11 16,27 2,07
P72,12 18,41 1,98
P72,13 19,38 3,15
P72,14 20,04 6,59

Se analizé por HPLC el extracto obtenido por extraccién del medio de cultivo de la cepa de acuerdo con la invencién
con acetato de etilo, secado de la solucidon de acetato de etilo y la solubilizacion del extracto en metanol. La
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cromatografia HPLC se lleva a cabo en una columna XBridge (Waters, Guyancourt, Francia) de dimensiones de 25
cm/4,6 mm/5 pm. La elucion se lleva a cabo con un gradiente de acetonitrilo del 20 % al 95 % en agua con un caudal
de 0,8 ml/min. La deteccion se lleva a cabo en la longitud de onda de 254 nm.

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la composicion acelular se forma en un medio de cultivo bacteriano y
muestra un cromatograma HPLC, llevado a cabo en una columna XBridge de dimensiones 25 cm/4,6 mm/5 ym con
un gradiente de acetonitrilo del 20 % al 95 % en agua con un caudal de 0,8 ml/min, que comprende una primera
sefial principal a un tiempo de retencion de 11,925 minutos y una segunda sefal principal a un tiempo de retencion
de 20,04 min.

En las condiciones de extraccion y de analisis mencionado anteriormente, ventajosamente y de acuerdo con la
invencion, la composicion acelular obtenida después de 3 dias (72 horas) de cultivo de la cepa de acuerdo con la
invencion muestra un cromatograma HPLC que comprende una primera sefial (P72,6) mayor a un tiempo de retencion
de 11,925 minutos y una segunda sefial (P72,14) mayor a un tiempo de retencion de 20,04 min.

En las condiciones de analisis anteriormente mencionadas, ventajosamente y de acuerdo con la invencion, la
composicion acelular obtenida después de 3 dias (72 horas) de cultivo de la cepa de acuerdo con la invencion tiene
un cromatograma HPLC que comprende dichas sefales las cuales son menores a tiempos de retencion de 3,93 min,
5,30 min, 6,59 min, 8,83 min, 9,63 min, 12,39 min, 12,87 min, 13,76 min, 13,76 min, 15,93 min, 16,27 min, 18,41 min
y 19,38 min.

La invencién también proporciona una composicion formada por un medio de cultivo bacteriano que tiene un
cromatograma HPLC que comprende una primera sefial principal a un tiempo de retencion de 11,925 minutos y una
segunda sefial principal a un tiempo de retencion de 20.04 min. Ventajosamente, el cromatograma HPLC comprende
dichas sefiales las cuales son menores a tiempos de retencién de 3,93 min, 5,30 min, 6,59 min, 8,83 min, 9,63 min,
12,39 min, 12,87 min, 13,76 min, 13,76 min, 15,93 min, 16,27 min, 18,41 min y 19,38 min.

Los inventores han demostrado que una composicién acelular tal, que se obtiene poniendo en contacto al menos
una bacteria de la invencién, pero que puede estar al menos sustancialmente libre de bacterias de acuerdo con la
invencion y/o que puede o no estar libre de ADN que comprende la secuencia homéloga al 100 % con la secuencia
SEQ ID_NOf1, tiene un efecto estimulador de cultivo en crecimiento de las plantas tales como girasol, maiz, semilla
de colza, el trigo y el tomate y también exhibe actividad antifingica, especialmente frente a Botrytis cinerea, para las
hojas de vid.

La invencién se extiende también a una composicion acelular capaz de ser obtenida por un procedimiento en el que
se cultiva al menos una bacteria de la invencién en un medio de cultivo capaz de permitir el crecimiento de dicha
bacteria durante un periodo superior a 24 horas.

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, se eliminan las bacterias del medio de cultivo para formar una
composicion acelular al menos sustancialmente libre de bacterias.

Ventajosamente y de acuerdo con la invencion, se extrae el ADN que comprende la secuencia homadloga al 100 %
con la secuencia SEQ ID_NO1 de la composicion acelular, por ejemplo por tratamiento de la composicion acelular
por una nucleasa.

En otra alternativa, ventajosamente y de acuerdo con la invencién, no se eliminan las bacterias del medio de cultivo.

En ofra alternativa, ventajosamente y de acuerdo con la invencién, no se elimina el ADN que comprende la
secuencia homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1 de la composicion acelular.

Ventajosamente, se siembran y se cultivan las bacterias de acuerdo con la invencién en un medio de cultivo y
durante un tiempo suficiente capaz de permitir su crecimiento, es decir, durante un periodo de entre 1 dia y 10 dias a
una temperatura entre 12 °C y 37 °C, preferiblemente entre 28 °C y 30 °C, especialmente de alrededor de 30 °C, a
continuacion, se extraen las bacterias del medio de cultivo, por ejemplo por centrifugacion del medio de cultivo, o se
inactivan las bacterias con el fin de formar la composicién acelular. Tal composicién acelular es un medio de cultivo
que no comprende mas bacterias de acuerdo con la invencidon o que comprende bacterias muertas, que se ha
obtenido poniendo en contacto y cultivando las bacterias de acuerdo con la invenciéon en un medio de cultivo y
condiciones adecuadas para el crecimiento de las bacterias. Una composicién acelular de este tipo de acuerdo con
la invencion presenta propiedades, en particular propiedades antifungicas, que son cercanas o equivalentes a las
propiedades, especialmente las propiedades antifungicas, de las bacterias de acuerdo con la invencion.

La invencion se refiere también a cualquier uso, especialmente en la agricultura, de una bacteria o una cepa
bacteriana o una composicién sélida o liquida de acuerdo con la invencion.

La invencion también se refiere al uso en la agricultura de una composicion de tratamiento de plantas que
comprende la secuencia de ADN homologa al 100 % con la secuencia SEQ ID_NO1.
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En particular, ventajosamente y de acuerdo con la invencién se pone en contacto con una composicion de
tratamiento de plantas que comprende al menos un material biolégico seleccionado del grupo que consiste en:

— una bacteria de acuerdo con la invencion;

— una composicion liquida de acuerdo con la invencion;
— una composicion sélida de acuerdo con la invencion;
— una composicion acelular de acuerdo con la invencion.

La invencion se refiere también a una bacteria, una cepa bacteriana, una composicion bacteriana (liquida o sdlida) y
una composicion acelular caracterizadas en combinacion por la totalidad o parte de las caracteristicas mencionadas
anteriormente o a continuacion.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la lectura de la siguiente
descripcion detallada, en la cual se proporcionan ejemplos ilustrativos a modo de ejemplo con las figuras adjuntas,
en las cuales:

— La Figura 1es una reproduccion de fotografias comparativas (1a y 1b) de hojas de vid que muestran el efecto
protector/curativo frente a Boftrytis cinerae tratadas con una composicion de tratamiento de acuerdo con la
invencion.

— La Figura 2 es una reproduccion de una fotografia de una placa de Petri que muestra la inhibicion de las
bacterias de acuerdo con la invencién del crecimiento de Phaeomoniella chlamydospora.

— La Figura 3 es una reproduccion de una fotografia ilustrativa de la solubilizacion del fosfato de calcio por las
bacterias de acuerdo con la invencion.

— La Figura 4 es una reproduccion de una fotografia ilustrativa de la estimulacion del crecimiento de una planta de
girasol por el tratamiento de semillas de girasol con una composicién liquida de acuerdo con la invencion.

— La Figura 5 es una reproduccion de una fotografia ilustrativa de la estimulacion del crecimiento de una planta de
maiz mediante el tratamiento de semillas de maiz con una composicion liquida de acuerdo con la invencion.

— Las Figuras 6a y 6b son reproducciones de fotografias ilustrativas de la estimulacion del crecimiento de las
raices de las plantulas de colza con una composicién liquida que comprende bacterias de acuerdo con la
invencion.

La cepa bacteriana de la invencion fue aislada de una muestra de la rizosfera y de las raices profundas de una vid.
Esta muestra de la rizosfera se recoge a una profundidad de entre 10 cm y 50 cm por debajo de la superficie del
suelo y se elimina la parte superficial de la muestra, luego se coloca en una bolsa estéril cerrada herméticamente y
se conserva a + 4 °C antes del aislamiento de cepas de Streptomyces.

La muestra recogida se suspende en agua destilada y estéril a razéon de 4 g de muestra en 36 ml de agua bajo
agitacion magnética a una velocidad de 200 revoluciones por minuto durante 30 minutos. La suspension obtenida se
coloca entonces a una temperatura de 50 °C durante 10 min y después se diluye (x107) en agua destilada estéril. Se
extienden 0,1 ml de esta dilucidon sobre una placa de Petri que contiene medio de cultivo de agar solido SEA (“Agar
de Extracto de Suelo”) suplementado con acido nalidixico (10 mg/l) o novobiocina (25 mg/l) como un antibiético y/o
antifingico con cicloheximida (40 mg/L). Las placas de Petri se colocan a continuacién en las incubadoras a 30 °C
durante 21 dias.

Las cepas de actinomicetos se aislan mediante siembra, se observan al microscopio éptico y se reconocen sus
caracteristicas morfologicas. Las cepas de actinomicetos asi aisladas y puras se transfieren al medio Bennett para la
clonacion. Las colonias aisladas se mantienen a 4 °C durante dos meses, se recogen y se suspenden en glicerol
estéril al 20 % y luego se colocan y se almacenan a -20 °C.

Secuenciacion del ADNr 16S de las bacterias de acuerdo con la invencion

Se analiza la secuencia del ADNr 16S de las bacterias por métodos conocidos para un experto en la técnica. Para
ello, las bacterias se cultivaron de acuerdo con la invenciéon en un medio liquido, después se extrae su ADN
gendmico y se amplifica selectivamente la secuencia de ADNr 16S por PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)
usando:

— Un cebador universal “27F” de la secuencia SEQ ID_NO2 siguiente: “agagtttgat cctggctcag”, y;
— Un cebador universal “1492r” de la secuencia SEQ ID_NO3 siguiente, “ggttaccttg ttacgactt”.

Para ello, las bacterias se cultivaron de acuerdo con la invencion bajo agitacion en 100 ml de medio liquido ISP-2
(“medio ISP 2, Proyecto Internacional de Streptomyces Agar de Extracto de Malta de Levadura”) a 30 °C durante 5
dias. Se separa el micelio y el medio de cultivo obtenido por centrifugacion y el micelio se lava dos veces con agua
bidestilada. Se realiza una lisis del micelio en 500 pl de tampén de lisis (Tris-HCI 400 mM, EDTA 60 mM, NAC 150
mM, SDS 1 %, pH 8,0) durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, se afiade al medio de lisis 150 pl de
una solucién (pH 4,8) obtenida mediante la mezcla de 60 ml de acetato de potasio 5 M, 11,5 ml de acido acético
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glacial y 28,5 de agua destilada, y se agita enérgicamente. El medio de lisis obtenido se centrifuga a 10.000 g
durante 1 min. Se recolecta el sobrenadante se somete a un paso mas alla de la centrifugacion a 10.000 g durante 1
min. Se recoge el sobrenadante y se asocia con un volumen igual de isopropanol. Después de agitar, se centrifuga a
10.000 g durante 2 min. EI ADN precipitado se lava con 300 pl de alcohol etilico al 70 %, a continuacion se
centrifuga, se seca al aire y se disuelve en 50 ul de agua bidestilada estéril.

Se realiza la PCR con un kit (Invitrogen) y de acuerdo con un perfil térmico (“Techne Touch Gene PCR Thermal
Cycler)”:

— desnaturalizacion a 98 °C durante 3 min;
— adicién de la “Taq polimerasa”;
— 30 ciclos de amplificacién que comprenden:

= una fase de calentamiento a 94 °C durante 1 min, seguida de;
= una fase de calentamiento a 52 °C durante 1 min, seguida de;
= una fase de calentamiento a 72 °C durante 2 min, seguida de;

— etapa de extension a 72 °C durante 10 minutos.

El producto PCR se analiza por electroforesis en gel y se visualiza usando bromuro de etidio y luz ultravioleta. La
comparacion de la secuencia SEQ ID_NO1 del ADNr 16S de las bacterias de acuerdo con la invencion y las
secuencias de referencia en las bases de datos gendmicas utilizando el software “NCBI Blast” no reveldé ninguna
secuencia que presente mas de 99 % de homologia con la secuencia SEQ ID_NO1 en bases de datos genémicas.

EJEMPLO 1 - Produccién de bacterias de acuerdo con la invencion.

Se inocula un volumen de un inéculo de bacterias de acuerdo con la invencién como las depositadas en la CNCM
con el N.° I-4467 en veinte volimenes de un medio rico. Un medio rico tal para la produccién de biomasa incluye, por
ejemplo, D-glucosa, extracto de levadura, fosfato dibasico de potasio (K;HPOj), sulfato de amonio ((NH4)2SO.),
cloruro de potasio (KCI) y glicerol con un pH de 7,2. Se mantiene el cultivo a una temperatura de 30 °C durante 5
dias.

Como alternativa, es posible separar las bacterias de acuerdo con la invencion y el medio de cultivo para formar una
composicion acelular de acuerdo con la invencién, al menos sustancialmente libre de bacterias de acuerdo con la
invencion.

EJEMPLO 2 - Produccién de esporas de acuerdo con la invencion.

Se inocula un volumen de un inéculo de bacterias de la invencién en veinte volimenes de medio de esporulacion.
Por ejemplo, un medio de esporulacion liquido se forma de D-glucosa, un extracto de levadura, peptona, carbonato
de calcio (CaCOs3) y agua destilada con un pH de 7,2.

Se mantiene el cultivo a una temperatura de 30 °C durante 6 dias. Se obtiene una composiciéon de acuerdo con la
invencién que comprende esporas de acuerdo con la invencion. A continuacion, es posible separar las bacterias
principalmente como esporas de acuerdo con la invencidon y el medio de cultivo por cualquier medio para la
separacion solido/liquido, por ejemplo por centrifugacion o por filtracion.

EJEMPLO 3 - Proteccion frente a patégenos.

Una composicion liquida que comprende bacterias de acuerdo con la invencion tiene la capacidad inhibidora del
crecimiento de ciertas bacterias, tales como, por ejemplo, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Streptomyces
scabies.

La aplicacion previa de las esporas de acuerdo con la invencion sobre las hojas de vid permite inhibir la germinacion
de esporas del hongo Botrytis cinerae aplicada posteriormente en estas hojas de vid y su desarrollo. Esta aplicacion
también permite prevenir/eliminar las hojas de vid pretratadas al inicio de los sintomas (manchas marrones en las
hojas y representados por un patrén gris (1) en la Figura 1b) debido a los hongos Botrytis cinerae. Una reproduccion
de fotografias de una hoja de vid pretratada (Figura 1a) y una hoja de vid no pre-tratada (Figura 1b) con una
composicion de esporas de la bacteria de acuerdo con la invencion e infectadas con Botrytis cinerae se presenta en
la Figura 1. La hoja de la Figura 1a no presenta los sintomas de la infeccion por Botrytis cinerae y por lo tanto esta
protegida frente a Botrytis cinerae por las esporas de la bacteria de acuerdo con la invencion.

EJEMPLO 4 - Inhibicién del crecimiento de un microorganismo objetivo.

Se determina y se cuantifica la actividad inhibidora del crecimiento de un microorganismo objetivo por el método de
los cilindros (Bauer et al, 1996) en el que se siembran las bacterias de la cepa depositada en la CNCM en un medio
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Bennett de agar solido y se coloca el medio inoculado durante 5 dias a 30 °C para formar una composicion sélida de
tratamiento. Se necesita una pieza cilindrica, tal como una pieza cilindrica de 6 mm de diametro, de la composicién
soélida de tratamiento y se deposita esta pieza cilindrica en la superficie de un medio de cultivo inoculado con un
microorganismo objetivo, por ejemplo un microorganismo fitopatdégeno objetivo. EI medio de cultivo del organismo
objetivo puede ser por ejemplo un medio PDA (“Agar de dextrosa de patata”) para los hongos fitopatégenos o el
medio Bennett para bacterias fitopatdgenas. Se mantiene la pieza cilindrica en la superficie del medio de cultivo
inoculado con el microorganismo objetivo durante 4 horas a 4 °C para permitir la difusion de los compuestos del
medio de cultivo de las bacterias de acuerdo con la invencién en el medio inoculado con el microorganismo objetivo.

Se coloca el medio inoculado con el microorganismo objetivo durante 48 horas a 30 °C y luego se mide el diametro
de la zona de inhibicién del crecimiento del microorganismo objetivo.

Las bacterias de acuerdo con la invencion muestran actividad inhibidora del crecimiento de bacterias y/u hongos. El
espectro de actividad de las bacterias de acuerdo con la invencion frente al crecimiento de microorganismos se
muestra en la Tabla 3 a continuacién en la que el signo (-) indica que no hay actividad inhibitoria, el signo (+)
corresponde a un diametro de inhibicién entre 10 mm y 15 mm, el simbolo (++) representa un diametro de inhibicién
de entre 15 mm y 20 mm y el signo (+++) corresponde a un diametro d inhibicién mayor de 20 mm.

Tabla 3
Microorganismo objetivo Actividad inhibitoria

Phaeomoniella chlamydospora +++
Phaeomoniella aelophilum +++
Fomitiporia mediterranea ++
Eutypa lata +++
Botryosphaeria obtusa ++
Botryosphaeria dothidea ++
Botrytis cinerea ++
Verticillium dahliae +++
Fusarium culmorum +++
Pythium ultimum ++
Micrococcus luteus +++
Bacillus subtilis +++
Pseudomonas fluorescens -

En estas condiciones, el diametro de la inhibicidn del crecimiento micelial de la cepa de Botrytis cinerea por la cepa
de acuerdo con la invencién es 28 mm, el diametro de la inhibicion del crecimiento micelial de la cepa Fusarium
culmorum es de 30 mm y el diametro de la inhibicion del crecimiento de micelio de la cepa de Pythium ultimum es de
26 mm.

Las bacterias de acuerdo con la invencion tienen ventajosamente capacidades inhibitorias del crecimiento de
agentes fitopatdgenos de la vid, tales como, Phaeomoniella chlamydospora, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y
Botryosphaeria obtusa.

Se visualiza en la inhibicién de la Figura 2 a gran distancia del crecimiento del micelio 8 del hongo Phaeomoniella
chlamydospora seleccionado como agente patégeno de la vid por las bacterias 2 de la cepa de acuerdo con la
invencion con relacion a la inhibicion del crecimiento del micelio 8 del agente patégeno por las cepas 3, 4 y 5 de una
coleccion de cepas, distinta de la cepa de la invencion. Se debe destacar que las cepas 7 y 8 no inhiben el
crecimiento del micelio 8 del agente patdgeno. Las bacterias de acuerdo con la invencion pueden limitar el desarrollo
de agentes fitopatdgenos bacterianos o fungicos.

EJEMPLO 5 - Fertilizacion

Las bacterias de acuerdo con la invencion promueven la solubilizacion de elementos nutrientes sélidos,
especialmente del fésforo, de un medio de cultivo. Los inventores han observado (Figura 3), en un medio de cultivo
de agar sdlido (9) opacado por un polvo de fosfato de calcio, la formacion de un halo transltcido (10) que rodea las
colonias (2) bacterias de acuerdo con la invencion acreditando la solubilizacion del fosfato de calcio por bacterias.
Las bacterias de acuerdo con la invencién pueden aumentar la disolucion, en la rizosfera de las plantas, de un
producto fertilizante sélido no asimilable por dichas plantas y mejorar la nutricién de las plantas.

EJEMPLO 6 - Estimulacion del crecimiento del girasol y del maiz.
Se prepara una composicion liquida de acuerdo con la invencion que comprende las células vegetativas y esporas
de la bacteria de acuerdo la invencién que se aplica por revestimiento de pelicula sobre semillas de girasol y

semillas de maiz. La composicion liquida comprende entre 1 y 2 g de bacterias por litro de la composicion, la masa
de bacterias es la masa de bacterias humedas. Se realiza en paralelo un sembrado de semillas y un cultivo de
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plantas de girasol (Figura 4a) y de maiz (Figura 5¢) como controles no tratados por una composicion de acuerdo con
la invencion. Los inventores también han observado una estimulacion del crecimiento inicial de las plantas de girasol
(Figura 4b) y de las plantas de maiz (Figura 5d). Las bacterias de acuerdo con la invencion tienen aplicacion con las
semillas que se utilizan para estimular el crecimiento de plantas, especialmente el crecimiento de las partes aéreas
de las plantas, como el girasol y maiz.

EJEMPLO 7 - Estimulacién del crecimiento de las raices de las plantulas de colza.

Se prepara una composicion liquida de acuerdo con la invencion que comprende las células vegetativas y esporas
de la bacteria de acuerdo con la invencién mediante la suspensiéon en agua con un volumen de un precultivo de la
cepa depositada en la CNCM en 60 volumenes de agua. El pre-cultivo es un cultivo en fase de crecimiento
estacionario y comprende del orden de 10 g (peso humedo) de bacterias por litro de cultivo previo. La composicion
liquida se aplica de acuerdo con la invencion sobre las semillas por mezcla y homogeneizacion de 16,4 g de semilla
de colza y 490 pl de la composicion liquida (es decir, del orden de 1 tonelada de semillas de colza en 30 litros de
composicion liquida) para formar un revestimiento de la composicion liquida de acuerdo con la invencion sobre las
semillas de colza. La composicion liquida comprende entre 1y 2 g de bacterias por litro de la composicion, en donde
la masa de bacterias es la masa de bacterias himedas. Se realiza la siembra de semillas de colza, revestidas con la
composicion de acuerdo con la invencién en un medio de cultivo “Pikaw”. Después de 8 dias de crecimiento de las
plantulas, se recogieron y se pesaron partes de la raiz de 12 plantulas obtenidas a partir de semillas tratadas con la
composicion de acuerdo con la invencion. La masa de las partes de la raiz de las plantulas de colza obtenidas a
partir de semillas tratadas con la composicién de acuerdo con la invencion es de 85 mg y es mayor que el peso (59
mg) de las porciones de raiz de 12 plantulas de colza obtenidas a partir de semillas tratadas con una composicion
libre de bacterias de acuerdo con la invenciéon como control. Las reproducciones de fotografias de plantulas de colza
tratadas y no tratadas se muestran en la Figura 6a y la Figura 6b, respectivamente, y muestran un aumento del
crecimiento de las porciones de raiz 12 de plantulas de colza tratadas con la composicién de acuerdo con la
invencién en comparacién con las partes de la raiz de 11 de plantulas de colza tratadas con una composicion libre
de bacterias de acuerdo con la invencion como control. La composicion liquida comprende bacterias de acuerdo con
la invencion como las depositadas en la CNCM las cuales estimulan la germinacion y crecimiento de las plantulas de
colza.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID_NO1
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tagtegceaa cgggtoagta acacgtgggc aatetgecct geactetggg acaagecctg 60
gaaacggegt ctaataccgg atatgacacg clcecgeatg ggatgegtgt ggaaagetee 120
ggcggtgecag gatgageecg cggectatea gettgttggt ggggtgatgg cetaccaagg 180
cgacgacggg tagecggect gagagggega ceggeeacac tgggacigag acacggeeea 240
gactcctacg ggaggeagea glggggaala (tgcacaatg gecgaaagee tgatgecageg 300
acgeegegte aggeatgacg geettegggt tgtaaaccte tttcageage gaagaagega 360
gagtgacggt acctgeagaa gaagegeegg ctaactacgt geccageagee geggtaatac 420
gtagggegea agegttgtee ggaattattg gocgtaaaga getegtagge ggcettgtege 480
gleggatgte aaageecegg gettaacece gggtetgeat tegatacggg caggetagag 540
ttcggtaggg gagatcggaa ticctggtgt ageggtgaaa tgegeagata tcaggaggaa 600
caccggtgge gaaggcgeat ctetgggeeg atactgacge tgaggagega aagegtegeg 660
agcgaacagg attagatacc ctggtagtee acgecgtaaa cgttgggaac tagetgtege 720
cgacattcea cgtegteege gecgeageta acgeattaag ttcccegect ggggagtacg 780
gccgeaagge taaaactcaa aggaattgac ggggegeccg cacaageggce ggageatgtg 840
gcttaattcg acgcaacgeg aagaacctta ccaaggettg acatacacce ggaaacctct 900
ggagacaggg geceoecttg tggtegetgt acaggtggtg catggcttgt cgteageteg 960
tgtegtgaga tgttggetta agtecccgea acgagegeaa cecttgttet gtgttgccag 1020
catgecttte gggggntgat ggggactine acaggagact gecgggetea acteggagga 1080
agglggggac gacgteaagt catcatgeee cttatgiett gggetgeaca cgtgetacaa 1140
tggccggtac aatgagetge gaagecgtga gotggagega atctcaaaaa geeggtetca 1200
gttcggattg gggtctgeaa ctcgaceeca tgaagtegga gtegetagta atcgeagate 1260
agcattgetg cggtgaatac gttcecggge cttgtacaca cegeeegtea cgtecacgaaa 1320
gicggtaaca cctgaa 1336

SEQ ID_NO2
agagtttgat cctggctcag 20

SEQ ID_NO3
ggttaccttg ttacgactt 19

SEQ ID_NO4
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ttggecgect cgegeaacge ctegactgee aatacgaaca atggegecag caccgeeceg 60
ctgcgeatet cetttgegaa gatcagggag cetetegagg ttecgaacet cetegegetg 120
cagaccgaga gettcgattg getgetegge aatgecgect ggaaggcteg cgtcgagect 180
gcgetggaca geggteagga cgltececace aagtecggle tggaagagat cticgaggag 240
atctcccega tcgaggactt ctecggeteg atgtcectga ctttecgtga tcaccgttte 300
gageegeega agaactcgat cgacgagtee aaggagegte acttcaceta cgecgetecg 360
cleticgtca cggeegagtt caccaacaac gagaccggeg agatcaagic ccagacggte 420
ttcatggpce acttcceget catgaccgac aaggecacct tetgeateaa cggeaccgag 480
cgtgtegteg tetcgeaget ggtecgeteg cocgggtgtet acttcgacte ctecatcgac 540
aagacgtccg acaaggacat cttctccgte aaggtcatee cgtcecggee tgectggetg 600
gagatggaga tcgacaageg tgacatggte gotgtgegta tegacegeaa gegeaageag 660
tccgtcaccg tictectgaa ggeteicgge tggacgaceg ageagateet ggaggagtte 720
ggcgagtacg agtcgatgeg cgecaccctg gagaaggace acacccaggg ccaggacgac 780
gegetgeleg acatctaccg caagetgegt cegggcgage cececacacg geaggecgeg 840
cagacgctgc tcgagaacct ctacticaac ccgaageget acgacctege gaaggtegge 900
cgctacaage tcaacaagaa getggeticg gccgetecge tggacgegge cgtectgacg 960
gtcgaggacg teategecte gatcaagtac ctggtgaage tgeacgecgg tgagacegag 1020
accgtcggge acaacggcca gtecgtggte gtcgagaccg acgacatega ccacttcgge 1080
aaccgeegta teegtaacgt cggegagetg atccagaace agglecgeac gggtetggee 1140
cgtatggage gegtegtgcg tgagegeatg acgactcagg acgtegagge gatcacgecg 1200
cagaccctga tcaacatccg gecggtegte gectecatca aggagttctt cggeaccage 1260
cagctgtege agttcatgga ccagacgaac ccgetgtegg gictgaccea caagegeegt 1320
ctgaacgege tcggeccegg tggietetee cgtgageggg cggecttega getecgtgac 1380
gtgcacccgt cgeactacgg ccgeatgtge ccgategaga cgeccgaagg cecgaacatc 1440
ggtetgateg getegetege ctegtacgge cgggteaacg cgtteggttt catcgagace 1500
ccgtaccgea aggtegtega cggtgtegte accgacgacg tegactacct gacggeegat 1560
gaagaggace gettegteat cgegeaggee aacgeceege tegeggacga cetgegette 1620
gccgagaacc gogtectggt cegecgecgt ggeggegagg tegactacat ccceggegac 1680
gacgicgact acatggacgt ctcaccgege cagatggtat cggtegegac cgegatgate 1740

13
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ccettecteg ageacgacga cgecaaccge gegetcatgg getegaacat gatgegecag 1800
gecgtgecge tgatcaagge ggagtececg ctggleggea ceggeatgga gtacegetgt 1860
gegglcgacg ceggegacgt catcaaggec gagaaggacg gtgtegteca ggaggtetee 1920
gecgactacg tgacggtgece caacgacgac ggeacctaca cecacctaccg ggtggecaag 1980
ttcteccget ccaaccaggg cacctecttc aaccagaagg tcgtegigga cgagggtgeg 2040
cgegteatcg ccggecagget getggecgac ggeecgteca ccgaggacgg cgagatggeg 2100
ctcggcaaga acctcctggt ggegttcatg ccgtgggagg gecacaacta cgaggacgeg 2160
atcatcctea gecagegtet ggtgecaggac gacgtectet cctegateea catcgaggag 2220
cacgaggtcg atgeeegtga caccaagete ggeeccgage agatcacecg geacatcecg 2280
aacgtctceg aggaggtect cgecgaccete gacgagegeg geatcatceg gatcggteee 2340
gaggtcgicg ccggegacat cetggtegge aaggicacce cgaagggcga gaccgagetg 2400
accccggagg ageggctgct gegegegate ticggtgaga aggeecgtga ggtcegtgac 2460
acctcgetga aggtecegea cggtgagate ggeaaggtea teggegteeg cgtettegac 2520
cgcgaagagg gegacgaact gecgecggec gtgaaccage tggtecegegt ctacgtgeeg 2580
cagaagcgca agatcaccga tggtgacaag ctegeeggec gtcacggcaa caagggegte 2640
atctccaaga tcctgecggt cgaggacatg cegtteetgg aggacggceac cecggtegac 2700
atcatcctca acccgetggg tgtecegtec cgaatgaace cgggacaggt cetggagaic 2760
cacctgggct gectggccte ccgeggctgg aaggicgage gctccgagea ctggatgcag 2820
cggetecagg cealtcggege cgacgaggic gageeeggea ceaacgiege gacceeggic 2880
ttcgacggcg ceegegagga cgagatcgee ggtetctteg actcgacgat ccegaacege 2940
gacggegace gectggteea gtegteegge aaggecegge tettecgacgg cegeteccgge 3000
gagecgttce cggageegat cteggtegge tacatgtaca tectcaaget geaccacetg 3060
gtggacgaca agelgeacge ceggtecace gglecglact cgalgateac ccageagecg 3120
cltgggtggta aggctcagtt cggtggecag cgcttcggtg agatggaggt gtggecectg 3180
gaggettatg gegecgegta cgecctccag gagetgetga ceatcaagte cgacgacgtg 3240
accggecgeg tgaaggteta cgaggecatc gtcaaggecg agaacattee cgagecegge 3300
atcceegagt cettcaagpt getcatcaag gagatgeagt ceetgtgect caacgtggag 3360
gtoctgtcgt ccgacggeat gtccatcgag atgegegaca ccgacgagga cgtettccge 3420
gctgegeage ageteggtat cgacetgtee cggegegage cgageagegt cgaagaggic 3480
tga 3483

SEQ ID_NO5
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gtectgtgee agaaagggeg cttegtggee gattceggea accecatega aaacatceeg 60
tccacgeecg acgacgagge cetggeteeg cegtegtacg acgecagtge gattaccgte 120
ctggaaggge tggaggeggt ccgeaagega cecggtatgt acatcggtte caceggtgag 180
cgeggectge accatetegt cecaagaggte gtegacaact cegtegacga geccatggee 240
ggtcacgegg acageatcga ggicacgate cicgecgacg geggegitecg cgicgtggac 300
aacggccgeg ggatcecggt gggcatcgte coctcggage ggaageegge tgtggagete 360
gtgctgaccg tgetgeacge gggeggcaag ticggeggeg geggctacge cgtctecgge 420
ggtctgcacg gegteggegt ctecgtegte aacgecctgt cetcgaaggt gteggtegag 480
gtcaagacgg acggctaccg ctggacccag gactacaaga cgggagcgec gaccgegeee 540
ctggeecgga acgaggecac ggaggagace ggeaccacgg teacctictg ggeggaceeg 600
gacgtettcg agaccaccga gtactecttc gagacgetgg cceggegett ccaggagatg 660
gegttectea acaagggect gtegatcteg ctcaaggacg agegegagge ceatgtggac 720
gaggagggca ageegeicte cgtgaagtac cactacgagg geggeategt cgactiegtg 780
acctacctea acteccgeaa gggegagetg gteccacceea cggtgategg gticgaggee 840
gaggacaagg agcggatgct ctecctegag atcgegatge agtggaacac ccagtacace 900
gaggetotet acagettege gaacaccate cacacceatg agggeggeac ceacgaggag 960
gecttccgeg cegegetgac gtacctgate aacaagtacg cgegegacaa gaagetgcte 1020
cgggagegte acgacaacct caccggtgag gacatecgeg agggectgac cgecatcate 1080
tcggteaage tgggegagee geagticgag ggecagacea agaccaaget gggeaacacg 1140
gaggccaaga ccttcgleca gaagatcglc aacgageate tegecgactg getggacegt 1200
aaccctaatg aggcggcgga catcgteege aaggggatec aggeggegac ggccegegte 1260
gcggeccgla aggegeggga tetgacecge cgtaaggggce tgetggagac cgegtegetg 1320
ccgggeaage tgagegaclg ceaglecaal gacecglega aglgegagal clicalegte 1380
gaggetgact cegeeggegg cteggecaag tceggeegta accegeagta tcaggegate 1440
ctcccgatee geggeaagat cetcaacgtg gagaaggeee gggtegacaa gatectgeag 1500
aacaacgagg tccaggegcet gatctccgec ticggeaccg ggetgcacga ggacttegac 1560
atcgccaage tcegetatea caagateatt ctgatgecge acgecgatgt cgacggecag 1620
cacatcaaca ccctgetget gaccttecte ttecgettea tgegececget ggtegaggeg 1680
gggcatgrct tectefeceg teegeegete tacaagatea agrggggecg ggacgactte 1740
gagtacgegt actcggaccg ggagegggac gegetgatee aggteggeeg tgaacagege 1800
aagcgcatca gggacgacte ggtccagegc ttcaagggte tgggegagat gaacgecgaa 1860
gagetgeggg tcaccacgat ggaccecgac cacegegtee tgggecaggt cacectggac 1920
gacgegecge aggecgacga celgtictcg gicctgatgg gigaggacegt cgaggcacgg 1980

cgctegtica tccagegeaa cgecaaggat gtecgettee tegacatetg a 2031
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SEQ ID_NO6

gecgatcgge cgaacgagee ggtegagete atccecaceg ggtegaccege tetegacgte 60
gcccteggeg tcggeggtet gecgegegge cgggtggteg aggtetacgg ceecgagtee 120
tccggtaaga cgaccetgac cetgeacgeg gtggecaatg cecageggge cggeggeace 180
gitgccticg tggacgecga geacgeecic gaccctgact acgegeagaa getgggegtg 240
gacaccgact cectgatect gicccageeg gacaacggeg ageaggeget cgagatcgtg 300
gacatgectgg tecgeteegg cgecctegac cteatcgtea tegactecgt cgeegecctg 360
gtgccgegeg cggagatega gggcgagatg gocgacteee acgteggect ceaggeccgg 420
ctgatgagee aggegeteeg taagatcace agegegetea accagtecaa gaccaccgeg 480
atcttcatca accagcetceg cgagaagate ggegteatgt tcggetegee ggagaccacg 540
accggtggee gggegetgaa gtictacgeg teggtgcgea tegacateeg cegeategag 600
accctcaagg acggeaccga cgeggtegge aaccgeacece gegtcaaggt cgtcaagaac 660
aaggtcgege cgeecttcaa geaggeegag ttcgacatee tetacggeca gggeatcage 720
cgtgagggcg gtetgatega catgggegte gageacggct tegteegeaa gtecggtgee 780
tggtacacct acgagggcga ceagetcgge cagggcaage agaacgeccg caacticetg 840
aaggacaacc ccgatclcge caatgagatc gagaagaaga tcaaggaaaa getcggeate 900

ggggteagec cCccagegacce gecggccgcyg gcacceacca cggacgegec tggteccgeg 960
ggCgtgaccg acgecgrace ggegaagece 990

SEQ ID_NO7

glgcccageg cegagggcta titcggegec ticggegeca agticateee cgaggegete 60
glcgeegeeg tegacgaggt cgeggecgag tacgagaagg ccaagacgga ceecgeette 120
gcggccgage tcgaggatct gotggteaac tacaccggee ggeccagtge getgaccgag 180
glgcggeget tcgecgagea cgeegggeec geccgggtet tectcaageg ggaggaccte 240

aaccacaccg getcccacaa gatcaacaat gtgetgggec aggeectget caccaagege 300

atgggcaagt cecgggteat cgecgagace ggegeeggte ageacggegt ggecacggee 360
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accgcatgtg cgetgttcgg gctegaatge accatctaca tgggegaggt cgacacccag 420
cggcaggcgc tcaatgtgge gegeatgcge atgetgpgee cegaggteat ctecgtgace 480
fccggeagee geaceclgaa ggacgecalc aacgaggegt iccgggactg ggtegecaat 540
gtggaccgea ccecactacct cticggtacg gtggecggec cccaccectt cccggegetg 600
gtecgegact tccacegggt gatcggegtg gaggegegee ggecagatect ggageggace 660
gggeggctee cggacgeggt cgeggectgt giggecggeg gatccaacge gatcgggetg 720
ttccacgect tectgeecgga cgagagegte cgeetegteg gettegagee cgeeggacac 780
ggtgtegaga ccgggoagea cgeggecacg ctgagecagg gegageecgg gatcctgecac 840
ggcleceggt cglicglget ccaggacgag gacggccaga tcaccgagee glactegate 900
teggeegete tegactacee cggegleggg ceggageacg cgtatctgaa ggacatecgge 960
cglgecgagt accgggegel caccgacgac gaggegalge gggegclgeg getgeieteg 1020
gagaccgagg gcatcatcece ggegatcgag agegeccacg cgetggeggg cgecctggac 1080
cleggeegtg agetggggag cgacggectg glgetggtea accictecgg gegeggegac 1140
aaggacatgg acacggeggce teggtactte gggetctacg accageagag cgaccaggga 1200
gegaagtga 1209

SEQ ID_NO8

gtggectecg gecgegtege gegggteate ggeceggteg tegacgtgea gtteccegte 60
gacgcgatge cggagatcta caacgegetg caggtegagg tcgecgacee cteccaggag 120
ggggegaaga agaccetgac celcgaggic geecageace teggegaggg cetggiecge 180
gecatcteca tggageceac cgacggectg gtecgecagg cegeggtgac cgacaccegge 240
gacggcatca cggtgeeggt cggegatgte accaagggee gggtgttcaa cacectegge 300
aagatcctca acgageccga ggeegagtee gaggtecaceg agegetggte catccaccge 360
aaggeeecgg cettegacea gotcgaglee aagaccgaga tgttcgagac cggectgaag 420
gtcgtecgacc tgetgaceee gtacgtcaag ggcggeaaga teggtetgtt cggeggegeg 480
ggegleggea agacegtgct catccaggaa atgateatge gtgtggecaa getgeacgag 5340
geegtttceg tgttcgeegg tgteggegag cgeacceglg agggeaacga cetgatcgag 600
gagatggccg agtccggegt getccegeag accgegcetgg tettcggeca gatggatgag 660
ceccegggea cecgictgeg cgicgecectg geegglctga ceatggegga glacticege 720
gatgtgcaga agcaggacgt getgticttc atcgacaaca tettcegett cacccaggee 780
ggliccgage Ictcgacect gelcggecgg atgecctecg cggtgegcta ceagecgaac 840
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ctggecgacg agatgggcat cctgeaggag cgeatcacct cgaceegteg tcactcgate 900
acclcgatge aggegaicta cglceecegeg gacgacclga ccgacccgge ceccggegace 960
accttcgege acctegacgce gaccacggtg cteteecgge cgatctecgga gaagggcate 1020
tacccggege tgeacceget ggactegacg teceggatee tggaccegeg ctacatctcg 1080
caggagcact acgactgcge ctcgegegtg aagtcgatce tgeagaagta caaggaccte 1140
caggacatca tcaacatect gggeatcgac gageteggeg aggaggacaa geteacegte 1200
ttccgegeee gecggatcga gegetteetg tcgeagaaca cecacgegee gaageagtte 1260
accggecteg acggatcgga tgteccgetg gacgagteca tegecgegtt caacgegate 1320
gecgatggtg agttcgacea ctteceegag caggegttet teatgtgegg tggeetggae 1380
gacctcaagg ccaaggecaa ggagetggece gteteetga 1419

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AGRONUTRICION

<120> NUEVA CEPA DE STREPTOMYCES

<150> FR1359186
<151> 24-09-2013

<160> 8

<170> BiSSAP 1.0

<210>1

<211> 1336
<212> ADN
<213> Streptomyces

<220>

<221> fuente

<222> 1.
<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Streptomyces"

<400> 1

.1336
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tagtggcgaa
gaaacggggt
ggcggtgcag
cgacgacggg
gactcctacg
acgccgcegtg
gagtgacggt
gtagggcgca
gtcggatgtg
ttcggtaggg
caccggtgge
agcgaacagg
cgacattcca
gccgcaaggce
gcttaattcg
ggagacaggg
tgtcgtgaga
catgccettte
aggtggggac
tggccggtac
gttcggattg
agcattgctg
gtcggtaaca
<210> 2

<211> 20
<212> ADN

cgggtgagta
ctaataccgg
gatgagcccg
tagcecggect
ggaggcagca
agggatgacg
acctgcagaa
agecgttgtce
aaagcccggg
gagatcggaa
gaaggcggat
attagatacc
cgtcgtecge
taaaactcaa
acgcaacgcg
gccceccececttg
tgttgggtta
gggggntgat
gacgtcaagt
aatgagctgce
gggtctgcaa
cggtgaatac

cctgaa

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..20

ES 2676 460 T3

acacgtgggce
atatgacacg
cggcctatca
gagagggcga
gtggggaata
gcecttegggt
gaagcgccgg
ggaattattg
gcttaaccce
ttcctggtgt
ctctgggceceg
ctggtagtcce
gccgecagceta
aggaattgac
aagaacctta
tggtcggtgt
agtccecegea
ggggacttnc
catcatgcce
gaagccgtga
ctcgacccecca

gttcceggge

aatctgcecct
ctcecgeatg
gcttgttggt
ccggccacac
ttgcacaatg
tgtaaacctc
ctaactacgt
ggcgtaaaga
gggtctgcat
agcggtgaaa
atactgacgc
acgccgtaaa
acgcattaag
ggggggccceg
ccaaggcttg
acaggtggtg
acgagcgcaa
acaggagact

cttatgtctt

ggtggagcga atctcaaaaa gccggtctca
tgaagtcgga gtcgctagta atcgcagatce

cttgtacaca ccgccecgtca cgtcacgaaa

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Streptomyces"

<400> 2

agagtttgat cctggcetecag 20

<210>3
<211>19
<212> ADN

19

gcactctggg
ggatgcgtgt
ggggtgatgg
tgggactgag
ggcgaaagcc
tttcagcagg
gccagcagcec
gctcgtagge
tcgatacggg
tgcgcagata
tgaggagcga
cgttgggaac
ttceeegecet
cacaagcggc
acatacaccc
catggcttgt
ccecttgttcet

gccggggtca

gggctgcaca

acaagccctg
ggaaagctcc
cctaccaagg
acacggccca
tgatgcagcg
gaagaagcga
gcggtaatac
ggcttgtcge
caggctagag
tcaggaggaa
aagcgtgggyg
taggtgtggg
ggggagtacg
ggagcatgtg
ggaaacctct
cgtcagectceg
gtgttgccag
actcggagga

cgtgctacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1336
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<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..19
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<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Cebador 1429r" /organismo="Streptomyces"

<400> 3

ggttaccttg ttacgactt 19

<210> 4
<211> 3483
<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..3483

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Streptomyces" /plasmido="rpoB"

<400> 4
ttggcegect

ctgegeatet
cagaccgaga
gcgcetggaca

atctccccega

cgcgcaacgce
cctttgegaa
gcttcgattg
gcggtcagga

tcgaggactt

ctcgactgce
gatcagggag
gctgectegge
cgtececcace

ctcegggtceg

aatacgaaca
cctetegagg
aatgccgect
aagtccggtce

atgtccctga

20

atggcgccag
ttccgaacct
ggaaggctcg
tggaagagat

ctttcegtga

caccgccccg
cctegegetg
cgtegagget
cttecgaggag

tcaccgttte

60

120

180

240

300



gagccgcecga
ctcttegtea
ttcatgggcg
cgtgtcgtceg
aagacgtccg
gagatggaga
tccgtcaceg
ggcgagtacg
gcgetgetceg
cagacgctge
cgctacaagg
gtcgaggacg
accgtegggg
aaccgccgta
cgtatggagce
cagaccctga
cagctgtege
ctgaacgcge
gtgcacccgt
ggtctgatcg
ccgtaccgea
gaagaggacc
gccgagaacce
gacgtcgact
cccttecteg
gccgtgecge
gcggtegacg
gccgactacg
ttcteeeget
cgggtgatcg
ctcggcaaga

atcatcctca

agaactcgat
cggcecgagtt
acttcceget
tctcgecaget
acaaggacat
tcgacaageg
ttctecctgaa
agtcgatgeg
acatctaccg
tcgagaacct
tcaacaagaa
tcatcgecte
acaacggcca
tccgtaacgt
gcgtegtgeg
tcaacatccg
agttcatgga
tcggececeegg
cgcactacgg
gctegetege
aggtcgtcga
gcttcgtcat
gcgtectggt
acatggacgt
agcacgacga
tgatcaaggc
ccggcgacgt
tgacggtggce
ccaaccaggg
ccggccaggt
acctcctggt

gccagegtcet

ES 2676 460 T3

cgacgagtgce
caccaacaac
catgaccgac
ggtccgetceg
cttecteegte
tgacatggtc
ggctctegge
cgccacccetg
caagctgegt
ctacttcaac
gctgggttceg
gatcaagtac
gtcegtggte
cggcgagcetg
tgagcgcatg
gceggtegte
ccagacgaac
tggtctetee
ccgecatgtge
ctcgtacgge
cggtgtcgte
cgcgcaggece
ccgecgecgt
ctcaccgege
cgccaaccgce
ggagtcceccg
catcaaggcc
caacgacgac
cacctcctte
gctggeecgac
ggcgttcatg

ggtgcaggac

aaggagcgtg
gagaccggcg
aagggcacct
ccgggtgtcet
aaggtcatcc
ggtgtgegta
tggacgaccg
gagaaggacc
ccgggegage
ccgaagcgcet
geccgetecge
ctggtgaagce
gtcgagaccg
atccagaacc
acgactcagg
gcctcecatca
ccgetgtegg
cgtgagcggg
ccgatcgaga
cgggtcaacg
accgacgacg
aacgcccege
ggcggcgagyg
cagatggtgt
gcgcetecatgg
ctggtcggceca
gagaaggacg
ggcacctaca
aaccagaagg
ggcccgtcecca
ccgtgggagg

gacgtcctct

21

acttcaccta
agatcaagtc
tctgcatcaa
acttcgactc
cgtceegggg
tcgaccgcaa
agcagatcct
acacccaggg
cccccacacg
acgacctcge
tggacgcggg
tgcacgeegg
acgacatcga
aggtccgcac
acgtcgagge
aggagttctt
gtctgaccca
cgggcttcega
cgcccgaagg
cgtteggttt
tcgactacct
tcgcggacga
tcgactacat
cggtcgegac
gctcgaacat
ccggcatgga
gtgtcgtcca
ccacctaccg
tcgtegtgga
ccgaggacgg
gccacaacta

cctcgatcca

cgecgeteceg
ccagacggtc
cggcaccgag
ctccatcgac
tgcetggetg
gcgcaagcag
ggaggagttc
ccaggacgac
ggaggccgceg
gaaggtcgge
cgtecctgacyg
tgagaccgag
ccacttecgge
gggtctggee
gatcacgccg
cggcaccagce
caagcgcecgt
ggtcecgtgac
cccgaacatce
catcgagacc
gacggccgat
cctgegette
cceceggegac
cgcgatgatce
gatgcgccag
gtaccgetgt
ggaggtctcce
ggtggccaag
cgagggtgcg
cgagatggceg
cgaggacgcg

catcgaggag

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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1380
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cacgaggtcg
aacgtctccg
gaggtcgtceg
accccggagg
acctcgcetga
cgcgaagagg
cagaagcgca
atctccaaga
atcatcctca
cacctgggcet
cggctccagg
ttcgacggceg
gacggcgacc
gagccgttcece
gtggacgaca
ctgggtggta
gaggcttatg
accggccgceg
atccccgagt
gtgctgtcegt
gctgcggagg
tga

<210>5

<211> 2031
<212> ADN

atgccegtga
aggaggtcct
ccggcecgacat
agcggctget
aggtgcecgceca
gcgacgaact
agatcaccga
tcctgeeggt
acccgctggg
ggctggcectce
ccatecggege
cccgcgagga
gcctggtceca
cggagccgat
agctgcacge
aggctcagtt
gcgccgegta
tgaaggtcta
ccttcaaggt
ccgacggcat

agctcggtat

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..2031

ES 2676 460 T3

caccaagctc
cgccgaccte
cctggtegge
gcgcegegate
cggtgagatc
gccgeecggge
tggtgacaag
cgaggacatg
tgtcecegtee
ccgeggetgg
cgacgaggtce
cgagatcgcece
gtecgtececgge
cteggtegge
ccggtceccace
cggtggecag
cgccctccag
cgaggccatc
gctcatcaag
gtccatcgag

cgacctgtce

ggccccgagyg
gacgagcgceg
aaggtcaccc
ttecggtgaga
ggcaaggtca
gtgaaccagc
ctcgeeggee
ccgttectgg
cgaatgaacc
aaggtcgagg
gagcccggca
ggtctectteg
aaggcccggce
tacatgtaca
ggtccgtact
cgcttcggtg
gagctgctga
gtcaagggcg
gagatgcagt
atgcgcgaca

cggcgcgagce

agatcacccg
gcatcatceg
cgaagggcga
aggcccegtga
tcggegteeg
tggtccgegt
gtcacggcaa
aggacggcac
cgggacaggt
gctcecgagga
ccaacgtcgce
actcgacgat
tcttecgacgg
tcctcaaget
cgatgatcac
agatggaggt
ccatcaagtc
agaacattcc
ccctgtgect
ccgacgagga

cgagcagcegt

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="gyr B" /organismo="Streptomyces"

<400> 5

gtgctgtgce agaaagggceg cttcegtggec gattccggeca accccatcga aaacatccecg

tccacgececeg acgacgaggce cctggetceceg cecgtegtacg acgeccagtge gattaccegte

22

ggacatcccg
gatcggtgcece
gaccgagcetg
ggtcegtgac
cgtecttegac
ctacgtggceg
caagggcgtc
cccggtegac
cctggagatc
ctggatgcag
gaccceggte
cccgaaccgce
ccgeteegge
gcaccacctg
ccagcagccg
gtgggcgetg
cgacgacgtg
cgagcccggce
caacgtggag
cgtettecge

cgaagaggtc

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3483

60

120



ctggaagggc
cgecggectge
ggtcacgcgg
aacggccgceg
gtgctgaccg
ggtctgcacg
gtcaagacgg
ctggcccgga
gacgtcttcg
gcgttcectea
gaggagggca
acctacctca
gaggacaagg
gagggtgtct
ggcttcegeg
cgggagcgtg
tcggtcaagce
gaggccaaga
aaccctaatg
gcggeccgta
ccgggcaagce
gagggtgact
ctccegatce
aacaacgagg
atcgccaagce
cacatcaaca
gggcatgtct
gagtacgcgt
aagcgcatca
gagctgeggg
gacgcggcge

cgctegttea

tggaggcggt
accatctcgt
acagcatcga
ggatcccggt
tgctgcacge
gcgteggegt
acggctaccg
acgaggccac
agaccaccga
acaagggcct
agccgcetcte
actcccgcaa
agcggatgcet
acagcttcge
ccgegcetgac
acgacaacct
tgggcgagcec
ccttegtcecceca
aggcggcegga
aggcgcggga
tgagcgactg
ccgccggegg
gcggcaagat
tccaggcgcet
tccgetatca
ccctgetget
tcctetceceg
actcggaccg
gggacgactc
tcaccacgat
aggccgacga

tccagcgcaa
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ccgcaagcga
ccaagaggtce
ggtcacgatc
gggcatcgtce
gggcggcaag
ctcegtegte
ctggacccag
ggaggagacc
gtactcctte
gtcgatctceg
cgtgaagtac
gggcgagctg
ctcectegag
gaacaccatc
gtacctgatc
caccggtgag
gcagttcgag
gaagatcgtc
catcgtcege
tctgaccecge
ccagtccaat
ctcggceccaag
cctcaacgtg
gatctccgece
caagatcatt
gaccttcctc
tccgecgetce
ggagcgggac
ggtccagcge
ggaccccgac
cctgtteteg

cgccaaggat

cccggtatgt
gtcgacaact
ctcgecgacg
cccteggagg
tteggcggeg
aacgcccetgt
gactacaaga
ggcaccacgg
gagacgctgg
ctcaaggacg
cactacgagg
gtccacccceca
atcgecgatge
cacacccatg
aacaagtacg
gacatccgceg
ggccagacca
aacgagcatc
aaggggatcc
cgtaaggggc
gacccgtcga
tcecggecgta
gagaaggccc
ttcggcaccg
ctgatggegg
ttccgettca
tacaagatca
gcgctgatcce
ttcaagggtc
caccgcegtcee
gtecectgatgg

gtecegettee

23

acatcggttce
ccgtegacga
gcggcegteeg
ggaagccggce
gcggctacge
cctcgaaggt
cgggagcgec
tcaccttctg
ccecggegett
agcgcgaggce
gcggcatcegt
cggtgatcgg
agtggaacac
agggcggcac
cgcgcgacaa
agggcctgac
agaccaagct
tcgecgactg
aggcggcgac
tgctggagac
agtgcgagat
acccgcagta
gggtcgacaa
gggtgcacga
acgccgatgt
tgcgcccget
agtggggccg
aggtcggeeg
tgggcgagat
tgggccaggt
gtgaggacgt

tcgacatctg

caccggtgag
ggccatggcece
cgtcgtggac
tgtggaggtce
cgtcteegge
gtcggtcgag
gaccgcgecce
ggcggacceg
ccaggagatg
ccatgtggac
cgacttegtg
gttecgaggcece
ccagtacacc
ccacgaggag
gaagctgctc
cgccatcatce
gggcaacacg
gctggaccgt
ggcccgggte
cgegtegetg
cttcatcgte
tcaggcgatc
gatcctgcag
ggacttcgac
cgacggccag
ggtcgaggeg
ggacgacttc
tgaacagggc
gaacgccgaa
caccctggac
cgaggcacgg

a

180

240

300
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600
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780
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1020

1080
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<210>6
<211>990
<212> ADN

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..990
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<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Rec A" /organismo="Streptomyces"

<400> 6
ggcgatcgge

gceceteggeg
tccggtaaga
gttgccetteg
gacaccgact
gacatgctgg
gtgccgegeg
ctgatgagcc
atcttcatca
accggtggcece
accctcaagg
aaggtcgcgce
cgtgagggcg
tggtacacct
aaggacaacc
ggggtgaggce
ggcgtgaccg
<210>7

<211> 1209
<212> ADN

cgaacgagcc
tcggeggtcet
cgaccctgac
tggacgccga
ccctgatect
tccgceteegg
cggagatcga
aggcgctecg
accagctccg
gggcgctgaa
acggcaccga
cgcecttecaa
gtctgatcga
acgagggcga
ccgatctege
cccaggaccc

acgccgcace

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..1209

<223> /tipo_mol="ADN" /note="TrpB" /organismo="Streptomyces'

<400> 7

ggtcgaggte
gccgegegge
cctgcacgeg
gcacgccctce
gtcccageeg
cgccctcgac
gggcgagatg
taagatcacc
cgagaagatc
gttctacgeg
cgcggtegge
gcaggccgag
catgggegte
ccagctegge
caatgagatc
ggcggcecgeg

ggcgaaggcc

atccccaccg
cgggtggtcg
gtggccaatg
gaccctgact
gacaacggcg
ctcatcgtca
ggcgactccce
agcgcgctcea
ggcgtgatgt
tecggtgegea
aaccgcaccc
ttcgacatcce
gagcacggct
cagggcaagg
gagaagaaga

gcacccacca

24

ggtcgaccge
aggtctacgg
cccagcgggce
acgcgcagaa
agcaggcgcet
tcgactcegt
acgtcggect
accagtccaa
tcggcetegece
tcgacatccg
gcgtcaaggt
tctacggcca
tcgtcegeaa
agaacgcccg
tcaaggaaaa

cggacgcggc

tctcgacgtce
cccegagtece
cggcggcacc
gctgggegtg
cgagatcgtg
cgccgecectg
ccaggcccgg
gaccaccgcg
ggagaccacg
ccgcategag
cgtcaagaac
gggcatcagc
gtceggtgee
caacttcctg

gcteggeatce

tggtgcegeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990



10

gtgcccageg
gtcgeecgecg
gcggccgage
gtgcggcggt
aaccacaccg
atgggcaagt
accgcatgtg
cggcaggcge
tccggeagece
gtggaccgca
gtgcgcgact
gggcggctge
ttccacgect
ggtgtggaga
ggctcceggt
tcggeeggte
cgtgeccgagt
gagaccgagg
ctcggeegtg
aaggacatgg
gcgaagtga

<210> 8

<211> 1419
<212> ADN

ccgagggcta
tcgacgaggt
tcgaggatct
tcgecgagea
gctcccacaa
cccgggtceat
cgectgttegg
tcaatgtggc
gcaccctgaa
cccactacct
tccaccgggt
cggacgcggt
tcctgecgga
ccggggagcea
cgttegtget
tcgactaccce
accgggcggt
gcatcatccc
agctggggag

acacggcggce

<213> Streptomyces

<220>
<221> fuente
<222>1..1419
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tttcggcegece
cgcggccgag
gctggtcaac
cgccggggge
gatcaacaat
cgccgagacce
gctcgaatgce
gcggatgegg
ggacgccatce
cttcggtacg
gatcggcgtg
cgcggectgt
cgagagcgtg
cgcggccacg
ccaggacgag
cggcgtcggg
caccgacgac
ggcgatcgag
cgacggcctg

tcggtacttce

ttcggcggea
tacgagaagg
tacaccggcece
gcecegggtet
gtgctgggge
ggcgccggtce
accatctaca
atgctgggeg
aacgaggcgt
gtggccggece
gaggcgegge
gtgggcggeg
cgcectegteg
ctgagccagg
gacggccaga
ccggagcacg
gaggcgatgce
agcgcccacg
gtgctggtca

gggctctacg

agttcatccc
ccaagacgga
ggcccagtge
tcctcaageg
aggccctget
agcacggcgt
tgggcgaggt
ccgaggtcat
tcecgggactg
cccacccctt
ggcagatcct
gatccaacgce
gcttegagee
gcgagcccgg
tcaccgagcec
cgtatctgaa
gggcgctgeg
cgctggeggg
acctctecegg

accagcagag

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="AtpD" /organismo="Streptomyces"

<400> 8

gtggcctceg gecgegtege
gacgcgatgce cggagatcta
ggggcgaaga agaccctgac

gccatctcca tggagcccac

25

cgaggcgctc
ccecegectte
gctgaccgag
ggaggacctc
caccaagcgc
ggccacggcc
cgacacccag
ctcegtgace
ggtcgccaat
cccggegetg
ggagcggacc
gatcgggctg
cgccggacac
gatcctgcac
gtactcgatc
ggacatcggce
gctgetcteg
cgccctggac
gcgcggcgac

cgaccaggga

gcgggtcatce ggcccggteg tcgacgtgga gtteccecegte
caacgcgcetg caggtcgagg tcgccgaccce ctcccaggag
cctecgaggte gecccagcacce tcecggecgaggg cctggtcecge

cgacggcectg gtccgccagg ccgeggtgac cgacaccggce

60

120

180

240

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1209



gacggcatca
aagatcctca
aaggccccgg
gtcgtcgacce
ggcgtcggceca
ggcgtttecg
gagatggccg
cccecgggea
gatgtgcaga
ggttccgagg
ctggcecgacg
acctcgatge
accttegege
tacccggegg
caggagcact
caggacatca
ttecegegece
accggecteg
gcegatggtg

gacctcaagg

cggtgeceggt
acgagcccga
ccttcgacca
tgctgaccce
agaccgtgcet
tgttcgeegg
agtcecggegt
ccegtetgeg
agcaggacgt
tctcgaccect
agatgggcat
aggcgatcta
acctcgacge
tggacccget
acgactgcgce
tcaacatcct
gccggatcga
acggatcgga
agttcgacca

ccaaggccaa
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cggcgatgtce
ggccgagtcce
gctcgagtcecce
gtacgtcaag
catccaggaa
tgtcggecgag
gctccegecag
cgtcgeectg
gctgttcette
gctcggccgg
cctgcaggag
cgtceeegeg
gaccacggtg
ggactcgacg
ctcgegegtg
gggcatcgac
gcgcecttectg
tgtgcecgetg
cttcececegag

ggagctggge

accaagggcc
gaggtcaccg
aagaccgaga
ggcggcaaga
atgatcatgc
cgcacccegtg
accgegetgg
gceggtcetga
atcgacaaca
atgccctceceg
cgcatcacct
gacgacctga
ctcteecegge
tcececggatcee
aagtcgatcc
gagctcggeg
tcgcagaaca
gacgagtcca
caggcgttct

gtctecctga

26

gggtgttcaa
agcgcetggtce
tgttcgagac
tcggtcetgtt
gtgtggccaa
agggcaacga
tctteggceca
ccatggcgga
tctteegett
cggtgggcta
cgacccgtgg
ccgacccggce
cgatctcgga
tggaccecgeg
tgcagaagta
aggaggacaa
cccacgeggce
tecgeegegtt

tcatgtgcgg

caccctegge
catccaccge
cggcctgaag
cggcggegeg
gctgcacgag
cctgatcgag
gatggatgag
gtacttccge
cacccaggcc
ccagccgaac
tcactcgatc
cccggcgacce
gaagggcatc
ctacatctceg
caaggacctc
gctcaccgtce
gaagcagttc
caacgcgatc

tggcctggac

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419
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Reivindicaciones
1. Bacteria aislada del género Streptomyces seleccionada del grupo que consiste en:

— la bacteria depositada y registrada en la CNCM con el N.° |-4467, y

— los mutantes de dicha bacteria depositados y registrados en la CNCM con el N.° I-4467 capaces de inhibir el
crecimiento de al menos un microorganismo, denominado microorganismo objetivo, elegido del grupo compuesto
por Botrytis cinerae, Fusarium culmorum, Pythium ultimum, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeomoniella
aelophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea y Botryosphaeria obtusa, obteniéndose los mutantes de dicha
bacteria depositada por mutagénesis de dicha bacteria depositada.

comprendiendo la bacteria depositada y los mutantes de dicha bacteria depositada una secuencia de ADN,
denominada ADN 16Sr, que codifica el ARN ribosémico 16S de dicha bacteria, siendo dicha secuencia de ADN
idéntica a la secuencia SEQ ID_NO1.

2. Bacteria de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que tiene una secuencia de ADN que codifica la
subunidad beta de la ARN polimerasa (polB) homdloga a la SEQ ID_NOA4.

3. Bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que tiene una secuencia de ADN
que codifica la girasa (gyrB) homéloga a la SEQ ID_NOS5.

4. Bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que tiene una secuencia de ADN
que codifica la recombinasa (RecA) homdloga a la SEQ ID_NOG6.

5. Bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que tiene una secuencia de ADN
que codifica la subunidad beta de la triptéfano sintetasa homologa (trpB) a la SEQ ID_NO?7.

6. Bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que tiene una secuencia de ADN
que codifica la subunidad beta de la ATP sintetasa (AtpB) homdloga a la SEQ ID_NOS.

7. Composicion que comprende al menos una bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizada por que se trata de una composicién liquida que
comprende bacterias de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6 en un medio liquido.

9. Composiciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones 7 u 8, caracterizada por que comprende bacterias en
fase de crecimiento vegetativo.

10. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizada por que comprende las bacterias
en forma de esporas.

11. Composicion de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizada por que se encuentra en estado sdlido.
12. Composicion acelular que se puede obtener por un procedimiento en el que:

— se siembra y se cultiva al menos una bacteria de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 en un medio
de cultivo capaz de permitir el crecimiento de dicha bacteria durante un periodo mayor de 24 horas y a una
temperatura entre 12 °C y 37 °C, y a continuacion;

— se extraen las bacterias del medio de cultivo o se inactivan las bacterias con el fin de formar la composicién
acelular;

caracterizada por que:

— comprende al menos un polinucleétido, comprendiendo dicho polinucleétido una secuencia de ADN idéntica a
la secuencia SEQ ID_NO(1;

— presenta un efecto estimulante del crecimiento de las plantas en cultivos como el girasol, el maiz, la colza, el
trigo y el tomate y una actividad antifungica en las hojas de la vid.

13. Composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 12 formada por un medio de cultivo bacteriano, caracterizada por
que presenta un cromatograma HPLC, realizado en una columna XBridge de dimensiones 25 cm/4,6 mm/5 pm con
un gradiente de acetonitrilo del 20 % al 95 % en agua con un caudal de 0,8 ml/min, que comprende una primera
sefial principal a un tiempo de retencion de 11,925 minutos y una segunda sefal principal a un tiempo de retencion
de 20,04 min.
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Fig 1a
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Fig 2
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Fig 6a
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